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Abréviation 
et formule 
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AcOEt Acétate d’éthyle 
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ANOVA Analyse de la variance 
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chitine 

CERK1 « Chitin Elicitor Receptor Kinase 1 » Récepteur kinase de la chitine 1 

CO Chitinoligosaccharide 

CO(CH3)2 Acétone deutérée 

CSP « Comune symbiosis pathway » La voie comune de signalisation des 
symbioses 

CuAAc « Cooper(I)-catlyzed alkyne-azoture cycloaddition » Réaction entre un 
alcyne et un azoture catalysé au cuivre I 

D2O « Eau lourde » 

DA Degré d'acétylation 

DABITC 4-(4-Isothiocyanatophenylazo)-N,N-dimethylaniline 
DAMP « Damage-associated molecular patern » Motifs moléculaires associés 

aux dégats 
DCC Dicyclohexylcarbodiimide 

DCM Dichlorométhane 

DIPEA N,N-diisopropylethylamine 
DMAP 4-(Dimiethylamino)pyridine 

DMC 2-Chloro-1,3-dimethylimidazolinium 

DMTMM 4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium 

DOTA 1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid 
EDANS Sodium 5-(2-Aminoethylamino)-1-napthylaminesulfonate 
ESI « Electrospray ionization » Ionisation par électrospray 
Et3N Triethyamine 
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FACS « Flow cytometry cell sorting » Séparation de micro-organisme par 
cryométrie en flux 

FRET « Förster resonance energy transfert » Transfert d’énergie par 
résonance de type Förster 

GFP « Green fluorescent protein » Protéine de fluorescence verte  

GH Glycosides hydrolases 

GlcNAc N-acétyl-glucosamine 
GlcN Glucosamine 
GPI Glycosylphosphatidylinositol 

HCl Acide chlorhydrique 
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HEWL « Hen egg white lysozyme » Lysozyme du blanc d'œuf 

HCl Acide chlorhydrique 

HF Acide fluorhydrique 

HRMS « High resolution mass spectroscopy » Spectroscopie de masse à haute 
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K Kelvin 

LCO Lipochitoologosaccharide 

LiCl Chlorure de lithium  

LPMO « Lytic Polysaccharides Monooxygénase » Polysaccharidase 
monooxygénase 

MADI-TOF Spectrométrie de masse par ionisation de désorption laser assistée par 
une matrice et couplée à un analyseur de temps de vol 

MAMPs Motifs moléculaires associés aux pathogènes 

CH3OD Methanol deutéré  

MOPS 3-(N-Morpholino)propanesulfonique 
MS/MS « Tandem mass spectrometry » Spectrométrie de masse en tandem 
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Myc Facteur de mycorhization 

NaHCO3 Bicarbonate de sodium 

NBS N-bromosuccinimide 

NBS-LRR « Nucleotide-binding site leucine rich repeat » Site de liaison nucléotide 
riche en leucine 
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« Receptor-like protein » Récepteur de type protéine 

RMN Résonance magnétique nucléaire 
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SYMRK « Symbiosis receptor like kinase » Recepteur symbiotique de type 
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UV Ultra Violet 
WGA « Wheat germ agglutinin » Agglutinine de germe de blé 

WGAI Isolectin I 
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Contexte 

Cette thèse a été réalisée dans l’équipe Chimie et Biotechnologie des Oligosaccharides (CBO) 

au sein du Centre de Recherche sur les Macromolécules Végétales (CERMAV). Dirigée par le 

Dr. Sébastien Fort, elle a été financée par la fondation pour le développement de la chimie 

des substances naturelles et ses applications. Elle s’inscrit également dans un projet ANR (Nice 

Crops) en collaboration avec le laboratoire des interactions plantes-microorganismes 

(INRA/CNRS Toulouse). L’objectif de ce projet est d’étudier le rôle des oligosaccharides de 

chitine chez les plantes. 

Les chitinoligosaccharides ou oligosaccharides de chitine (COs) sont impliqués dans différents 

processus biologiques chez les plantes tels que : la mycorhization, la nodulation ainsi que les 

systèmes de défenses. Afin de pouvoir exploiter le potentiel de ces molécules, il est primordial 

d’étudier les interactions des COs avec les récepteurs des plantes. Comprendre comment les 

plantes discriminent et intègrent ces stimulis peut se révéler d’un grand intérêt pour la 

biologie des plantes. La compréhension de ces phénomènes biologiques pourra permettre de 

développer une agriculture plus durable et ainsi réduire l’utilisation des pesticides et des 

fertilisants. 

Dans ce contexte, cette thèse s’est particulièrement focalisée au développement de sondes 

moléculaires originales à base de chitinoligosaccharidiques. Ces sondes ont pour principal 

objectif d’identifier des récepteurs qui interagissent avec les COs. Elles peuvent aussi être 

utilisées pour caractériser et identifier de nouvelles enzymes originales essentielles pour 

produire de façon toujours plus efficace des COs (Figure I.1). Ce manuscrit est organisé en cinq 

chapitres structurés autour de la synthèse de sondes de COs et de leur évalutaion 

biochimique. 
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Figure I.1 : Stratégie et découverte de nouveaux récepteurs biologiques. 

Le premier chapitre est une étude bibliographique mettant en avant le rôle des COs et de leurs 

dérivés chez la plante ainsi que leurs applications potentielles chez les mammifères. Il 

présente également les différentes voies d’accès à ces molécules complexes par des 

approches chimiques ou biotechnologiques. La fonctionnalisation anomère de ces molécules 

est aussi traitée dans le but de mettre en avant la synthèse de sondes de COs. 

Le second chapitre met en avant la production de COs par une approche de dépolymérisation 

enzymatique de la chitine avec du lysozyme du blanc d’œuf. L’objectif de cette partie est 

d’optimiser les rendements de cette réaction par une approche de plan d’expériences et 

d’isoler des COs solubles de haut poids moléculaire. Ces molécules serviront ensuite de 

modèles pour étudier l’activité des COs sur les plantes ainsi que de matières premières pour 

la synthèse de sondes. 

Dans le but de synthétiser des sondes de COs, une nouvelle technique de fonctionnalisation 

anomère basée sur la synthèse de glycosides de triazinyle a été développée. Grâce à cette 

approche, des sondes d’affinité de COs photoactivables et non photoactivables ont 

efficacement été synthétisées. Ces sondes permettent de marquer sélectivement les 

protéines qui reconnaissent les COs. La preuve de ce concept a été mise évidence dans ce 
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troisième chapitre. Elle a également été généralisée pour produire d’autres sondes 

oligosaccharidiques. 

Une sonde fluorescente CO-V FRET glycoside de triazinyle a également été synthétisée. Cette 

sonde permet à la fois la caractérisation des propriétés cinétiques d’endo chitinase et leur 

marquage par fluorescence. Cette molécule est un outil intéressant pour la découverte de 

nouvelles enzymes, elles-mêmes indispensables à la production de COs toujours plus 

originaux. Tout ceci est développé dans un quatrième chapitre. 

Enfin la dernière partie détaille les méthodes expérimentales développées lors de cette thèse.
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I. La chitine et ses oligosaccharides 

I.1 La chitine et le chitosane  

I.1.1 Généralités 

Découverte en 1811 par Henry Braconnot, la chitine est le premier polysaccharide mis en 

évidence par l’homme.1 Ce polymère est un matériau à la fois résistant et souple. Il joue un 

rôle structural chez les insectes, les crustacés et les champignons.2,3,4 Sa production annuelle 

par la nature est estimée à 1011 tonnes par an. A titre de comparaison, la quantité annuelle de 

pétrole extraite des sols est de 5.109 tonnes par ans. La chitine est ainsi, après la cellulose, le 

second biopolymère le plus abondant sur la planète.5 

Ce polysaccharide est constitué d’unités N-acétyl-glucosamine (GlcNAc) liées en β-1,4. 

Certaines d’entre elles peuvent être déacétylées. On parle alors d’unités glucosamine (GlcN) 

(Figure I.2). Au-dessus de 80% d’unités glucosamine, on parle alors de chitosane. Ce polymère 

dérivé de la chitine est obtenu par traitement basique de la chitine.6 Le chitosane est soluble 

dans l’eau en milieu acide. La chitine de degré d’acétylation (DA) supérieur à 60% est 

complètement insoluble dans l’eau alors que la chitine de DA compris entre 30 et 60% 

d’acétylation est soluble dans l’eau.7 

 

Figure I.2 : Structures de la chitine et du chitosane. 

La chitine possède une structure cristalline polymophe (Figure I.3). Il existe trois sortes de 

chitine. La chitine α qui est arrangée sous forme de feuillets parallèles. Cette forme 

mécaniquement très robuste est difficilement hydrolysable.8 La chitine α est par exemple le 

principal consitutant des carapaces de crabes. La chitine β est présente sous forme de feuillets 

antiparallèles. Cet arrangement est mécaniquement plus souple et plus facilement 

hydrolysable. C’est le type de chitine que l’on retrouve chez le calamar.9 Il existe une autre 

forme appelée γ-chitine qui résulte du mélange des deux premières.10 
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Figure I.3 : Arrangement structural de la chitine. 

I.1.2 Production 

La pèche marine génère une grande quantité de déchets. Approximativement 30% de la 

production de la pêche industrielle n’est pas valorisée.11 Chez les crustacés où la chitine est 

abondamment présente, c’est près de la moitié de la masse totale du crustacé qui est jetée.12 

Ces déchets, en pourrissant, génèrent des produits toxiques et polluants ce qui pose des 

problèmes d’enjeux publics. Par exemple, l’eutrophisation de la chitine dans la mer provoque 

le développement rapide de micro-organismes et prive d’oxygène le milieu aquatique 

détruisant ainsi la biodiversité marine.13 Il y a donc intérêt à valoriser cette matière biosourcée 

pour limiter ces dégâts sur l’environnement. 

La production annuelle de chitine par l’industrie est estimée à 104 tonnes par an. Elle provient 

principalement des déchets de l’industrie poissonnière et plus particulièrement des carapaces 

des crustacés.5 L’extraction de la chitine se fait en trois étapes : une étape de déminéralisation 

suivie d’une étape de déprotéinisation puis une étape de décoloration (Figure I.4, Traitement 

chimique). La majeure partie de la production utilise une succession de traitements acides et 

basiques (NaOH, HCl, KOH, AcOH, …). Les principaux inconvénients de l’utilisation de ces 

produits chimiques sont la dégradation partielle du polymère entraînant une réduction de la 

taille des chaînes et la déacétylation.14 L’utilisation de ces acides et de ces bases en grandes 

quantités augmente l’impact de la chitine sur l’environnement.15 



Chapitre I : Introduction générale  

20 

 

Figure I.4 : Voies d’extraction de la chitine. 

Néanmoins des procédés enzymatiques sont de plus en plus développés afin d’extraire la 

chitine (Figure I.4, Traitement biotechnologique). En fermentant des bactéries lactiques en 

présence de chitine brute, il est possible d’éliminer les minéraux. Par exemple, Healy et al. ont 

utilisé un cocktail de bactéries lactiques et ont éliminé 91% du calcium présent dans la 

carapace de crevette.16 L’acide lactique produit par ces bactéries va former un sel avec le 

calcium de la carapace de crevette. En utilisant des bactéries surexprimant des protéases, il 

est possible de déprotéiniser la chitine brute. Par exemple, l’utilisation d’une souche 

bactérienne de Bacillus licheniformis a permis de déprotéiniser la chitine issue de crevettes 

sans ajouter d’autres composés.17 En produisant des protéases, la bactérie va dégrader les 

protéines présentes dans la chitine brute. Cette souche dépourvue d’activité chitinase va se 

nourrir de fragments protéiques et ainsi purifier la chitine de crabe sans la dégrader. Ces 

alternatives sont très encouragantes même si elles restent à l’heure actuelle limitées à 

l’échelle du laboratoire car les rendements d’extraction de ces procédés biotechnologiques 

sont encore trop faibles pour concurrencer les méthodes chimiques.18 
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I.1.3 Domaines d’applications de la chitine et du chitosane 

La chitine et le chitosane sont absents du métabolisme des mammifères et des plantes mais 

peuvent être dégradés in vivo grâce à la présence d’enzymes comme les chitinases ou les 

lysozymes. Ces polymères sont des matériaux biocompatibes et sont très peu toxiques 

lorsqu’ils sont administrés chez l’homme. Ils sont ainsi utilisés dans de nombreuses 

applications médicales. 

Le chitosane est un biopolymère contenant des amines primaires qui lui confèrent des 

propriétés ioniques. Il peut ainsi être utilisé pour encapsuler et vectoriser de l’ADN pour des 

applications en thérapie génique.19 

Les propriétés physico-chimiques permettent de former des hydrogels. Ces hydrogels ont de 

nombreuses applications. Ils peuvent par exemple être utilisés en ingéniérie tissulaire. En 

adhérant à ces hydrogels de chitine, les cellules vont pouvoir se multiplier sur ce support. Ainsi 

la chitine pourrait être utilisée comme substitut osseux pour la réparation et la reconstruction 

osseuse même si ses propriétés mécaniques devraient être renforcées avec d’autres 

matériaux.20 

Ces polymères sont également utilisés pour leurs propriétés mécaniques. Ainsi les nanofibriles 

de chitine sont utilisées pour former des nanocomposites soit avec d’autres polymères 

biosourcés comme l’amidon, soit avec des polymères issus de l’industrie pétrolière comme les 

alcools polyvinilyques.21 L’interêt des ces nanocomposites est d’améliorer les propriétés 

physiques des matériaux. Par exemple, Wu et al. ont montré qu’un mélange de chitine et de 

polycaprolactone avait une meilleure stabilité thermique que la polycaprolactone seule.22 La 

chitine étant entièrement biodégradable, elle permet de produire des matériaux 

renouvelables. 

La chitine est elle aussi utilisée dans le traitement de l’eau. Son pouvoir d’adsorption permet 

de piéger des dérivés aromatiques ou des colorants polluant l’eau.23 

La chitine n’étant pas métabolisée par l’homme, elle peut être utilisée en tant que fibre 

alimentaire. Elle peut également former des films comestibles permettant de protéger les 

aliments contre l’oxydation ou contre les bactéries pour augmenter leur conservation.24 
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I.2 Les oligosaccharides de chitine et leurs activités biologiques 

Les oligosaccharides de chitine (COs) sont des fragments de la chitine solubles. Leur taille varie 

entre deux et dix unités N-acétyl-glucosamine. Contrairement à la chitine qui est largement 

utilisée pour ses propriétés physicochimiques, les COs présentent des propriétés biologiques 

remarquables. En effet, ces molécules jouent un rôle majeur dans l’activation du système 

immunitaire chez les plantes et pourraient stimuler le système immunitaire des 

mammifères.25 

I.2.1 Les COs et leurs activités sur les plantes 

Les COs sont des signaux moléculaires reconnus par les plantes. Ils proviennent de micro-

organismes comme les champignons et ils sont particulièrement associés à l’invasion de 

pathogène. Ainsi l’interaction entre certains COs et des récepteurs de plante va activer la mise 

en place des systèmes de défense de la plante pour repousser l’invasion. Les 

lipochitinoligosaccharides (LCOs) sont des dérivés de COs. Ils sont également reconnus par les 

plantes. Ils transmettrent un message antagoniste aux COs car ils vont permettre l’invasion de 

micro-organismes symbiotiques. Après infection, ces micro-organismes vont vivre en 

symbiose avec les plantes et échanger des nutriments nécessaires à leur développement.26 

I.2.1.1 Les domaines LysM 

Dans la nature, les protéines d’affinité pour les oligosaccharides de GlcNAc sont caractérisées 

par la présence d’un domaine LysM. Ce domaine contient entre 45 et 65 acides aminés. Il est 

constitué de repliements symétriques βααβ et reconnaît les glycanes contenant des unités N-

acétyl-glucosamine comme les composés dérivés de la chitine ou encore les 

peptidoglycanes.27 Les motifs LysM sont particulièrement présents chez les protéines 

bactériennes puisque 95% des protéines LysM décrites dans les bases de données ont été 

identifiées chez ces microorganismes. Par exemple, la plupart des protéines bactériennes à 

domaine LysM sont des enzymes de dégradation du peptidoglycane.28 

Ces motifs sont également retrouvés chez les champignons où ils sont couplés à un module 

catalytique. Ainsi ces domaines LysM permettent aux chitinases du champignon de se fixer sur 

la chitine pour l’hydrolyser. Cela va permettre aux champignons de se nourrir de chitine 
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exogène. Ils peuvent également utiliser ces chitinases pour remodeler et recycler leur propre 

chitine.29 

Les protéines à domaine LysM sont aussi retrouvées en surface des cellules de plantes. Ces 

protéines LysM sont très fascinantes car elles sont impliquées dans les interactions avec les 

COs et leurs analogues issus de micro-organismes. Elles permettent aussi à la plante de 

discriminer les micro-organismes amis des ennemis.30 Il existe trois classes différentes de 

protéines équipées de ces modules chez les plantes : 

Les LysM « receptor-like kinases » (RLKs ou LYK) sont des protéines possédant de un à trois 

motifs LysM extracellulaires et un domaine kinase intracellulaire reliés par un domaine 

transmembranaire (Figure I.5, RLK). L’interaction entre les COs et les motifs LysM en surface 

de la cellule de la plante va entraîner une activation de la partie kinase et transmettre 

l’information à l’intérieur de la cellule.31 

Les LysM « receptor–like proteins » (RLP, LYP ou LYM) sont composés de plusieurs motifs LysM 

extracellulaires. Ils sont ancrés à la membrane plasmique via un motif lipidique 

glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Figure I.5, LYM). Ces récepteurs ne possèdent pas de 

domaine kinase. Ils ne peuvent donc pas transmettre directement le message vers la cellule. 

Ils sont ainsi impliqués dans des processus immunologiques ou développementaux en 

participant à des complexes avec d’autres récepteurs de la membrane plasmique.32 

Les F-box LysM contiennent un domaine F-box et un domaine LysM. Ces protéines sont assez 

faiblement représentées et aucune fonction n’a été établie pour ce type de protéine (Figure 

I.5, LysM F-box).33 Le domaine F-box est un motif protéique d’environ 50 acides aminés qui 

forme un site d’interaction protéine-protéine.34 
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Figure I.5 : Les différents récepteurs à domaine LysM chez les plantes 

I.2.1.2 La propriété élicitrice des COs 

Afin de se protéger vis-à-vis des tentatives d’infection par des pathogènes extérieurs 

(champignons et bactéries), les plantes vont se défendre. Leur défense est basée sur la 

reconnaissance de trois différents types de déclencheurs : les motifs moléculaires associés aux 

pathogènes (PAMPs), les motifs moléculaires associés aux dégâts (DAMPs) et les effecteurs 

(Figure I.6).35 
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Figure I.6 : Mise en place des systèmes de défense chez la plante inspirée du schéma de Eckardt.36 

Les PAMPs sont des molécules issues des micro-organismes pathogènes. Ils vont être 

reconnus par les récepteurs de plantes à la surface de la cellule. Ils peuvent être des protéines 

comme les flagélines, des fragment de peptidoglycanes les COs ou encore les LCOs dans un 

certain contexte.26,37 

À l’inverse, les DAMPs sont des fragments cellulaires de plantes issus de la dégradation par le 

pathogène. Par exemple, les oligogalacturonides figurent parmi les DAMPs les plus connus. 

Ces oligomères de pectines résultent de la dégradation de la paroi végétale par des enzymes 

(polygalacturonases) exprimées par les champignons pathogènes.38 

Les effecteurs sont des protéines produites par les organismes pathogènes. Leur rôle est 

d’atténuer la réponse immunitaire de la plante et de facilier ainsi l’infection. Pour faire face à 

cette stratégie, les plantes ont aussi développé des récepteurs spécifiques de ces effecteurs, 

les « nucelotide-binding site leucine rich repeat » (NBS-LRR).39 
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L’interaction entre les PAMPs, DAMPs et les récepteurs de la membrane plasmique va 

déclencher des réactions biochimiques en cascade chez les plantes. Tout d’abord, des 

oxydases seront activées et produiront des molécules réactives oxygénées (ROS). Puis une 

forte oscillation de la concentration en calcium dans la cellule sera observée. Ces réactions 

biochimiques en cascade vont à terme permettre l’activation d’autres gènes, transmettre le 

signal d’infection aux autres cellules et garder en mémoire cette infection (Figure I.6).26 

Les COs ont une activité élicitrice sur plusieurs espèces comme le blé, le riz, la tomate ou 

encore le melon.40 Plusieurs hypothèses quant à la formation de ces oligosaccharides lors de 

l’infection sont possibles. Les chitinases naturellement produites par les cellules de plantes 

vont dégrader la chitine qui provient de la paroi du champignon.41 Il est également possible 

que le changement morphologique rapide du champignon dû à l’invasion génère ces 

fragments. Il est aussi possible que les COs soient produits par simple remodelage de la paroi 

par les chitinases du champignon lui-même.42,43 

Il apparaît communément dans la littérature que cette activité élicitrice est d’autant plus forte 

que les COs sont longs. Les COs longs sont ceux supérieurs ou égals au CO-VI. En revanche, 

cette propriété a rarement été observée pour les COs courts. Il est admis que les COs dit 

« cours » peuvent être constitués jusqu’à cinq unités GlcNAc. Pour le CO le plus long testé (CO-

VIII), une action élicitrice est observée pour des concentrations inférieures au nanomolaire.44 

Un récepteur de COs impliqué dans l’activation de la défense des plantes a été découvert par 

Shibuya et al. dans des cellules de riz, puis dans des cellules de carotte et de soja.45,46 Le 

« Chitin Elicitor Binding Protein » (CEBiP) a été identifié dans la membrane plasmique de ces 

végétaux grâce à une sonde d’affinité photoactivable dérivée du CO-VIII (Figure III.1). 

CEBiP interagit avec une constante d’affinité de l’ordre du nanomolaire avec le CO-VIII. 

L’activité avec le CO-II est de l’ordre de la centaine de micromolaires. Après une inactivation 

du gène codant pour ce récepteur, une suppression de l’activité élicitrice du CO-VIII a été 

observée sur des cellules de riz.47 Ces résultats mettent en avant le rôle essentiel de CEBiP 

dans la mise en place des mécanismes de défense chez la plante. CEBiP est une glycoprotéine 

qui contient trois domaines LysM extracellulaires séparés par des cystéines et une ancre GPI 

lui permettant de s’accrocher à la membrane plasmique.48 Sa structure aux rayons X vient 

d’être résolue récemment par Lui et al.49 CEBiP ne contient pas de domaine intracellulaire de 
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type kinase. Ce récepteur de type LysM-RLP ne peut pas directement transmettre le message 

d’élicitation vers la cellule. Il n’est donc vraisemblablement pas le seul récepteur impliqué 

dans la reconnaissance des COs. 

Le « Chitin Elicitor Receptor Kinase 1 » (CERK1) est un autre récepteur. Il a été identifié chez 

Arabidopsis thaliana comme étant indispensable à la mise en place du système de défense 

induit par les COs.50 Ce dernier possède trois motifs LysM extracellulaires et un domaine 

kinase intracellulaire actif contrairement à CEBiP. La production d’un mutant de CERK1 

dépourvu d’activité kinase a supprimé l’activité élicitrice des COs chez Arabidopsis thaliana, 

démontrant ainsi le rôle de transmission du signal vers la cellule de la partie kinase.51 

La cristallisation du domaine extracellulaire de CERK1 d’Arabidopsis thaliana (AtCERK1) en 

présence de CO-V a montré que trois unités N-acétyl-glucosamine interagissent avec un des 

domaines LysM. Agissant comme un ligand bivalent, le CO-VIII permet l’homodimérisation des 

domaines LysM de AtCERK1 et activerait ainsi le domaine kinase (Figure I.7).52 A contrario, le 

CO-V est trop court pour lier les deux domaines. Aucune activité kinase de CERK1 n’a été 

observée avec ce ligand. La dimérisation de domaines protéiques semble donc essentielle 

pour transmettre le message vers la cellule. Pourtant la faible interaction entre le CO-VIII et 

CERK1 (45 µM) est trop faible pour expliquer à elle seule le pouvoir éliciteur de cette molécule. 

En effet, une activité élicitrice est observée pour des quantités en CO-VIII de l’ordre du 

nanomolaire. Un autre récepteur de forte affinité pour le CO-VIII est probablement impliqué. 

 

Figure I.7 : Activation du domaine kinase de CERK1 par homodimérisation en présence de CO-VIII. 



Chapitre I : Introduction générale  

28 

Cao et al. ont mis en avant l’importance de deux autres récepteurs à domaine kinase chez 

Arabidopsis thaliana. Il s’agit de LYK4 et LYK5. L’inactivation des gènes de ces deux récepteurs 

conduit à une absence totale d’activation de la défense d’Arabidopsis thaliana en présence de 

CO-VIII. L’affinité du CO-VIII pour ces récepteurs est 200 fois plus forte que pour CERK1 de 

l’ordre du micromolaire. Les auteurs ont montré que LYK5 intéragit avec CERK1 en présence 

de CO-VIII par un test de co-immunoprécipitation (Figure I.8).53 La reconnaissance des COs par 

la plante implique donc une interaction complexe entre plusieurs récepteurs pour transmettre 

le signal de défense vers les cellules des plantes. 

 

 

Figure I.8 : Les récepteurs de COs longs impliqués identifiés chez Arabidopsis thaliana et chez Oryza sativa dans la mise en 
place des systèmes de défenses des plantes. 

Par la suite, un récepteur à activité kinase homologue de CERK1 a été découvert chez Oryza 

sativa l’OsCERK1. Après avoir réalisé des tests de co-immunoprécipitation, Shimizu et al. 

suggèrent également la formation d’un complexe OsCEBiP/OsCERK1.54 Cette 

hétérodimérisation des deux récepteurs en présence de CO-VIII pour activer les défenses chez 

le riz ressemble fortement à ce qui a été décrit chez Arabidopsis thaliana. 

Dans cet exemple, Shimizu et al ont exprimé l’OsCEBiP en fusion avec un marqueur peptidique 

myc. Ils ont ensuite mis en présence cette protéine avec OsCERK1 et CO-VIII. Les protéines 

sont ensuite piégées sur des billes contenant l’anticorps correspondant (soit anti-myc, soit 
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anti-OsCERK-1) lavées puis dénaturées et analysées par SDS-PAGE. Lorsque l’anticorps Myc 

est utilisé en présence de CO-VIII, d’OsCBiP-Myc et d’OsCERK1, les deux protéines sont 

révélées. Il est de même lorsque l’anticorps anti-OsCERK1 est utilisé. Ces résultats prouvent 

l’interaction entre le CO-VIII, l’OsCERK1 et l’OsCEBiP (Figure I.8). 

La découverte et la caractérisation de récepteur à COs chez les plantes mettent en évidence 

des interactions complexes faisant intervenir plusieurs protéines. Des efforts considérables 

menés sur Arabidopsis thaliana et sur des cellules d’Oryza sativa ont permis de mieux 

appréhender la reconnaissance par la plante des éliciteurs aux COs longs, notamment du CO-

VIII. Des études plus récentes ont montré que certains de ces récepteurs tel que CERK-1 était 

aussi impliqué dans les mécanismes symbiotiques.55 Le rôle de ces récepteurs chez les plantes 

est en réalité encore assez mal compris.  

I.2.1.3 La symbiose rhizobienne 

La famille des légumineuses compte environ 12 000 espèces. Ces plantes sont les seules 

identifiées à ce jour comme pouvant s’associer avec des bactéries appelées rhizobia. Ce 

phénomène physiologique dit de symbiose rhizobienne a été observé chez le soja, le haricot, 

l’arachide, la luzerne ou encore la lentille. 

Lorsque la légumineuse est en déficience d’azote, elle va produire et secréter des flavonoïdes 

spécifiques de l’espèce.56 Ceux-ci vont être détectés par les rhizobiums qui vont se rapprocher 

de la racine de la plante. Une cascade de gènes, appelés Nod, va être activée chez cette 

bactérie pour produire des enzymes permettant la synthèse des lipochitooligosaccharides 

(LCOs). Ces molécules découvertes par Lerouge et al. sont également appelées facteur 

Nod.57,58 Une interaction de forte affinité entre les LCOs et les récepteurs LysM à la surface 

des cellules des légumineuses va déclencher la mise en place de la symbiose. Une cascade de 

mécanismes biochimiques dans les cellules des plantes va conduire à la mise en place de la 

nodulation. Une variation de l’oscillation calcique est alors observée. La plante va par la suite 

produire des hormones de types cytokinines qui vont transmettre le message aux autres 

cellules et piéger le rhizobium en formant des nodules (Figure I.9).59,60  
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Figure I.9 : Organogenèse de la nodulation.61 

La bactérie va se développer à l’intérieur de ces nodules en infectant la plante. Après avoir 

capté l’azote de l’air, le rhizobium va alors le réduire en ammoniaque grâce à des nitrogénases 

et ainsi fournir la plante en azote. En retour, l’hôte va fournir des glucides, sources de carbone, 

produits par la photosynthèse et ainsi faciliter le développement des bactéries. L’étude de la 

mise en place de cette symbiose est d’un grand intérêt scientifique avec d’importantes 

applications en agronomie. 

I.2.1.1 La mycorhization 

La symbiose endomycorhizienne à arbuscule est une autre symbiose plante-microorganisme 

qui fait intervenir des LCOs. Elle concerne 90% des plantes terrestres. Un premier message est 

émis par la plante sous la forme strigolactones.62 Ces dernières sont reçues par les 

champignons mycorhiziens. La production de facteurs de mycorhization (Myc) sera alors 

enclenchée par le micro-organisme en réponse à la plante. Les premiers facteurs Myc ont été 

identifiés chez Medicago truncatula. Ils ont une structure analogue à celle des facteurs Nod.63 

Les facteurs Myc vont ensuite interagir avec des récepteurs spécifiques à la surface de la 

plante. Une cascade de réactions biochimiques est alors enclenchée. Cette dernière conduira 

à une oscillation calcique et activera certains gènes qui permettront l’infection de la plante 

par le champignon.26 Une fusion des cytoplasmes des cellules épidermiques de l’hôte et du 
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symbiote est ensuite observée. Ainsi le champignon va pouvoir se développer au sein du 

cortex de la racine et  la surface d’échange entre les deux partenaires va augmenter. Le 

champignon va faciliter l’apport d’eau et de minéraux vers les racines de la plante (Figure 

I.10).64 Ces minéraux principalement phosphatés peuvent également être azotés, soufrés, 

zinciques ou encore cuivriques.65 En retour, la plante va fournir des glucides produits par 

photosynthèse au champignon et aider son développement.66 

 

Figure I.10 : Etapes du développement des mycorhizes arbusculaires.67 

I.2.1.2 Les structure de LCOs 

Les facteurs de nodulation et de mycorhization sont basés sur une structure moléculaire 

commune, les lipochitinoligosaccharides. Ces derniers sont constitués d’un squelette  

chitinoligosaccharidique et d’une chaîne grasse. Il existe une très large diversité de facteurs 

Nod, plus de 100 structures ont été décrites (Figure I.11).68 Ces facteurs Nod contiennent entre 

III et VI unités N-acétyl-glucosamine. L’extrémité non réductrice de ces derniers est N-acylée 

par une chaîne grasse de taille variable qui peut être insaturée ou non. Les facteurs Nod 

peuvent également être décorés par diverses fonctions au niveau des hydroxyles de 

l’extrémité réductrice et non réductrice. Ces fonctions sont du type arabinosyle, fucosyle, 

méthyle, carbamoyle ou encore sulfate. Ces décorations vont jouer un rôle primordial dans la 

reconnaissance entre les bactéries et les légumineuses.69 
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Les facteurs Myc quant à eux ont des structures beaucoup moins complexes que les facteurs 

Nod. En effet, seuls les tétramères et les pentamères N-acétyl-glucosamine ont une activité 

Myc alors que des LCOs allant jusqu’à l’hexamère ont été observés chez les facteurs Nod. Les 

facteurs Myc sont N-acylés à l’extrémité non réductrice comme les facteurs Nod. Les chaînes 

identifiées peuvent avoir 16 ou 18 carbones avec une ou deux insaturations et peuvent 

présenter une fonction sulfate à l’extrémité réductrice (Figure I.11).63 

 

Figure I.11 : Structures des facteurs Nod (en bleue) et des facteurs Myc (en rouge).63 

I.2.1.3 Les récepteurs des facteurs symbiotiques 

Pour la mycorhization comme pour la nodulation, des concentrations en LCOs inférieures au 

nanomolaire suffisent pour déclencher la mise en place de la symbiose. Une telle activité 

physiologique implique très probablement des récepteurs reconnaissant ces molécules.70 

Certaines plantes ont la capacité de déclencher la nodulation et la mycorhization. C’est le cas 

de Lotus japonicus et de Medicago truncatula. Elles ont ainsi été utilisées comme modèle pour 

étudier la mise en place des deux symbioses chez la plante.55 

Le premier récepteur découvert essentiel à la symbiose est un récepteur commun à la 

nodulation et à la mycorhization. Il a été identifié chez Lotus japonicus par Stracke et al. et 

prend le nom de « Symbiosis Receptor Like Kinase » (SYMRK).71 L’inactivation des gènes 

codant pour ce récepteur conduit à l’absence de symbiose. Cette kinase possède un domaine 

extracellulaire constitué de domaine riche en leucine « leucine rich repeat » (LRR). Ce domaine 
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est différent des LysM et ce récepteur n’interagit pas avec les dérivés COs. Le gène orthologue 

DMI2 de ce récepteur a aussi été identifié au préalable par Catoira et al. chez Medicago 

truncatula (Figure I.13).72 D’autres gènes aussi indispensables à la transduction du signal ont 

été identifiés. Il s’agit de DMI1, DMI3 et de NSP. Avec DMI2, ils constituent la voie commune 

de signalisation de la symbiose mycorhizienne et rhizobienne chez Medicago truncatula 

(Figure I.12). Malheureusement aucun de ces gènes n’a été identifié comme codant pour des 

récepteurs d’affinité pour les LCOs. Ils ne permettent pas de différencier la mise en place de 

la symbiose rhizobienne de la symbiose mycorhizienne. 

 $ 

Figure I.12 : Schéma de la voie commune de signalisation des LCOs chez Medicago trucatula adapté de Maillet et al.63 

Par la suite, Stougaard et al. ont identifié chez Lotus japonicus deux gènes codants pour des 

kinases de type LysM impliquées dans la reconnaissance des facteurs de nodulation. Il s’agit 

des « Nod factor receptor » 1 et 5 (LjNFR1 et LjNFR5).73 L’inactivation des gènes codant pour 

ces récepteurs a conduit à une totale absence de nodule chez la plante en présence de Nod 

LCOs. Ce résultat met en avant l’implication de ces récepteurs dans la nodulation (Figure I.13). 

LjNFR1 possède un domaine transmembranaire contenant deux modules LysM et LjNFR5 ne 

contient qu’un seul module. LjNFR1 et LjNFR5 ne partagent que 33% d’homologie et ont tous 

deux un domaine kinase. Une étude biochimique de ces récepteurs a par la suite montré une 

interaction entre LjNFR1 et LjNFR5 révèlant que seul le domaine kinase de LjNFR1 est actif.74 

Après avoir purifié ces deux récepteurs, Broghammer et al. ont mesuré une affinité de l’ordre 

du nanomolaire avec les Nod LCOs pour ces récepteurs (LjNFR1 et LjNFR5).75 

Des récepteurs orthologues à LjNFR1 et LjNFR5 ont aussi été identifiés chez Medicago 

truncatula. Il s’agit de MtLYK3 et de MtNFP (Figure I.13). Comme pour LjNFR1, l’activation de 

la kinase de MtLYK3 va ensuite déclencher la voie commune de signalisation chez Medicago 
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truncatula impliquant la mise en place de la nodulation (Figure I.12). Cette activation aura 

pour conséquence une oscillation de la concentration calcique à l’intérieur de la cellule.76 

 

Figure I.13 : Les récepteurs de Nod LCOs impliqués dans la mise en place de la nodulation. 

Il est à noter que l’inactivation de ces récepteurs (MtLYK3/MtNFP et LjNFR1/LjNFR5) de 

Medicago truncatula ou de Lotus japonicus n’ont pas conduit à une absence de la 

mycorhization. Il existe probablement d’autres récepteurs spécifiques des facteurs Myc 

permettant à ces plantes de discriminer la symbiose mycorhizienne de la symbiose 

rhizobienne.77 

De nombreuses études ont tenté de découvrir un ou des récepteurs de LCOs indispensables à 

la mycorhization. Certaines protéines à domaines LysM pourraient s’avérer être des 

récepteurs spécifiques de la mycorhization, comme par exemple : 
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- LYR1 par exemple qui voit son expression augmentée lors de la mycorhization.78  

- LYR3 qui a une très forte affinité pour les LCOs de Medicago truncatula et une affinité 

pour les COs 500 fois plus faible.79 Cependant l’inactivation de ces gènes n’a pas 

conduit à la suppression de la mycorhization. 

A ce jour, aucun récepteur spécifique des Myc LCOs essentiel à la mycorhization n’a été 

identifié. La perception des Myc-LCOs implique probablement d’autres récepteurs. Par 

exemple Zang et al. ont montré que NFR1, l’homologue de LYK3 chez Lotus japonicus, avait un 

faible rôle dans la mycorhization.53 

De plus, la perception des Myc-LCOs peut être redondante avec la perception de CO aussi 

produits par les champignons mycorhiziens. En effet, il a par ailleurs été montré que les CO-IV 

et CO-V produits par les champignons mycorhiziens induisent de l’oscillation calcique typique 

de la mycorhization.80 Ces récents résultats laissent penser qu’un autre récepteur de forte 

affinité pour les COs serait impliqué dans la mise en place de la mycorhization. L’identification 

de ce potentiel récepteur pourrait lever un certain nombre d’interrogation et donner des 

informations crutiales pour comprendre la mise en place de la mycorhization.  

I.2.2 Autres activités biologiques des COs 

Les oligosaccharides de chitine sont très étudiés dans le domaine des plantes. Néanmoins ils 

présentent également des propriétés biologiques chez les mammifères et notamment des 

propriétés antimicrobiennes.  

I.2.2.1 Les propriétés immunogènes de la chitine 

Comme les plantes, les mammifères ne produisent pas de chitine. Ainsi la chitine et les COs 

font partie des espèces PAMPs chez les mammifères. De ce fait, des réactions immunitaires 

associées à la chitine se produisent chez les mammifères. Il apparaît notamment que la chitine 

joue un rôle dans les réactions d’inflammation lors d’allergies comme l’asthme ou d’activation 

du système immunitaire lors d’infections fongiques.81,82 Ce phénomène a très peu été étudié 

et les COs sont des molécules plus facilement solubles que la chitine. Ils sont de bons modèles 

pour essayer de comprendre l’effet PAMPs de la chitine sur les mammifères. 

Tokoro et al. ont observé une augmentation de la production d’espèces oxygénées par les des 

cellules péritonéales chez la souris en présence de CO-IV, de CO-V et de CO-VI.83 Ils mettent 
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ainsi en évidence des propriétés de stimulation du système immunitaire des COs et ont 

observé une meilleure production d’espèce oxygénée pour les COs les plus longs. 

T. Semenuk et al. ont étudié l’interaction entre NKR-P1, une lectine de type C présente en 

surface des cellules de lymphocytes de rats, et de COs.84 Ces résultats se sont appuyés sur une 

précédente étude du récepteur NKR-P1 réalisée par Bezouska et al.85 Malheureusement les 

auteurs de ces articles ont rétracté leurs travaux ce qui souligne l’intérêt de disposer de COs 

de hautes puretés et bien définis. 

Très récemment Werber et al. ont mis en évidence l’interaction de COs avec le « Toll-like 

receptor 2 » (TRL2) à une concentration nanomolaire. 86 Ce récepteur produit chez l’homme 

et chez la souris est connu pour reconnaître les PAMPs. Les auteurs ont également pu 

visualiser l’activation in vivo de l’immunité par imagerie en présence de ce récepteur. La 

découverte de ce récepteur humain d’affinité pour les COs permet d’envisager une implication 

des COs en tant que PAMPs chez les mammifères.    

I.2.2.2 Les COs et leurs propriétés antimétastatiques chez les mammifères 

Des propriétés antimétastatiques des COs ont été mises en évidence chez la souris par Tokoro 

et al. Ils ont observé une réduction de 85% des tumeurs chez les souris traitées au CO-VI 

comparé aux souris non traitées.87 

En montrant une diminution de la migration des cellules endothéliales en présence d’un 

mélange de COs, l’équipe de Okamoto a confirmé ces propriétés antimétastatiques.88 En 

administrant par voie orale un mélange de COs (CO-II à CO-VII) à des souris métastasées, ces 

auteurs ont observé une réduction des tumeurs de 50%. Une étude réalisée sur des humains 

atteints de cancers a mis en avant que l’administration par voie orale d’un mélange de COs a 

un effet thérapeutique.89 

Tokoro et al. ont également évalué chez des souris métastasées la résistance à l’invasion 

microbienne en présence de CO-VI. Ils révèlent dans plusieurs études que les souris 

métastasées traitées avec les CO-VI ont une bien meilleure résitance aux pathogènes et 

laissent ainsi entrevoir des propriétés antimicrobiennes des COs.90–92 
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I.2.2.3 Les Propriétés antibactériennes et antimicrobiennes 

Une étude a comparé les propriétés antimicrobiennes de différents dérivés 

chitinoligosaccharidiques et notamment de COs sur des bactéries Gram - et Gram +. Cette 

étude a mis en évidence une activité bactéricide des COs.93 Néanmoins aucune hypothèse sur 

le mode d’action des COs expliquant cette activité n’a été posée. 

Le champ d’applications des COs peut s’étendre à d’autres domaines que la physiologie des 

plantes. Les COs pourraient trouver d’autres applications notamment en médecine. 

Néanmoins ils ont en réalité très peu été étudiés dans ce contexte compte tenu de la difficulté 

d’obtenir ces molécules pures et de degré de polymérisation bien défini. La plupart de ces 

études utilisent des mélanges non caractérisés de COs avec un risque qu’ils soient pollués par 

des impuretés et d’avoir une interprétation faussée. 

II. La production de chitinoligosaccharides 

La production de COs de degré de polymérisation bien défini est indispensable pour mener 

des études biochimiques et biologiques. Les COs peuvent être obtenus par dépolymérisation 

de la chitine ou par synthèse à partir de N-acétyl-glucosamine. Le challenge réside donc dans 

la production et la purification de ces molécules. Ces difficultés sont d’autant plus accentuées 

lorsque les COs ciblés ont un degré de polymérisation élevé. En effet, plus la taille des chaînes 

est longue et moins les COs sont solubles. Ils sont alors bien plus complexes à séparer. 

Bredehorst et al. font parti des rares équipes à avoir décrit dans un brevet un protocole pour 

isoler du CO-VIII, CO-IX et CO-X à l’échelle du mg.94 

II.1 La dépolymérisation de la chitine 

La chitine est connue pour être l’un des polysaccharides les plus résistants à la dégradation 

dans les milieux naturels à cause de son association avec de nombreuses protéines et 

minéraux.95 Néanmoins, du fait de son abondance, le secteur industriel a tout de même 

cherché à extraire ce polysaccharide. La chitine est ainsi accessible dans le commerce. Elle est 

donc une matière première de choix pour former des COs par hydrolyse à l’aide d’acide ou par 

des voies biotechnologiques en utilisant des enzymes. 
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II.1.1 Dépolymérisation chimique de la chitine en milieu acide 

La dégradation de la chitine se produit par coupure des liaisons glycosidiques. Dès 1931, 

Zechmeister et al. font partis des premiers à avoir tenté de produire des COs à partir de la 

chitine par hydrolyse.96 Après une hydrolyse partielle de la chitine non soluble à l’acide 

chlorhydrique concentré, les auteurs ont isolé 25% de GlcNAc. Ils ont aussi identifié du 

chitotriose et du chitobiose en mélange après avoir fractionné le mélange avec un rendement 

de 60%. Le reste de la chitine insoluble a été évalué à 15%. Rupley a aussi étudié cette réaction 

d’hydrolyse de la chitine dans l’acide chlorhydrique (HCl) en phase hétérogène à 80°C. Il a 

montré qu’en contrôlant le temps de la réaction ou la concentration, il est possible 

d’hydrolyser partiellement la chitine pour former des COs.97 

Par la suite, d’autres personnes se sont intéressées à produire des COs par hydrolyse partielle 

dans l’objectif d’isoler des COs de tailles plus élevées. Par exemple, Takahashi et al. ont 

effectué l’hydrolyse à l’HCl de la chitine sous ultrasons.98 Ils mettent en avant que la sonolyse 

permet de limiter l’hydrolyse des fonctions acétates. Ils améliorent aussi par quatre les 

rendements d’hydrolyse par rapport à l’hydrolyse classique à l’HCl avec un rendement 

maximal de 70%. En jouant sur le temps de la réaction et la concentration en HCl, la 

distribution de la taille des COs analysés par HPLC a pu être orientée. La meilleure proportion 

de CO-IV est obtenue après 100 minutes de sonolyse et celle de CO-VI à 120 minutes 

d’hydrolyse en présence d’ultrason. (Figure I.14, Hydrolyse avec HCl) 

D’autres acides ont également été utilisés dans le but de former des COs de tailles élevées. 

L’acide fluorhydrique a montré de bons résultats pour obtenir des COs à partir de la chitine 

(Figure I.14, Fluorolyse). Bosso et al. décrivent ainsi des rendements d’hydrolyse de 97% avec 

une distribution allant du monosaccharide jusqu’au DP-10.99 L’analyse RMN des hydrolysats 

témoigne de l’absence de déacétylation mais les auteurs évoquent également que des 

oligosaccharides fluorés en position anomère peuvent apparaître comme sous-produits de la 

réaction. Après avoir séparé les COs par exclusion stérique, les auteurs ont souligné la 

difficulté de séparer les COs de hauts DPs. Cette hydrolyse est très efficace mais il est 

important de souligner la forte corrosivité de l’acide fluorhydrique. Des précautions 

particulières d’emploi doivent être employées et peuvent ainsi freiner son utilisation. 
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L’acétolyse de la chitine est une alternative à ces approches. Elle consiste à péracétyler les 

hydroxyles de la chitine puis à hydrolyser la chitine péracétylée en présence d’acide (Figure 

I.14, Acétolyse). Ainsi les COs péracétylés obtenus sont ensuite extraits avec des solvants 

organiques et peuvent être purifiés sur silice contrairement aux COs libres. Par exemple, Kurita 

et al. ont comparé l’efficacité de l’acétolyse à l’acide sulfurique en fonction de la source de la 

chitine.100 Un rendement de 49% en COs péracétylés avec une chitine de forme α issue de 

crevettes a été obtenu. Avec de la chitine de forme β issue de calmars, le rendement obtenu 

dans les mêmes conditions est légèrement supérieur à 46%. Cet exemple illustre que la source 

de chitine a bien un impact sur la dépolymérisation. 

 

Figure I.14 : Techniques d’hydrolyse de la chitine en milieu acide. 

L’hydrolyse acide de la chitine permet d’obtenir des COs de différentes tailles. Néanmoins 

l’utilisation d’acides corrosifs et la présence de sous-produits limitent le développement de 

ces approches. De plus, le contrôle de ces réactions pour orienter la formation de COs plus 

longs est également très difficile et la gamme de distribution des COs générés est large. 

II.1.2 Dépolymérisation enzymatique de la chitine et du chitosane 

Une alternative à l’hydrolyse chimique est l’hydrolyse enzymatique. Cette réaction présente 

l’avantage de pouvoir être utilisée dans des conditions douces et est compatible avec les 

principes de la chimie verte. Ces catalyseurs biologiques sont capables de travailler dans un 
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milieu non corrosif à des pH proches de la neutralité, ce qui n’est pas le cas avec les acides 

protiques. 

Dans la nature, la chitine est dégradée par certains micro-organismes. Ces derniers possèdent 

de nombreuses enzymes permettant d’hydrolyser les liaisons glycosidiques de la chitine. Ces 

enzymes, appelées chitinases, sont particulièrement présentes chez les champignons, les 

insectes, les plantes et certaines bactéries.101,102 Chez les mammifères, ce sont les lysozymes, 

qui sont naturellement utilisés pour hydrolyser le peptidoglycane des parois bactériennes, qui 

présentent une capacité d’hydrolyse de la chitine.103 

La base de données Cazy (carbohydrate active enzyme data base) est une base de données 

spécialisée dans l'affichage et l’analyse d’informations génomiques dédiée aux enzymes 

actives sur les sucres. Ces enzymes sont classées en familles par homologie de séquence.104 

D’après cette classification, les lysozymes appartiennent à plusieurs familles de glycosids 

hydrolases (GH) : GH 19, GH 22, GH 23, GH 24 et GH46.103 Les chitinases appartiennent aussi 

à plusieurs familles, les GH-18, GH-19 et GH-20.105 

Le mécanisme des enzymes diffère selon leur famille. Ainsi les GH19 vont hydrolyser la chitine 

avec inversion de configuration anomérique et les lysozymes de la famille GH-22 vont 

hydrolyser la chitine avec rétention globale de configuration (Figure I.15). 
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Figure I.15 : Mécanisme enzymatique de glycoside hydrolase agissant avec A) inversion de configuration anomérique, B) 
rétention de configuration anomérique. 

Pour les enzymes de la famille GH-18 et GH-20, c’est un autre mécanisme légèrement différent 

qui se produit. Ce dernier est assisté par la présence de la fonction N-acétamide (Figure I.16). 

La structure de l’intermédiaire réactionnel dans la poche catalytique est alors différent de 

celle observée pour les autres familles de chitinase. 
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Figure I.16 : Mécanisme d’hydrolyse assisté par le groupement acétamide. 

Les chitinases sont produites par de nombreuses bactéries. Kuk et al. ont étudié l’activité 

chitinase de la souche GJ-18 d’Aeromonas, une bactérie Gram négatif isolée sur les sols côtiers 

en Corée du sud.106 Après avoir cultivé la bactérie en présence de chitine pendant trois jours, 

le milieu est centrifugé pour récupérer les chitinases et l’activité du mélange est testée sur de 

la chitine colloïdale. Cette dernière est produite par traitement à l’acide phosphorique à partir 

d’α-chitine issue de carapaces de crabe. Ce prétraitement vise à détruire l’arrangement 

cristallin de l’ α-chitine et ainsi faciliter l’hydrolyse par les chitinases. Les auteurs ont obtenu 

des rendements de 65% pour la production de GlcNAc en présence de cet extrait brut à 45°C 

et à pH = 5.2. En augmentant la température à 55°C, une baisse significative de rendement est 

observée (35%). Néanmoins le CO-II est alors le produit majoritaire de la réaction et des 

oligosaccharides jusqu’au DP-4 sont observés. En inactivant par chauffage certaines enzymes 

du mélange de chitinases produites par Aeromonas, des COs de DPs plus grands ont pu être 

produits. 

Nguyen et al. ont purifié et caractérisé deux chitinases produites par une souche de 

Paecilomyces variotii.107 Ils ont montré que CO-II n’était pas un substrat de ces enzymes. Ce 

résultat est intéressant car le produit thermodynamique de l’hydrolyse de la chitine en 

présence de ces enzymes devient le CO-II et non le GlcNAc comme observé dans l’hydrolyse 
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chimique. Ainsi on peut espérer déplacer la distribution gaussienne statistique des DPs vers 

des COs plus longs lors d’une hydrolyse partielle de la chitine en considérant que l’enzyme 

coupe aléatoirement la chitine. 

Nguyen et al. ont également mesuré l’activité chitinase de ces deux enzymes sur de la chitine 

colloïdale et sur de la chitine soluble (DA = 0.5). Une meilleure hydrolyse est observée sur la 

chitine soluble. Ces résultats mettent en avant les difficultés pour les enzymes d’hydrolyser la 

chitine insoluble. 

Mitsutomi et al. ont étudié l’activité hydrolytique de chitinase produite par Aeromas 

hydrophila sur de la chitine soluble (DA = 0.25).108 Ils décrivent la formation de CO-II à CO-IV 

après hydrolyse enzymatique et réacétylation des unités GlcN. Les chitinases vont uniquement 

hydrolyser les motifs GlcNAc-GlcNAc et non les motifs GlcN. L’enzyme ne pouvant pas 

hydrolyser toutes les liaisons glycosidiques de la chitine soluble, la probabilité de former des 

COs plus longs augmente. Les auteurs ont ainsi obtenu des rendements de 67% d’hydrolyse 

par dosage des sucres réducteurs. Les composés majoritairement obtenus vont du GlcNAc au 

CO-IV. 

Izume et al. ont pris en compte ces considérations d’efficacité enzymatique dans les milieux 

homogènes.109 Dans l’objectif de produire des COs longs, ils ont utilisé une chitosanase issue 

de Bacilus sp. Cette enzyme va préférentiellement couper des unités GlcN-GlcN à l’inverse des 

chitinases. Ils ont ainsi utilisé cette enzyme sur du chitosane acétylé entre 10 et 30% et 

réacétylé les oligosaccharides après hydrolyse. Après analyse HPLC des différents essais, ils 

ont montré que le pourcentage d’acétylation optimal pour produire des COs longs était de 

10%. Les auteurs ont grâce à cette technique réussi à produire du CO-VII avec un rendement 

massique de 0.6% et une pureté de 90%. Le rendement global d’hydrolyse de la réaction est 

de 65% et la distribution d’oligosaccharide obtenue s’étend du CO-II jusqu’au CO-VII. La 

production de cette chitosanase par Bacillus sp est d’environ huit milligrammes d’enzymes par 

litre de culture. Les enzymes produites ont une activité de 416 unités par mg d’enzyme (une 

unité représente l’hydrolyse d’une micromole de COs par minute).110 

Une autre alternative consiste à utiliser des chitinases permettant de former un CO long de 

taille défini. De telles enzymes ont été brièvement décrites par Waghmare et al. pour ne 

produire que du CO-IV à partir de chitine colloïdale et par Lui et al pour ne produire que du 
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CO-VI sur ce même substrat.111,112 Ces résultats encourageants montrent qu’il est possible que 

des chitinases puissent former des DPs bien définis. 

Il est à noter que la production de ces chitinases nécessite de cultiver des mico-organismes 

non conventionels tels que Paecilomyces variotii ou encore Aeromas hydrophila.107,108 Les 

rendements de production de ces chitinases sont assez faibles, entre dix et trente cinq 

milligrammes d’enzymes par litre de culture. Les activités enzymatiques sont comprises entre 

de 1 à 100 unités par milligramme d’enzyme. Pour faciliter l’accès à ces enzymes, certains 

auteurs ont produit des chitinases de façon recombinantes chez Escherichia coli. Cependant 

les rendements de production de ces enzymes sont encore plus faibles, de l’ordre de cinq 

milligrammes d’enzymes par litre de culture.113 

Ces approches de dépolymérisation enzymatique sont encourageantes. Néanmoins la plupart 

du temps, ces études enzymatiques restent à une échelle analytique et les COs produits ne 

sont pas purifiés. De gros efforts doivent être fournis pour produire des COs longs à l’échelle 

préparative.114 

II.2 La synthèse des chitinoligosaccharides 

Qu’elle soit enzymatique ou chimique, la dépolymérisation a pour inconvénient de générer 

des COs avec une répartition gaussienne de petites tailles. Afin d’obtenir des COs de taille 

définie, il est alors indispensable de séparer ces mélanges. Or la purification de telles 

molécules est complexe. Pour pallier à ce biais, d’autres approches ont été développées. Elles 

consistent à obtenir les COs en contrôlant l’assemblage des briques élémentaires une à une. 

Ainsi il est possible de synthétiser des COs par des approches de synthèse chimique par 

l’assemblage contrôlé d’unité saccharidique ou encore de contrôler la polymérisation en 

utilisant des enzymes spécifiques par des procédés d’usine cellulaire ou de transglycosylation 

in vitro. 

II.2.1 Synthèse chimique 

La synthèse chimique de sucre a pour principe de produire une molécule organique complexe 

à partir de blocs élémentaires. Dans le cas des COs et de leurs analogues, la brique élémentaire 

de départ est souvent l’unité GlcN. La particularité de la synthèse chimique des COs réside 

dans l’enchainement de réactions de protection, d’activation de « glycosylation » et de 
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déprotection. Contrairement à la dépolymérisation de la chitine, ces synthèses multi-étapes 

ont l’avantage de former des COs de tailles contrôlées. Il est aussi possible de contrôler 

l’introduction de divers groupements fonctionnels sur les COs. 

Les synthèses de CO-IV et de CO-VI ont pu être réalisées en partant de glucosamine dont 

l’amine a été protégée par un groupement diméthylmaléoyle.115 Aly et al ont ainsi obtenu du 

CO-IV en sept d’étapes avec un rendement global de 15%. Le CO-VI est lui obtenu après dix 

étapes avec des rendements d’environ 8% en partant d’unité monosaccharidique déjà activée. 

Kuyama et al ont réussi à produire plusieurs oligosaccharides de chitosane allant du DP-IV au 

DP-XII par une synthèse multi-étapes. Les auteurs ont protégé les amines par une fonction 

phtalimide.116 D’autres stratégies de protection des amines des COs ont permises d’attendre 

des COs de haut DP, Yang et al. ont rewievé la plus part de ces stratégies. Il exsite une trentaine 

de façon différente de protéger l’amine de unité GlucNAc.117 

La synthèse des oligosaccharides de chitine requièret un grand nombre d’étapes. Pour limiter 

la perte de produit liée aux différents traitements et purifications entre chaque étape, Despras 

et al ont proposé de combiner les réactions de protection et de glycosylation en catalyse 

tandem pour la production régiosélective d’oligosaccharides (Figure I.17).118 Ils ont synthétisé 

à l’échelle du gramme une large gamme de dérivés glucosamines activés avec des hauts 

rendements par étherification réductice. 

 

Figure I.17 : Synthèse one-pot de briques D-glucosamine et chitobiosyle catalysé par l’acide triflique.118 

En protégeant et en déprotégeant chaque fonction, la synthèse totale offre la possibilité de 

moduler la structure des COs. Par exemple, Wang et al. ont réussi à remplacer l’oxygène de la 

liaison glycosidique par un atome de soufre.119 Cela a permis d’obtenir des analogues COs 

allant du CO-II au CO-IV entièrement thioglycosylés. L’étude de tels composés peut s’avérée 
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très intéressante notamment parce que ces composés ne sont pas sensibles à l’hydrolyse des 

chitinases. Néanmoins la synthèse multi-étapes de ces COs thioglycosylés est délicate. Les 

rendements de ces étapes sont faibles (> 30%) et plusieurs sous-produits se forment au cours 

des diverses réactions. (Figure I.18). 

 

Figure I.18 : Structure d’un CO-IV thiooligosaccharide.119 

Enfin, par synthèse totale Nicolaou et al ont pu produire les premiers LCOs synthétiques.120 Ils 

ont envisagé cette synthèse utilisant le groupement fluorure pour activer la position anomère. 

II.2.2 Synthèse enzymatique in vitro 

Certaines glycosidases présentent une activité de transglycosylation qui peut être utilisée pour 

synthétiser les COs. Même si la réaction d’hydrolyse de ces enzymes est largement favorisée, 

dans certains cas l’oligosaccharide peut jouer le rôle d’accepteur et entraîner la formation de 

nouveaux produits (Figure I.19). 

 

Figure I.19 : La double activité de certaines glycosides hydrolases : hydrolyse et transglycosylation 

Usui et al ont exploité la propriété de transglycosylation d’une chitinase issue de Nocardia 

orientalis. A partir de cette enzyme et de CO-V, ils ont observé la formation de CO-VII.121 

Durant cette réaction, le CO-V va être coupé en deux parties par l’enzyme, un chitotriose 
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hydrolysé et un chitobiose activé (Figure I.21). Le chitobiose activé va être utilisé comme 

donneur et va réagir avec un donneur lorsque celui-ci est du CO-V et il va se former du CO-VII. 

 

Figure I.20 : Formation de CO-VII par transglycosylation en présence de CO-V et de la chitinase produite par Nocardia 
orientalis. 

Ces auteurs ont aussi montré que l’addition de sulfate d’ammonium favorisait la réaction de 

transglycosylation.122 En effet la production de CO-VII a ainsi été augmentée de 20% par 

rapport à l’absence de sel. Néanmoins cette réaction est en compétition avec l’hydrolyse et le 

produit majoritaire est le CO-II (60%). La solubilité du CO-VII dans l’eau est de l’ordre de 12%. 

Elle n’est que de 0.1% dans le sulfate d’ammonium à 30%. Ainsi les auteurs ont émis 

l’hypothèse que la forte concentration en sulfate d’ammonium va contraindre la précipitation 

du CO-VII et tirer la réaction de transglycosylation vers la formation de ce produit et ainsi 

augmenter les rendements. 

L’équilibre hydrolyse/transglycosylation peut être influancé par trois paramètres : le solvant, 

la structure de l’enzyme et le substrat. En jouant sur ces paramètres, il est possible d’orienter 

la distribution des COs. 

En milieu hydro-organique, il est possible de limiter l’hydrolyse. Par exemple, à partir de CO-

II et de lysozyme de blanc d’œuf dans un mélange à 50% de solvants organiques comme le 2-

ethoxyethanol ou le triéthylphosphate, Yoon a réussi à former du CO-V.123  
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Cette réaction de transglycosylation peut être favorisée en activant le donneur. Lors d’une 

transglycosylation classique, c’est l’oligosaccharide qui joue ce rôle. En effet lors d’une 

coupure de l’oligosaccharide, un sucre activé va être généré dans l’enzyme. Ce sucre joue le 

rôle de donneur et peut être transglycosylé (Figure I.21). En activant les oligosaccharides avec 

un groupement paranitrophénol (pNP), une oxazoline ou encore un atome de fluor, la 

transglycosylation peut se faire sans coupure de l’oligosaccharide. Le type de groupement et 

la stéréochimie α/β du sucre donneur dépendent du mécanisme d’action de l’enzyme et de 

sa structure. Plus l’accepteur est petit, plus il a de chance de rentrer dans le site actif de 

l’enzyme. Le fluor étant le groupement partant le plus petit, il est souvent un donneur de 

choix. Seulement Balladrie et al. ont montré que les β-GlcNAc fluorés en position anomère 

sont peu stables en milieu aqueux. Ceci est dû à la fonction N-acétate de l’unité GlcNAc qui 

est assez nucléophile pour réagir avec le fluore β en position C-1.124 Par la suite, ils ont fait 

parti des rares personnes à avoir synthétisé un mélange de fluorure de α/β chitobiose en 

quantité analytique pour mettre en avant les propriétés de transglycosylation du lysozyme.125 

La réaction de transglycosylation est d’autant plus favorisée que le donneur mime l’état de 

transition dans le site actif de l’enzyme. Ainsi l’oxazoline s’avère être donneur de 

transglycosylation chez les chitinases GH-18 et GH-20. Kobayashi et al. ont ainsi polymérisé du 

chitobiose oxazoline en présence d’une chitinase de Bacillus sp.126 De la chitine entièrement 

synthétique a ainsi été produite via cette stratégie. L’analyse RX de cette chitine artificielle 

montre un arrangement similaire à de la chitine α. 

Cette polymérisation est efficace. Néanmoins elle n’est pas contrôlée et ne peut dans ces 

conditions orienter la formation d’un CO de DP précis. Kobayashi et al. ont étudié la réaction 

de polymérisation de différents donneurs oxazolines avec des proportions de N-acétylation 

différentes en présence de chitinase de Bacillus sp. Ils ont montré que la N-acétylation avait 

une influence sur la formation des oligosaccharides de chitine.127 Ce contrôle est possible car 

la chitinase utilisée reconnaît spécifiquement les unités N-acétyl-glucosamines. 

Dans l’objectif de limiter l’activée hydrolytique des enzymes et pour favoriser la réaction de 

transglycosylation, certains auteurs ont cherché à muter un des acides aminés catalytiques de 

l’enzyme. Après avoir produit une série de mutants de la chitinase A1 et montré l’absence 

d’activité d’hydrolyse, Michinari et al. ont montré que ces mutants peuvent synthétiser des 
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COs en présence de donneur activé (Figure I.21).128 Ces mutants étant dépourvus d’activité 

hydrolytique, la formation des COs est irréversible. Ainsi il est possible d’envisager un contrôle 

de la taille des COs en fonction du donneur oxazoline utilisé. En remplaçant l’alanine de la 

position 433 par un acide aminé apolaire le tryptophane chez Bacillus circulans (ChiA1 W433A) 

Shoda et al. ont produit sélectivement du CO-VII à partir de CO-V oxazoline et de CO-II.129 Le 

triptophane étant un acide aminé apolaire il empèche l’eau de rentrer dans le poche 

catalytique et favorise ainsi la réaction de transglycosylation.  

 

Figure I.21 : Synthèse du CO-VII à partir de CO-V oxazoline, de CO-II et de la chitinase A1 D433A. 

La transglycosylation est une stratégie intéressante pour synthétiser des COs. En effet, il est 

possible de jouer sur plusieurs leviers comme la nature du substrat ou celle de l’enzyme pour 

arriver à orienter la taille des COs. Néanmoins ces approches requièrent de maîtriser 

l’ingénierie d’enzyme ainsi que la modification chimique des substrats. 

II.2.3 Synthèse enzymatique in vivo 

Chez les organismes vivants, la chitine est produite par des glycosyltransférases à partir de 

nucléotides sucres. Ces enzymes ont surtout été étudiées pour comprendre la biosynthèse de 

la chitine in vivo. Par exemple, Belocopitow et al. ont isolé des glycosyltransférases d’insectes 

qu’il ont mis en présence d’uridine diphosphate de GlcNAc (UDP-GlcNAc) afin de comprendre 

le mode d’action de ces enzymes.130 Cependant l’UDP généré par la polymérisation va inhiber 

l’activité de la transférase. Il faut donc créer des systèmes complexes de régénération de l’UDP 

implicant des cofacteurs et plusieurs enzymes. Tsai et al. ont développé ce genre de système 

pour syntétiser des oligosaccharides complexes in vivo comme Globo H ou SSEA4.131 

Néanmoins ces systèmes ont très peu été développés pour produire de la chitine ou des COs. 

De plus, le fait que les nucléotide sucres soient des molécules onéreuses limite le 

dévelopement de ces approches à l’échelle préparative. 
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Les bactéries du genre rhizobium sont capables de produire des LCOs. Ces bactéries possèdent 

un arsenal de gènes codant pour des enzymes qui permettent la synthèse de ces LCOs.132 

Parmi ces gènes, nodC code pour une glycosyltransférase et permet la polymérisation d’UDP-

GlcNAc en oligosaccharide. Le gène nodB code pour une déacétylase sélective de la fonction 

acétate de l’extrémité réductrice des COs. Samain et al. ont ainsi réussi à exprimer ces deux 

enzymes dans une souche bactérienne d’Escherichia coli.133 Une fois produite in vivo, la chitine 

synthase NodC va polymériser l’UDP-GlcNAc naturellement présent chez la bactérie pour 

former majoritairement du CO-V. L’UDP-GlcNAc étant naturellement recylcé par le 

métabolisme de la bactérie, ainsi la réaction de polymérisation n’est pas inhibée par le 

nucléotide sucre généré. L’enzyme codée par NodB va ensuite déacétyler le CO-V pour former 

du CO-V(NV). La production de cette molécule peut être réalisée à l’échelle du gramme (Figure 

I.22). Le CO-V(NV) obtenu peut ensuite être acylé pour former des LCOs. 

 

Figure I.22 : Production de CO-V(NV)  par l'usine cellulaire.133 

D’autres gènes nodC ont par la suite été identifiés. Selon leur provenance, ils vont exprimer 

des glycosyltransférases capables de produire des COs de tailles différentes. Par exemple, le 

gène nodC de Rhizobium meliloti exprime une glycosyltransférase qui produit majoritairement 
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du CO-IV et celui de Rhizobium etli KIM5s produit majoritairement du CO-VI.134,135 Ce dernier 

n’a pas encore été exprimé dans une souche d’Escherichia coli pour produire des COs à 

l’échelle du gramme mais ce sont des pistes intéressantes pour produire des COs longs. 

III. La fonctionnalisation de COs, synthèse de sondes et 

applications 

Les COs en intéragissant avec des récepteurs sont impliqués dans des mécanismes biologiques 

variés. Quelques récepteurs notamment chez les plantes ont pu être identifiés et caractérisés. 

La diversité et la complexité des COs suggèrent qu’il existe de nombreux récepteurs encore 

inconnus chez les plantes mais aussi certainement chez les mammifères. 

Pour tenter d’isoler ces récepteurs inconnus, l’utilisation de sondes moléculaires est un moyen 

d’arriver à cet objectif. Plusieurs stratégies de synthèse ont été développées pour arriver à 

produire de telles sondes. 

III.1.1 Synthèses de sondes oligosaccharidiques et concept de chimie « click » 

Les sucres sont des molécules complexes qui présentent de nombreuses fonctions hydroxyles 

et parfois des fonctions amines, acides carboxyliques ou encore cétones. La modification 

régiosélective de ces structures est donc très complexe. Elle est néanmoins essentielle dans 

le but d’introduire des marqueurs sur les oligosaccharides pour former des sondes.  

Lors de la synthèse de sondes oligosaccharidiques, la modification de la partie glucidique par 

l’ajout d’un marqueur peut réduire son affinité pour le récepteur ciblé. Il est donc primordial 

d’ajouter ce groupement d’intérêt à une position qui limitera au maximum cette perte 

d’affinité. Les protéines qui interagissent avec les oligosaccharides reconnaissent 

généralement les sucres terminaux du côté non réducteur.136 Il convient donc d’ajouter le 

marqueur d’intérêt à l’opposé de cette partie qui intéragit avec la protéine c'est-à-dire à la 

position anomère de l’extrémité réductrice. Il est également préférable que ce groupement 

marqueur soit de même stéréochimie que l’enchaînement des unités saccharidiques.  

Ces marqueurs fonctionnels sont souvent directement introduits sur l’oligosaccharide. 

Compte tenu de la difficulté de synthétiser ces sondes, certaines approches préfèrent 
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introduire un groupement « click » dans un premier temps. Il est alors plus simple de moduler 

l’introduction de marqueur sur la molécule. Par exemple, Zeng et al. ont mis en avant 

l’efficacité de la chimie « click » pour l’introduction de toutes sortes de parties fonctionnelles 

comme des groupements fluorescents sur les oligosaccharides.137 Ce concept de réaction de 

chimie « click » a été développé par Sharpless.138 Ces réactions doivent respecter plusieurs 

critères : 

 Présenter des rendements élevés, 

 Être tolérantes à l’eau, à l’oxygène et aux autres groupes fonctionnels, 

 Ne pas nécessiter de groupements protecteurs, 

 Être thermodynamiquement favorables, 

Il existe plusieurs réactions qui répondent à ces critères. La cycloaddition entre un azoture et 

un alcyne, la réaction de Huisgen, figure parmi les réactions de chimie « click » les plus 

célèbres. La version catalysée au cuivre I (CuAAC) de cette réaction a été popularisée par 

Sharpless et Medal de façon simultanée (Figure I.23, CuAAC).139,140 Cette technique de chimie 

« click » est largement utilisée en chimie des sucres pour introduire des marqueurs sur des 

oligosaccharides. Par exemple, Zhang et al. ont synthétisé une sonde N-acétylgalactosaminyl 

fluorescente en utilisant cette réaction CuAAC.141 

 

Figure I.23 : Stratégies de chimie «click» 
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La réaction thiol-ène est également considérée comme une réaction de chimie click. Elle 

consiste à faire réagir une fonction thiol sur un alcène. Cette réaction radicalaire peut être 

simplement activée par de la lumière (Figure I.23, Thiol-ène).142 

Le maléimide est une fonction qui possède une réactivité intéressante. Ce groupement 

éléctrophile peut réagir en tant qu’accepteur de Michaël avec des thiols (Figure I.23, Addition 

de Michaël).143 Les maléimides sont également des diénophiles et peuvent réagir avec des 

diènes comme les furfuryles (Figure I.23, Cycloaddition de Diels Alder). Par exemple, Petreli et 

al. ont appliqué cette stratégie Maléimide/Furyle. En introduisant une fonction furyle sur 

plusieurs oligosaccharides, ils ont pu les « clicker » sur des billes de sépharose maléimide.144 

Des rendements de couplage de l’ordre de 85% sont obtenus. Ces deux stratégies sont aussi 

considérées comme des réactions de chimie « click ». 

III.2 La réactivité électrophile de la position anomère 

Pour pouvoir produire des sondes oligosaccharidiques, il convient donc d’introduire un 

marqueur. En plus d’être peu impliquée dans la reconnaissance des protéines, la position 

anomère a une réactivité orthogonale aux autres fonctions des oligosaccharides. C’est donc la 

position idéale pour introduire un marqueur. Ce dernier peut être introduit directement. Il est 

également possible d’introduire une fonction « click » dans un premier temps et de « clicker » 

le marqueur dans un second temps.  

La position anomère est un hémiacétal qui est en équilibre entre deux formes, une ouverte et 

une fermée. Sous sa forme ouverte, le sucre réducteur présente une fonction aldéhyde. Cet 

aldéhyde peut être fonctionalisé sélectivement par rapport aux autres groupements des 

sucres. Plusieurs réactions de fonctionalisation des oligosaccharides ont été développées pour 

introduire des marqueurs ou des groupements « click » sur les sucres.  

III.2.1 Les glycosylamines 

La formation de glycosylamines est une façon classique pour fonctionnaliser un sucre sur son 

extrémité réductrice. Kochetkov et al. font partie des pionniers à avoir formé des 

glycosylamines.145 En condensant de l’hydrogénocarbonate d’ammonium sur des dérivés 

saccharidiques en milieu aqueux, ils ont obtenu des glycosylamines de GlcNAc et de CO-II. Les 
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rendements de synthèse de ces molécules vont de 50 à 65%. La glycosylamine GlcNAc a 

ensuite été couplée avec un peptide préalablement activé par une fonction NHS. 

Vetter et al. ont ensuite synthétisé une bibliothèque d’environ cinquante glycosylamines 

différentes en utilisant l’hydrogénocarbonate d’ammonium.146 Les glycosylamines obtenues 

ont toutes une configuration β majoritaire à 95%.147 L’inconvénient de cette réaction est la 

formation d’un sous-produit formé par la condensation de la glycosamine sur le saccharide de 

départ. Ce sous produit, la diglycosylamine, peut atteindre jusqu’à 25% de rendement dans 

certains cas. Les auteurs révèlent que la stabilité dans l’eau des glycosylamines dépend de la 

structure saccharidique. Ainsi la synthèse de certaines glucosamines est bien plus efficace 

dans les solvants organiques comme le DMSO ou le méthanol. 

Imperiali et al. ont amélioré les rendements de formation de glycosylamines de CO-II de 25% 

par rapport à ce qu’avait décrit Kochetkov. La synthèse de glycosylamines est réalisée dans du 

méthanol en substituant l’hydrogénocarbonate d’ammonium par du carbamate 

d’ammonium.148 Le sel formé entre l’acide carbamique et la glycosylamine après réaction du 

carbamate d’ammonium sur le saccharide précipite dans le méthanol. Cette précipitation 

limite ainsi l’hydrolyse de la glycosylamine formée. 

Brun et al. ont montré que sous activation micro-onde le temps de la réaction passe de 

quelques jours à quelques minutes avec seulement cinq équivalents en hydrogénocarbonate 

d’ammonium.149 Ils ont réalisé la réaction sur sept différents monosaccharides. Puis ils les ont 

couplé avec de l’iminothiolane pour les gréffés sur un support solide par réaction thiol-ène sur 

des accepteurs de Michaël maléimides (Figure I.24). 

 

Figure I.24 : Synthèse de glycosylamines catalysées par activation micro-onde et greffage.149 
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III.2.2 Amination réductrice 

La condensation d’une amine sur l’aldéhyde du saccharide forme une imine. En milieu aqueux, 

cette espèce instable est en équilibre avec l’hémiacétal. En réduisant cette imine, il est possible 

de former une amine secondaire stable et tirer l’équilibre réactionnel vers ce produit (Figure I.25). 

Cette réaction est catalysée en milieu légèrement acide. Cela va permettre la formation d’iminium 

qui sera plus facilement réduit. 

 

Figure I.25 : Modification d’un sucre par amination réductrice. 

L’amination réductrice a été utilisée pour greffer toutes sortes de fonctions chimiques sur des 

oligosaccharides. Par exemple, Rothenberg et al. ont synthétisé une plateforme diaminopyridine 

fluorescente et biotinylée.150 Ils ont montré que cette plateforme pouvait être introduite par 

amination réductrice en position anomère sur des oligosaccharides complexes. La partie 

fluorescente permet ainsi de détecter les oligosaccharides après dérivatisation de la plateforme. 

Une fois séparés par HPLC, les oligosaccharides peuvent être immobilisés sur des billes 

d’avidine/streptavidine et leurs interactions avec une librairie de récepteurs peuvent être testés. 

Par la suite, d’autres techniques de dérivatisation des oligosaccharides basées sur cette amination 

réductrice ont été développées.151 Cette réaction a aussi classiquement été utilisée pour la 

glycosylation de protéines en faisant directement réagir les lysines des protéines sur les 

oligosaccharides.152 

Cette technique d’amination réductrice est très efficace et a largement été utilisée dans la 

littérature. Néanmoins l’ouverture de l’unité saccharidique par cette réaction peut diminuer 

l’activité biologique de cette unité. Shybouya et al. ont synthétisé un dérivé de CO-VIII biotinylé 

par amination réductrice (Figure I.26, I.1). Ils ont ensuite mesuré une affinité pour la sonde de CO-

VIII sur le récepteur CEBiP équivalente au CO-VII. Ce résultat met en avant la perte d’affinité d’une 

unité GlcNAc dûe à l’ouverture de cycle de l’extrémité réductrice.153 
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Figure I.26 : Sonde de CO-VIII biotinylée I.1 synthétisée par amination réductrice.153 

Afin d’augmenter le rendement de fonctionalisation des COs par amination réductrice, Guerry et 

al. se sont inspirés de l’organocatalyse devélopée par Dirksen et al.154 Ils ont ainsi pu obtenir des 

COs propargyliques avec des rendements de 80%.155 

III.2.3 Les hydrazones 

Les hydrazines sont plus réactives que les amines primaires. Elles sont ainsi couramment 

utilisées pour fonctionnaliser la position anomère. Le second hétéroatome de la fonction 

hydrazine va considérablement accélérer la condensation de l’amine libre sur l’aldéhyde. Les 

glycosyles hydrazones formées sont très stables et contrairement aux imines, ils n’ont pas besoin 

d’être réduits. Cette liaison possède une forme tautomérique ouverte qui est en équilibre avec 

une forme fermée (Figure I.27). 

 

Figure I.27 : Mécanisme réactionnel de la formation d’hydrazones. 

Les hydrazones peuvent être obtenues par simple condensation de l’hydrazine sur le 

saccharide (Figure I.27, R = H). Tweeddale et al. ont étudié cette réaction et décrivent la 

formation d’hydrazone de GlcNAc avec des rendements de 65%. Cette réaction est réalisée 

dans l’eau avec un large excès d’hydrazine. Les glycosyles hydrazones peuvent ensuite être 

greffés sur des supports solides. Ils peuvent aussi réagir avec des cyanines activées pour 

former des hydrazones fluorescentes comme le montrent les travaux de Isaad et al.156,157 
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Nitz et al. ont développé une variante de la fonctionnalisation hydrazine basée sur les 

sulfonohydrazines.158 Les N-acétylglucosaminyl sulfonohydrazines sont produits avec une 

configuration β après réaction du sucre non protégé dans le DMF en présence de 

sulfonohydrazines et d’une quantité catalytique d’acide acétique. Cette réaction est 

compatible avec les COs et donne des rendements de 93% pour le GlcNAc et de 90% pour le 

CO-II (Figure I.28, I.2). Ce glycosyle peut ensuite servir de donneur de glycosyle en présence 

de N-bromosuccinimide (NBS) et d’un nucléophile de type alcool. Les auteurs interprètent 

cette glycosylation de la façon suivante : le NBS va oxyder l’hydrazone et former un 

intermédiaire diazène qui va se réarranger en diazote et en acide sulfinique après élimination 

et former un ion oxocarbenium (Figure I.28). L’alcool nucléophile va alors réagir sur 

l’oxocarbénium par sa face β. Une fonction allylique a ainsi pu être glycosylée sur du GlcNAc 

avec un rendement de 75%, et une stéréoséléctivité β. 

 

Figure I.28 : Mécanisme proposé par Nitz et al. sur la glycosylation à partir de N-glycosylsulfonohydrazone. 

Cette technique a par la suite été reprise par Armada et al qui ont ainsi pu greffer plusieurs 

motifs mono et oligosaccharidiques y compris du GlcNAc sur des billes de sépharose.159 Ils ont 

ensuite évalué le potentiel de ces billes à pouvoir immobiliser une lectine modèle qui 

reconnaît les motifs GlcNAc, la Wheat Germ Agglutinin (WGA).  

Cette technique requièrt toutefois l’utilisation d’un large excès d’alcool et de DMF comme 

solvant. L’utilisation d’eau est à proscrire car elle hydrolyserait la glycosyl sulfohydrazone. 

Aucun exemple de cette réaction n’a été développé sur les COs. 

III.2.4 Les oximes 

La formation d’oxime a également été utilisée pour fonctionnaliser les oligosaccharides. La 

réactivité des hydroxyamines est analogue à celle des hydrazines. Grâce à la plus grande 
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électronégativité de l’oxygène, les oximes sont encore plus résistantes à l’hydrolyse que leurs 

homologues hydrazones.160 

En revanche, les glycosyl oximes sont majoritairement sous forme ouverte ce qui peut affecter 

les interactions avec les protéines.161 Peri et al. ont en partie résolu ce problème en utilisant 

des hydroxyamines aliphatiques. Ils ont montré que la forme fermée des oximes était 

favorisée.162 Un très bon rendement de l’ordre de 90% est obtenu en partant du glucose. 

Néanmoins des rendements plus faibles (40%) sont obtenus pour le GlcNAc. 

Dirksen et al. ont montré que cette réaction de condensation d’hydroxyamine sur des 

aldéhydes pouvait être organocatalysée en présence d’aniline.154 Thygesen et al. ont par la 

suite mis en avant que cette organocatalyse à l’aniline d’hydroxyamine est aussi effective sur 

des oligosaccharides.163 Ils soulignent par ailleurs que la condensation d’hydroxyamine sur les 

oligosaccharides contenant un groupement N-acétyle en position 2 est difficile à réaliser. A 

titre d’exemple, cette organocatalyse permet d’obtenir des rendements de fonctionnalisation 

de 80% sur du GlcNAc.  

L’organocatalyse se produit dans des conditions légèrement acides (pH = 5) dans lesquelles 

l’aniline est sous forme déprotonée. La formation de l’imine anilique est alors privilégiée. 

Cette imine va ainsi ouvrir le sucre réducteur et permettre une attaque nucléophile de l’oxime. 

(Figure I.29). 

 

Figure I.29 : Mécanisme de la formation d’oximes organocatalysée par l'aniline. 

Ainsi Thygesen et al. ont pu notamment synthétiser un LCO et un CO-V contenant une fonction 

thiol protégée par cette voie de synthèse (Figure I.30, I.3 et I.4). Après avoir déprotégé cette 

fonction, un couplage par chimie «click» thiol-maléimide a permis d’introduire une partie 

fluorescente (Alexa546) ou une biotine.164 Après avoir synthétisé des COs et des LCOs 
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fluorescents, Stougaard et al. ont étudié leur interaction avec deux récepteurs NFR1 et NFR5 

impliqués dans la nodulation.75  

 

Figure I.30 : Synthèse d’un CO et d’un LCO fonctionalisables par formation d’oximes.164 

III.2.5 Les glycosylamides 

Comme pour les hydrazones, la forme imine des oligosaccharides est en équilibre avec la forme 

glycosylamine. En acétylant la glycosylamine avec de l’anhydride acétique, un glycosylamide sera 

formé. Ce dernier sera stable en milieu aqueux (Figure I.31). 

 

Figure I.31 : Formation de glycosylamide par acétylation de l’imine. 

Grâce à cette technique, Lockhoff et al. ont pu produire des analogues de glycolipides de 

GlcNAc avec des rendements allant de 60 à 80%.165 Des glycosylamines monosaccharidiques 

ont d’abord été formées à partir de chaîne grasse aminée dans un solvant organique (éthanol 

ou méthanol). Puis ces glycosylamines ont été mises en présence d’acide gras activé au 

chloroformole d’éthyle pour former des analogues de glycolypides aminés. Les rendements 

de ces composés synthétisés en deux étapes sont de l’ordre de 50%. 

Cette technique efficace permet l’introduction de fonction «click» telle que l’allylamine sur 

des oligosaccharides.166 Spevak et al. ont utilisé l’allylamine comme solvant de la réaction pour 

former des glycosylamines oligosaccharidiques. Après l’élimination du solvant, l’acétylation 

de la glycosylamine est réalisée en présence d’anhydride acétique dans la pyridine. Ainsi le 
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GlcNAc, le CO-II et le CO-III ont pu être obtenus avec des rendements compris entre 80 et 98%. 

En revanche, cette synthèse n’a jamais été décrite pour la fonctionnalisation de COs plus 

longs. 

Une alternative intéressante à cette réaction consiste à utiliser un acide glutamique 

fonctionnalisé.157 La fonction amine va d’abord former l’imine qui va réagir avec l’acide 

carboxylique par une cyclisation intramoléculaire afin d’obtenir un γ-lactame (Figure I.32). La 

formation de cet amide intramoléculaire est plus rapide et plus spécifique que l’acylation à 

l’anhydride acétique. Elle a l’avantage d’être compatible avec les oligosaccharides possédant 

des amines libres et peut être réalisée en milieu aqueux. Même si les rendements décrits sont 

de l’ordre de 15% avec le CO-V, cette stratégie de fonctionnalisation a été utilisée pour obtenir 

une sonde fluorescente de CO-V.167 

 

Figure I.32 : Formation de glycosylamine par cyclisation intramoléculaire en présence de γ-lactame. 

III.3 La réactivité nucléophile de la position anomère 

L’hydroxyle anomère présente un pKa plus faible par rapport aux autres hydroxyles présents 

sur les oligosaccharides. Ceci s’explique par la présence de l’hémiacétal. L’hydroxyle anomère 

peut ainsi être sélectivement activé. Plusieurs approches de fonctionnalisation anomère 

d’oligosaccharide basées sur cette propriété ont été développées. 

III.3.1 O-Alkylation anomère en milieu organique 

Afin de fonctionnaliser la position anomère de dérivés COs, Vauzeilles et al. ont activé 

l’hydroxyle anomère en milieu organique en présence d’hydrure de sodium.168 L’alcoolate 

anomère du GlcNAc ainsi formé va réagir par substitution nucléophile sur divers bromures 

d’alkyles. Ainsi des glycosides allyliques, propargyliques, benzyliques et nitrobenzyliques ont 

été obtenus avec des rendements compris entre 70 et 90%. Cette technique est plus complexe 

à mettre en place sur des COs de plus hautes tailles. En effet, les rendements obtenus pour le 

CO-V (19%) et le CO-IV (26%) sont nettement moins élevés. Toutefois, les auteurs mettent en 
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avant que l’ajout de sel comme le LiCl (chlorure de lithium) permet d’augmenter la solubilité 

de ces molécules et le rendement pour le CO-Va pu être amélioré à 57%. 

Cette réaction a par la suite été reprise par Huang et al. dans l’objectif de synthétiser des 

inhibiteurs de chitinases.169 

III.3.2 Activation anomère par le DMC 

Le 2-chloro-1,3-dimethylimidazolinium (DMC) est un agent déshydratant classiquement utilisé 

pour former des amides ou des esters.170 Shoda et al. ont utilisé ce réactif pour une activation 

sélective de l’hydroxyle anomère sur des sucres non protégés. La position anomère ainsi 

activée peut réagir in situ avec des nucléophiles tels que des thiols ou de l’azoture de sodium 

avec une bonne stéréosélectivité. 

III.3.2.1 Formation et réactivité d’oxazoline du GlcNAc 

Shoda et al. ont étudié la réaction de déshydratation de la position anomère sur des dérivés 

COs en présence de DMC. Ils ont observé la formation d’un produit majoritaire l’oxazoline 

résultant d’une cyclisation intramoléculaire (Figure I.33).171 L’oxazoline de COs peut être 

utilisée en tant qu’électrophile activé et peut ainsi réagir avec certains nucléophile en β. Les 

dérivés N-acétyglucosamine oxazoline sont particulièrement utilisés en glycosylation comme 

sucre donneur.126,127,128,129 Haddoub et al. ont montré qu’en présence d’acides carboxyliques 

et sous micro-onde, il est possible d’obtenir différents esters glycosidiques.172 

 

Figure I.33 : Proposition du mécanisme de la réaction entre le DMC et du GlcNAc proposé par S. Shoda.171 
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Shoda et al. ont ensuite proposé un mécanisme pour expliquer cette réaction. Le DMC 

possède un carbone fortement électrophile qui va réagir en α ou en β avec l’hydroxyle 

anomère pour former deux intermédiaires activés α/β (Figure I.33, I.5 et I.6). Ces 

intémédiaires sont de très bons groupements partants. Lorsqu’il est en position β (I.6), une 

cyclisation intramoléculaire impliquant le motif N-acétyle va former une oxazoline 

relativement stable en milieu basique. Lorsqu’il est en position α (I.5), il va subir une attaque 

nucléophile de l’eau et reformer le GlcNAc de départ. Ainsi l’équilibre réactionnel sera tiré 

vers la formation de l’oxazoline. 

Dans cet exemple, de très bonnes conversions de COs en COs oxazoline allant de 90% pour le 

GlcNAc et de 70% pour le CO-V sont observées par RMN. Le nombre d’équivalents de DMC 

varie de trois équivalents pour le GlcNAc à quinze équivalents pour le CO-VI. Il est à noter 

qu’une quantité énorme de triéthyamine (Et3N) allant jusqu'à quarante cinq équivalents est 

utilisée. Les auteurs justifient ces larges quantités de DMC par son hygroscopie et sa réactivité 

avec l’eau. L’amine est ajoutée en large excès pour compenser la formation d’acide 

chlorhydrique libéré par le DMC. 

Pour diminuer ces quantités de réactifs, S. Shoda et al. ont développé un autre agent 

déshydratant analogue, le CDMBI (Figure I.34).173 Cet agent est moins hygroscopique que le 

DMC. Le noyau aromatique lui confère une moins bonne solubilité dans l’eau et il peut être 

éliminé par simple filtration après la réaction avec l’oligosaccharide. La réactivité sur les COs 

est la même que celle obtenue avec le DMC avec pour avantage une diminution du nombre 

d’équivalents. Seuls cinq équivalents sont utilisés pour former du CO-V oxazoline. Le CDMBI 

est très efficace en présence de bases inorganiques et il requiert jusqu'à neuf fois moins de 

base. 

 

Figure I.34 : Structure du DMC et du CDMBI. 
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III.3.2.1 Thioglycosylation par activation au DMC 

Shoda et al. ont utilisé le DMC pour la synthèse de thioglycosides. Ils reportent ainsi la 

synthèse efficace de plusieurs thioglycosides avec une parfaite stéréosélectivité β et des taux 

de conversions déterminés supérieurs à 90% observés par RMN.174 En utilisant le 4-methyl-7-

thiobelliferyl, ils ont obtenu des oligosaccharides fluorescents en une seule étape via cette 

technique.175 

Ils ont aussi également mis en place une synthèse de thioglycosides de COs en présence de 

DMC et de mercaptopyridine (Figure I. 35). Il est à noter que les rendements de cette 

thioglycosylation chutent considérablement avec la taille des oligosaccharides même en 

augmentant le nombre d’équivalents de réactifs. En effet pour le composé I.7, le taux de 

conversion est de 84% alors que pour le CO-IV la conversion n’est que de 67%.  

 

Figure I.35 : Proposition du mécanisme de la réaction thioglycosylation en présence de DMC, de thioaromatique et du 
GlcNAc proposé par S. Shoda.176 

L’équipe de Wissinger a par la suite synthétisé à l’échelle du gramme du 2-thiopicolyl azoture 

dimethylimidazolium (Figure I.36). Cet analogue de DMC a permis d’obtenir des thioglycosides 

aromatiques comportant une fonction azoture (Figure I.36).177 Un rendement isolé de 70% a 

été obtenu pour le thioglycoside de GlcNAc I.8 (Figure I.36). Ils ont ensuite montré que le 

doublet non liant de l’amine de la pyridine permet d’augmenter l’affinité de la molécule pour 

le cuivre. Ainsi des quantités micro-molaires en cuivre suffisent pour effectuer la CuAAC ce qui 

correspond à une diminution en cuivre d’un facteur mille par rapport aux réactions de CuAAC 

classiquement réalisées. Ils ont ainsi pu synthétiser la sonde de GlcNAc fluorescente I.9. 
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Figure I.36 : Synthèse du 2-thiopicoyl azoture dimethylimidazolium et son utilisation pour former des thioglycosides.177 

La majorité de ces thioglycosides sont des thioaromatiques. Winssinger et al. ont essayé 

d’introduire des thiols aliphatiques comme la cystéine. Après réaction dans les conditions de 

Shoda, les auteurs n’ont pas observé de thioglycoside. Seul un sel de thio-DMC est observé. 

Ces thiols aliphatiques sont de meilleurs nucléophiles et réagissent avec le DMC. Winssinger 

et al. ont ainsi modifié les conditions réactionelles et ont préactivé les oligosccharides en 

présence de DMC à -10°C afin de rendre possible cette substitution thioaliphatique.178 Des 

conversions analysées par spectroscopie RMN de ce thioglycosyde oscillent entre 30 et 95%. 

Après avoir testé différents thiols (H2S, thiourée, …) dans les conditions décrites par Shoda, 

Köhling et al. n’ont formé aucun glycoside. Ils ont ainsi fait le choix de former l’oxazoline par 

condensation du DMC puis de réaliser la thioglycosylation dans un second temps (Figure I.37, 

I.10). Ils reportent qu’en présence d’oxazoline, l’acide thiobenzoïque ou l’acide thioacétique 

vont pouvoir former des thioglycosides acétate ou benzoate. Ces derniers sont obtenus avec 

de très bons rendements allant jusqu’à 70% sur du CO-IV (Figure I.37, I.11).179 La déprotection, 

du thioacétate ou du thiobenzoate, à l’aide de méthanolate de sodium libère un thiosucre. Ce 

thiosucre peut ensuite être greffé par réaction de thiol-ène sur une protéine préalablement 

fonctionnalisée par des alcènes. 
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Figure I.377 : Synthèse de thioglycoside à partir de thioacide et d’oxazoline.179 

Inspirés par cette réaction, Fairbanks et al. ont étudié la thioglycosylation directe en présence 

d’acide thioacétique et de DMC sans passer par la formation d’oxazoline (Figure I.38, I.11).180 

Après réaction, une acétylation sélective de la position anomère a été observée. Les auteurs 

expliquent cette réaction par une activation du thioacétate avec le DMC (Figure I.38, I.12). Les 

auteurs ont ainsi obtenu le composé I.13 avec un rendement de 86% mais en mélange α/β 

(3/2). 

 

Figure I.38 : Acétylation sélective de la position annomèr en présence d’acide thioacétique de DMC et de GlcNAc.171 

III.3.2.2 Azoturation de la position anomère 

L’activation de la position anomère par le DMC permet aussi la substitution nucléophile par 

l’azoture de sodium en milieu aqueux (Figure I.39). Un rendement de 85% est obtenu pour le 

GlcNAc (Figure I.39, I.14). Cette réaction est aussi applicable sur le CO-II, le CO-III et le CO-IV 

pour lesquels de très bonnes conversions allant de 65 à 80% sont observées par spectroscopie 

RMN.181 

Afin d’accéder à ces molécules, Lim et al. ont utilisé un analogue du DMC, le 2-azido-1,3-

dimethylimidazolinium chloride (ADMP), pour diminuer les quantités d’azoture de départ.182 
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Ainsi seuls trois équivalents d’ADMP suffisent pour obtenir des glycosyls azotures.183 Ils ont 

ensuite mis en évidence la réactivité du glycosyl azoture de GlcNAc en présence des alcools et 

de peptides propargyliques par la réaction de « click » de Huisgen.  

 

Figure I.39: Azoturation de la position anomère avec de l’ADMP. 

III.3.3 Activation anomère par le DMTMM 

Le DMTMM est comme le DMC une molécule utilisée en tant qu’agent déshydratant pour des 

couplages peptidiques ou encore la formation d’esters.184 Le nom complet du DMTMM est le 

chlorure de 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium. 

En 2008, Shoda et al. décrivent la synthèse du DMT-β-lactose en une étape en milieu aqueux 

en présence de deux équivalents de 2,6-lutidine et de DMTMM.185 Les auteurs obtiennent un 

rendement de 60%. Le DMT-β-lactose est utilisé comme donneur dans une réaction de 

transglycosylation en présence d’une l’endo-β-1,4-glucanase III de Trichoderma reesei. Afin de 

trouver le meilleur groupement donneur, différents CDAT (2-chloro-4,6-dialkoxy-1,3,5-

triazines) ont été synthétisés et introduits en position anomère.186 En partant directement de 

CDAT et en utilisant la méthylmorpholine in situ, le rendement de production du lactose 

glycoside de triazinyle a pu atteindre 80%. La réaction a été ultérieurement généralisée à 

d’autres mono et oligosaccharides comme le mannose ou le maltopentaose.187,188 

S. Shoda et al. ont aussi introduit le motif DMT en position anomère du GlcNAc. Dans cet 

exemple, la stéréosélectivité α est obtenue avec un rendement de 80%.189 Cette configuration 

α peut s’expliquer par la réactivité de la liaison GlcNAc-triazne (Figure I.40). Lorsque le 

DMTMM va réagir avec l’hydroxyle α de l’hémiacétal, le glycoside de triazinyle I.15 alors formé 

ne sera pas hydrolysé (Figure I.41). Comme dans la réaction avec le DMC lorsque le DMTMM 

réagit avec l’hydroxyle en position β, il va former le composé I.16 qui va par réaction 
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intramoléculaire compte tenu du motif N-acétyle former l’oxazoline (Figure I.40). L’oxazoline, 

plus facilement hydrolysable, va tirer la réaction vers la formation de la liaison α-triazinyle. 

 

Figure I.40 : Hypothèse du mécanisme réactionnel entre le GlcNAc et le DMTMM.189 

III.4 Les sondes d’affinité oligoaccharidiques et leurs applications 

Plusieurs stratégies de synthèse ont été développées pour fonctionaliser la position anomère 

des oligosaccharides. Ces voies de synthèse offrent la possibilité d’obtenir des glucosides de 

configuration α ou β avec un très bon contrôle. Ces méthodes permettent d’introduire un 

groupement marqueur sur les oligosaccharides. Ce marqueur est essentiel pour constituer des 

sondes moléculaires. 

III.4.1 Marqueurs d’intérêt 

Les sondes d’affinité sont généralement constituées de trois parties (Figure I.41). La première 

partie va interagir avec le récepteur. Cette partie peut être un ligand, un inhibiteur ou encore 

un substrat de la protéine ciblée. Ce groupement est lié, via un bras espaceur, à un marqueur 

dont le rôle est de transmettre l’information de l’interaction entre la sonde et la protéine 

ciblée. 
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Figure I.41: Composition des sondes d'affinités. 

Il existe deux grands types de marqueurs. Les marqueurs physiques, dont les plus classiques 

sont généralement radioactifs ou fluorescents, vont directement être étudiés avec des 

instruments grâce à leur rayonnement.190,191 

Les marqueurs biochimiques secondaires vont permettre une détection après interaction avec 

une protéine spécifique. Par exemple, la biotine est couramment utilisée grâce à sa forte 

affinité pour l’avidine et la streptavidine. Son avantage est de pouvoir être utilisée comme 

marqueur pour la détection mais aussi pour la purification. Ainsi les sondes biotinylées 

peuvent être reconnues par l’avidine ou la streptavidines conjugées à des fluorophores, des 

protéines fluorescentes, des enzymes ou encore des radioélèments. Les sondes biotinylées 

peuvent également être purifiées par affinité lorsque l’avidine ou la streptavidine est gréffée 

sur un support solide.192 

III.5 L’identification d’interaction protéine/ligand par marquage 

covalent 

Lorsqu’une molécule est identifiée comme indispensable au déclenchement d’une réponse 

biologique, il est fort probable que celle-ci intéragisse avec un récepteur. Il convient alors de 

valider cette hypothèse en identifiant et en caractérisant ce récepteur. 

Afin d’être isolés, ces récepteurs sont généralement purifiés des milieux biologiques par 

affinité. Il est ainsi envisageable de greffer le ligand avec lequel la protéine interagit sur un 
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support solide. Par exemple, CEBiP a été purifié d’une membrane plasmique de cellule de riz 

grâce à du CO-VIII greffé sur agarose réticulé.47 

Il est parfois difficile de purifier des récepteurs uniquement par interaction protéine/ligand 

supporté. Le marquage de protéines par liaison covalente est une technique complémentaire 

qui permet, en plus de la purification du récepteur par affinité, son identification en amont. 

III.5.1 Principe et stratégie 

Le marquage covalent de récepteurs se déroule en trois étapes. La première est l’interaction 

entre la sonde et le récepteur. Elle est suivie par le marquage covalent non reversible et 

sélectif du récepteur ciblé et enfin son identification ou sa purification en fonction du ou des 

marqueurs présents sur la sonde (Figure I.42). 

 

Figure I.42: Marquage covalent de protéine par affinité. 

Le marqueur peut-être directement présent sur la sonde. Il peut aussi être introduit après la 

formation de la liaison covalente avec la protéine par réaction de chimie «click». L’avantage 

d’une telle approche est que ses groupements « click » sont généralement « peu 

encombrants ». Alors que le marqueur peut au contraire être encombrant, peu soluble et 

interagir de façon non spécifique avec d’autres protéines que celles visées.  

L’introduction de groupement par chimie « click » fait l’objet de beaucoup de recherches. En 

effet étant dans des milieux biologiques naturels, ces réactions doivent être bioorthogonales 
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et hautement sélectives. Des efforts considérables ont été réalisés dans ce domaine. Par 

exemple, Bernard et al. ont découvert une chimie « click » de couplage entre des cycloalcynes 

et des iminosydnones (Figure I.43).193 Cette réaction de couplage est très rapide (0.006 M-1.s-

1 avec 100 µM de réactif) et permet d’être efficace même à de très faibles concentrations. 

 

Figure I.43 : Réaction de couplage entre un cycloalcyne et un iminosydnone. 

III.5.2 Marquage d’affinité direct 

Certaines sondes d’affinité sont imaginées avec un groupement réactif directement introduit 

sur la sonde (Figure I.44). L’idée est de marquer la protéine en rapprochant la fonction réactive 

grâce à l’affinité de la protéine pour la sonde. Cette fonction doit être assez réactive pour 

former une liaison covalente avec un acide aminé de la protéine ciblée sans marquer les autres 

protéines. 

 

Figure I.44 : Marquage covalent direct de protéine par affinité. 194 

Ces groupements peuvent être des électrophiles comme des accepteurs de Michaël, des 

époxydes ou encore des esters sulfoniques.194 Un exemple récent a montré le marquage 

covalent d’une cystéine de la lectine LecA par un galactose présentant un groupe époxyde.195 

La grande majorité des sondes d’affinités oligosaccharidiques développées possèdent un 

groupement photoactivable.196 Il en existe trois grandes familles : les benzophénones, les aryl-

azoture et les diazirines (Figure I.45). Ces groupements vont former une espèce réactive par 

activation par des rayons ultra-violet (UV) qui va permettre de former une liaison covalente 

avec la protéine ciblée. Sous excitation UV, la benzophénone va former un radical réactif qui 
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va s’insérer dans une liaison C-H de la protéine et ainsi former une liaison C-C liant la 

benzophénone au récepteur ciblé. Un long temps d’activation est nécessaire pour former 

l’espèce radicalaire ce qui peut augmenter le marquage non spécifique. En revanche, les 

benzophénones peuvent être irradiées à plusieurs reprises.197 

 

Figure I.45 : Réactivité des marqueurs photoactivables.196 

Les aryl-azotures quant à eux vont former un nitrène qui pourra directement s’insérer dans 

une liaison C-H ou bien se réarranger en une espèce électrophile, la 1,2-didehydroazepine, et 

réagir avec les amino acides nucléophiles. Les espèces réactives aryl-azotures ont une durée 

de vie très courte (µS à nS) et peuvent réagir avec l’eau. Ce groupement photoactivable a ainsi 

pour principal avantage d’engendrer un faible marquage non spécifique.198 
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Par activation UV, les diazirines génèrent des carbènes réagissant rapidement avec les liaisons 

C-H, N-H, S-H, ou O-H des protéines. La petite taille de ce groupement permet de ne pas altérer 

la reconnaissance du récepteur. Néanmoins ce groupement a une tendance à s’isomériser. Il 

est ainsi beaucoup plus utilisé sous la forme trifluoromethyl phenyldiazirine (TFD).199 

Des études comparatives sur l’efficacité de ces groupements photoactivables ont été 

réalisées. Par exemple, une étude met en avant la meilleure efficacité de fonction diazirine en 

comparant qualitativement les rendements de marquage de la peanut agglutinin par des 

sondes benzophénone, aryl-azoture et diazirine de lactose.200 Le choix de la structure 

photoactivable n’est jamais évident et va dépendre de l’étude. Pour optimiser les chances de 

marquer le récepteur d’intérêt, la synthèse de plusieurs sondes avec des groupements 

photoactivables différents est souvent réalisée. 

III.5.3 Marquage d’affinité guidé (affinity-guided (AD) chemistry) 

Le marquage d’affinité guidé consiste à marquer le récepteur de façon covalente en deux 

temps par l’intermédiaire d’une autre molécule (Figure I.46). 

 

Figure I.46 : Marquage covalent d’affinité guidé (Lg correspond au ligand, cat correspond a un groupement catalyseur et la 
boule verte correspon au marqueur).201 

Kunishima et al. ont développé une stratégie de marquage indirect par l’utilisation d’un agent 

de couplage, le CDMT, en utilisant la biotine comme ligand.201 En faisant interagir une biotine 

contenant une amine tertiaire avec de l’avidine et par ajout de CDMT, la formation d’un sel 

activé DMT va permettre de faire réagir les acides carboxyliques à proximité du site de fixation 

de l’avidine (Figure I.47). Ainsi ces acides carboxyliques pourront réagir avec une amine 

fluorescente et marquer la protéine. 
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Figure I. 47 : Marquage d’affinité guidé de l’avidine par une acylation fluorescente en présence de DMT et d’une biotine 
aminée.201 

Par analogie, Hamachi et al. reportent le marquage de lectine via une stratégie indirecte avec 

la 4-diméthylaminopyridine (DMAP).202 Le DMAP est comme le CDMT un agent de 

déshydratation utilisé pour catalyser le transfert de groupement acyle sur d’autres résidus 

nucléophiles. Afin de diriger un transfert d’acyle de façon spécifique sur les acides aminés 

nucléophiles d’une lectine, le DMAP a été gréffé sur plusieurs oligosaccharides. Ainsi en 

présence de DMAP-oligosaccharide et d’un acyle fluorescent, les auteurs ont sélèctivement 

marqué les lectines ayant une affinité pour ces DMAP-oligosaccharides (Figure I.48). Le CO-

III(DMAP) a par exemple permis d’acyler sélèctivement l’agglutinine de germe de blé (WGA), 

une lectine connue pour interagir avec les unités GlcNAc.  

 

Figure I.48 : Marquage d’affinité guidé de lectine en présence d’un ligand DMAP-oligosaccharidique.202 

En utilisant un CO-VIII aminé et biotinylé par une hydrazone en position anomère, Shibuya et 

al. ont marqué et purifié la protéine CEBiP (Figure I.49, I.1).153 L’amine libre est utilisée pour 

former une liaison covalente avec un des deux acides activés du DTSSP. L’autre acide du DTSSP 

va lui réagir avec les amines libres, des lysines présentes sur CEBiP. Le récepteur a ensuite été 
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purifié par affinité sur des billes d’avidine. Le disulfure du DTSSP a été réduit pour libérer le 

récepteur des billes d’avidine (Figure I.49). 

 

Figure I.49 : Marquage covalent indirect de CEBiP avec une sonde CO-VIII biotinylée et purification par affinité.153 

III.5.4 Marquage d’affinité direct sans trace de ligand 

La particularité de ce marquage d’affinité est qu’en réagissant avec la protéine, la partie ligand 

est coupée du reste de la sonde (Figure I.50). Contrairement aux autres techniques de 

marquage, la protéine marquée ne perd pas son activité biologique. 

 

Figure I.50 : Marquage d'affinité direct sans trace de ligand (Lg correspond au ligand, la boule verte correspond au 
marqueur).194 

Hamachi et al. ont montré que la fonction tosyle classiquement utilisée comme groupement 

partant est assez stable dans les milieux biologiques. En revanche, cette fonction peut réagir 

avec une protéine lorsqu’elle est en proximité d’un acide aminé nucléophile. Lorsqu’un ligand 

d’affinité pour une protéine contient cette fonction Tosyle, la protéine peut alors être 

marquée (Figure I.51).203 Ils ont ainsi synthétisé une série de ces sondes d’affinité incluant 
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seulement un ligand oligosaccharidique, le lactose. Ils ont ensuite montré l’efficacité de ce 

marquage avec des rendements de 75% de greffage sur une protéine, l’anhydrase carbonique 

humaine (CA II).  

 

Figure I.51 : Marque d’affinité directe de protéine en présence de ligand tosyl fluorescent.203 

Hamachi et al. ont mis en avant que le marquage d’affinité directe de protéines sans trace de 

ligand pouvait être utilisé pour produire des biocapteurs.204 En utilisant un ligand tosyl FRET, 

constitué d’une partie fluorescente et d’une partie quencheur, ils vont marquer par 

fluorescence la protéine. Compte tenu de son interaction pour la protéine, le ligand 

fonctionnalisé par le quencheur va rester en proximité de la protéine et continuer à atténuer 

la fluorescence. L’ajout d’un autre ligand de cette même protéine va entrer en compétition 

avec le ligand quencheur (Figure I.52). Il sera alors possible d’évaluer l’affinité de ces ligands 

ou inhibiteur. Les auteurs ont ainsi produit un biocapteur de l’anhydrase carbonique II. 
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Figure I.52 : Sonde fluorescente d'affinité quenchée contenant un groupement tosyl pour la synthèse de biocapteur.204 

Cette même équipe a développé des acyl imidazoles pour le même objectif. Ils ont montré 

que ces sondes réagissaient avec des acides aminés lysines, sérines ou encore tyrosines 

proches de la zone d’interaction.205 D’autres méthodes similaires ont été développées en 

utilisant des groupes sulfonyles, des acylphénoles et des N-sulfanylethylanilides.206–208 Ces 

groupements réactifs ciblent principalement les lysines des protéines. Cependant le seul 

exemple oligosaccharidique de ce type de sondes n’a été réalisé qu’avec du lactose. 

III.5.5 Marquage d’enzyme par des sondes d’activité 

Les enzymes sont des protéines spéciales car elles ont la particularité de catalyser des 

réactions chimiques. Ces protéines catalysent la plupart des réactions du vivant. Certaines 

enzymes sont des outils particulièrement efficaces pour produire des oligosaccharides. Afin 

de marquer sélectivement ces enzymes dans des milieux biologiques naturels, d’autres sondes 

appelées sondes d’activité ont été spécialement conçues pour cette application. 

Par exemple, Lu et al. ont synthétisé une sonde d’activité ciblant les sialidases produites par 

le virus Influenza (Figure I.53).209 Cette sonde est constituée : 

- d’une partie acide sialique qui va intéragir avec la sialidase du virus, 

- d’une fonction biotine, 
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- d’un groupement difluoromethylphenyle qui va former l’espèce électrophile réactive 

après hydrolyse de la liaison glycosidique par l’activité de la sialidase. 

Une fois généré, ce réactif électrophile va réagir avec un des acides aminés nucléophiles de la 

sialidase. Celle-ci sera alors biotinilyée. Les auteurs ont ainsi pu isoler le virus grâce à ce 

marquage covalent. 

 

Figure I.53 : Activation d’une sonde méthide quinone biotinylée pour le marquage et l’isolation de virus.209 

Le marquage covalent d’enzyme permet de mieux comprendre les mécansimes enzymatiques. 

Par exemple, Withers et al. ont demontré que le lysozyme hydrolyse des COs via la formation 

d’un glycosyl-enzyme.210 En utilisant des analogues saccharidiques fluorés en position 2 (2-

deoxy-2-fluoro glycosides), ils ont pu stabiliser cet état de transition et ont visualisé en 

spéctroscopie de masse le glycosyl enzyme (Figure I.54). Ils ont également obtenu des cristaux 

de ce glycosyl enzyme qu’ils ont pu analyser par diffraction des rayons X. 

 

Figure I.54 : Analyse MALDI du glycosyl enzyme du lysosyme avec un dérivé 2-deoxy-fluoro chitobiose. 

Enfin les sondes d’activités peuvent être utilisées pour découvrir de nouvelles enzymes. Par 

exemple, Williams et al. ont synthétisé un analogue de 2-deoxy-2-fluoro glycoside biotinylé 
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de xylobiose (Figure I.55, I.17).211 Ils ont mis cette sonde en présence d’un lysat de 

Cellulomonas fimi et ont pu isoler une endo-glycanase jamais identifiée auparavant.212 

 

Figure I.55 : Sonde d'activité biotinylée de xylobiose.212 

Il n’y a en revanche que très peu d’exemple de ce type de sonde sur les COs. Ces sondes sont 

pourtant des outils intéressants pour la découverte de nouvelles enzymes.  
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IV. Conclusion 

Les COs jouent des rôles majeurs chez les plantes. Ils peuvent d’une part activer des 

mécanismes de défense (CO-VI à CO-VIII) et ils sont d’autre part potentiellement impliqués 

dans la mise en place de la mycorhization. Certains récepteurs à COs ont ainsi été identifés 

mais ne suffisent pas à expliquer le rôle physiologique de ces molécules. Il y a ainsi un réel 

besoin d’outils moléculaires capables d’identifier ces probables récepteurs à COs. 

Les COs sont des molécules qui peuvent être produites soit par dépolymérisation de la chitine, 

soit par synthèse. Dans les deux cas, des voies chimiques ou biotechnologiques peuvent être 

utilisées. Malgré toutes les méthodes développées, l’accès à des COs bien définis et purs est 

complexe notamment pour les COs contenant plus de six unités GlcNAc. La difficulté d’accéder 

à ces molécules est certainement une des raisons qui explique qu’assez peu de sondes de COs 

aient été synthétisées. 

Les COs sont aussi par rapport aux autres oligosaccharides des molécules difficiles à 

fonctionaliser notamment en position anomère. L’amination réductrice et la formation 

d’oximes font parties des méthodes les plus employées pour fonctionaliser les COs.  

Enfin les grandes stratégies de marquage de protéines par affinité ont été présentées. On peut 

noter qu’en chimie des sucres, la méthode la plus répandue est l’utilisation de sondes 

photoactivables. Pourtant plusieurs nouvelles techniques de marquage covalent de protéines 

ont été développées ces dernières années. Ces techniques efficaces n’ont cependant pas été 

adaptées sur les oligosaccharides et encore moins sur les COs. 
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I. Contexte 

Pour mieux comprendre le rôle des COs dans la physiologie chez les plantes, il est essentiel de 

pouvoir accéder à ces molécules de façon pure et avec des degrés de polymérisation bien 

définis. Pour atteindre cet objectif, une réaction de dépolymérisation de la chitine à l’aide 

d’une enzyme (lysozyme du blanc d’œuf) a été optimisée via une approche par plan 

d’expériences. 

I.1 Le lysozyme du blanc d’œuf (HEW) 

Les lysozymes sont des enzymes impliquées dans la défense contre les infections 

bactériennes.1 Exprimés par de nombreuses espèces animales, des bactériophages ou des 

plantes, les lysozymes dégradent le peptidoglycane, un des constituants principaux de la 

membrane des bactéries. Cette enzyme est aussi capable de dégrader la chitine lorsque celle-

ci est soluble. Abondamment présent dans le blanc d’œuf, le lysozyme (HEW) peut être extrait 

en grande quantité. Le lysozyme de blanc d’œuf appartient à la famille des GH-22 et hydrolyse 

les glycosides substrats avec rétention de configuration. Le lysozyme HEW est un catalyseur 

commercialement bien plus accessible que les chitinases. Il est donc un outil intéressant pour 

effectuer la dépolymérisation de la chitine dans l’objectif d’obtenir des COs à l’échelle 

préparative. 

 

Figure II.1 : Hydrolyse de la chitine au lysozyme du blanc d’œuf. 

I.2 Dépolymérisation de la chitine par le lysozyme HEW 

Le lysozyme HEW est une enzyme qui exerce son activité hydrolytique entre deux unités 

GlcNAc. Le lysozyme est la première enzyme cristallisée analysée par rayon X.2 Le site actif 

sous une forme de crevasse permet à cette enzyme de couper au milieu des chaines 

polysaccharidiques. Le lysozyme HEW est ainsi une endo-enzyme. 
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Smidsrod et al. ont étudié l’influence du DA de la chitine sur l’hydrolyse par le lysozyme HEW. 

Ces derniers confirment ainsi l’étude d’Nordtveit et al. révélant que le lysozyme HEW doit 

reconnaître entre trois et quatre unités N-acétylglucosamine pour être actif sur la chitine.3 Le 

chitosane de DA 0.02 n’est pas hydrolysé par le lysozyme HEW. Ce chitosane est par ailleurs 

un bon inhibiteur du lysozyme. Muzzarelli et al. ont ainsi utilisé le chitosane pour purifier par 

affinité le lysozyme issu du blanc d’œuf.4 

La chitine n’est soluble dans l’eau que sur une plage précise d’acétylation comprise entre 30 

et 60%.5 Le lysozyme du blanc d’œuf a été utilisé pour produire des COs à partir de chitine 

soluble. Par exemple, Aiba décrit la production de COs (CO-II à CO-V) par le lysozyme HEW à 

l’échelle du milligramme dans un tampon acétate à un de pH = 5.4.6 Il observe que plus la 

chitine est acétylée meilleurs sont les rendements d’hydrolyse après réacétylation des COs. 

Ainsi des rendements de production de COs de l’ordre de 45% sont obtenus avec de la chitine 

de DA 0.75. Dans cet exemple, les COs ont également été séparés et isolés avec des puretés 

supérieures à 90%. Ainsi les CO-II, CO-III, CO-IV et CO-V sont obtenus avec des rendements de 

16, 10, 18 et 1%. 

I.3 Stratégie du plan d’expériences 

Plusieurs paramètres influent sur l’activité de l’enzyme (pH, tampon, salinité, agitation, 

concentration en substrat, …). Pour optimiser l’hydrolyse de chitine soluble par le lysozyme, 

une approche par plan d’expériences s’avère très utile. Traditionnellement l’optimisation des 

différents paramètres se fait linéairement en modifiant un facteur à la fois et en évaluant son 

impact. Seulement ce type d’optimisation est coûteux en nombre d’expériences et ne prend 

pas en considération les interactions entre les variables. 

Les plans d’expériences ont pour objectif de modéliser empiriquement un comportement en 

minimisant le nombre d’essais dans un but prédictif. L’utilisation de ces derniers dans une 

réaction chimique va permettre de réaliser un minimum d’expériences pour évaluer l’impact 

de facteurs sur la réaction ou maximiser les rendements. 

Pour mener à bien un plan d’expériences, il est en premier lieu indispensable de définir le 

problème à résoudre. Il convient ensuite d’identifier les variables qui sont susceptibles d’avoir 

un impact sur la réaction et de vérifier que la réponse mesurée n’est pas éloignée de l’objectif. 
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Il existe plusieurs typologies de plans d’expériences. Il est choisi en fonction de l’objectif, du 

nombre d’expériences et des contraintes expérimentales. Certains plans d’expériences vont 

être utilisés dans l’objectif de cribler les variables et d’autres pour optimiser des conditions. 

I.3.1 Les plans factoriels linéaires 

Certains plans factoriels ont un mode de résolution linéaire. Ils permettent de poser l’équation 

1 en fonction d’une réponse Y. 

𝑌 = 𝑎0 + ∑ 𝑎i𝑥i

𝑛

𝑖=1

+   ∑ ∑ 𝑎ij𝑥i𝑥j 

𝑛

𝑗>𝑖

𝑛−1

𝑖=1

  Équation 1 

Dans cette équation, 𝑥i représente le niveau attribué au facteur i. Cette valeur i, purement 

expérimentale, est connue. Le coefficient direct ai correspond au poids de la variable 𝑥i sur la 

réponse Y. Plus sa valeur est élevée et plus la variable aura d’impact sur le système. Le 

coefficient 𝑎ij représente le poids de l’interaction des variables 𝑥i et 𝑥j. Un système compte 

autant de coefficients d’ordre n que de variables n. L’objectif du plan est de résoudre cette 

équation en calculant les coefficients 𝑎. 

Les coefficients de cette équation sont obtenus par régression multilinéaire à partir des 

données collectées au cours du plan d’expériences. La matrice expérimentale générée par 

plan d’expériences dépend des objectifs de l’étude. Dans le cadre d’un plan factoriel complet, 

cette matrice est constituée par l’ensemble des combinaisons de niveaux des différents 

facteurs fixés à 2 modalités 𝑥n. Ces deux valeurs définissent les bornes du système étudié. 

Green et al. ont utilisé un modèle de plan factoriel complet pour améliorer l’activité chitinase 

de la souche QMB1466 de Serratia marcescens.7 Ils ont étudié quatre variables : le pH, la 

concentration en chitine, la température et la source de chitine. Les auteurs ont réalisé un 

plan factoriel complet par source de chitine utilisée (chitine colloïdale, chitine de crevette, 

chitine issue d’un bioprocédé ou de la chitine isolée de façon chimique). Si l’on se reporte à 

l’équation décrite pour le plan factoriel complet, les auteurs étudient trois variables sur deux 

niveaux soit 23 coefficients 𝑎n inconnus par source de chitine. Pour être résolue 

mathématiquement, cette équation requièrt autant de réponses Y qu’il y a de coefficients 

inconnus. Ainsi les auteurs ont à réaliser un minimum de 8 expériences. Dans cet exemple, le 

facteur de réponse étudié est une mesure de l’activité chitinolytique. Les auteurs ont montré 
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que le microorganisme ne tolère les températures supérieures ou égales à 40°C. Ainsi ils ont 

dû rajouter une autre série d’expériences à 32.5°C pour que leur plan soit validé. En réalité, ils 

ont effectué 12 expériences par plan. Cette étude a permis de comparer les variables qui 

influent sur l’activité des chitinases produites par Serratia marcescens. Le pH a été identifié 

comme le paramètre influant le plus sur la réaction. A une concentration de chitine 

représentant 1% en masse de l’échantillon, l’activité chitinase est augmentée par deux par 

rapport à une concentration deux fois plus diluée en chitine quelle que soit la source de 

chitine. L’activité maximale déterminée par ces auteurs est pour une concentration en chitine 

de 1% massique à une température de 32.5°C. Cet exemple souligne la difficulté d’hydrolyser 

la chitine non traitée issue de carapaces de crevette. Ils font ressortir une meilleure activité 

lorsque la chitine est préalablement traitée chimiquement. 

Ainsi, les plans factoriels complets prennent en considération toutes les interactions entre les 

variables étudiées. Néanmoins, certaines de ces interactions sont bien souvent non 

significatives. Notamment les interactions impliquant plus de 2 facteurs qui, si elles existent, 

sont en général d’intensité trop faible pour être mesurées. Le nombre d’expériences à réaliser 

lors d’un plan factoriel complet augmente considérablement avec le nombre de facteurs 

impliqués dans l’étude sans pour autant donner d’information cruciale sur le système. Afin de 

réduire le nombre d’expériences, il est possible d’utiliser des plans factoriels fractionnés. Il y 

a alors moins d’expériences que d’inconnues et le système d’équation ne peut être résolu 

mathématiquement. On détermine dans ce cas des combinaisons de coefficients appelés 

« contraste ». Ce plan est adapté lorsque l’on veut étudier l’influence d’un grand nombre de 

variables et également lorsque les expériences sont longues ou onéreuses. 

Juang et al. ont utilisé ce plan factoriel fractionné pour déterminer les conditions optimales 

de production de CO-VI à partir de chitine colloïdale et de la chitinase 61 d’Aeromonas 

schubertii (AsCHI61).8 Cinq variables ont été étudiées sur deux niveaux. Si les auteurs avaient 

réalisé un plan factoriel complet, 25 = 32 expériences auraient été nécessaires. En réalisant un 

plan factoriel fractionnaire, ils n’ont effectué que 25-1 = 16 expériences pour la même 

efficacité. Après modélisation mathématique, les auteurs ont ensuite mis en évidence que 

seul le pH et la concentration en chitine influencent le système. Ils ont ensuite cherché à 

optimiser les rendements à partir de ces deux facteurs avec un plan à surface de réponse dont 

le principe sera développé dans la partie suivante. 
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Pour cribler un nombre de variables important, il est possible de réaliser des plans saturés, 

c'est-à-dire que pour une variable étudiée, une expérience est réalisée. Ces plans sont régis 

par l’équation 2, c’est le cas du plan de Plackett-Burman. Il est important de préciser que ce 

type de plan d’expériences suppose qu’il n’existe pas d’interaction d’ordre 2 entre les facteurs. 

𝑌 = 𝑎0 + ∑ 𝑎i𝑥i

𝑛

𝑖=1

     Équation 2 

Ce plan a par exemple été utilisé par Han et al. pour identifier les facteurs qui influent sur la 

production de chitinase chez Streptomyces sp DA11.9 Cette bactérie est présente dans les 

éponges marines. Elle est peu abondante dans la nature et complexe à cultiver in vitro. Grâce 

à ce plan, ils ont pu évaluer l’impact combiné de huit sources de nutriments différents en 

seulement douze expériences avec comme réponse l’activité chitinase de la souche. Ils ont 

rapidement identifié le galactose, la chitine comme source de carbone et le magnésium 

comme étant les nutriments essentiels pour que la bactérie se développe efficacement tout 

en produisant des chitinases. Pour évaluer la précision de leur modèle, les auteurs ont ajouté 

trois autres variables non affectées et ont évalué à 90% la prédiction de leur modèle. 

Ces plans factoriels sont efficaces pour évaluer l’importance des variables qui influent sur le 

système. Ils sont généralement appliqués dans un premier temps afin de cribler et de 

sélectionner les variables d’un système mais ils ne permettent pas leur optimisation. 

I.3.2 Les plans à surface de réponse 

Pour maximiser les conditions d’un système, il est préférable d’utiliser des plans à surface de 

réponse (RSM). Pour cela, une équation polynomiale du second degré doit être résolue 

(Équation 3). Cette équation à la même forme que celle décrite pour les plans factoriels 

complets avec un terme quadratique en plus. Il est intéressant de développer cette méthode 

lorsqu’on se trouve en proximité d’un minimum ou d’un maximum. 

𝑌 = 𝑎0 + ∑ 𝑎i𝑥i

𝑛

𝑖=1

+   ∑ ∑ 𝑎ij𝑥i𝑥j 

𝑛

𝑗>𝑖

𝑛−1

𝑖=1

+  ∑ 𝑎ii𝑥𝑖
2

𝑛

𝑖=1

    Équation 3  

La résolution de cette équation nécessite au minimum trois points par variable 𝑥i. Les plans à 

surface de réponse sont donc plus coûteux en nombre d’expériences. 
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Après avoir déterminé le pH et la concentration en chitine comme étant les facteurs 

influençant la production de CO-VI par AsCHI61, Juang et al. ont cherché à optimiser les 

conditions de cette réaction par un plan composite centré. Ils ont seulement étudié l’impact 

du pH et de la concentration en chitine colloïdale sur 4 niveaux soit 7 expériences autour du 

domaine et 5 expériences au centre.8 Cette étude a permis de maximiser la production de CO-

VI par la chitinase 61 d’Aeromonas schubertii (AsCHI61) sur une plage de pH allant de 6 à 8 et 

sur une concentration en chitine allant de 1 à 5 mg/mL. Les répétitions d’expériences au centre 

du domaine ont permis de déterminer une variance du système de 5.6%. Cette variance 

témoigne de la bonne prédiction du système. Le plan a par la suite été validé avec une 

expérience réalisée dans le domaine d’étude du plan. Le maximum calculé par le modèle 

quadratique était de 42.175 mg/L de CO-VI ce qui est en accord avec la concentration 

expérimentale mesurée à 42.18 mg/L de CO-VI. 

Après avoir identifié trois nutriments principaux pour orienter la production de chitinases 

d’une souche de Streptomyces sp, Han et al. ont réalisé un plan à surface de réponse de box-

behnken. Les quantités de galactose, de chitine colloïdale et de MgSO4 ont été fixées sur trois 

niveaux pour résoudre ce plan. Cinq expériences sont répétées au centre du domaine pour 

évaluer la fiabilité de la prédiction. Après la validation du plan, les auteurs ont pu optimiser 

les conditions de culture de la souche et améliorer de 40 fois l’activité chitinase du mélange.9 

L’efficacité d’un plan d’expériences réside dans le choix des variables. Ces dernières doivent 

être judicieusement choisies par l’expérimentateur en fonction de l’expérience qu’il a acquis 

sur la réaction. L’autre point crucial des plans d’expériences est d’évaluer la reproductibilité 

et l’erreur liée aux expériences. Pour cela, des analyses statistiques permettent d’évaluer la 

fiabilité du modèle mathématique prédit par le plan d’expériences. 

II. Mise en place du plan d’expériences 

II.1 Contexte 

En reconnaissant les COs constitués de plus de six unités GlcNAC (COs long) et notamment le 

CO-VIII, les plantes vont activer leurs systèmes de défense pour se défendre contre un 

organisme pathogène.10 Plus récemment, il a été montré que les COs de tailles comprises 
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entre trois et cinq unités GlcNAc sont potentiellement impliquées dans la mise en place de 

symbiose mycorhizienne.11 Pour essayer de comprendre comment les plantes vont 

discriminer ces signaux antagonistes, il est essentiel de pouvoir synthétiser des COs de degré 

de polymérisation défini. 

Néanmoins l’accès à de telles molécules surtout pour les COs plus longs que le CO-VI est 

complexe et très peu décrit dans la littérature. Il y a donc une nécessité de développer une 

méthode de production efficace de ces molécules. Afin d’arriver à cet objectif, nous avons 

cherché à optimiser l’hydrolyse enzymatique de chitine soluble par le lysozyme. 

Par une approche de plan d’expériences, les conditions opératoires de cette réaction ont été 

optimisées afin d’obtenir des hauts rendements de production de COs et d’orienter la 

production de ces derniers vers des longs COs. 

II.2 La réaction d’hydrolyse à optimiser 

La production de COs par dépolymérisation enzymatique par le lysozyme HEW se déroule en 

plusieurs étapes. Le lysozyme n’étant actif que sur de la chitine soluble, il est nécessaire de 

préparer cette chitine dans un premier temps. Une fois synthétisée, cette chitine soluble peut 

ensuite être hydrolysée par le lysozyme HEW. Cette réaction est réalisée sur plusieurs jours. 

Les produits d’hydrolyses formés seront constitués d’unités GlcNAc et d’unités GlcN avec un 

ratio dépendant du DA de la chitine soluble départ. Afin d’obtenir uniquement des COs, il est 

nécessaire d’acétyler toutes les amines des motifs GlcN. Cette réaction est réalisée dans un 

mélange eau et méthanol en présence d’anhydride acétique. Une fois les COs totalement N-

acétylés, il est possible de séparer les COs solubles du GlcNAc au CO-X. Les COs insolubles 

contenant plus de dix unités GlcNAC sont éliminés par simple centrifugation. Il faut ensuite 

éliminer les sels présents dans la réaction enzymatique par l’utilisation combinée de résines 

échangeuses d’ions. Un suivi conductimétrique permet d’évaluer l’élimination des sels. Les 

COs sont lyophilisés puis pesés pour calculer le rendement. Les COs sont ensuite analysés et 

séparés par chromatographie d’exclusion stérique (Figure II.2). 
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Figure II.2 : Production des COs par hydrolyse enzymatique par le lysozyme HEW. 

II.3 Production et caractérisation de chitine soluble 

II.3.1 Production de chitine soluble 

Pour optimiser et faire le plan d’expériences par hydrolyse enzymatique au lysozyme, il est 

nécessaire de produire différentes chitines solubles. Ces chitines peuvent être obtenues par 

déacétylation de la chitine ou par acétylation du chitosane. D’après Genre et al. la meilleure 

solubilité de la chitine est obtenue pour un DA de 0.5.12 

La déacétylation de la chitine peut être contrôlée par un traitement en milieu basique. Par 

exemple en variant la concentration de soude, le temps de la réaction, le pourcentage de la 

chitine de départ et la température, Kurita et al. ont obtenu des lots de chitines acétylées 

allant de 3 à 89%.13 L’avantage de cette technique est la possibilité d’utiliser la chitine 

directement de la carapace de crabes pour produire une chitine soluble.  

Le taux d’acétylation de la chitine peut aussi être contrôlé par acétylation du chitosane. Après 

dissolution de ce dernier dans un mélange d’eau et d’acide acétique, il est possible de 

contrôler le DA par ajout d’anhydride acétique. Kubota et al. ont ainsi obtenu différents lots 

de chitines allant de 15 à 75% d’acétylation.14 L’anhydride acétique est utilisé en large excès. 

En effet, jusqu’à 25 équivalents par rapport aux fonctions NH2 des unités glucosamine sont 

introduits dans la réaction. Ce large excès est dû à la présence abondante d’eau dans le milieu. 
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Afin de réduire ces quantités d’anhydride acétique, Lavertu et al. ont réalisé cette réaction 

dans un mélange eau/méthanol puis ont étudié la cinétique de cette réaction d’acétylation. 

Ils expliquent une meilleure réactivité de l’anhydride acétique dans ces conditions par une 

diminution de l’écart du pKa de l’acide acétique et de celui des amines des unités glucosamine 

dans le méthanol. Ainsi le chitosane sera moins protonné et donc plus réactif. Les quantités 

d’anhydride acétique pourront alors être réduites par 20.15 

Le DA de la chitine de départ est un paramètre influençant probablement la taille des COs. Il 

est ainsi important de pouvoir produire de la chitine soluble avec un contrôle du DA. 

Ainsi une gamme de chitines de différents DA allant de 30% à 76% a été produite par 

acétylation du chitosane en présence d’anhydride acétique dans un mélange eau/méthanol. 

Ces essais ont été réalisés deux fois pour s’assurer de leur reproductibilité à partir du même 

lot commercial de chitosane. Après avoir dissous le chitosane de DA 0.2 dans un mélange 

eau/acide acétique/méthanol (9.5/1/9.5), une quantité définie d’anhydride est ajoutée au 

milieu réactionnel (Figure II.3). Avec seulement deux équivalents d’anhydride acétique par 

amine libre, il est possible d’obtenir une chitine acétylée à 76%. La réaction a été réalisée sur 

des quantités allant de 1 à 5g en chitosane de départ avec une bonne reproductibilité. 

 

Figure II.3: Acétylation de la chitine en fonction de la quantité d'acide acétique. 

La solubilité dans l’eau de ces chitines a été évaluée dans un second temps. Ces tests ont été 

réalisés dans un tampon phosphate de potassium (pH = 6.5, 60 mM) sous agitation à 37°C. Il 

en ressort que pour une concentration de 20 mg/mL, la chitine de DA compris entre 0.3 et 0.6 
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inclus est entièrement soluble. Ces résultats sont en accord avec l’étude de la solubilité de la 

chitine dans l’eau en fonction de son DA réalisée par Sannan et al.5 

II.3.2 Caractérisation de chitine soluble 

Les différentes chitines produites ont été analysées par RMN dans un mélange D2O/TFA 

d’après le protocole décrit par Varum et al. (Figure II.4).16 Le DA est déterminé par l’équation 

4 après intégrations des signaux du proton H1 du GlcN (4.95 ppm) et du proton H1 du GlcNac 

(4.65 ppm). 

𝐷𝐴 =  
𝐻-1𝐺𝑙𝑐𝑁𝐴𝑐

𝐻-1𝐺𝑙𝑐𝑁𝐴𝑐 + 𝐻-1𝐺𝑙𝑐𝑁 
  Équation 4 

Ces protons étant proches du pic résiduel du HOD (4.79 ppm), les spectres RMN ont été 

enregistrés à 353°K pour déplacer le signal de l’eau (4.20 ppm). Les protons situés à 2 ppm 

correspondent au groupement méthyle des fonctions acétates des motifs GlcNac. Celui à 3.2 

ppm est caractéristique du H2 de la glucosamine. Tous les autres protons sont confondus entre 

3.6 et 3.9 ppm. 

 

Figure II.4 : RMN 1H de la chitine acétylée dans du D2O à 353°K. 

Un même lot de chitosane de bas poids moléculaire et de DA 0.2 commercial est utilisé pour 

cette étude. Les grandeurs caractéristiques de différentes chitines obtenues après acétylation 
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ont ensuite été analysées par chromatographie d’exclusion stérique couplée à un détecteur à 

diffusion de lumière (Tableau II.1). Plus la chitine est acétylée, plus la masse molaire moyenne 

en nombre et en masse augmente ce qui est logique vu que l’on ajoute des fonctions acétates. 

La polydispersité est globalement la même pour toutes les chitines synthétisées. Elle est 

légèrement plus grande que celle observée pour le chitosane. 

Tableau II.1 : Paramètres physiques des différentes chitines de départ déterminés par perméation de gel. 

DA de la chitine 
(RMN) 

Masse molaire 
moyenne en nombre 

Mn (g/mol) 

Masse molaire 
moyenne en masse 

Mw (g/mol) 

Polydispersité 
(Mw/Mn) 

0.20 77974 20220 2.53 

32% 139100 411400 2.96 

42% 167600 492100 2.94 

59% 204900 577900 3.01 

II.4 Le choix des variables et du modèle mathématique 

Certains auteurs ont étudié l’activité du lysozyme HEW en fonction de différents paramètres. 

Par exemple, Yang et al. ont évalué l’influence du pH sur l’activité du lysozyme HEW grâce à 

l’utilisation d’une sonde fluorescente, le 4-méthylumbelliferyl N-acétyl-chitotetraoside CO-

IV(UBM).17 Ils ont ainsi déterminé un pH optimal de 5.3 du lysozyme. Il est important de 

prendre en considération que les résultats de détermination des paramètres optimaux sont 

dépendants de la méthode de mesure utilisée et du substrat de l’enzyme. En effet, Zang et al. 

ont eux aussi déterminé un pH optimal dans des conditions réactionnelles similaires à celles 

décrites par Yang et al. Toutefois Zang et al. ont utilisé une méthode de dosage de l’extrémité 

réductrice des COs formés après l’hydrolyse enzymatique. Ils obtiennent un pH optimal de 

4.25 différent d’une unité.18 

D’autres auteurs comme Caussette et al. ont mis en évidence l’effet de l’agitation sur l’activité 

du lysozyme.19 Ils révèlent que celle-ci favorise l’agrégation et l’inactivation du lysozyme HEW. 

Ils mettent également en avant la meilleure stabilité du lysozyme dans des milieux salins par 

rapport à de l’eau distillée. 

Ainsi un certain nombre de paramètres tels que le pH, le tampon, la force ionique, la 

température, l’agitation ou le temps de la réaction ont un impact sur l’activité du lysozyme. 

D’autres facteurs liés au substrat comme la solubilité, le degré d’acétylation, la concentration 
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ou le temps de la réaction peuvent aussi influencer cette réaction enzymatique. Prendre en 

compte tous ces facteurs dans la réalisation d’un plan nécessiterait la réalisation d’un nombre 

d’essais considérable. Hors cette réaction multi-étapes est réalisée sur plusieurs jours. De plus, 

il faut éliminer de l’eau à chaque étape. Cela nécessite de passer par nombreuses 

lyophilisations coûteuses en temps. Compte tenu de ces contraintes expérimentales, le 

nombre d’expériences du plan doit être limité. Ainsi les paramètres influençant sur l’activité 

du lysozyme HEW ont ainsi été évalués au préalable. 

II.4.1 Détermination des paramètres influençant sur l’activité du lysozyme HEW 

Afin de fixer les paramètres qui influent sur l’activité du lysozyme HEW, une étude préliminaire 

à l’aide d’un substrat modèle fluorescent commercial le CO-III(UBM) a été réalisée. Une fois 

hydrolysé par l’action de l’enzyme et en milieu basique, la fluorescence du 4-

methylumbellipheryl est libérée en milieu basique et enregistrée par spectrométrie de 

fluorescence. Mesurer l’activité de l’enzyme avec cette sonde est bien moins chronophage 

que de réaliser la réaction complète sur la chitine soluble. 

Grâce à cette sonde fluorescente, l’influence de quatre tampons a pu être évaluée (Figure 

II.5). Cette étude a été menée dans les mêmes conditions de température, de force ionique, 

d’agitation, de concentration en enzyme et en substrat. Comme précédemment décrit par 

Caussette et al., une faible activité d’hydrolyse du lysosyme HEW est observée en absence de 

tampon.19 Les tampons acétate, phosphate de potassium et citrate ont ensuite été évalués au 

pH de 5.6 à 60 mM. Ce pH a été choisi car il se situe dans la plage du pouvoir tampon du citrate 

et correspond au pouvoir tampon maximum de l’acétate et au pouvoir tampon minimum du 

phosphate de potassium.20 Ainsi la meilleure activité du lysozyme a été enregistrée dans le 

tampon acétate d’ammonium. En effet, elle est proche de celle observée dans le tampon 

phosphate de potassium et elle est de 160% meilleure que celle observée dans le tampon 

citrate. Compte tenu du différent pouvoir tampon de l’acide 3-(N-

morpholino)propanesulfonique (MOPS), une comparaison avec le tampon phosphate de 

potassium à un pH de 6.5 a été réalisé. La moins bonne activité du lysozyme HEW a été 

observée dans ces conditions. A titre de comparaison, une activité 7 fois plus importante a été 

observée pour le tampon phosphate à ce pH. 
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Les tampons acétate d’ammonium et phosphate de potassium ont donc été retenus pour la 

suite de cette étude. Aiba a déjà utilisé le tampon acétate pour hydrolyser la chitine avec du 

lysozyme. Il n’est donc pas surprenant de retrouver ce tampon parmi les plus actifs.6 Gorin et 

al. ont eux utilisé le tampon phosphate pour étudier l’activité du lysozyme sur la paroi de 

cellule de Lysodeikticu.21 

 

Figure II.5 : Effet du tampon (60 mM) sur l'activité d’hydrolyse par le lysozyme HEW. 

L’effet du pH a par la suite été étudié entre 3.5 à 7.5 unités dans les tampons phosphate et 

acétate d’ammonium en fonction de leurs pouvoirs tampons respectifs (Figure II.6). Un point 

par tampon est réalisé au pH 5.6. Il permet de comparer l’efficacité de ces deux tampons. Les 

mêmes conditions de température, de force ionique, d’agitation, de temps et de 

concentration en enzyme et en substrat ont été utilisées. L’activité maximale d’hydrolyse du 

lysozyme est observée pour un pH compris entre 4 et 5 unités de pH. La plage de pH optimal 

qui a été obtenue dans cette étude est légèrement plus acide que ce qu’avait décrit Yang et 

al. avec cette même sonde.17 
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Figure II.6 : Détermination du pH optimal de l'activité hydrolytique du Lysozyme HEW. 

Dans un troisième temps, le rôle de la température a été évalué. Le lysozyme HEW est 3 fois 

plus actif à 37°C qu’à 30°C. Ces résultats sont identiques dans les tampons acétate 

d’ammonium et phosphate. En raison de l’instabilité de la sonde fluorescente à des 

températures supérieures à 40°C, il n’a pas été possible de poursuivre cette étude sur des 

températures plus élevées. Ainsi la température de 37°C a été sélectionnée pour l’ensemble 

de l’étude. 

L’agitation (entre 0 et 700 rpm) ainsi que la force ionique (entre 10 et 240 mM) n’ont pas 

montré d’influence significative sur l’activité de l’enzyme dans ces conditions. Ainsi l’agitation 

de la réaction a été fixée à 180 rpm et la force ionique à 60 mM. 

Une étude de stabilité de l’enzyme a été réalisée pendant 10 jours à 37°C dans les tampons 

phosphate et acétate d’ammonium avec une concentration en enzyme de 2.5 mg/mL. Une 

perte d’activité de l’enzyme de 15% est observée après 4.5 jours. Elle n’est que de 25% après 

10 jours dans ces deux tampons. Le lysozyme HEW a donc une bonne stabilité dans le temps 

et est compatible avec une étude sur plusieurs jours. 

Compte tenu de cette bonne stabilité, il est important de prendre des précautions pour 

s’assurer que le lysozyme HEW n’est plus actif dans la réaction d’acétylation post hydrolyse 

(Tableau II.2). Ainsi l’activité du lysozyme a été mesurée à l’aide de la sonde fluorescente après 

qu’elle ait été mise en contact avec du méthanol et de l’anhydride acétique pendant une 

heure. Une perte de seulement 22% de l’activité enzymatique a été observée dans ces 

0,0E+00

1,0E+04

2,0E+04

3,0E+04

4,0E+04

5,0E+04

6,0E+04

7,0E+04

8,0E+04

9,0E+04

1,0E+05

3 4 5 6 7 8

In
te

n
si

té
 f

lu
o

re
sc

en
te

 (
U

F)

pH 

Tampon acetate

Tampon phosphat



Chapitre II : Optimisation de la production de COs par dépolymérisation enzymatique de la 
chitine 

111 
 

conditions. Le lysozyme a alors été plongé dans une eau bouillante à 100°C pendant 20 

minutes et une perte d’activité de 80% a été enregistrée. Le lysozyme devient complètement 

inactif après une heure dans ces conditions. Enfin, avec une forte agitation dans le milieu, on 

parvient à inactiver totalement le lysozyme en 20 minutes à 100°C. Ces conditions 

d’inactivation ont été retenues pour la suite de cette étude. 

Tableau II.2 : Étude de l’inactivation enzymatique. 

Conditions 
expérimentales 

Perte d’activité 
enzymatique 

20 min dans Ac2O/MeOH/H2O 
(0.4/8/1.6) 

22% 

1 h dans Ac2O/MeOH/H2O 
(0.4/8/1.6) 

22% 

4 h dans Ac2O/MeOH/H2O 
(0.4/8/1.6) 

72% 

20 min à 100°C tampon 
phosphate  

77% 

1 h min à 100°C tampon 
phosphate 

98% 

20 min à 100°C sous agitation 
tampon phosphate  

95% 

II.4.2 Les facteurs de réponses 

L’efficacité des réactions de dépolymérisation est évaluée en comparant les rendements de 

production des COs solubles (Équation 5). Ces rendements sont calculés en prenant compte 

du degré d’acétylation de la chitine de départ et du DP moyen des COs solubles. Lorsque la 

chitine a un DA de 42%, le %GlcNAc est de 42% et le %GlcN est de 0.58. Le DP moyen est 

déterminé par spectroscopie RMN en intégrant le signal du proton anomère α par rapport aux 

protons en C1 des unités GlcNAc après avoir dissous le mélange de COs dans du D2O. Lorsque 

le DP moyen de la réaction est de quatre, 𝑀𝐶𝑂−𝑚𝑜𝑦𝑒𝑛 est de 207 g/mol. 

𝑌𝐶𝑂𝑠(%) =
𝑚𝐶𝑂𝑠 ∗ (𝑀GlcNAc ∗ %GlcNAc + 𝑀GlcN ∗ %GlcN )

𝑚𝑐ℎ𝑖𝑡𝑖𝑛 ∗ 𝑀𝐶𝑂−𝑚𝑜𝑦𝑒𝑛
∗ 100  Équation 5    

𝑌𝐶𝑂𝑠(%) : Rendement en COs, 𝑚𝐶𝑂𝑠 : Masse de COs solubles obtenue (mg), 𝑚𝑐ℎ𝑖𝑡𝑖𝑛 : Quantité 

de chitine de départ (mg), 𝑀GlcNAc : Masse molaire de l’unité GlcNAc (203 g/mol), 𝑀GlcN : Masse 

molaire de l’unité GlcN (161 g/mol). 
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Afin d’observer la taille des COs produits, une première étude de spectrométrie de masse est 

réalisée pour évaluer la taille des COs et s’assurer de la complète acétylation des COs. Cette 

étude est complétée d’une analyse par chromatographique liquide couplée à un spectromètre 

de masse à trappe ionique (UPLC-MS). La colonne Kinetex phenylhexyl permet une séparation 

efficace de tous les DPs des COs étudiés. Les isomères α sont séparés des isomères β pour 

chacun des COs (Figure II.7). Les différents COs ne répondent pas de la même façon au 

détecteur en sortie de chromatographie (détecteurs masse et UV). Il est donc nécessaire de 

réaliser des gammes étalons pour chaque CO afin de pouvoir comparer les intégrations des 

COs entre eux. Malheureusement aucun standard pur de CO supérieur au CO-VI n’était à notre 

disposition. Ainsi seules les intégrations obtenues pour un même CO peuvent être comparées. 

 

Figure II.756 : Chromatogramme après analyse UPLC-MS avec une détection UV d’un mélange de COs. 

II.4.3 Tests préliminaires et détermination des variables à étudier 

Le tampon acétate d’ammonium (pH = 4, 60 mM, 37°C) semble être le meilleur tampon pour 

une activité optimale de l’enzyme. Ces facteurs ont ainsi été testés en condition réelle sur la 

chitine DA 0.5. Après 3 jours de réaction et acétylation, la distribution en taille des COs 

solubles a été évaluée en MALDI (Figure II.8). Ce résultat est très décevant car le CO-V, le plus 

long CO du mélange, est observé avec une très faible intensité. Après une analyse par RMN, 

un DP moyen des COs de 2.5 est obtenu confirmant une production de COs courts. Un autre 

test dans l’acétate de sodium en augmentant le pH à 5.6 a été réalisé sans amélioration. Les 

rendements en COs solubles de ces réactions obtenus sont compris entre 20 et 30%. En 

partant de chitine DA 0.3 dans l’acétate de sodium à pH = 5.6, du CO-VI est observé avec faible 

intensité en MALDI. Ces résultats mettent en avant que le DA de la chitine de départ a une 

influence sur la taille des COs formés. 
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Figure II.857 : Spectre MALDI d’un mélange de COs solubles obtenu après dépolymérisation enzymatique dans un tampon 
acétate d’ammonium. 

Un autre test d’hydrolyse enzymatique au lysozyme HEW a été réalisé dans le tampon 

phosphate de potassium. Cette réaction d’hydrolyse de la chitine DA 0.5 a été effectuée dans 

ce tampon à un pH de 6.5. L’analyse MALDI des COs après acétylation a révélé des DPs allant 

jusqu'à 9 (Figure II.9). 

 

Figure II.9 : Spectre MALDI d’un mélange de COs solubles obtenu après dépolymérisation enzymatique dans un tampon 
phosphate. 

La distribution moyenne obtenue par spectroscopie RMN du proton est d’environ 4 unités N-

acétylglucosamine (Figure II.10). Cette analyse témoigne de la production d’un mélange de 
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COs de haut DPs dans le tampon phosphate par rapport à ce qui avait été obtenu dans le 

tampon acétate. Le pKa des amines libres des unités GlcN dans l’eau est de 6.5.22 La charge 

des amines de la chitine aurait alors peut-être une influence sur l’hydrolyse par le lysozyme. 

Compte tenu de la faible activité du lysozyme pour des pH supérieurs à 6.5, aucun autre test 

de pH n’a été réalisé. Cette réaction a permis de sélectionner le phosphate comme tampon 

pour la réalisation du plan d’expériences. 

 

Figure II.10 : RMN 1H de COs solubles acétylés après hydrolyse par le lysozyme HEW dans du D2O à 293°K. 

II.4.4 Choix du modèle mathématique 

Les tests préliminaires réalisés ont permis d’atteindre un des objectifs fixés qui est de produire 

des COs de DP longs. Afin d’améliorer les rendements de cette réaction et de l’orienter vers la 

formation de longs DPs, un plan d’expériences a été réalisé. Comme détaillé en début de cette 

partie, la production de COs par la dépolymérisation enzymatique par le lysozyme nécessite 

plusieurs étapes et est relativement chronophage. 

Ainsi nous avons fait le choix de limiter l’étude à trois paramètres afin d’avoir un maximum de 

20 expériences à réaliser. Les facteurs qui ont été sélectionnés sont les suivants : le DA de la 

chitine de départ, le temps et la concentration du substrat. Ces paramètres ont été choisis car 

il est probable qu’ils influencent la taille des COs formés. Les facteurs de réponse choisis sont 

le rendement de production en COs solubles formés après acétylation et l’intégration des aires 

des COs après analyse UPLC-MS. 
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Le plan de Box-Behnken est également un plan pour surface de réponse sur trois niveaux. Les 

expériences réalisées sont réparties au centre et aux bornes du système. Ainsi seule la 

synthèse de trois chitines solubles à différents degrés d’acétylation est nécessaire. De plus, ce 

plan est réalisable en seulement 17 expériences avec 5 répétitions au centre du domaine pour 

étudier trois facteurs. Il a été retenu pour notre étude d’optimisation. 

III. Résultats et discussions 

III.1 Réalisation du plan d’expériences 

Ces 17 expériences ont été réalisées dans quatre séries avec au minimum une expérience au 

centre pour évaluer la variabilité entre les séries. Les expériences ont ensuite été randomisées 

afin qu’il y ait une distribution aléatoire des expériences dans les séries. Le plan d’expériences 

a ensuite été réalisé en quartes séries de manipulation réparties dans le temps à l’aide d’un 

diagramme de Gantt (Figure II.11). 

 

Figure II.11 : Diagramme de Gantt organisant la répartition des expériences dans le temps. 

La plage de DA de la chitine a été choisie en fonction de sa solubilité dans l’eau. Les DA aux 

bornes du domaine sont de 32% et 59%. Le DA utilisé pour le centre de l’étude est de 42%. 



Chapitre II : Optimisation de la production de COs par dépolymérisation enzymatique de la 
chitine 

116 
 

Ces différentes chitines ont été produites en quantités suffisantes pour réaliser toute l’étude 

du plan ainsi que les manipulations préparatives. 

Le temps de la réaction enzymatique a été fixé sur une plage de cinq jours. Temps pour lequel 

l’enzyme conserve son activité. Le temps minimal a été fixé à un jour et le temps 

correspondant au centre du domaine d’étude est donc de 3 jours. 

La concentration maximale en substrat a été déterminée à 20 mg/mL. Elle correspond à la 

limite de solubilité des chitines les moins solubles (DA 59% et DA 32%). La concentration 

minimale a été fixée à 5 mg/mL. Il n’était pas envisageable de diminuer cette valeur car la 

quantité de produit de départ aurait été trop faible pour pouvoir calculer le rendement des 

COs solubles en fin de manipulation. Le volume (20 mL) est le même dans toutes les 

expériences. Les conditions des 17 expériences pour réaliser le plan de Box-Behnken ont été 

réparties dans un tableau (Tableau II.3). 

Tableau II.3 : Matrice expérimentale du plan de Box-Behnken. 

Expériences 
DA de la 
chitine 

Masse en substrat 
(mg) 

Durée de la réaction 
(jours) 

Rendement 
en COs 

1 42% 100 1 16% 

2 42% 100 5 34% 

3 42% 400 1 18% 

4 42% 400 5 17% 

5 32% 250 1 15% 

6 32% 250 5 14% 

7 59% 250 1 14% 

8 59% 250 5 26% 

9 32% 100 3 16% 

10 32% 400 3 25% 

11 59% 100 3 25% 

12 59% 400 3 15% 

13 42% 250 3 47% 

14 42% 250 3 49% 

15 42% 250 3 47% 

16 42% 250 3 46% 

17 42% 250 3 49% 

A part les trois facteurs étudiés dans le plan d’expériences, tous les autres paramètres tels que 

le pH (6.5), la température (37°C), l’agitation (180 rpm), le tampon (phosphate), la force 

ionique (60 mM) et la concentration en enzyme (2.5 mg/mL) ont été fixés. 
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Les rendements obtenus en COs solubles après acétylation vont de 15 à 49% selon les 

conditions étudiées. Les meilleurs rendements obtenus correspondent au centre de l’étude. 

Lorsque l’on s’éloigne de ce centre, les rendements chutent considérablement. Ces résultats 

montrent que la valeur choisie initialement au centre du domaine était déjà proche du 

maximum. 

III.2 Analyse statistique des données 

III.2.1 Analyse statistique des données (facteur de réponse : taille des COs)  

L’analyse en chromatographie (UPLC-MS) des COs solubles après hydrolyse, acétylation et 

dessalage s’est avérée complexe. Même si les tests préliminaires étaient très encourageants, 

les conditions d’analyse chromatographique n’ont cessé de se dégrader après les multiples 

injections des COs. En effet, une partie des COs longs précipite au fur et à mesure des analyses 

sur la colonne et vont polluer les analyses des essais suivants. Pour pallier à ce biais, les 

concentrations en COs ont été diminuées au minimum du seuil de détection et des blancs 

entre chaque analyse ont été effectués. Après tous ces efforts, toutes les expériences ont pu 

être analysés et les pics correspondant aux COs intégrés en tant que facteur de réponse. 

Malheureusement, l’absence de reproductibilité des expériences constatée aux niveaux des 

expériences répétées à l’identique dans la matrice du plan (Tableau II.3, Expériences n°13, 14, 

15, 16, 17) interdit toute analyse poussée. L’influence du temps, du DA et de la concentration 

optimale sur la distribution de la taille n’ont pas pu être déterminées. 

III.2.2 Analyse statistique des données (facteur de réponse : le rendement) 

Comparé à l’analyse de la distribution des COs, les rendements obtenus sur les expériences 

présentent une bonne reproductibilité (Tableau II.3, Expériences n°13, 14, 15, 16, 17). Les 

résultats expérimentaux ont ensuite été saisis dans le logiciel Desing-Expert v11 afin de 

résoudre l’équation polynomiale du second degré (Équation 3) et d’attribuer les coefficients 

de l’équation quadratique. Une sélection automatique du modèle mathématique a été choisie 

de manière algorithmique. Le critère utilisé pour prendre la décision quant au choix du 

meilleur modèle est le critère d’Akaike (AlCc). Cet algorithme a ainsi proposé une équation 

normalisée et a attribué des valeurs aux coefficients influençant sur le système (Équation 6). 

𝑌 = 49.08 + 3.5𝑡 − 2𝐶 + 1.25𝐷𝐴 − 4.75𝑡𝐶 − 14.67𝑡2 − 11.68𝐶2 − 17.15𝐷𝐴²  Équation 6 
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𝑅2 = 0.9421          𝑅2𝑎𝑗𝑢𝑠𝑡é = 0.8971      𝑄2 =  0.7199 

Y correspond au rendement (%), t correspond au temps de la réaction, C correspond à la 

concentration et DA correspond au degré d’acétylation de la chitine de départ. 

Pour que le système puisse être étudié à des fins prédictives, le coefficient de régression 

linéaire du système R² doit être supérieure 0.7. Le coefficient de régression linéaire de notre 

modèle est de 0.9421. Il témoigne que 94.2% de la variation totale observée entre les 

différentes expériences du plan s’explique par la variation des facteurs impliqués dans l’étude 

et retenue in fine dans le modèle de régression. Ce coefficient est un sur-estimateur de la 

qualité prédictive du modèle. Il signifie que seul les 5.8% restants de la variation du système 

ne sont pas expliqués par les termes retenus dans le modèle. Le coefficient « R² de prédiction » 

ou Q² est un sous-estimateur. Il s’interprète comme le coefficient R². Il est communément 

admis que le Q² doit être supérieur à 0.5 et que la différence entre le Q² et le R² ne doit pas 

dépasser 0.2.23 Celle-ci est légèrement supérieure à 0.2 mais reste acceptable. La valeur de Q² 

de 0.7199 très largement supérieure à 0.5 et elle met aussi en avant la bonne prédiction du 

modèle. Ces indicateurs statistiques valident ainsi le modèle mathématique sur le domaine 

d’étude. 
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Figure II.12 : Graphique de la réponse mesurée par rapport à la réponse prédite du rendement. 

L’analyse statistique de la variance (ANOVA) a permis d’identifier la variation de la réponse 

globale par l’identification des parties correspondantes aux sources de cette variation 

(Tableau III.4). L’ANOVA a également permis d’analyser les résidus afin de signaler un éventuel 

manque d’ajustement du modèle mathématique. Dans le cadre de cette étude, le modèle 

souffre d’un léger manque d’ajustement probablement dû au bruit de fond du système. De 

plus, l’erreur pure calculée grâce aux expériences répétées au milieu du domaine est faible et 

peut influencer ce manque d’ajustement. 
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Tableau III.4 : Résultats de l’analyse statistique de la variance ANOVA (AICc = 122.98). 

Sources Somme des carrés df Carré moyen Valeur de F Valeur de p 

Modèle 3037.77 7 433.97 20.92 <0.0001 

Temps de la réaction 
(t) 

98.00 1 98.00 4.72 0.0578 

Concentration 
(C) 

32.00 1 32.00 1.54 0.2456 

Degré d’acétylation 
(DA) 

12.50 1 12.50 0.6026 0.4575 

tC 90.25 1 90.25 4.35 0.0666 

t² 906.76 1 906.76 43.71 <0.0001 

C² 573.92 1 573.92 27.67 0.005 

DA² 1040.94 1 1040.94 50.18 <0.0001 

Résiduelle 186.70 9 20.74 / / 

Manque d’ajustement 179.50 5 35.90 19.94 0.0063 

Erreur pure 7.20 4 1.80 / / 

Total 3224.47 16 / / / 

L’Adeq précision est un indicateur statistique qui permet d’évaluer le rapport signal sur bruit 

du modèle. L’Adeq observée pour ce système est de 11.2. Cette valeur est au-dessus de la 

valeur minimale requise qui est de 4.24 Ce qui signifie que l’amplitude de l’écart maximal 

constaté entre les différentes expériences du plan offre suffisamment d’informations par 

rapport au bruit de fond inhérent à l’étude réalisée. Cet indicateur laisse suggérer que la 

puissance statistique nécessaire au traitement du plan d’expériences est suffisante. 

Tous les coefficients quadratiques de chacune des variables influencent le système avec des 

p<0.05. ce qui signifie que toutes les variables étudiées influencent le système. En revanche, 

les coefficients linéaires liés aux variables sont quant à eux moins influents, voire non 

significatifs. Ces valeurs témoignent de la complexité du système. Une interaction du second 

ordre influe également sur le système, son coefficient linéaire est d’influence modérée 

(0.1>p>0.05). La réponse en fonction des variables, durée et concentration, illustre l’influence 

de ces effets quadratiques (Figure II.13). 
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Figure II.13 : Graphique de réponse en fonction des variables durée et concentration. 

III.3 Manipulation préparative et validation du plan 

III.3.1 Validation du plan à l’échelle préparative 

Une optimisation par un algorithme de Monte-Carlo appliqué au modèle de régression a été 

utilisée pour prédire les conditions optimales de la synthèse (3.3 jours, 11.2 mg/mL, DA de 

42%). En outre, ces conditions permettent également de valider la qualité prédictive du 

modèle par une approche expérimentale complémentaire à la validation statistique 

précédente. 

Ainsi une expérience a été réalisée à l’intérieur du domaine d’étude du plan avec les 

paramètres suivants : temps 3.3 Jours, concentration 11.2 mg/mL de chitine soluble et un DA 

de 42%. Ce point utilise la même chitine de DA 42% que celle utilisée lors du plan. La valeur 

attendue pour le rendement de cette expérience est de 48% en COs solubles d’après 

l’équation 6. La réaction a été réalisée sur un plus grand volume (100 mL) soit une monté en 

échelle multipliée par 5 par rapport aux expériences réalisées lors du plan d’expériences. Le 

rendement expérimental en COs solubles obtenu après réaction est de 49%. L’écart entre le 

rendement prédit pour ce point et celui mesuré expérimentalement est dans un intervalle de 

confiance de prédiction de 95%. Le modèle est ainsi validé. 
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III.3.2 Optimisation de la production de COs à l’échelle préparative 

Le modèle mathématique a prédit un maximum de 49% de rendement en COs solubles dans 

les conditions suivantes : 3 jours, 11 mg/mL de chitine soluble et un DA de 0.47. Le DA prédit 

par le système comme permettant d’obtenir le meilleur rendement est en accord avec l’étude 

réalisée par Kurita et al. Ces derniers ont montré que le DA 0.5 était le substrat de chitine le 

mieux hydrolysé par le lysozyme HEW.13 

La réaction a ensuite été réalisée dans ces conditions optimales sur une échelle préparative 

en partant d’un gramme de substrat de départ. Le volume total de la réaction est alors de 90 

mL, soit une montée en échelle 4.5 par rapport au volume réactionnel utilisé dans le plan 

d’expériences. Le même type d’équipement que celui des expériences réalisées à l’intérieur 

du plan a été utilisé avec des volumes de contenant adaptés (Voir le chapitre 5). Le lot de 

chitine de DA 0.47 utilisé pour cette expérience n’avait pas encore été utilisé dans le plan. 

Le rendement obtenu après la réaction est de 56% soit 614 mg de COs solubles après 

hydrolyse, acétylation et dessalage. Ce rendement un peu éloigné de la valeur prédite (49%) 

reste dans l’intervalle de confiance de prédiction de 95% et confirme une seconde fois la 

fiabilité du modèle mathématique. Il confirme aussi que le modèle est compatible avec une 

montée en échelle. 

Il est également important de préciser que lorsqu’on monte en échelle, on utilise moins de 

résine par rapport aux manipulations faites lors de l’optimisation. Ce constat peut s’expliquer 

par un changement des contenants qui a permis une meilleure élimination des sels de 

phosphate. Les quantités de résines ajoutées ont ainsi été diminuées limitant l’adsorption 

potentielle des COs sur la résine. Ces données expérimentales permettent aussi d’expliquer 

l’écart entre le rendement attendu par le modèle mathématique et celui observé 

expérimentalement. 

L’analyse MALDI révèle une distribution des COs allant du GlcNAc au CO-XIV ce qui est la plus 

large distribution de COs que nous ayons observé. Les COs solubles issus de cette réaction ont 

ensuite été séparés par chromatographie d’exclusion stérique (Figure II.14). La distribution 

des DPs allant du GlcNac jusqu’au DP-X a pu être complètement séparée. 
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Figure II.1458 : Purification des COs. A : Chromatogramme de la purification d’un mélange de 100 mg de COs solubles purifié 
par exclusion stérique. B : Spectre MALDI d’un CO-VIII purifié. 

Le bilan massique de COs longs (COs > CO-VI) obtenu après purification est d’environ de 10% 

ce qui est considérable (Tableau II.5). Environ 80% massique du mélange de COs introduit est 

retrouvé. Une partie de COs non retrouvés a pu être perdue lors de la filtration du mélange 

avant injection ou s’être adsorbée sur la colonne d’exclusion stérique. Un standard de CO-III 

a été passé dans les mêmes conditions de séparation pour l’identification des pics sur le 

chromatogramme. Les fractions ont également été analysées en MALDI après séparation 

(Figure II.14). 

Tableau II.5 : Quantité de COs isolés après purification par chromatographie d’exclusion stérique. 

COs GlcNAc CO-II CO-III CO-IV CO-V CO-VI CO-VII CO-VIII CO-IX CO-X 

Sur un hydrolysat 

dessalé de 100 mg  

6 mg 10 mg 19 mg 18 mg 12 mg 6 mg 3.9 mg 4.1 mg 1.4 mg 1 mg 

Les CO-V, CO-VII et CO-VIII ont été analysés par chromatographie d’exclusion stérique. La 

pureté de ces molécules a été estimée entre 77 et 95%. Malgré la difficulté de séparer les COs 

solubles, le défi d’accéder à des COs longs comme le CO-VIII de façon pure a été rempli. Ces 

molécules pourront ainsi servir de composés de référence pour des études sur les plantes. Ils 

pourront aussi être fonctionnalisés dans l’objectif d’obtenir des sonde de COs. 
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IV. Conclusion 

Afin de produire efficacement des COs solubles de hauts poids moléculaires, le rendement 

d’une réaction d’hydrolyse enzymatique par le lysozyme HEW a été optimisé par un plan 

d’expériences. 

Trois variables ont été choisies pour réaliser ce plan d’expériences : le temps, la concentration 

en chitine soluble et son degré d’acétylation. L’influence de ces paramètres sur le rendement 

de production en COs a ensuite été déterminée par la réalisation d’un plan à surface de 

réponse de type Box-Behnken. Sur les 17 expériences du plan, 5 expériences ont été répétées 

de façon identique au centre du domaine. L’analyse statistique de ces données 

expérimentales a permis d’évaluer la valeur prédictive du domaine d’étude du plan à 94.21%. 

L’équation mathématique qui décrit ce système a prédit un rendement optimal de 49% pour 

les conditions suivantes : le temps (3 jours), le DA (0.47) et la concentration en chitine (11 

mg/mL). Ces conditions ont été validées expérimentalement à l’échelle du gramme et un 

rendement de 56% proche de la valeur prédite a été obtenu. Cet écart peut s’expliquer par la 

transposition de l’expérience à l’échelle préparative. La réaction reste tout de même comprise 

dans l’intervalle de confiance de 95%. Une distribution de COs allant du GlcNAc au CO-X a été 

obtenue. Le CO-VIII représente 4% massique de ce mélange et a été isolé avec une pureté 

estimée à 77 %. Le CO-V représente 12% de la masse du mélange et a été isolé avec une pureté 

de 95%. Ce composé pourra être fonctionnalisé dans le but de produire des sondes de COs 

photoactivables.  
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I. Contexte 

I.1.1 Sondes photoactivables dérivées de COs 

Shibuya et al. sont les premiers à avoir identifié un récepteur à COs chez la plante. Ce 

récepteur appelé CEBiP a une forte affinité pour le CO-VIII. CEBiP est directement impliqué 

dans l’activation des mécanismes de défense chez la plante. Il a été découvert par un 

marquage covalent grâce à une sonde d’affinité photoactivable dérivée de CO-VIII (Figure III.1, 

III.1).1 La synthèse de ce composé radioactif et photoactivable est loin d’être triviale. Les 

auteurs ont travaillé sur de si petites quantités qu’aucun rendement de synthèse n’a été 

calculé. Le produit a uniquement été caractérisé par une analyse par spectrométrie de masse. 

 

Figure III.1 : Sonde photoactivable de CO-VIII radioactive et plateforme photoactivable biotinylée Affilight CHO. 

Les COs sont des oligosaccharides particulièrement difficiles à fonctionnaliser.2,3 Ainsi, la 

synthèse de CO photoactivable a été très peu été explorée. Par exemple, Hatanaka et al ont 

synthétisé un monosaccharidique de N-acétylglucosamine photoactivable.4 Ces auteurs ont 

utilisé une plateforme photoactivable biotinylée appelée AffiLight CHO (Figure III.1, III.2). 

Basée sur la chimie des N-oximes, la plateforme peut être introduite en une étape sur des 

oligosaccharides libres tels que les gangliosides ou les antigènes de Lewis.5. Le principal 

inconvénient de cette approche est l’impossibilité de moduler facilement la partie 

photoactivable ou la partie marqueur de la plateforme. Bien que très intéressante, cette 

stratégie n’a pas été développée pour synthétiser des COs photoactivables. 

Certains LCOs photoactivables et radioactifs ont en revanche été synthétisés par Vauzeilles et 

al (Figure III.2, III.3 et III.4).6 Ces sondes de COs ont permis l’identification de LYR3 chez 

Medicago truncatula. 
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Figure III.2 : Structures de LCOs photoactivables synthétisés par Vauzeilles et al.6 

I.1.2 Stratégie de synthèse et objectif du projet 

Les récentes avancées en physiologie des plantes laissent penser que les COs courts (CO-III à 

CO-V) auraient un rôle dans la mise en place de la mycorhization.7 Il y aurait donc chez la 

plante un récepteur qui reconnaîtrait uniquement ces COs (CO-III à CO-V). 

Après avoir réussi avec succès à produire les COs dans le chapitre précédent, la synthèse d’une 

sonde photoactivable dérivée de CO a été envisagée. Afin de limiter la perte d’affinité liée à la 

partie photoactivable de la sonde, les efforts de synthèse se sont focalisés sur le plus long des 

COs potentiellement impliqué dans la mycorhization, le CO-V. 

Ainsi la synthèse d’une nouvelle plateforme modulable a été développée (Figure III.3). Le but 

étant d’utiliser cette plateforme pour produire une sonde CO-V photoactivable mais aussi de 

généraliser la stratégie à d’autres oligosaccharides. Cette plateforme est constituée d’une 

partie photoactivable, d’une fonction propargylique et d’une partie oligosaccharidique. La 

partie photoactivable doit être facilement modulable. Le faible encombrement stérique de la 

fonction propargylique limite les interactions secondaires avec le milieu. Il limite aussi la perte 

d’affinité de la sonde avec le récepteur ciblé. Cette fonction permet une introduction efficace 

d’un marqueur par chimie « click » CuAAC après le marquage du récepteur ciblé. Enfin la partie 

oligosaccharidique doit être introduite sélectivement sur la plateforme en milieu aqueux sur 

un oligosaccharide libre. 
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Figure III.3 : Développement de sondes d’affinités trifonctionnelles pour le marquage de récepteur oligosaccharidique. 

II. Fonctionnalisation de la position anomère par un groupe s-

triazinyle 

II.1 La s-triazine 

II.1.1 Généralités 

La s-trichloro-triazine (TCT) est une molécule issue de l’industrie chimique largement 

disponible commercialement (Figure III.4). Ce produit aussi appelé chlorure cyanurique peut 

être très facilement substitué par différents nucléophiles. En effet, le TCT contient trois 

fonctions chlores qui s’avèrent être de bons groupements partants. En contrôlant le nombre 

d’équivalents et la température de la réaction, il est possible de fonctionnaliser la s-triazine 

avec trois nucléophiles différents.8,9 
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Figure III.4 : Structure de l’1,3,5-triazine et exemples d’application de la plateforme triazine.10 

Plusieurs exemples dans la littérature mettent en avant la synthèse de plateformes 

moléculaires à base de s-triazine. Par exemple, Li et al. ont produit une plateforme s-triazine 

contenant deux fonctions « click » propagyliques et une fonction chélatante appelée DOTA 

(Figure III.4).10 Après avoir « clické » deux peptides et chélaté un atome radioactif de cuivre 

sur la partie DOTA, les auteurs ont étudié la biodistribution de la plateforme chez la souris 

dans le but d’application en imagerie médicale. Ils ont montré, sur des souris nudes femelles, 

une forte accumulation de la plateforme triazine fonctionnalisée par le peptidique RGDfK au 

niveau des cellules tumorales des souris. 

Les chloro s-triazines sont intéressantes car elles peuvent aussi être glycosylées par des sucres 

libres en milieu aqueux. Simmonds et al. ont décrit la synthèse de glycoside de triazinyle en 

milieu aqueux. Ils ont ensuite étudié ces glycosides de triazinyle en tant qu’agents 

antitumoraux dans les années 80.11 

Après avoir fonctionnalisé un support solide avec du chlorure cyanurique, Liang et al. ont 

efficacement réussi à introduire des motifs oligosaccharides.12 Ce support conducteur peut 

être constitué de silice ou de nanoparticules d’or. Lors d’une interaction entre une lectine et 

un oligosaccharide supporté, une modification du courant électrique pourra être observée. 

L’acide cyanurique est un bon agent d’encrage pour le développement de puces à lectine 

(Figure III.4). 

Plus récemment, Shoda et al. ont synthétisé des glycosides de triazinyle et ont montré qu’ils 

pouvaient servir de donneur pour des réactions de glycosylation chimiques ou 
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enzymatiques.13,14 Ces auteurs ont en particulier développé une méthode efficace pour 

obtenir un GlcNAc glycoside de triazinyle.15 

Compte tenu de ces précédents travaux et de nos objectifs, le développement d’une 

plateforme s-triazine photoactivable et propargylique est apparu comme idéal pour 

synthétiser des sondes oligosaccharidiques et plus particulièrement du CO-V. 

II.2 Synthèse de plateforme s-triazine « bis-click » 

II.2.1 Stratégie de synthèse 

La synthèse d’une plateforme « bis-click » furylique et propargylique a d’abord été envisagée. 

Ces groupements ont été choisis parce qu’il existe un grand nombre de marqueurs accessibles 

possèdant les fonctions « click » maléimides ou azotures complémentaires. Il sera alors facile 

d’introduire diverses parties photoactivables, des groupements fluorescents ou une biotine 

par CuAAC ou par réaction de Diels-Alder post glycosylation. 

Ainsi la synthèse d’une sonde photoactivable CO-V a été envisagée en trois temps. La première 

étape est la synthèse de la plateforme triazine « bis-click ». Cette étape sera suivie de la 

formation du CO-V glycoside de triazinyle. Enfin la partie photoactivable sera introduite via un 

maléimide photoactivable sur le furyle du glycoside de triazinyle par une réaction de Diels 

Alder. La fonction propargylique servira à l’introduction d’un marqueur (fluorescent ou 

biotine) après la formation de la liaison covalente entre la sonde et le récepteur par 

photoactivation. 
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Figure III.5 : Stratégie de synthèse de la sonde photoactivable de CO-V. 

II.2.2 Synthèse de la plateforme furylique et propargylique 

La propargyloxy-s-triazine (Figure III.6, III.5) a d’abord été préparée avec un rendement de 

80% selon le protocole décrit par G. Ghini et al.16 La réaction a été réalisée dans du 

tétrahydrofurane (THF) à température ambiante avec un équivalent d’alcool propargylique et 

de N,N-diisopropylethylamine (DIPEA) utilisée comme base (Figure III.5). 

Par la suite, l’introduction de plusieurs nucléophiles furfuryliques a été envisagée : l’alcool 

furfurylique, la furfurylamine et le furfuryl mercaptan (Figure III.6, III.6, III.7 et III.8). La 

substitution par l’alcool furfurylique a été d’abord été étudiée. Après plusieurs tests dans 

différentes conditions réactionnelles, le produit III.6 ciblé a été obtenu avec un faible 

rendement de 20%. Ce produit s’est révélé être instable et n’a pas pu être clairement identifié 

en RMN. Cette préparation a donc été abandonnée. 
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Figure III.6 : Synthèses de triazine « bis-click » O, N et S substitués. 
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La substitution a été ensuite réalisée avec la furfurylamine. La réaction est menée à 

température ambiante dans du THF avec un équivalent de DIPEA. L’ajout de l’amine se fait 

lentement en milieu dilué de façon à éviter une éventuelle disubstitution de la triazine. Après 

une heure, la réaction est totale. Le produit III.7 est purifié sur silice et isolé avec un 

rendement de 89%. Le composé obtenu est stable et il a été caractérisé par spectrométrie de 

masse ESI et par RMN. L’analyse des spectres de RMN s’est révélée complexe. En effet, les s-

triazines substituées par des amines présentent des formes rotamères rendant l’analyse des 

spectres RMN complexe en raison du dédoublement des signaux.17,18 L’analyse en RMN du 

proton montre clairement la présence de deux rotamères pour le composé III.7 (Figure III.7). 

Un dédoublement des signaux des protons H1, H3 et H7 est observé. Ces signaux 

correspondent respectivement aux protons propargyliques et à celui de l’amine qui sont 

observés dans un solvant deutéré aprotique. Un dédoublement des autres pics est également 

observé mais ces derniers se chevauchent et sont trop proches pour être décrits. C’est le cas 

des protons furfuryliques (H8, H10, H11 et H12). L’analyse en RMN du carbone 13C montre le 

dédoublement de la totalité des signaux. Afin de passer cette barrière de rotation, des 

expériences RMN en température entre 289 et 363°K ont été effectuées dans du 

diméthylformamide deutéré. Ces expériences n’ont pas permis de simplifier la résolution des 

spectres. 

 

Figure III.7 : RMN 1H du composé III.7 dans du CDCl3 à 290°K. 
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Compte tenu des problèmes rencontrés avec l’alcool furfurylique et la furfurylamine, la 

réaction utilisant le furfuryl mercaptan comme nucléophile a été tentée pour former le 

composé III.8. Cette réaction a été réalisée dans les mêmes conditions que la synthèse du 

composé III.7. Ce produit est purifié par chromatographie sur silice avec un rendement de 

85%. L’analyse des spectres RMN s’est révélée beaucoup plus simple (Figure III.8). 

 

Figure III.8 : RMN 1H du composé III.8 dans du CDCl3 à 290°K. 

II.2.3 Synthèse de s-triazine N-méthylmorpholine 

Afin de greffer le motif triazine sur des oligosaccharides, l’activation des triazines par la 

formation d’un sel N-methylmorpholinium a été envisagée (Figure III.9). Cette réaction 

consiste à faire réagir la N-méthylmorpholine sur la chlorotriazine « bis-click » dans du THF 

(Figure III.9, III.7 et III.8). Dans le cas du composé III.7, la réaction est instantanée. Le sel chloré 

de N-méthymorpholine III.9 précipite dans le milieu réactionnel. 

La formation du sel chloré du N-méthymorpholine du composé III.8 a aussi été testée dans les 

mêmes conditions. Dans ce cas, le produit de la réaction n’est pas celui souhaité. On observe 

sur le spectre 1H RMN un mélange de plusieurs produits. L’analyse par spectrométrie de masse 

APCI indique la formation d’une s-triazine morpholine déméthylée III.10 ([M+H]+; 333.09) et 

d’un autre produit correspondant au composé III.11 ([M+H]+; 364.04) (Figure III.9). Le sel 

formé n’est donc pas stable et ne peut être utilisé pour la réaction de glycosylation. 
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Figure III.9 : Synthèses de N-méthymorpholine triazine propargylique N,S-furfuryle. 

II.3 Synthèse et étude de glycosides de triazinyle « bis-click » 

II.3.1 Formation de glycosides de triazinyle « bis-click » 

La synthèse de CO-V glycoside de triazinyle a été testée par la suite dans les conditions décrites 

par S. Shoda en milieu aqueux avec deux équivalents du produit III.9 et deux équivalents de 

2,6-lutidine.13 La réaction a été réalisée avec succès et un rendement de 40% a été obtenu 

après purification pour former le composé III.12. 

Après avoir postulé qu’une activation in situ de la chloro s-triazines en présence de N-

méthylmorpholine était possible, les réactions de formation des glycosides de triazinyle de 

CO-V III.12 et III.13 ont été testées en présence de quatre équivalents de N-méthylmorpholine 

et de deux équivalents de triazine III.7 ou III.8. Ces composés n’étant pas très solubles dans 

l’eau, ils sont préalablement solubilisés dans du THF avant d’être introduits dans le milieu 

réactionnel. Les glycosides de triazinyle produits par cette technique ont été obtenus avec des 

rendements compris entre 40 et 45%. Ils sont similaires à celui obtenu avec le composé III.9. 

Grâce à cette stratégie, le composé III.8 a pu être glycosylé avec succès et former le produit 

III.12 (Figure III.10). 
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Figure III.10 : Synthèse de CO-V glycoside de triazinyle III.12 et III.13. 

Une conversion d’environ 50% du produit est observée en CCM après 12 heures de réaction. 

Lorsque la réaction est laissée plus longtemps, aucune évolution de la réaction n’est observée. 

Ainsi le mélange réactionnel est purifié après 12 heures de réaction et le produit de départ qui 

n’a pas réagi peut être récupéré. 

La faible réactivité des oligosaccharides de GlcNAc par rapport au monosaccharide requièrt 

souvent l’utilisation d’un large excès de réactif pour atteindre des hauts rendements.19 Dans 

le cas de cette réaction, l’ajout d’équivalents supplémentaires en chloro-s-triazine et en N-

méthylmopholine n’a pas permis d’augmenter les rendements. 

Des analyses par spectrométrie de masse et par RMN ont confirmé la structure attendue des 

produits. Le proton anomère de l’unité réductrice des CO-V glycosides de triazinyle obtenus a 

un déblindage supérieur à 6.4 ppm et apparaît sous forme de doublet. La constante de 

couplage de 3 hertz observée est en accord avec la configuration α précédemment décrite par 

S. Shoda.15 Le spectre RMN du CO-V glycoside de triazinyle soufré III.13 permet une analyse 

complète quant à la structure de la molécule (Figure III.11). Ce spectre RMN a été réalisé dans 

du D2O. 
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Figure III.11 : RMN 1H du composé III.13 dans du D2O à 290°K. 

Compte tenu de la présence de rotamères, le CO-V glycoside de triazinyle aminé III.12 est plus 

complexe à analyser. En effet, la structure RMN du composé montre clairement la présence 

d’un proton anomère α dédoublé, l’un vers 6.6 ppm et l’autre est masqué par les signaux des 

protons furyles à 6.4 ppm (Figure III.12). L’absence du proton propargylique à 2.99 ppm 

s’explique par un échange avec un atome de deutérium dans le tube RMN. 1H 

 

Figure III.12 : RMN 1H du composé III.12 dans du D2O à 290°K. 
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Pour montrer que cette stratégie de synthèse peut aussi s’appliquer à d’autres 

oligosaccharides, le 2-fucosyllactose glycoside de triazinyle a également été synthétisé. La 

réaction a été réalisée dans des conditions similaires à celles précédemment décrites avec un 

seul équivalent de triazine, composé III.7 de départ. Le 2-fucosyllactose glycoside de triazinyle 

III.14 est obtenu avec un rendement de 30%. L’analyse RMN confirme la présence de la liaison 

triazinyl glycoside avec une orientation en β (Figure III.13). 

 

Figure III.13 : RMN 1H du composé III.14 dans du D2O à 290°K. 

II.3.2 Stabilité des glycosides de triazinyle et preuve de concept des deux chimies 

« click » 

Pour des raisons de simplicité, l’étude de la stabilité de la liaison sucre triazine été réalisée sur 

des glycosides de triazinyle GlcNAc (Figure III.14). Ainsi la stabilité des composés III.16 et III.15 

a été évaluée par CCM et par spectroscopie RMN. 

 

Figure III.14 : Structure des composés III.15 et III.16. 
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Ces molécules ont été diluées à 1 mg/mL dans un tampon phosphate et acétate d’ammonium 

sur une plage de pH allant de 5.5 à 9. Une meilleure solubilité pour la triazine III.15 par rapport 

à la triazine III.16 est observée. Après sept heures dans ces tampons, aucune dégradation n’est 

observée en CCM pour les deux glycosides de triazinyle. En revanche après 24 heures de 

stockage dans des pH supérieurs à 8, une dégradation du composé III.16 en plusieurs produits 

est observée (Figure III.15). L’un correspond au produit d’hydrolyse du composé III.16 en 

GlcNAc et au composé III.18. L’autre correspond a un produit oxydé au niveau de l’atome de 

soufre III.17. Ces résultats ont été confirmés par une analyse de spectrométrie de masse. La 

stabilité du composé III.16 a été également suivie par RMN dans un tampon phosphate à pH 

7. Le composé s’avère stable dans ces conditions jusqu’à 72 heures. Passé ce délai, les protons 

anomères α et β caractéristiques du GlcNAc commencent à être observés (Figure III.16). 

 

Figure III.15 : Dégradation du composé III.16 dans un milieu tampon supérieur à pH 8 après 24 heures. 
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Figure III.16 : Suivi RMN 1H du composé  III.16 dans du D2O à 290°K au cours du temps. 

Le GlcNAc glycoside de triazinyle III.15 s’est montré stable sur la plage de pH allant de 5.5 à 9 

après 48 heures. Cette étude révèle une meilleure stabilité du glycoside de triazinyle lorsque 

la triazine est substituée par une amine. 

Afin de valider la réactivité des deux fonctions « click » de la plateforme s-triazine, deux tests 

ont été réalisés sur le CO-V glycoside de triazinyle III.13 (Figure III.17). La réaction de Diels 

Alder a d’abord été testée avec un large excès de maléimide. Ce réactif est un diénophile très 

pauvre en électron de par la présence de deux carbonyles. Il peut ainsi efficacement réagir 

avec le groupement furyle de la triazine. Une conversion totale est observée en CCM et 

l’analyse par spectroscopie de masse indique la présence d’un nouveau produit correspondant 

au cyclo-adduit de Diels Alder. 
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Figure III.17 : Validation des deux chimies « click » sur CO-V glycoside de triazinyle III.13 propargylique furfuryle en présence 
de maléimide et d’azoture dans les conditions de CuAAC. 

Le mélange réactionnel brut a directement été utilisé pour tester la réaction de CuAAC avec 

un équivalent d’azoture aminé contenant trois unités polyéthylène glycol (NH2-Peg3-N3). Ce 

composé modèle a été choisi car il est classiquement utilisé comme bras espaceur. La réaction 

est menée dans un tampon phosphate à pH = 7 en présence du couple CuSO4/ascorbate de 

sodium. On observe rapidement la formation d’un nouveau produit III.19 par suivi 

chromatographie sur couche mince (CCM) et une conversion presque totale est observée 

après une nuit. L’analyse par spectrométrie de masse confirme la présence du nouveau 

produit. 

Ces tests ont validé les deux chimies « click » et ont permis de poursuivre la synthèse de la 

sonde photoactivable de CO-V. 

II.3.3 Introduction de la partie photoactivable par réaction de Diels Alder 

Après avoir synthétisé et glycosylé des triazines « bis-click », la synthèse d’une triazine 

propargylique photoactivable a été envisagée (Figure III.18). La partie photoactivable choisie 

et donc à introduire est le tétra fluoro-aryle-azoture. Ce groupement a été sélectionné car il a 

une bonne efficacité de marquage. En effet, le nitrène formé après excitation UV est très 

réactif. De plus, il peut réagir avec l’eau du milieu et limite le marquage non spécifique.20 
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Figure III.18 : Introduction du groupement photoactivable maléimide par réaction de Diels Alder. 

Le maléimide de tétra fluro-aryl-azide III.21 n’est pas disponible commercialement. Ainsi la 

synthèse de ce composé a été réalisée en deux étapes. L’acide 4-azido-tetrafluorobenzoïque 

est d’abord activé par la formation d’un ester succinimide d’après le protocole décrit par 

Keana et al.21 Puis cet ester activé III.20 est mis en présence du sel chloré de 2-

maleimidoethylamine commercial. Le composé III.21 est ensuite purifié par chromatographie 

sur silice et est obtenu avec un rendement de 60%. 

La réaction de Diels Alder entre le maléimide photoactivable III.21 et le groupement furyle du 

composé III.12 a été étudiée par la suite. Le composé III.12 a été choisi pour sa solubilité dans 

l’eau et pour sa plus grande stabilité par rapport au composé III.13. Pour être efficace, la 

réaction de Diels Alder requièrt que le diène et le diènophile soient les plus concentrés 

possibles. Ainsi le CO-V glycoside de triazinyle III.12 a été solubilisé dans un minimum d’eau. 

Le maléimide photoactivable III.21 étant insoluble dans l’eau, il a été solubilisé dans un 

minimum de DMF. La réaction a ensuite été réalisée avec un large excès de malémide (10 

équivalents) et le milieu réactionnel est chauffé à 40°C. Le suivi réactionnel par CCM indique 

la formation d’un nouveau produit après 12 heures de réaction. Celle-ci est laissée pendant 

48 heures et un début d’hydrolyse du glycoside de triazinyle apparaît. La réaction est alors 

stoppée. Après plusieurs tentatives de purifications sur silice et sur silice C-18, nous n’avons 

pas réussi à séparer le produit III.22 du produit de départ III.12. 
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II.4 Synthèse et greffage de la plateforme s-triazine photoactivable 

II.4.1 Synthèse de plateforme photoactivable 

Avec l’objectif d’obtenir une sonde photoactivable de CO-V, une seconde stratégie a été 

élaborée. Cette dernière consiste à greffer la sonde photoactivable directement sur la triazine 

puis de greffer la triazine sur le CO-V. 

Ainsi à partir de l’acide 4-azido-tetrafluorobenzoïque, le N-(2-aminoethyl)-4-azido-

tetrafluorobenzamide III.22 a été synthétisé comme décrit dans la littérature à partir du 

composé III.20.22 Le composé III.22 a ensuite été introduit sur la plateforme triazine dans les 

mêmes conditions que la furfurylamine précédemment (Figure III.19). Ces composés étant 

sensibles à la lumière, il convient de limiter au maximum leur exposition. Un rendement 

modeste de 50% est obtenu pour la synthèse de cette plateforme. 

 

Figure III.19 : Synthèse de la plateforme photoactivable III.23. 

Ce produit a été caractérisé en RMN 1H, 13C et 19F. L’analyse du spectre RMN 1H montre la 

présence de rotamères et l’analyse RMN 19F confirme la présence de fluor. Le couplage entre 

les atomes de fluor et ceux de carbone rend difficile l’observation des signaux des carbones 

aromatiques (Figure III.20). Afin de confirmer leur présence, une expérience complémentaire 

de RMN 13C découplé du fluor a été effectuée et a mis en évidence ces signaux (Figure III.21). 
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Figure III.20 : RMN 13C découplé du proton du composé III.23 dans le CD3OD à 290°K. 

 

Figure III.21 : RMN 13C découplé du fluor du composé III.23 dans le CD3OD à 290°K. 

II.4.2 Greffage de la plateforme en position anomère 

La plateforme photoactivable a ensuite été introduite avec succès sur du CO-V. Dans les 

mêmes conditions que précédemment, la plateforme triazine photoactivable III.23 est 

directement ajoutée pour former le sel de N-methylmorpholine in situ. Un rendement de 45% 

en glycoside de triazinyle photoactivable III.24 est obtenu après chromatographie sur silice en 
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phase inverse. L’analyse en RMN du proton confirme la structure du produit. Des rotamères 

sont aussi observés pour ce glycoside de triazinyle (Figure III.22). L’analyse en spectrométrie 

de masse du composé III.24 confirme également ce résultat. 

 

Figure III.2259 : RMN 1H du composé III.24 dans du D2O à 290°K. 

Pour montrer la versatilité de cette technique, une autre sonde photoactivable de 2-

fucosyllactose a été synthétisée. Ainsi le 2-fucosyllactose a été mis en réaction avec deux 

équivalents de la plateforme triazine photoactivable III.23. La réaction a conduit à la formation 

du glycoside de triazinyle attendu III.25. L’apparition d’un sous-produit disubstitué est aussi 

observée lorsque la réaction est conduite avec deux équivalents du produit III.23. La 

modification des hydroxyles portés par les C1 et C2 de l’extrémité réductrice des glycosides a 

déjà été reportée par S. Shoda dans des conditions similaires.23 Pour éviter cette réaction, un 

seul équivalent de la plateforme photactivable III.23 a été ajouté et le 2-fucosyllactose 

glycoside de triazinyle III.25 a été isolé avec un rendement de 30%. Le 2-fucosyllactose de 

départ a été récupéré à hauteur de 50%. Les analyses de masse et de RMN confirment la 

structure du produit. En particulier la configuration β du glycoside a été attestée par le 

couplage de 8 Hz du proton anomère. Le déblindage de ce proton à 5.8 ppm est en accord 

avec le déplacement observé par S. Shoda lors de la synthèse des DMT-lactose.13 Ce proton 

est ici encore dédoublé compte tenu des rotamères dûs à la présence d’une triazine N-

substituée (Figure III.23). Cette RMN est réalisée dans du D2O et l’apparition du proton 
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propargylique en très faible intensité à 2.2 ppm témoigne de l’échange de ce proton avec le 

solvant deutéré. 

 

Figure III.23 : RMN 1H du composé III.25 dans du D2O à 290°K. 

III. Evaluation et preuve de concept des sondes de 

(photo)affinité 

III.1 Etude de marquage de la Wheat Germ Agglutinin (WGA) 

III.1.1 Marquage de la Wheat Germ Agglutinin (WGA) 

La Wheat Germ Agglutinin (WGA) est une protéine exprimée par Triticum vulgaris une variété 

de blé. Cette lectine interagit avec les motifs N-acétylglucosamine. Elle est exprimée par les 

plantes pour se défendre des insectes comme le charançon.24 Les trois isoformes de cette 

protéine peuvent être extraite de Triticum vulgaris. La WGA de masse de 36 kDa est 

naturellement présente sous forme d’homodimères.25 La structure cristallographique de la 

WGA montre quatre sites d’interactions par sous unité protéique avec une reconnaissance 

des unités N-acétylglucosamine en forme de poche .26 Cette lectine a une affinité pour les COs 

(CO-III à CO-V) de l’ordre du micromolaire.27 

Des tests préliminaires par CCM ont montré que la sonde glycoside de triazinyle 

photoactivable III.24 réagissait totalement avec l’eau en présence de rayonnement 
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ultraviolet. Afin de mettre en avant les propriétés de marquages de cette sonde III.24, des 

tests de marquage de la WGA ont été réalisés. 

Ainsi la WGA (0.1 mg/mL) a été incubée en présence de sonde photoactivable III.24 (5 µM). 

La réaction est réalisée dans un tampon phosphate salin contenant du calcium et du 

manganèse. Le milieu est ensuite irradié sous rayonnement ultraviolet. Puis un marqueur 

fluorescent basé sur la fluoresceine (FITC-Peg3-N3) est introduit par CuAAC.28 Le milieu 

réactionnel est ensuite dessalé sur une colonne d’exclusion stérique et analysé par SDS-PAGE 

(Figure III.24). La protéine est ensuite imagée en fluorescence (Figure III.24, B) puis révélée 

avec du bleu de coomassie (Figure III.24, A). 

 

Figure III.24 : Analyse SDS-PAGE de la WGA marquée avec la sonde de CO-V photoactivable III.24 et non photoactivable 
III.12. A) Révélation au bleu de coomassie ; B) Détection en fluorescence 

M) Marqueur de poids moléculaire ; 1) WGA; 2) WGA, III.24, hν ; 3) WGA, III.24 ; 4) WGA, III-12. 

En absence de sonde photoactivable de CO-V III.24, la WGA apparaît en une seule bande au 

poids moléculaire attendu de 18 kDa comme le montre le gel SDS-PAGE révélé au bleu de 

coomassie.25 Aucune bande à ce poids moléculaire n’a été détectée en fluorescence dans ce 

puits (Figure III.24, puits 1). Après la réaction par photoactivation et l’introduction du 

marqueur par chimie «click», une bande caractéristique de la WGA à 18 kDa apparaît dans les 

deux modes de détections (Figure III.24, puits 2). L’observation de la WGA en fluorescence 

dans des conditions dénaturantes atteste d’un marquage covalent de la sonde de CO-V 

photoactivable III.24 sur la protéine. Ainsi l’objectif de production d’une sonde photoactivable 

de CO-V permettant le marquage de protéine reconnaissant les unités GlcNAc a été atteint. 
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De façon inattendue, ce marquage est aussi observé pour la WGA avec la sonde 

photoactivable III.24 non irradiée (Figure III.24, puits 3). Ce résultat suggère alors une 

implication de la liaison entre le CO-V et la triazine dans le marquage. 

Pour valider cette hypothèse, une autre réaction en présence de WGA et d’un glycoside de 

triazinyle III.12 non photoactivable a été réalisée (Figure III.24, puits 4). Là encore après 

introduction du marqueur fluorescent par CuAAC, la révélation en fluorescence du gel 

polyacrylamide laisse apparaître une bande correspondant à la masse de la WGA (Figure III.24, 

puits 4). Ce résultat met en avant pour la première fois le marquage d’une protéine en 

présence d’une sonde glycoside de triazinyle. 

III.1.2 Proposition d’un mécanisme de marquage d’affinité de la WGA en présence de CO-

V glycoside de triazinyle 

Dans la littérature, les s-triazines substituées par un groupe amino ont été largement étudiées. 

A part les amines quaternaires qui sont utilisées comme groupes partants, les substituants 

amino primaires et secondaires sont assez stables.29 Au contraire, les substituants éther-

oxydes et en particulier les groupes phényl-oxydes sont sujets à la substitution. Cette 

propriété a été utilisée pour la libération lente de médicaments à partir de cellulose de 

triazinyle.30 

Afin de mettre en avant le transfert de la fonction propargylique de la sonde glycoside de 

triazinyle vers la WGA, une hypothèse a été formulée. Un des acides aminés de la WGA a 

probablement réagi sur un site électrophile de la sonde glycoside de triazinyle. Ce site est 

probablement le carbone de la triazine impliqué dans la liaison sucre triazine (Figure III.25). 

 

Figure III.25 : Mécanisme proposé pour le marquage de protéine en absence d’UV. 
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Afin de mettre en évidence la réactivité de la de la liaison sucre triazine, la sonde de CO-V 

glycoside de triazinyle III.12 a été mise en présence d’un très large excès de butylamine (100 

équivalents). Ce très large excès est nécessaire car, dans le test biochimique, la réaction est 

rendue possible par la proximité entre la sonde glycoside de triazinyle et la protéine. Cette 

proximité est due à l’affinité qu’a la protéine pour la sonde. La butylamine a été choisie pour 

mimer un des acides aminés nucléophile de la protéine. Après 24h de réaction, une analyse 

par spectrométrie de masse a montré la formation de plusieurs produits (Figure III.26). Le 

produit majoritairement observé correspond à une substitution du CO-V par la butylamine au 

niveau de la liaison oligosaccharide-triazine III.27 (Figure III.26). Ce résultat permet de 

confirmer l’hypothèse selon laquelle un acide aminé nucléophile de la WGA peut réagir avec 

le glycoside de triazinyle. 

 

Figure III.26 : Réactivité du CO-V glycoside de triazinyle en présence de large quantité de butylamine nucléophile. 

La présence de produits dont le fragment propargylique a été substitué, a également été 

détectée pour former le composé III.28 mais en faible proportion (Figure III.26). 

III.2 Etude de marquage d’autres protéines avec des sondes glycosides de 

triazinyle 

III.2.1 Marquage de la chitinase A1 D202A avec des sondes glycosides de triazinyle 

Pour mettre en évidence la polyvalence de la sonde CO-V glycoside de triazinyle III.12, le 

marquage d’une autre protéine qui interagit avec les COs a été réalisé. Cette protéine est un 

mutant de la chitinase A1 de Bacillus circulans WL-12. L’acide aspartique qui est un acide 

aminé catalytique a été remplacé par une alanine en position 202 (BcChiA1 D202A), ce mutant 

est ainsi dépourvu d’activité catalytique.31 Cette enzyme de taille de 74 kDa partage 

seulement 20% d’homologie de séquence avec la WGA. La topologie 3D obtenue par 

diffraction des rayons X de BcChiA1 montre un site de reconnaissance des COs en forme de 

crevasse.32 Elle présente également un module de liaison de la chitine.33 La chitinase A1 de 

Bacilus circulans (BcChiA1) reconnaît les COs avec une affinité de l’ordre du micromolaire. 
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Ainsi la sonde glycoside de triazinyle III.12 a été mise en présence de la BcChiA1 D202A. Après 

introduction du groupement fluorescent par la réaction de «click», un gel SDS-PAGE a été 

réalisé. Ce gel révèle une bande fluorescente aux alentours de 74 kDa correspondant au 

marquage covalent de la BcChiA1 D202A. La présence de la protéine a été confirmée à cette 

même taille par la révélation au bleu de coomassie (Figure III.27). Bien que les deux protéines 

n’aient aucune similarité en dehors de leur affinité pour les COs, elles ont été marquées avec 

la même sonde CO-V glycoside de triazinyle III.12. 

 

Figure III.27 : Analyse SDS-PAGE de la BcCHiA D202A marquée avec la sonde CO-V glycoside de triazinyle III.12 (A) révélation 
au bleu de coomassie et (B) détection en fluorescence. 

III.2.2  Étude de la spécificité des sondes glycosides de triazinyle 

Pour mettre en évidence que le marquage est dû à une interaction entre la sonde et la 

protéine, plusieurs tests ont été réalisés. La sonde CO-V glycoside de triazinyle III.12 a été mise 

en présence de WGA et une protéine qui ne reconnaît pas les COs, l’Ulex europaeus (UEA-I). 

L’UEA-I est une protéine qui interagit avec les oligosaccharides contenant des résidus α-L-

fucose. Cette lectine de poids moléculaire de 28 kDa est glycosylée.34 On peut d’ailleurs 

constater cette glycosylation par la présence de deux bandes aux alentours de 28 kDa sur les 

gels d’électrophorèse (Figure III.28). 

Ainsi la sonde CO-V glycoside de triazinyle III.12 (5 µM), la WGA (0.1 mg/mL) et l’UEA-I ont été 

incubées dans le même milieu. Le marqueur fluorescent a été introduit par chimie « click » et 

les protéines ont été analysées par SDS-PAGE. Le gel révélé au bleu de coomassie montre une 

bande correspondant à la WGA à 18 kDa et une autre à l’UEA-I à 28 kDa (Figure III.28, puits 1). 

La détection par fluorescence de ce même gel révèle le marquage d’une seule bande 

correspondant à la masse de la WGA. Comme attendu, la sonde III.12 ne possèdant aucune 
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affinité pour l’UEA-1 a uniquement réagi avec la WGA (Figure III.28, puits 2). Le même résultat 

est obtenu lorsque la WGA est remplacée par BcChiA1 D202A (Figure III.28, puits 4). 

 

Figure III.28 : Analyse SDS-PAGE (A) par détection en bleu de coomassie. (B) détection en fluorescence  
1) WGA, sonde III.12, EUA-I ; 2) UEA-I, sonde III.14, WGA ; 3) BcChiA1 D202A, sonde III.14, EUA-I. 

Afin de mettre en avant la polyvalence des sondes oligosaccharidiques glycosides de triazinyle, 

le marquage de l’UEA-I a été réalisé en présence de WGA et de sonde 2-fucosyllactose 

glycoside de triazinyle III.14. L’analyse du gel après SDS-PAGE révèle après coloration au bleu 

de coomassie la présence de la WGA et de l’UEA-I (Figure III.28, puits 2). L’analyse en 

fluorescence de ce même gel révèle une double bande fluorescente correspondant à l’UEA-I 

(Figure III.28, puits 2). Ce test confirme que les glycosides de triazinyle pourraient apparaître 

comme une génération de sondes oligosaccharidiques basée sur l'affinité pour le marquage 

de lectines. 

Le marquage par photoactivation a également été testé sur un mélange de WGA et UEA-I en 

présence de sonde 2-fucosyllactose photoactivable III.25 (Figure III.29). Dans ce cas, un 

marquage résiduel non spécifique est observé au niveau de la WGA. Ce marquage n’est pas 

observé en absence de photoactivation. L’utilisation de sondes glycosides de triazinyle 

améliore la sélectivité du marquage par rapport aux sondes photoactivables. 
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Figure III.29 : Analyse SDS-PAGE par révélation UV. 
1) UEA-I (5 µM), sonde III.25 (5 µM), WGA (5 µM) ; 2) UEA-I (5 µM), sonde III.14 (5 µM), WGA (5 µM). 

III.2.3 Etude de séquençage 

Bien que le marquage spécifique et covalent des protéines cibles en présence de sondes 

glycosides de triazinyle ait été mis en évidence, des travaux supplémentaires sont nécessaires 

pour mieux comprendre le mode d'action de ces nouvelles sondes. En particulier, l'efficacité 

du marquage et la nature du ou des acides aminés modifiés restent à déterminer. Des 

expériences préliminaires de séquençage ont été menées à cet égard. Ces expériences ont été 

réalisées chez la société SMARTOX, un laboratoire spécialisée dans l’analyse de peptides. 

Le principe de ce séquençage est de fragmenter la protéine marquée par une digestion 

enzymatique à l’aide d’une peptidase. Les fragments sont ensuite séparés par 

chromatographie et un détecteur de fluorescence permet d’identifier les peptides marqués 

par la triazine. Après identification d’un fragment marqué, ce dernier va être analysé par 

MS/MS. Il sera alors possible de déterminer l’acide aminé qui a réagi avec la triazine. 

L’étude de séquençage est d’autant plus facilitée que le peptide à analyser est petit. Il est aussi 

préférable que la protéine ne soit pas glycosylée. En effet, les fragments peptidiques 

glycosylés obtenus après digestion par les peptidases vont s’additionner aux fragments 

peptidiques non glycosylés et ainsi compliquer l’analyse. De ce fait, la WGA nous est apparue 

comme la protéine la plus simple à séquencer. Toutefois la WGA disponible dans le commerce 

contient trois isoformes de même poids moléculaire.24 Ainsi la forme la plus abondante, 

l'isolectine I (WGA I), a été purifiée par chromatographie échangeuse d'ions comme décrit par 

Kristiansen et al.35 La WGA-I a ensuite été marquée avec la sonde de CO-V glycoside de 

triazinyle III.12 et conjuguée par CuAAC avec la fluorescéine. La WGA marquée a ensuite été 

analysée par HPLC puis soumise à la protéolyse enzymatique. Bien que la modification 
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covalente de la WGA I par la fluorescéine ait été confirmée par HPLC, la complexité du milieu 

réactionnel et la quantité insuffisante de peptides marqués n’ont pas permis de déterminer le 

ou les acides aminés modifiés. Des efforts supplémentaires doivent être faits à l'avenir pour 

accéder à ces informations. 

IV. Conclusion 

Afin de développer des outils moléculaires pour identifier des récepteurs chez les plantes, la 

synthèse de sondes photoactivables de COs a été envisagée. Ces sondes sont constituées de 

trois parties : une partie oligosaccharidique, une autre partie photoactivable et enfin un 

marqueur permettant d’identifier le récepteur après formation de la liaison covalente avec la 

sonde. 

Pour atteindre cet objectif, la synthèse de plusieurs plateformes triazines a été réalisée. Ces 

plateformes permettent une introduction de deux fonctions orthogonales dans l’eau sur des 

oligosaccharides libres. Grâce à cette stratégie de synthèse, une sonde photoactivable 

propargylique de CO-V a pu être efficacement synthétisée en quelques étapes. 

Le marquage de cette sonde a ensuite été évalué in vitro en présence d’une lectine connue 

pour avoir de l’affinité pour les motifs GlcNAc, la WGA. Cette lectine a ainsi été marquée de 

façon covalente avec succès par l’activation UV de la sonde photoactivable de CO-V. De façon 

inattendue, il a été montré que la WGA pouvait aussi être marquée en présence de la sonde 

CO-V photoactivable sans activation par rayonnement ultraviolet. Cette expérience 

surprenante met pour la première fois en avant une implication directe du CO-V glycoside de 

triazinyle dans la formation de la liaison covalente avec la lectine. 

Ce résultat a par la suite été confirmé par le marquage de la WGA en présence d’une autre 

sonde CO-V glycoside de triazinyle non photoactivable. Ce marquage covalent est uniquement 

dû à l’affinité de la sonde de CO-V pour la WGA. En effet lorsqu’une autre lectine (Ulex) sans 

affinité pour la sonde est ajoutée, seule la WGA est marquée. En revanche quand la sonde 

utilisée est un glycoside de triazinyle de motif α-L-fucose (le 2-2-fucosyllactose), l’Ulex est 

marquée. 
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Ainsi ce chapitre met en avant la découverte d’une nouvelle génération de sondes 

oligosaccharidiques d’affinité basées sur la formation de glycoside de triazinyle. 
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I. Contexte 

Certaines enzymes sont impliquées dans la dégradation de la chitine. Afin d’être utilisées pour 

produire des COs, il est intéressant de caractériser le mode d’action et les paramètres 

cinétiques de ces chitinases. Les sondes fluorescentes de COs sont des outils efficaces pour 

déterminer ces paramètres. 

Il existe une grande diversité d’enzymes permettant de dégrader la chitine dans la nature. La 

découverte de nouvelles enzymes originales peut constituer un levier pour produire des COs 

de tailles variées à partir de la chitine. Les sondes d’activité par le marquage covalent 

d’enzymes permettent leur identification. 

Afin de pouvoir caractériser biochimiquement et identifier ces chitinases, une même sonde 

moléculaire a été produite. Cette sonde glycoside de triazinyle fluorescente basée sur la 

structure du CO-V permettra à la fois de caractériser les paramètres cinétiques des enzymes 

ainsi que leur marquage. 

I.1 De nouvelles enzymes pour de nouveaux COs 

Les enzymes actives sur les sucres sont classées en familles par homologie de séquence dans 

une base de données appelée CAZyme (carbohydrate actives enzymes). Grâce aux récentes 

avancées en génomique, un grand nombre de séquences ont ainsi été prédites codant pour 

des enzymes actives sur les polysaccharides comme la chitine. La majorité de ces enzymes 

codées par ces séquences n’ont jamais été exprimées.1 Il y a donc une large quantité 

d’enzymes avec une activité potentielle prédite qui n’a jamais été caractérisée 

biochimiquement. Dans cette base de données, il y a probablement des enzymes originales 

qui peuvent produire efficacement des COs en contrôlant leur taille à partir de la chitine. Il est 

ainsi nécessaire de développer des outils moléculaires efficaces pour identifier ces enzymes. 

Les enzymes permettant la dépolymérisation de la chitine vont agir selon différents modes 

d’actions (Figure IV.1). Les exo-enzymes coupent les polysaccharides à partir d’une extrémité 

vers l’autre et libèrent de courtes chaînes oligosaccharidiques. C’est le cas des chitobiases 

(Figure IV.1, en jaune) ou des N-acétyl-glucosaminidases (Figure IV.1, en violet). Les endo-

enzymes coupent les polysaccharidiques de façon plus ou moins aléatoire à l’intérieur de la 
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chaîne (Figure IV.1, en rouge). Ces enzymes sont particulièrement intéressantes pour générer 

des COs de tailles variées. Ainsi la découverte de nouvelles enzymes et plus particulièrement 

d’endo-enzymes est un moyen d’accéder à de nouvelles structures oligosaccharidiques 

originales. 

 

Figure IV.160 : Déconstruction enzymatique des polysaccharides impliquant des exo-enzymes (violet), des endo-enzymes 
(jaune, vert et rouge) et des oxygénases LPMO (en bleu).2 

Récemment une nouvelle famille d’enzymes agissant sur les polysaccharides a été découverte 

par Vaaje-Kolstad et al.3 Ces enzymes appelées Lytic Polysaccharides Monooxygénases 

(LPMO) permettent d’hydrolyser les polysaccharides par une coupure oxydante (Figure IV.1, 

en bleu). Elles ont la particularité de pouvoir être actives sur des polysaccharides cristallins 

récalcitrants difficilement hydrolysables comme la chitine. Utilisé en combinaison avec 

d’autres enzymes les LPMOs sont des outils efficaces pour hydrolyser la biomasse.4 Les récents 

travaux de Bissaro et al. permettent de mieux comprendre le mode d’action des LPMOs sur 

des substrats cristallins.5 Néanmoins les techniques utilisés pour la caractériser l’activité ces 

enzymes font appel à des méthodes complexes tels que la spectrométrie de masse ou de 

l’HPLC. Le développement de nouvelles techniques pourra rendre plus simple la 

caractérisation de ces enzymes.  

I.2 Des sondes fluorescentes pour la caractérisation biochimique et le 

marquage d’enzymes 

I.2.1 Les sondes fluorescentes 

L’activité enzymatique peut être évaluée à l’aide de sondes oligosaccharidiques fluorescentes. 

En présence d’enzyme, ces sondes vont être hydrolysées et la fluorescence du milieu va être 
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augmentée. Le CO-III(UBM), précédemment utilisé dans le chapitre II pour déterminer certains 

paramètres de l’activité du lysozyme, fait partie de ces sondes fluorescentes. 

Malheureusement cette sonde ne permet pas une mesure d’activité en continu. En effet la 

fluorescence de l’umbelliferone formée après hydrolyse enzymatique de la sonde est révélée 

après passage en milieu basique.6 

I.2.2 Les sondes FRET spécifiques de exo-glycosidases 

Pour pouvoir analyser une activité enzymatique d’hydrolyse en continu, des sondes de 

fluorescence de type FRET peuvent être utilisées. Ces sondes sont basées sur l’énergie de 

transfert de Förster (FRET). Ce phénomène résulte d’un transfert d’énergie entre un 

groupement donneur et un groupement accepteur compatible. Ce transfert dépend de la 

distance de Foster qui sépare ces deux groupements moléculaires.7 

Ainsi en intégrant un objet fluorescent émettant à une longueur d’onde spécifique et un 

quencheur absorbant à cette même longueur d’onde, le phénomène de FRET est observé. 

C’est ainsi que sont synthétisé les sondes FRET. 

Lors d’une hydrolyse de l’oligosaccharide, une séparation des deux dipôles se produit. Le 

phénomène de FRET disparaît et la fluorescence n’est plus quenchée (Figure IV.2). 

L’augmentation de la fluorescence peut ainsi être analysée en continu et dépend directement 

de la quantité de sonde hydrolysée. Ces sondes FRET sont alors très utiles pour étudier une 

activité polysaccharidase. 

 

Figure IV.2 : Utilisation de sonde fluorescente FRET oligosaccharidique pour caractériser l’activité d’endo-glycosides 
hydrolases. 



Chapitre IV : Production d’une sonde fluorescente d’activité dérivée de CO-V pour l’étude et 
le marquage d’enzyme 

 

168 

Certaines sondes FRET ont été spécifiquement imaginées pour détecter l’activité des exo-

glycosidases. Contrairement aux endo-enzymes, les exo-enzymes ont souvent un domaine de 

reconnaissance en forme de poche. Elles peuvent reconnaître et exercer une activité 

hydrolytique sur des monosaccharides ou des disaccharides.8 

Cecioni et Vocadlo ont ainsi synthétisé une sonde FRET dérivée de GlcNAc pour étudier 

spécifiquement l’activité d’exo-GlcNAcase humaine. Afin de limiter l’encombrement stérique 

de la sonde, ils ont introduit la partie fluorescente et la partie quencheur en position anomère 

via une fonction bis-acétalique IV.1 (Figure IV.3).9 Après une coupure de la liaison 

glycosidique, l’acétal formé va s’hydrolyser et séparer la partie quencheur de la partie 

fluorescente. 

 

Figure IV.3 : Exemple de sonde FRET GlcNAc pour la caractérisation d’exo glycosidase.9 

Kalidasan et al. ont développé une sonde monosaccharidique FRET IV.2 (Figure IV.4) 

permettant à la fois de mesurer une activité d’hydrolyse d’une N-acétyl-galactosaminidase et 

de générer une espèce électrophile réactive.10. Les auteurs ont montré que la sonde marque 

sélectivement par fluorescence les bactéries qui produisent cette enzyme via l’espèce 

électrophile générée. Ainsi ils ont ainsi pu améliorer l’activité de cette N-acétyl-

galactosaminidase par évolution dirigée en séparant les bactéries marquées par fluorescence 

des bactéries non marquées. 
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Figure IV.4 : Exemple de sonde d’activité monosaccharidique FRET développée par Kalidasan et al.10 

Cette sonde est un outil moléculaire intéressant dans l’objectif d’isoler des bactéries 

produisant une enzyme d’intérêt. Ce type de sonde a uniquement été développé sur des 

monosaccharidiques pour cibler des exo-enzymes. Il existe très peu d’exemples de ces sondes 

dans la littérature. Il serait donc intéressant d’adapter une stratégie de synthèse pour produire 

ce type de sonde FRET sur des oligosaccharides. Cela permettrait de cibler des endo-enzymes. 

I.2.3 Les sondes FRET spécifiques des endo-glycosidases 

Des sondes FRET ont été synthétisées pour étudier spécifiquement l’activité d’endo-enzymes. 

Ces sondes sont beaucoup plus complexes à synthétiser car elles sont basées sur une structure 

oligosaccharidique constituée d’un minimum de trois unités saccharidiques. Afin que la sonde 

ne soit pas hydrolysée par les exo-glycosidases, un groupement encombrant est introduit à 

l’extrémité non réductrice de celle-ci. Ce groupement peut être la partie fluorescente ou la 

partie quencheur. La partie complémentaire de la sonde FRET est généralement introduite en 

position anomère. 

Par exemple, Kristian et al. ont synthétisé une sonde FRET tétrasaccharidique IV.3 pour le 

dosage de cellulases (Figure IV.5). Cette sonde a récemment été utilisée pour étudier une 

LPMO active sur la cellulose.11 
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Figure IV.5 : Exemple de sonde FRET oligosaccharidique IV.3 pour la caractérisation d’endo-glycosidases.11 

II. Production de la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle 

II.1 Objectif et stratégie de synthèse 

II.1.1 Objectif 

Le développement de sondes oligosaccharidiques FRET permet de caractériser efficacement 

l’activité d’endo-enzyme. Les résultats obtenus pendant cette thèse ont montré que les 

glycosides de triazinyle d’oligosaccharides pouvaient marquer sélectivement les protéines 

avec lesquelles ils interagissent. L’objectif de cette partie est de synthétiser une sonde 

glycoside de triazinyle FRET basée sur le CO-V. Cette sonde permettra de caractériser les 

propriétés cinétiques d’enzymes de déconstruction de la chitine et en même temps de 

marquer de façon covalente ces enzymes (Figure IV.6). Il s’agit ici de faire la preuve de ce 

concept dans l’idée d’utiliser cette sonde pour découvrir de nouvelles enzymes agissant sur la 

chitine. La plateforme triazine utilisée permettra aussi d’introduire une fonction biotine par 

CuAAc sur l’enzyme afin de pouvoir les purifier après marquage (Figure IV.6). 
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Figure IV.6 : Développement d’une sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle permettant la caractérisation cinétique d’enzyme 
et leur marquage. 

L’équipe Chimie et Biotechnologie des oligosaccharides a une grande expérience dans la 

synthèse de sondes FRET oligosaccharidiques.12,13 La synthèse d’une sonde FRET de CO-V IV.4 

a d’abord été réalisée au début des années 2000 et a permis l’étude de plusieurs endo-

chitinases (Figure IV.7).14 La synthèse de ce produit étant délicate à reproduire, une nouvelle 

voie de synthèse a été développée quelques années plus tard avec la sonde FRET IV.5 (Figure 

IV.7).15 L’étape limitante de la fonctionnalisation anomère a été modifiée par une amination 

réductrice. Cette sonde a permis de suivre l’activité de la chitinase A1 de Bacillus circulants. 

Cependant la perte d’une unité saccharidique résultant de l’ouverture du cycle à l’extrémité 

réductrice peut être un inconvénient pour la détection d’autres chitinases. 

 

Figure IV.7 : Exemples de sondes FRET de CO-V développées au laboratoire.14, 15 

II.1.2 Stratégie de synthèse 

Le couple FRET qui a été choisi pour l’étude est le suivant : N-(2-aminoéthyl)-5-napthylamine-

1-sulfonate (EDANS) et le 4-diméthylaminoazobenzène-4′-isothiocyanate (DABITC). Ce couple 
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FRET a couramment été utilisé pour les sondes FRET synthétisées par l’équipe. Le fluorophore 

EDANS est excité à une longueur d’onde de 340 nm et émet à 490 nm. Le DABITC va absorber 

l’émission de l’EDANS, son coefficient d’absorption molaire étant de 29000 L-1.mol-1.cm-1 à 

490 nm. Ce couple a une longue durée de fluorescence (13-17 ns). Il présente un bon 

rendement quantique (0.1-0.5) et une grande déplacement de stoke d’environ 100 nm. Le 

rayon de Förste R0, de 3.3 nm correspondant à la distance EDANS/DABITC pour laquelle 

l’efficacité du transfert d’énergie est de 50%, est en accord avec la taille du CO-V qui est 

d’environ 2 nm. 

Le produit de départ choisi est le chitopentaose déacétylé à l’extrémité non réductrice (CO-

V(NV)). Il a été produit par synthèse enzymatique in vivo par une souche d’Escherichia coli.16 

Ce composé est très intéressant car deux positions orthogonales sont disponibles de part et 

d’autre de l’oligosaccharide ; la position hémiacétalique et l’amine primaire de l’extrémité non 

réductrice. Le quencheur étant disponible sous forme d’isothiocyanate, il peut être introduit 

sur l’amine à l’extrémité non réductrice. La partie fluorescente est commercialement 

disponible sous forme d’amine primaire. Elle pourra être greffée sur la triazine avant d’être 

introduite en position anomère. La partie triazine peut être introduite avant ou après la partie 

quencheur. Les deux stratégies ont été testées (Figure IV.8). 
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Figure IV.8: Schéma de synthèse de la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle. 

Avant de réaliser la synthèse de la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle IV.10, des tests 

d’hydrolyse enzymatique de CO glycoside de triazinyle ont été réalisés. Les unités N-

acétylglucosamine des oligosaccharides sont orientées en β. Il était donc nécessaire de vérifier 

que l’orientation α de la triazine sur les glycosides de triazinyle ne gêne pas l’activité 

enzymatique. Ainsi le CO-V glycoside de triazinyle III.12 a été choisi car il a le même nombre 

d’unités N-acétylglucosamine et parce que la partie triazine est N-substituée. Ainsi le composé 

III.12 a été mis en présence d’une enzyme produite au laboratoire, la chitinase A1 issue de 

Bacillus circulans, et d’une enzyme commerciale, le lysozyme HEW.17 La réaction d’hydrolyse 

a été suivie par chromatographie sur couche mince (CCM) pendant 24h et une activité 

enzymatique sur ces substrats a été mise en évidence. La stéréochimie α de la triazine ne 

semble donc pas gêner l’activité enzymatique. 
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II.2 Synthèse de la triazine fluorescente 

II.2.1 La triazine propargylique EDANS 

La synthèse de la triazine fluorescente IV.7 a été réalisée à partir de la dichlorotriazine 

propargylique III.5. Cette réaction a été réalisée dans un mélange eau/DMF (10/90) en 

présence d’une base inorganique NaHCO3 (Figure IV.9). La triazine fluorescente IV.7 est 

obtenue après purification sur silice C-18 (éluant eau/acétonitrile) avec un rendement de 70%. 

 

Figure IV.9 : Synthèse de la plateforme triazine fluorescente IV.7. 

Compte tenu de l’échange entre le proton propargylique et le D2O, l’analyse RMN a été 

réalisée dans de l’acétone deutérée (Figure IV.10). De par l’introduction de l’amine, le 

dédoublement des signaux propargyliques (CH et CH2) et celui de l’amine (NH) sont observés. 

La présence des autres signaux sous forme de massifs complexes témoigne également de la 

présence de rotamères. 
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Figure IV.10 :: RMN 1H du composé IV.7 dans du CO(CD3)2 à 290°K. 

II.3 Synthèse de la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle 

II.3.1 Synthèse par la voie A 

Le CO-V(NV-DAB) IV.9 est formé par réaction de l’amine sur l’isothiocyanate de DAB (Figure 

IV.11). Ce dernier est obtenu avec un rendement de 80% après purification sur silice. 

L’analyse RMN du composé montre une disparition du proton porté par le C2 de l’extrémité 

non réductrice à 2.7 ppm. Il prouve que l’amine de l’extrémité non réductrice a été 

fonctionnalisée. La présence de protons aromatiques entre 7.86 et 6.95 ppm ainsi que 

l’absence de déplacement du proton anomère α à 5.2 ppm avec une constante de couplage 

de 2Hz témoigne aussi de la N-substitution du DAB sur l’oligosaccharide (Figure IV.11). 
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Figure IV.11 : RMN 1H du composé IV.9 dans du D2O à 290°K. 

La plateforme fluorescente IV.7 est ensuite introduite sur le composé IV.9. Le CO-V(NV-DAB) 

est d’abord dilué dans un mélange eau/DMSO (70/30) puis quatre équivalents de N-

méthylmorpholine et deux équivalents de IV.7 sont ajoutés. La réaction est suivie par CCM et 

après 1 jour de réaction, le produit est lyophilisé puis purifié sur C-18. Des rendements de 50% 

sont obtenus pour cette réaction. Le produit final a une solubilité dans l’eau supérieure à 1 

mg/mL et sa pureté déterminée par HPLC est de l’ordre de 80% (Figure IV.12). La fonction 

sulfate de la plateforme fluorescente a certainement permis d’augmenter la solubilité de la 

molécule finale. Les analyses par spectrométrie de masses ESI et HRMS ont confirmé la 

formule brute du composé. 
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Figure IV.12 : Chromatogramme HPLC du composé IV.10 avec une pureté supérieure à 80%. 

Des analyses par RMN du produit ont également été réalisées. Compte tenu du caractère 

amphiphile de la molécule, un solvant D2O/CO(CD3)2 a été utilisé. L’apparition d’un proton 

anomère dédoublé aux alentours de 6 ppm témoigne du greffage anomère en α de la 

plateforme triazine (Figure IV.13). La synthèse globale à partir du CO-V(NV) du composé IV.10 

est de l’ordre de 40%. 

 

Figure IV.13 : RMN 1H du composé IV.10 dans un mélange D2O/CO(CD3)2 à 290°K. 
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II.3.2 Synthèse par la voie B 

Après avoir synthétisé la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle IV.10 par la voie A, la voie B 

a été étudiée dans le but de comparer le rendement global des deux voies (Figure IV.8). Cette 

voie a aussi été testée pour évaluer la sélectivité de la formation de glycoside de triazinyle en 

présence de l’amine libre de l’extrémité non réductrice. Ainsi deux équivalents de triazine 

fluorescente IV.7 ont été mis en présence de CO-V(NV) et de quatre équivalents de N-

méthylmorpholine. Compte tenu de la bonne solubilité des réactifs en milieu aqueux, aucun 

cosolvant n’a été ajouté à la réaction. Le suivi CCM de la réaction indique la formation d’un 

seul produit. Après un jour de réaction, ce produit est purifié sur silice greffée C-18 et il est 

obtenu avec un rendement de 40%. L’analyse par spectroscopie de masse confirme la 

présence d’une seule substitution. L’analyse RMN réalisée dans de l’eau lourde montre les 

signaux caractéristiques en α du proton anomère triazinyle (vers 6 ppm). De plus, aucun 

déplacement du proton porté par le C2 de l’unité non réductrice n’est observé (Figure IV.14). 

 

Figure IV.14 : RMN 1H du CO-V glycoside de triazinyle IV.8 dans du D2O à 290°K. 

La partie DAB a ensuite été introduite sur l’extrémité non réductrice avec un rendement de 

70%. Le rendement global de la voie B (28%) est légèrement moins bon que celui de la voie A 

(40%) (Figure IV.8). La voie B est tout de même intéressante car elle montre qu’il est possible 

d’acyler le composé VI.8. Lors de la synthèse de LCOs, la chaîne grasse est généralement 
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introduite en dernier compte tenu de la faible solubilité de ces molécules. Ainsi la voie B peut 

être intéressante pour accéder à des sondes LCOs glycosides de triazinyle. De plus, la 

plateforme fluorescente pourra augmenter la solubilité dans l’eau des LCOs. 

III. Etude de la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle avec 

des enzymes modèles 

III.1 Cinétique enzymatique 

III.1.1 Etude préliminaire de la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle IV.10 

Après avoir synthétisé la sonde FRET IV.10, son spectre d’émission a été comparé à celui de 

l’EDANS. Comme attendu on peut constater qu’après une excitation à 340 nm, l’émission de 

la fluorescence observée pour cette sonde est quasiment nulle par rapport à l’émission 

observée pour l’EDANS (Figure IV.15). 

 

Figure IV.15 : Intensité de la fluorescence en fonction de la longueur d'onde. 

Le pouvoir quencheur de la sonde a ensuite été évalué à 93% en faisant le rapport de 

l’intensité en fluorescence de la sonde FRET IV.10 et de l’EDANS (Figure IV.16). Ce taux de 

quencheur est plutôt faible. A titre de comparaison, le pouvoir quencheur de la sonde FRET 

monosccharidique IV.1 synthétisée par Cecioni et Vocadlo est de 99.9% avec le même couple 
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EDANS/DAB.9 L’éloignement de la partie fluorescente et du quencheur est plus important sur 

un pentasaccharide que sur un monosaccharide. Ainsi cet éloignement explique 

vraisemblablement l’écart du pouvoir quencheur. 

 

Figure IV.16 : Intensité de la fluorescence en fonction de la concentration de sondes. 

Des tests préliminaires d’hydrolyse de la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle en présence 

de lysozyme HEW ont été réalisés. Comme le montre la figure IV.17, une augmentation 

significative de la fluorescence est observée en présence de cette enzyme (Figure IV.17, 

Lysozyme HEW). Lorsque la sonde est seule dans le milieu réactionnel, la fluorescence 

n’évolue pas (Figure IV.17, Blanc). Ainsi la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle synthétisée 

peut être utilisée pour détecter une activité endo chitinase. 

En présence de COs, l’hydrolyse au lysozyme HEW de la sonde glycoside de triazinyle FRET est 

inhibée. Une concentration en CO-V de 1.5 mM inhibe totalement l’hydrolyse de la sonde et 

une concentration en CO-II de 3.5 mM diminue l’activité du lysozyme HEW par deux (Figure 

IV.17). Ainsi la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle pourrait être utilisée pour évaluer 

l’activité d’inhibiteurs sur des endo-chitinases. 
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Figure IV.17 : Inhibition de l'activité HEWL sur la sonde. 

L’hydrolyse de la sonde en présence de la chitinase A1 de Bacilus circulans (BcChiA1) a ensuite 

été évaluée. La figure IV.18 montre une augmentation considérable de la fluorescence lorsque 

le glycoside de triazinyle FRET de CO-V est en présence de BcChiA1. En présence de la chitinase 

A1 D202A de Bacilus circulans (BcChiA1 D202A) qui est une version inactive de la chitinase A1, 

aucune augmentation de fluorescence n’est observée. Ce résultat confirme qu’une activité 

enzymatique est requise pour observer l’augmentation de la fluorescence. 
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Figure IV.18 : Hydrolyse de la sonde FRET en présence de chitinase. 

III.1.2 Test sur des LPMOs 

La sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle a par la suite été testée sur une LPMO de Serratia 

marcescens SmAA10. Cette enzyme nous a été fournie par G. Decroos de l’Institut des Sciences 

Moléculaires de Marseille. Cette LPMO a été décrite comme ayant une activité d’oxydation 

sur les COs de degré de polymérisation supérieur à six.18 

Après avoir vérifié son activité sur de la chitine colloïdale, l’activité de SmAA10 a été évaluée 

sur la sonde FRET IV.10. Malheureusement aucune augmentation de la fluorescence n’a été 

observée par rapport à la sonde sans enzyme. Récemment Bissaro et al. ont montré que l’eau 

oxygénée est un bien meilleur co-substrat des LPMOs que l’oxygène pour oxyder les 

polysaccharides.19 Ainsi des micromoles (25-100 µM) d’eau oxygénée ont été ajoutées dans le 

milieu réactionnel. Malheureusement la sonde FRET IV.10 n’est pas stable dans ces 

conditions. Seule une dégradation de la fluorescence est observée. 

L’étude de la LPMO SmAA10 avec la sonde FRET IV.10 s’est révélée inefficace. La chaîne du 

CO-V de la sonde FRET IV.10 n’est probablement pas assez longue pour pouvoir être coupée 

par l’enzyme.20 Il y aurait donc un intérêt à synthétiser des sondes FRET avec des COs plus 

longs. 
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III.1.3 Détermination de paramètres cinétiques enzymatiques 

La sonde FRET IV.10 a ensuite été utilisée pour déterminer les paramètres cinétiques de 

chitinase. Après avoir mesuré les vitesses initiales des réactions avec des concentrations entre 

1 et 15 µM en sonde, les constantes cinétiques ont été déterminées d’après une 

représentation de Lineweaver-Burk (Figure IV.19). Ainsi le Km, le Kcat et le Kcat/Km apparent de 

la chitinase A1, de Bacilus circulans, du lysozyme HEW et de la chitinase C de Streptomyces 

griseus (SgChiC) ont été déterminés. 

 

Figure IV.19: Détermination des constantes de cinétique d'hydrolyse enzymatique de la sonde FRET. 

Ces paramètres sont très proches de ceux précédemment obtenus par l’équipe avec la sonde 

FRET chitinoligosaccharidique produite par Cottaz et al. (Tableau IV.1).14 Ainsi la configuration 

α de la triazine sur la sonde FRET IV.10 ne semble pas gêner l’activité de ces enzymes. 

L’hydrolyse enzymatique de la sonde FRET IV.10 peut être réalisé à plusieurs position de la 

sonde, ainsi le Km mesuré est apparent.   
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Tableau IV.1 : Détermination des paramètres cinétiques d’endo-glycosides hydrolases actives sur la chitine. 

Constantes 
Chitinase A1 
B. circulans 

Chitinase C 
S. griseus 

Lysozyme 
HEW 

Sondes Références 

𝐾𝑚
𝑎𝑝𝑝

 2.7 µM ± 1.5 25 µM ± 6.4 10 µM ± 1.9 IV.10 

Ce travail 𝑘𝑐𝑎𝑡
𝑎𝑝𝑝

 0.057 ± 0.03 0.065 ± 0.013 0.0058 ± 0.0002 IV.10 

(𝐾𝑚 /𝑘𝑐𝑎𝑡)app
 2.1*104 2.6*103 5.7*102 IV.10 

𝐾𝑚
𝑎𝑝𝑝

 2.1 µM ± 0.5 17.6 µM ± 9.6 19.8 µM ± 10.2 IV.4 

Cottaz et al.14 𝑘𝑐𝑎𝑡
𝑎𝑝𝑝

 0.03 ± 0.004 0.045  ± 0.008 0.007 ± 0.0003 IV.4 

(𝐾𝑚 /𝑘𝑐𝑎𝑡)app 2.1*104 4*103 3.0*101 IV.4 

Cette sonde a été conçue pour détecter l’activité et permettre le marquage grâce au glycoside 

de triazinyle. Néanmoins il ne semble pas que ce marquage ait eu une influence sur l’activité 

de l’enzyme. Il est possible que la réaction de marquage de l’enzyme en présence de la sonde 

soit plus lente que la réaction d’hydrolyse. Le marquage de l’enzyme par la sonde est peut 

être inexistant ou très peu significatif. Afin de mieux comprendre le mode d’action de la sonde 

CO-V FRET glycoside de triazinyle sur les enzymes, des études complémentaires sont 

nécessaires. 

III.2 Marquage d’enzyme en présence de la sonde CO-V FRET glycoside de 

triazinyle 

III.2.1 Marquage de la chitinase A1 

Les propriétés de marquage de la sonde FRET IV.10 ont ensuite été étudiées sur BcChiA1 et 

son mutant inactif le BcChiA1 D202A. Ces enzymes (0.1 mg/mL) ont été incubées en présence 

de sonde FRET IV.10 (5 µM). Les mélanges réactionnels bruts ont ensuite été analysés par SDS-

PAGE. La révélation au bleu de coomassie indique une bande correspondant à la chitinase A1 

de taille d’environ 74 kDa (Figure IV.20, A). Lorsque la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle 

est absente du milieu, aucune bande n’est observée en fluorescence (Figure IV.20, A, puits 2). 

En revanche, en présence de la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle une bande apparaît 

aux alentours de 74 kDa pour la chitinase native (Figure IV.20, A, puits 1). Cette bande 

fluorescente montre que sous sa forme active l’enzyme va être marquée. Il est alors difficile 
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de savoir qui de la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle ou des produits d’hydrolyse formés 

par l’enzyme est responsable du marquage (Figure IV.20, A). 

 

Figure IV.20 : Gel d’électrophorèse après marquage de deux chitinases en présence de la sonde FRET. A) Révélation au bleu 
de coomassie, B) Révélation par fluorescence. 1) BcCHiA D202A, sonde IV.10 ; 2) BcCHiA1 ; 3) BcCHiA, sonde IV.10. 

Une bande fluorescente est aussi observée lorsque BcChiA1 D202A est mise en présence de 

la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle (Figure IV.20, A, puits 3). L’inactivité de cette 

chitinase sur le substrat glycoside de triazinyle FRET de CO-V a précédemment été montrée 

par spectroscopie de fluorescence (Figure IV.17). La propriété de marquage d’enzyme 

annoncée de la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle est donc ainsi confirmée. De plus, il 

est montré que ce marquage est également efficace sur une enzyme active (Figure IV.21). 
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Figure IV.21 : A) Marquage de BcChiA1 en présence de la sonde CO-V IV.10. B) Marquage de BcChiA1 D202A en présence la 
sonde CO-V FRET IV.10. 

III.2.2 Marquage du HEWL 

Le marquage du lysozyme HEW avec la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle a par la suite 

été étudié. Après analyse du milieu réactionnel par SDS-PAGE, l’observation d’une bande 

correspondant au lysozyme HEW au bleu de coomasie et en fluorescence met en évidence le 

marquage de l’enzyme (Figure IV.22, puits 1). 

La sonde FRET IV.10 a été mise en présence d’une autre protéine qui n’a pas d’affinité pour 

les COs. Ce test a pour objectif de montrer que la sonde FRET IV.10 fait bien du marquage 

d’affinité. La protéine utilisée pour cet exemple est la peanuts agglutinine (PNA). Il s’agit d’une 

lectine issue d’Arachi hypogaea (PNA). Cette protéine de poids moléculaire de 27 kDa interagit 

avec les unités galactoses et n’a aucune affinité pour les COs.21 Après l’analyse par SDS-PAGE 

du milieu réactionnel, une bande aux environs de 27 kDa est observée par révélation au bleu 
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de coomassie (Figure IV.22, A, puits 3). L’analyse en fluorescence de ce gel n’a pas révélée de 

bande fluorescente. Comme attendu la PNA n’a pas été marquée par la sonde. 

Par la suite, les deux protéines PNA et lysozyme HEW ont été mises en présence de la sonde 

CO-V FRET glycoside de triazinyle. La révélation en coomassie du gel après électrophorèse met 

en avant la présence de ces deux protéines. La révélation du gel en fluorescence laisse 

apparaître une bande correspondant au marquage du lysozyme HEW (Figure 22, B, puits 2). 

La sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle permet donc de marquer sélectivement les 

protéines qui interagissent avec les COs. Ce résultat met également en avant que les produits 

formés lors de l’hydrolyse enzymatique ne vont pas non plus marquer la PNA. 

  

Figure IV.22 : Gel d’électrophorèse après marquage de HEWL en présence de FRET et d’une autre protéine. A) Révélation au 
bleu de coomassie, B) Révélation par fluorescence. 1) HEWL + FRET ; 2) HEWL + PNA + FRET ; 3) PNA +FRET. 

Afin d’évaluer le rendement de marquage de la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle sur le 

lysozyme, la réaction est laissée pendant 24 heures. Puis le lysozyme HEW est purifié par 

exclusion stérique sur une colonne de 10 kDa. Le marquage du lysozyme est ensuite déterminé 

par fluorescence. Un rendement de 20% a été calculé après avoir converti l’intensité de 

fluorescence du lysozyme marqué en nombre de mole grâce à une gamme étalon en EDANS. 

Ce taux de greffage a ensuite été confirmé par une analyse HPLC réalisée en collaboration 

avec la société SMARTOX (Figure IV.23). Ce rendement est plutôt élevé. A titre de 

comparaison, les rendements de marquage par photoactivation sont généralement en 

dessous de 10%.22 Le marquage est également dépendant de l’enzyme ciblée. Par exemple, le 

marquage obtenu pour la chitinase A1 est plus faible que celui obtenu avec le lysozyme HEW. 

Ce marquage est aussi dépendant de la structure de la sonde. Récemment Hamachi et al. ont 
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montré que le taux de greffage d’affinité pouvait être amélioré de 20 à 70% sur la même 

protéine ciblée en modifiant la partie linker.23 Les rendements de marquage du lysozyme 

peuvent donc être augmentés en modifiant la nature de la triazine ou en jouant sur le nombre 

d’unités N-acétylglucosamine de la sonde FRET glycoside de triazinyle. 

 

Figure IV.23 : Chromatogrammes HPLC du lysozyme HEW marqué analysé avec une détection UV et une détection en 
fluorescence. 

Le lysozyme purifié a également été analysé en spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure 

IV.24). Une masse à 14305 kDa est observée pour la protéine non marquée. La protéine 

marquée est en revanche analysée avec un déplacement de 397 en m/z correspondant à 

l’ajout de la plateforme triazine. Ce résultat confirme l’analyse des gels fluorescents après 

électrophorèse. 

 

Figure IV.24 : Analyse MALDI-TOF du HEWL non marqué et du HEWL marqué avec la sonde FRET. 
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La cinétique de la réaction de marquage a ensuite été évaluée qualitativement par 

électrophorèse. Après avoir incubé la sonde FRET IV.10 avec le lysozyme, des prélèvements 

du milieu ont été effectués à différents temps de la réaction puis analysés par électrophorèse 

(Figure IV.25). Après 10 minutes de réaction, une bande fluorescente correspondant au 

lysozyme est observée. L’intensité de cette bande augmente après 12 et 24 heures de 

réaction. Ces données mettent en avant que la cinétique de la réaction de marquage est lente 

et confirme que le marquage n’entraine pas de biais pour la mesure d’activité chitinase. 

 

Figure IV.25 : Gel d’électrophorèse après marquage du HEWL en présence de FRET au cours du temps. A) Révélation au bleu 
de coomassie, B) Révélation par fluorescence. 1) 24 h ; 2) 12 h ; 3) 10 min ; 4) FRET seul ; 5) lysozyme seul. 

Afin de déterminer si le marquage du lysozyme HEW inhibe ou non son activité, il aurait été 

nécessaire de séparer le lysosyme marqué du lysozyme non marqué. L’analyse HPLC réalisée 

par SMARTOX montre qu’il est possible de séparer ces deux protéines (Figure IV.23). Ces tests 

éloignés de notre objectif n’ont pas été réalisés. 

Des tests qualitatifs d’hydrolyse du CO-V en présence de HEWL commercial et de HEWL 

marqué à 20% ont toutefois été réalisés. Le suivi CCM de la réaction d’hydrolyse semble 

similaire dans les deux cas. Ce qui suggère que le marquage n’a pas lieu dans le site actif de 

l’enzyme. 

III.2.3 Séquençage du HEWL marqué 

Dans l’objectif de déterminer quel acide aminé du HEWL a réagi avec la sonde CO-V FRET 

glycoside de triazinyle, le séquençage de la protéine marquée a été réalisé par digestion 
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enzymatique. L’étude de ce séquençage a été réalisée par SMARTOX, une entreprise 

spécialisée dans la synthèse et l’analyse de peptides. Les fragments obtenus après digestion 

ont été séparés par HPLC couplée à des détecteurs de fluorescence, d’UV et de masse. Deux 

signaux majoritaires sont observés en fluorescence. Ils correspondent, à quelques acides 

aminés prés, à la même séquence peptidique (Figure IV.26, A et B). 

 

Figure IV.26 : Chromatogramme HPLC des fragments peptidiques obtenus après digestion enzymatique. En rouge la 
détection par UV et en bleu la détection par fluorescence. A et B correspondent aux peptides de la séquence marquée par 

fluorescence. 

La masse des deux séquences observées majoritairement correspond à celle d’un peptide 

fonctionnalisé par la plateforme triazine (Figure IV.27, Séquences A et B). 
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Figure IV.27 : Fragmentations MS/MS des séquences peptidiques préalablement purifiées par HPLC et détectées en 
fluorescence. 

Une fragmentation MS/MS de ces signaux a ensuite permis de déterminer l’acide aminé qui a 

réagi avec la sonde CO-V FRET glycoside de triazinyle. Les deux résultats obtenus pour chacune 

des séquences convergent vers un greffage de la plateforme fluorescente sur la tyrosine 23 

(Figure IV.28). 

KVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNRNTDGSTDYGILQINSRWWCNDGRTPGSRNL

CNIPCSALLSSDITASVNCAKKIVSDGNGMNAWVAWRNRCKGTDVQAWIRGCRL 

Figure IV.28 : Séquence du lysozyme HEW. La partie en jaune et bleu représente le fragment A de la figure IV.27. La partie en 
jaune correspond au fragment B de la figure IV.27. La partie en rouge représente la tyrosine marquée. 
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Figure IV.29 : A) Mécanisme proposé pour la réaction de marquage de la tyrosine 23 du lysozyme HEW par la sonde FRET 

IV.10. B) Structure RX du lysozyme HEW mutant E35Q obtenu par Davies et al. (PDB : 2WAR) en présence du CO-V.24 

Un mécanisme de substitution nucléophile de la tyrosine 23 du lysozyme HEW sur la sonde 

FRET glycoside de triazinyle IV.10 a été proposé (Figure IV.29, A). L’enzyme étant active sur le 

substrat, il n’est pas impossible que les produits d’hydrolyse de la sonde aient également 

marqué le lysozyme HEW. 

La figure IV.29 A est une image de la structure cristallographique du lysozyme HEW réalisé sur 

le logiciel Pymol. Afin de pouvoir être co-crystalisé avec du CO-V, Davies et al. ont produit un 

mutant inactif du lysozyme HEW où l’acide glutamique de la position 35 a été remplacé par 

une glutamine. Avec l’acide aspartique de la position 51, la glutamine a été représentée en 

vert sur la figure IV.29 B. La tyrosine 23 représentée en rouge sur la structure correspond à 

l’acide aminé marqué par fluorescence en présence de la sonde FRET IV.10. Le CO-V est 

représenté en jaune. L’extrémité réductrice du CO-V située en proximité des deux acides 

aminés catalytiques a été représentée en bleu. 

Compte tenu de la position du CO-V dans le site actif du lysozyme, un marquage des acides 

aminés en proximité aurait été attendu. Etonnamment l’acide aminé marqué s’avère être 

plutôt éloigné de cette position. La fonction hydroxyle de la tyrosine est néanmoins 
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positionnée en direction du CO-V. Afin d’expliquer le marquage de cet acide aminé, une étude 

de modélisation devra être réalisée. 

La sonde FRET IV.10 est peut être positionnée différemment du CO-V dans la poche 

catalytique du lysozyme HEW. Il est en réalité difficile de prédire comment la sonde interagit 

avec le lysozyme HEW. Des études complémentaires de cristallographie pourraient aussi 

apporter des informations intéressantes pour expliquer ce marquage. 
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IV. Conclusion 

Une sonde FRET glycoside de triazinyle de CO-V a été efficacement produite à partir de CO-

V(NV). Un rendement global de 40% a été obtenu après deux étapes de synthèses. La première 

étape a permis l’introduction d’un groupement DAB sur l’amine de l’extrémité non réductrice. 

La seconde a permis le greffage d’une plateforme triazine fluorescente et propargylique par 

formation d’un glycoside de triazinyle en position anomère de configuration α. 

Les propriétés de fluorescence et biochimiques de la sonde ont été ensuite évaluées. 

L’efficacité du pouvoir quencheur de la sonde FRET glycoside de triazinyle de CO-V a été 

évaluée à 93%. Cette sonde a permis d’étudier les paramètres cinétiques de plusieurs 

chitinases. Ainsi le Km, le Kcat et le Km/Kcat apparent de la chitinase A1 de Bacilus circulans, du 

lysozyme HEW et de la chitinase C de Streptomyces griseus ont été déterminés. Les constantes 

trouvées sont en accord avec celles déterminées précédemment avec une autre sonde FRET. 

La sonde peut aussi être utilisée pour évaluer l’activité d’inhibiteurs sur l’activité d’hydrolyse 

enzymatique. 

Les propriétés de marquage de cette sonde glycoside de triazinyle ont par la suite été mises 

en avant. Ainsi la chitinase A1 de Bacilus circulans a été marquée avec succès. Afin de vérifier 

qui de la sonde ou des produits formés réalise le marquage, des tests ont été réalisés sur le 

mutant inactif D202A de chitinase A1 de Bacilus circulans. Cette enzyme, dépourvue d’activité 

catalytique d’hydrolyse, a elle aussi été marquée. Ce résultat met en avant les propriétés de 

la sonde. 

D’autres tests de marquage ont été réalisés sur le lysozyme HEW. Ces tests ont permis 

d’évaluer un taux de marquage par la sonde d’environ 20%. Ils révèlent aussi une cinétique de 

marquage de l’enzyme plus lente que la cinétique d’hydrolyse catalysée par l’enzyme. Ces 

différences de vitesses de réactions expliquent comment il a été possible de déterminer les 

paramètres cinétiques de l’enzyme sans avoir été gênés par la réaction de marquage.  

Afin de trouver l’acide aminé qui a réagi avec la sonde, une étude de séquençage du lysozyme 

a été réalisée par la société SMARTOX. Cette étude a révélé un marquage de la tyrosine en 

position 23. Le marquage à cette position légèrement éloignée du site actif de l’enzyme peut 
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paraître inattendu. Ce marquage loin du site actif peut lui aussi expliquer la non inhibition de 

l’enzyme lors des études cinétiques. Afin d’expliquer comment cet acide aminé a été marqué, 

des études complémentaires en cristallographie ou en modélisation seront nécessaires. 

Ainsi au travers de cette partie, la preuve de concept de cette sonde d’activité FRET a été 

réalisée avec succès. Cette sonde pourra donc être utilisée pour cribler et isoler des activités 

chitinases et ou des lectines de COs. Cet outil moléculaire pourra aussi être utilisé dans le 

cadre de screening d’enzymes lors d’évolution dirigée. Enfin la stratégie de synthèse employée 

ici pourra éventuellement être adaptée à d’autres oligosaccharides. 
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I. Materials 

All commercial chemicals were used without prior purification. 

2’-Fucosyl lactose was produced as described by Drouillard et al.1 The CO-V(NV) was produced 

as described by Samain et al.2 Fluorescein azide (FITC-Peg3-N3) was synthesized as described 

by Loison et al.3 A low molecular weight chitosan (DA = 0.2, Mn = 77974 g/mol, Mw = 20220 

g/mol) ref 448869-50g, and HEW Lysozyme ref 62970-5g-F, lot from Sigma was used as starting 

material during the design of experiment. 

Wild type Bacillus circulans chitinase A1 (BcChiA1)  was produced as described by Watanabe 

et al.4 Bacillus circulans chitinase A1-D202A was produced as described by Martinez et al.5 

I.1 Chromatography 

I.1.1 Thin layer chromatography (TLC) 

Reactions were monitored by TLC (Merck Silica gel 60 F254). Detection of COs was achieved 

under UV (254 nm) and with a DPA (2 g diphenylamine, 2 mL aniline, phosphoric acid 10 mL, 

HCl 10N 1mL, AcOEt 200 mL) reagent after heating as described  by Buchan et al.6 Detection 

of other oligosaccharides was achieved under UV (254 nm) and with a 30% ammonium 

bisulfate water solution followed by heating. Detection of non-carbohydrate molecules was 

achieved under UV (254 nm) and KMnO4 solution (1.5 g KMnO4, 10 g K2CO3, 1.25 mL 10% 

NaOH in 200 mL water) followed by heating. 

I.1.2 Preparative chromatography on silica and C-18 reversed layer silica 

Purifications were performed by manual flash chromatography (wet-packed silica, Merck 

0.04-0.063 mm) by solid layer extraction on superclean® Envi® C-18cartridges (1 g, 58 m²/g, 

0.058 mm) or by automated column chromatography on a Grace Reveleris instrument using 

prepacked silica columns. 

I.1.3 Size exclusion chromatography (SEC) 

Solution of COs and chitin were solubilized with ultrapure water and filtered on a 0.2 µm 

sterilizing grade membrane at 10 mg/mL before injection. Pure CO were solubilized at 1 

mg/mL and filtered on a 0.2 µm sterilizing grade before injection. 



Materials and Methods 

203 

I.1.3.1 SEC with an evaporative light scattering detector 

The molecular weight of chitin and chitosan was determined by high-performance size-

exclusion chromatography (HPSEC) using an eighteen-angle light scattering detector, which 

was coupled with refractive index detection and specific refractive index increment dn/dc 

(DAWNTM HELEOS, Wyatt). Chitin solution (10 mg/mL) in ultrapure water was filtered on 0.2 

µm was and was injected (100 µL). Elution was performed on TSKgel G6000 and TSKgel G3000 

placed in series (Phenomenex, exclusion limit >2.107) with 0.1 M NaNO3 at 30°C and a flow 

rate of 0.5 ml/min. To calculate the molecular mass, the dn/dc value used was 0.145 mL/g. 

The polydispersity index was calculated from the Mw/Mn ratio.  

I.1.3.2 Analytical SEC 

COs mixtures (10 mg/mL) and pure COs (1 mg/mL) in ultrapure water were separated by size 

exclusion chromatography on Ultimate 3000, using refractive index detection (IOTA 2). 

Solution was filtered on 0.2 µm before injection (10 µL). Elution was performed on two 

Superdex peptide columns (10-300GL) with 0.1 NaCl at 20°C and a flow rate of 0.4 mL/min.   

I.1.3.3 Preparative SEC 

COs mixtures (10 mg/mL) in ultrapure water were separated by size exclusion 

chromatography, using refractive index detection (RI 2400). Solution was filtered on 0.2 µm 

before injection (10 mL). Elution was performed on three Hiload superdry 30 columns (10-

300GL) with ultrapure water at 20°C and a flow rate of 1.2 mL/min. 

I.1.4 High pressure liquid performance chromatography (HPLC) 

Triazinyl glycosides were analyzed by HPLC, using a UV detector at 250 and 450 nm. Samples 

were dissolved in water at 1 mg/mL and filtered on a 0.2 µm sterilizing grade membrane. The 

injection volume was 20 µL. Elution was performed on C-18 reversed layer silica Nucleodur 

columns (EC 250/4.6 Nucleodur SB) with a 30 min ACN/H2O gradient (0 to 100% ACN) at 30°C 

and a flow rate of 0.8 mL/min. 

I.1.5 Ultra performance liquid chromatography with a mass detector (UPLC-MS) 

COs mixture from the design of experiment were analysed by a Dionex Ultimate 3000 UPLC 

from Thermo Fisher Scientific, using an UV detector at 250 nm and a ion trap mass 
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spectrometer as detector. Elution was performed on a Kinetex phenylhexyl column with 80 

min in gradient mode H2O/ACN (5 to 20% ACN) follow by 40 min in isocratic mode (20% ACN) 

at 30°C and a flow rate 0.5 mL/min. 

I.2 Physical characterisation  

I.2.1 Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 

NMR spectrum were recorded in CDCl3, D2O, CD3OD, (CD3)2CO, (CD3)2SO, CODN(CD3)2 with a 

liquid Brücker Avance III 400MHz spectrometer (1H: 400 MHz, 13C: 101 MHz, 19F: 376 MHz) or 

a liquid Brücker Avance III 500 MHz spectrometer (13C: 126 MHz). The solvent residual peaks 

of HOD, MeOH, and CHCl3 were used as internal standards, at 4.79 ppm (298 K), 3.31 ppm 

(298 K), and 7.26 ppm (298 K), respectively. Chemical shifts δ are reported in ppm relative to 

the solvent residual peak. Coupling constants J are expressed in Hz. Multiplicity is designated 

by: s (singulet), d (doublet), t (triplet), m (multiplet). Rotamers are indicated by a *. 

I.2.2 Mass spectrometry 

Mass analyses (ESI and APCI) were recorded with an ESQUIRE 3000+ (Brücker Daltonics). 

MALDI-TOF spectrum have been recorded with a Maldi-ToF-Tof Speed (Brücker Daltonics) and 

HRMS spectrum were recorded with ESI/QTOF –Xevo G2-S QTof-Waters. 

I.2.3 Fluorescence spectrometry 

Fluorescence spectrum were recorded with a CLARIOstar microplate reader equipped with a 

thermostated cell holder. Experiments were carried out in 96 well plates of 200 µL. 

I.2.4 SDS-PAGE 

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis was performed in 15% gel according to Laemmli’s 

procedure.7 The gels were analyzed with UV sample tray on a Biorad Gel Doc™ EZ System and 

staining with brilliant blue R-250. 
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II. Methods 

II.1 CO production by lysozyme hydrolysis 

All the reactions were performed with the same glassware, equipments and in the same 

conditions. 

II.1.1 Preparation of chitin batches with different degrees of acetylation (DA) 

N-acetylation of chitosan was conducted as follow: chitosan** (1 g) was dissolved in a 1% 

AcOH in water (80 mL), and diluted with MeOH (80 mL). Ac2O (0.45 mL, 0.7 mL, 1.4 mL) 

depending of the target DA was added whilst the solution was vigourously stirred. After 24 

hours at room temperature the solution was concentrated, co-evaporated twice with toluene 

and freeze dried. NMR analysis was carried out as described from Kjell et al.8 Hydroxyl protons 

of chitin were first exchanged in a D2O/TFA. The product was then re-disolved in this solvent 

for 1H NMR analysis. DA was calculated thanks to the integration of the H-1GlcN and the 

integration of H-1GlcNAc as follow: 𝐷𝐴 =  
𝐻-1𝐺𝑙𝑐𝑁𝐴𝑐

𝐻-1𝐺𝑙𝑐𝑁𝐴𝑐+𝐻-1𝐺𝑙𝑐𝑁 
. 

Mn, Mw and Mw/Mn were determined by size-exclusion chromatography with evaporative 

light scattering detection. 

** Chitosan Lot MKBG3334V was used for all experiments. 

II.1.1.1 Chitin with a DA of 0.32 

For the synthesis of chitin with a DA of 0.32, an amount of 0.2 equivalent (0.45 mL) of acetic 

anhydride was added in the mixture. 1H NMR (400 MHz, D2O, 353 K) δ 4.96-4.94 (m, 2.1H, H-

1GlcN), 4.70-4.67 (m, 1H**, H-1GlcNAc), 4.01-3.66 (m, 15H, H-2,3,4,5,6GlcNAc, H-3,4,5,6GlcN), 3.30-

3.256 (m, 2.1H, H-2GlcN), 2.16-2.11 (s, 3H, COCH3); Mn (g/mol) 139100, Mw (g/mol) 411400, 

Mw/Mn 2.96. 

**H-1 of GlcNAc was arbitrarily normalized. 
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1H NMR of chitin (DA 0.32) (353 K, D2O) 

II.1.1.2 Chitin with a DA of 0.42 

For the synthesis of chitin with a DA of 0.42, an amount of 0.35 equivalent (0.7 mL) of acetic 

anhydride was added in the mixture. 1H NMR (400 MHz, D2O, 353 K) δ 4.98-4.93 (m, 1.38 H, 

H-1GlcN), 4.69-4.68 (m, 1H**, H-1GlcNAc), 3.98-3.67 (m, 13.1H, H-2,3,4,5,6GlcNAc, H-3,4,5,6GlcN), 

3.28-3.25 (m, 1.38H, H-2GlcN), 2.16-2.11 (s, 3H, COCH3); Mn (g/mol) 167600, Mw (g/mol) 

492100, Mw/Mn 2.94. 

**H-1 of GlcNAc was arbitrarily normalized. 
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1H NMR of chitin (DA of 0.42) (353 K, D2O) 

II.1.1.3 Chitin with a DA of 0.59 

For the synthesis of chitin with a DA of 0.59, an amount of 0.7 equivalent (1.4 mL) of acetic 

anhydride was added in the mixture. 1H NMR (400 MHz, D2O, 353 K) δ 4.98-4.96 (m, 0.72 H, 

H-1GlcN), 4.69-4.66 (m, 1H**, H-1GlcNAc), 3.96-3.66 (m, 9.5H, H-2,3,4,5,6GlcNAc, H-3,4,5,6GlcN), 

3.28-3.26 (m, 0.72H, H-2GlcN), 2.16-2.11 (s, 3H, COCH3); Mn (g/mol) 204900, Mw (g/mol) 

577900, Mw/Mn 3.01. 

**H-1 of GlcNAc was arbitrarily normalized. 



Materials and Methods 

208 

 

1H NMR of chitin (DA of 0.59) (353 K, D2O) 

II.1.2 Design of experiments 

II.1.2.1 General procedure applied for the design of experiment 

Chitin of each DA (0.32, 0.42 or 0.59) (100, 250 or 400 mg) was placed in a pyrex® glass 

cylindrical conical flasks (60 mL). Phosphate buffer (20 mL, pH = 6.5, 60 mM, KH2PO4/K2HPO4) 

was added to the flasks to fully solubilized the chitin after 4 hours at 37°C in an orbital shaking 

incubator (180 rpm). HEW Lysozyme (50 mg at 215U/mg)** was added to the mixture and the 

reaction was agitated at 37°C (1 day, 3 days, 5 days). The enzyme was inactivated by immersing 

the flask in a bath of boiling water during 20 min with vigourous magnetic stirring (5000 rpm). 

The solution was transferred into a Falcon conical centrifuge tube (50 mL) and washed twice 

with water (2*5 mL). After centrifugation at 20 °C (7000 rpm, 10 min) the solution was 

transferred into a round-botton flask (100 mL) and freeze dried. COs were taken back in water 

(8 mL), methanol (40 mL) and acetic anhydride (2 mL). After 24 hours this solvent mixture was 

concentrated and co-evaporated twice with toluene in vacuo. The residue was dissolved in 

water (35 mL) and transfer into Falcon conical centrifuge tube (50 mL). After centrifugation 
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(20°C, 7000 rpm, 10 min) the supernatant was transferred into a new Falcon conical centrifuge 

tube (50 mL) to removed unsoluble material. Soluble mixture was transfer to another Falcon 

conical centrifuge tube (50 mL), IRA400(OH-) (5 g) and IR120(H+) was added until a neutral pH 

is obtained. The mixture was stirred on an orbital shaker for an hour until the conductivity was 

lower than 200 µS/mL, supplementary resin can be added if not. When the conductivity is 

under 200 µS/mL, resin was filtrated the soluble mixture was freeze dried to obtained water 

soluble COs. The yield was then calculated as follow: 

𝑌𝐶𝑂𝑠(%) =
𝑚𝐶𝑂𝑠 ∗ (𝑀GlcNAc ∗ %GlcNAc + 𝑀GlcN ∗ %GlcN )

𝑚𝑐ℎ𝑖𝑡𝑖𝑛 ∗ 𝑀𝐶𝑂−𝐼𝑉
∗ 100             

𝑌𝐶𝑂𝑠(%) COs yield, 𝑚𝐶𝑂𝑠 final mass of soluble COs (mg), 𝑚𝑐ℎ𝑖𝑡𝑖𝑛 starting mass of chitin (mg), 

𝑀GlcNAc  203 g/mol, 𝑀GlcN  161 g/mol, 𝑀𝐶𝑂−𝐼𝑉 207 g/mol 

**Lysozyme activity was evaluated from the lot BCBM6718V by fluorescence at 215 U/mg of 

lysozyme (see 4.2). 

Experimental matric of Box-Behnken design of experiment 

Experiment DA 
Amount of 

chitin (mg) 
Time (days) 

Mass of desalted 

COs (mg) 
Yield 

1 0.42 100 1 18 16% 

2 0.42 100 5 38 34% 

3 0.42 400 1 78 18% 

4 0.42 400 5 77 17% 

5 0.32 250 1 43 15% 

6 0.32 250 5 40 14% 

7 0.59 250 1 37 14% 

8 0.59 250 5 71 26% 

9 0.32 100 3 17 16% 

10 0.32 400 3 119 25% 

11 0.59 100 3 27 25% 

12 0.59 400 3 63 15% 

13 0.42 250 3 129 47% 

14 0.42 250 3 135 49% 

15 0.42 250 3 130 47% 

16 0.42 250 3 126 46% 

17 0.42 250 3 135 

 

49% 



Materials and Methods 

210 

II.1.2.2 Procedure to validate and scale up the design of experiment (Chitin DA 

0.42) 

Chitin DA 0.42 (1 g) was placed in a pyrex® glass cylindrical conical flasks (125 mL). Phosphate 

buffer (98 mL, pH = 6.5, 60 mM, KH2PO4/K2HPO4) was added to the flasks to fully solubilized 

the chitin after 4 hours at 37°C in an orbital shaking incubator (180 rpm). HEW Lysozyme (225 

mg at 215U/mg)** was added to the mixture and the reaction was agitated at 37°C 3.3 days. 

The enzyme was inactivated by immersing the flask in a bath of boiling water during 20 min 

with vigorous magnetic stirring (5000 rpm). The solution was transferred into Falcons conical 

centrifuge tube (50 mL) and washed twice with water (2*20 mL). After centrifugation at 20 °C 

(7000 rpm, 10 min) the solution was transferred into a round-botton flask (500 mL) and freeze 

dried. COs were taken back in water (35 mL), methanol (175 mL) and acetic anhydride (9 mL). 

After 24 hours this solvent mixture was concentrated and co-evaporated twice with toluene 

in vacuo. The residue was dissolved in water (165 mL) and transfer into Falcon conical 

centrifuge tube (50 mL). After centrifugation (20°C, 7000 rpm, 10 min) the supernatant was 

transferred into a beaker (500 mL) to removed unsoluble material. Soluble mixture was 

transfer to another Falcon conical centrifuge tube (50 mL), IRA400(OH-) (10 g) and IR120(H+) 

was added until a neutral pH is obtained. The mixture was stirred on an orbital shaker for an 

hour until the conductivity was lower than 200 µS/mL, supplementary resin can be added if 

not. COs (527 mg, 49%) was obtained after filtration of the resin and freeze dried. The yield 

was calculated as previously. 

II.1.2.3 Procedure to validate and scale up the design of experiment (DA = 0.47) 

Chitin DA 0.47 (1 g) was placed in a pyrex® glass cylindrical conical flasks (125 mL). Phosphate 

buffer (90 mL, pH = 6.5, 60 mM, KH2PO4/K2HPO4) was added to the flasks to fully solubilized 

the chitin after 4 hours at 37°C in an orbital shaking incubator (180 rpm). HEW Lysozyme (225 

mg at 215U/mg)** was added to the mixture and the reaction was agitated at 37°C 3 days. 

The enzyme was inactivated by immersing the flask in a bath of boiling water during 20 min 

with vigorous magnetic stirring (5000 rpm). The solution was transferred into Falcons conical 

centrifuge tube (50 mL) and washed twice with water (2*20 mL). After centrifugation at 20 °C 

(7000 rpm, 10 min) the solution was transferred into a round-botton flask (500 mL) and freeze 

dried. COs were taken back in water (32 mL), methanol (160 mL) and acetic anhydride (8 mL). 
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After 24 hours this solvent mixture was concentrated and co-evaporated twice with toluene 

in vacuo. The residue was dissolved in water (150 mL) and transfer into Falcon conical 

centrifuge tube (50 mL). After centrifugation (20°C, 7000 rpm, 10 min) the supernatant was 

transferred into a beaker (500 mL) to removed unsoluble material. Soluble mixture was 

transfer to another Falcon conical centrifuge tube (50 mL), IRA400(OH-) (10 g) and IR120(H+) 

was added until a neutral pH is obtained. The mixture was stirred on a orbital shaker for an 

hour until the conductivity was lower than 200 µS/mL, supplementary resin can be added if 

not. COs (604 mg, 56%) was obtained after filtration of the resin and freeze dried. The yield 

was then calculated as previously. This COs mixture (100 mg) was characterized by mass 

spectrometry and purified by size exclusion chromatography, GlcNAC (6%), CO-II (10%), CO-III 

(19%), CO-IV (18%), CO-V (12%), CO-VI (6%), CO-VII (4%), COVIII (4%), CO-IX (1.4%) CO-X(1%). 

 

 

MALDI-TOF spectrum of desalted COs mixture 
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SEC-chromatogram of COs mixture 

 

 

SEC-chromatogram of purified CO-V (purity 94%) 
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MALDI-TOF spectrum of purified CO-V 

 

 

SEC-chromatogram of purified CO-VII (purity 90%) 
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MALDI-TOF spectrum of purified CO-VII 

 

SEC-chromatogram of purified CO-VIII (purity 77%) 

 

MALDI-TOF spectrum of purified CO-VIII 
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II.2 Synthesis of COs probes 

II.2.1 2-Chloro-4-(furan-2-ylmethylamino)-6-(prop-2-ynyloxy)-1,3,5-triazine (III.7) 

 

Furfurylamine (433 µL, 4.9 mmol, 1 eq) was added at 0 °C to a stirred solution of III.5 (1g, 4.9 

mmol, 1 eq)9 and DIPEA (854 µL, 4.9 mmol, 1 eq) in THF (15 mL). The reaction mixture was 

stirred and allowed to warm up to room temperature over 1h. The solution was diluted with 

CH2Cl2 (70 mL) and washed with H2O (30 mL). The organic layer was dried over anhydrous 

Na2SO4 and concentrated. After purification by flash chromatography on silica gel eluting with 

a gradient of EtOAc in Petroleum Ether (10% to 30%) III.7 was isolated in 89% yield (1.15 g). Rf 

0.4 (Petroleum ether/EtOAc 6:1); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.37-7.36 (m, 1H, OCHfuryl), 6.51 

(s, 0.6H, NH), 6.34-6.27 (m, 2H, CHfuryl), 6.19 (s, 0.4H, NH), 5.00 and 4.94 (2d*, J = 2.4 Hz, 2H, 

OCH2C≡CH), 4.67-4.65 (m, 2H, CH2NH), 2.51 and 2.49 (2t*, J = 2.4 Hz, 1H, OCH2C≡CH); 13C NMR 

(101 MHz, CDCl3) δ 171.4, 170.5, 170.2, 169.8, 166.7, 166.6, 150.0, 149.9, 142.4, 142.3, 110.4, 

110.3, 107.9, 107.7, 77.0, 76.9, 75.5 , 75.4, 55.4, 55.2, 38.1, 38.0; HRMS (ESI) m/z calcd for 

C11H9N4O2Cl: 265.0502 [M+H]+; found: 265.0492. 

* Rotamers. 
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1H NMR of III.7 (298 K, CDCl3) 

 

13C NMR of III.7 (298 K, CDCl3) 

II.2.2 2-Chloro-4-(furan-2-ylmethythio)-6-(prop-2-ynyloxy)-1,3,5-triazine (III.8) 

 

Furfurylmercaptan (990 µL, 9.8 mmol, 1 eq) was added at 0 °C to a stirred solution of III.5 (2g, 

9.8 mmol, 1 eq)9 and DIPEA (1.71 mL, 9.8 mmol, 1 eq) in THF (30 mL). The reaction mixture 

was stirred and allowed to warm up to room temperature over 3h. The solution was diluted 

with CH2Cl2 (120 mL) and washed with H2O (60 mL). The organic layer was dried over 
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anhydrous Na2SO4 and concentrated. After purification by flash chromatography on silica gel 

eluting with a gradient of EtOAc in Petroleum Ether (10% to 30%) III.8 was isolated in 85% 

yield (2.36 g). Rf 0.6 (Petroleum ether/EtOAc 6:1); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.36-7.35 (m, 

1H, OCHfuryl), 6.34-6.31 (m, 2H, CHfuryl), 5.04 (d, J = 2.4 Hz, 2H, OCH2C≡CH), 4.45 (s, 2H, CH2SH), 

2.55 (t, J = 2.4 Hz, 1H, OCH2C≡CH); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 185.2, 170.9, 168.9, 149.2, 

142.8, 110.9, 109.0, 76.6, 76.5, 56.5, 27.8; HRMS (APCI) m/z calcd for C11H8ClN3O2S: 282.0104 

[M+H]+; found: 282.0106. 

 

1H NMR of III.8 (298 K, CDCl3) 

 

13C NMR of III.8 (298 K, CDCl3) 
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II.2.3 4-(4-furfurylamino-6-prop-2-ynyloxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4methyl-

morpholinium chloride (III.9) 

 

N-methylmorpholine (27.7 µL, 299 µmol, 1 eq) was added to a stirred solution of 4 (78.9 mg, 

299 µmol, 1 eq) in THF (1 mL) at room temperature. After stirring over-night the reaction 

mixture was centrifuged, and then the solvent was removed to afford white crystals of III.9 in 

89% (97.6 mg). Rf 0.8 (ACN/H2O 8:2); 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 7.40-7.38 (m, 1H, OCHfuryl), 

6.34-6.26 (m, 2H, CHfuryl), 5.06 and 5.00 (2d*, J = 2.4 Hz, 2H, OCH2C≡CH), 4.66 and 4.55 (2m*, 

2H, CH2NH), 4.52-4.38 (m, 2H, CH2NHNMM), 3.98-3.95 (m, 2H, CH2NHNMM), 3.73-3.69 (m, 4H, 

CH2CH2
NMM), 3.40 and 3.39 (2s*, 3H, CH3), 3.03 and 3.01 (2t*, J = 2.4 Hz, 1H, OCH2C≡CH). 13C 

NMR (101 MHz, CDCl3) δ 172.5, 171.9, 170.4, 170.2, 168.8, 168.4, 152.0, 151.6, 143.6, 143.3, 

111.3, 111.2, 109.7, 108.5, 78.0, 77.9, 77.4, 77.3, 77.9, 76.9, 76.8, 63.2, 63.1, 60.7, 60.6, 57.2, 

57.0, 56.3, 56.3, 56.2, 38.9, 38.8, 38.5; (ESI) m/z [M-Cl]+ 330.3. 

*Rotamers. 

 

1H NMR of III.9 (298 K, CD3OD) 
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13C NMR of III.9 (298 K, CD3OD) 

II.2.4 Triazinyl glycoside of CO-V (III.12) 

 

In a plastic microtube, N-methylmorpholine (8.4 µL, 77.4 µmol, 4 eq) was added to stirred 

solution of CO-V (20 mg, 19 µmol, 1 eq) in deionized water (1 mL). A solution III.7 (10.2 mg, 

38 µmol, 2eq) in THF (100 µL) was then added and the reaction mixture was stirred overnight. 

The solution was poured into acetone (10 mL) and the precipitate was recovered by 

centrifugation (4°C, 7000 rpm, 20 min). This crude solid was purified by reversed layer 

chromatography (1g C18 SPE cartridge) eluting with a gradient of MeOH (0 to 100%) in water. 

After freeze-drying, III.12 was isolated in 45% yield (11.5 mg). Rf 0.3 (H2O/ACN 2:8) 1H NMR 

(400 MHz, D2O) δ 7.47 (m, 1H, OCHfuryl), 6.55-6.34 (m, 3H, CHfuryl, H-1GlcNAc(I)), 5.09 and 4.81 

(2s*, 2H, OCH2C≡CH), 4.61-4.57 (m, 6H, H-1GlcNAc(II-V), CH2NH), 4.13-3.45 (m, 30H, H-

2,3,4,5,6GlcNAc(I-V)), 2.09-1.96 (m, 15H, COCH3); 13C NMR (101 MHz, D2O) δ 174.6, 160.4, 151.3, 

142.5, 110.5, 107.4, 101.4, 101.2, 79.1, 78.9, 78.6, 75.9, 74.5, 73.4, 72.1, 69.7, 69.0, 60.5, 59.9, 

55.6, 55.0, 52.5, 37.5, 34.3, 21.1, 21.7; HRMS (ESI) m/z calcd for C51H75N9O28: 1284.4592 

[M+Na]+; found: 1284.4619. 

*Rotamers. 
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1H NMR of III.12 (298 K, (D2O) 

 

 

13C NMR of III.12 (298 K, D2O) 

II.2.5 Triazinyl glycoside of CO-V (III.13) 

 

In a plastic microtube, N-methylmorpholine (8.4 µL, 77.4 µmol, 4 eq) was added to stirred 

solution of CO-V (20 mg, 19 µmol, 1 eq) in deionized water (1 mL). A solution III.8 (10.8 mg, 

38 µmol, 2eq) in THF (100 µL) was then added and the reaction mixture was stirred overnight. 



Materials and Methods 

221 

The solution was poured into acetone (10 mL) and the precipitate was recovered by 

centrifugation (4°C, 7000 rpm, 20 min). This crude solid was purified by reversed layer 

chromatography (1g C18 SPE cartridge) eluting with a gradient of MeOH (0 to 100%) in water. 

After freeze-drying, III.13 was isolated in 40% yield (10 mg). Rf 0.3 (H2O/ACN 2:8) 1H NMR (400 

MHz, D2O) δ 7.47 (m, 1H, OCHfuryl), 6.54 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H-1GlcNAc(I)), 6.42 (m, 2H, CHfuryl) 5.09 

(d, J = 2.5Hz, 2H, OCH2C≡CH), 4.63-4.58 (m, 4H, H-1GlcNAc(II-V)), 4.51 (m, 2H, CH2S), 4.18-3.45 (m, 

30H, H-2,3,4,5,6GlcNAc(I-V)), 2.99 (t, J = 2.5 Hz, 1H, OCH2C≡CH), 2.23-1.92 (m, 15H, COCH3); 13C 

NMR (101 MHz, DMF) δ 183.1, 177.5, 1728, 167.5, 167.6, 148.4, 141.2, 131.9, 109.3, 106.9, 

92.6, 77.7, 77.5, 77.0, 74.4, 73.0, 71.9, 72.3, 70.5, 68.2, 67.3, 59.1, 58.4, 54,7 54.0, 53.5, 50.9, 

25.2, 20.55, 20.1; ESI m/z 1301.56 [M+Na]+. 

 

1H NMR of III.13 (298 K, D2O) 

 

 

13C DEPTQ 135 NMR of III.13 (298 K, DMF) 
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II.2.6 Triazinyl glycoside of 2-fucosyllactose (III.14) 

 

In a plastic microtube, N-methylmorpholine (22.5 µL, 0. µmol, 2 eq) was added to stirred 

solution of 2-fucosyllactose (50 mg, 0.1 mmol, 1 eq) in deionized water (1 mL). A solution III.7 

(30 mg, 0.1 mmol, 2eq) in THF (100 µL) was then added and the reaction mixture was stirred 

overnight. The solution was poured into acetone (10 mL) and the precipitate was recovered 

by centrifugation (4°C, 7000 rpm, 20 min). This crude solid was purified by reversed layer 

chromatography (1g C18 SPE cartridge) eluting with a gradient of MeOH (0 to 100%) in water. 

After freeze-drying, III.14 was isolated in 30% yield (15 mg). Rf 0.2 (ACN/H2O, 8:2); 1H NMR 

(400 MHz, D2O) 7.45 (m, 1H, OCHfuryl), 6.41-6.31 (m, 2H, CHfuryl), 5.89 and 5.81 (2d*, J = 8.0 Hz, 

1H, H-1Glc), 5.33-5.30 (m, 1H, H-1Fuc), 5.06 and 5.02 (2d*, J = 2.8 Hz, 2H, OCH2C≡CH), 4.65-4.48 

(m, 3H, H-1Gal, CH2NH), 4.24-4.18 (m, 1H, H-5Fuc), 3.99-3.59, (m, 14H, H-2,3,4Fuc, H-2,3,4,5,6Gal, 

H-2,3,4,5,6Glc), 2.97 and 2.79 (2t*, J = 2.8 Hz, OCH2C≡CH), 1.23 (d-d, J = 6.8 Hz, J = 22 Hz); 13C 

NMR (101 MHz, D2O) δ 171.0, 170.8, 170.6, 170.3, 167.4, 167.3, 151.4, 151.2, 142.6, 142.5, 

142.4, 110.6, 110.5, 110.4, 107.4, 102.8, 100.2, 100.1, 99.5, 99.4, 96.5, 96.4, 76.9, 76.3, 76.0, 

75.9, 75.3, 75.0, 74.2, 74.0, 73.5, 72.9, 72.5, 71.8, 69.6, 69.0, 66.9, 61.1, 59.7, 59.6, 55.4, 55.2, 

37.5, 15.3; HRMS (ESI) m/z calcd for C29H40N4O17: 739.2293 [M+Na]+; found: 739.2286. 

*Rotamers. 

 

1H NMR of III.14 (298 K, D2O) 



Materials and Methods 

223 

 

13C DEPTQ 135 NMR of III.14 (298 K, D2O) 

II.2.7 Triazinyl glycoside of GlcNAc (III.16) 

 

In a plastic microtube, N-methylmorpholine (104 µL, 480 µmol, 4 eq) was added to stirred 

solution of GlcNAc (55 mg, 240 µmol, 1 eq) in deionized water (1 mL). A solution III.8 (140 mg, 

480 µmol, 2eq) in THF (250 µL) was then added and the reaction mixture was stirred overnight. 

The solvent was removed in vacuo and the crude solid was purified by reversed layer 

chromatography (1g C18 SPE cartridge) eluting with a gradient of MeOH (0 to 100%) in water. 

After freeze-drying, III.16 was isolated in 50% yield (56 mg). Rf 0.3 (MeOH/ DCM 1:9) 1H NMR 

(400 MHz, D2O) δ 7.46 (m, 1H, OCHfuryl), 6.55 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-1GlcNAc), 6.43-6.40 (m, 2H, 

CHfuryl), 5.09 (s, 2H, OCH2C≡CH), 4.50 (m, 2H, CH2SH), 4.18 (dd, J = 10.8, J = 3.2 Hz, 1H, H-2GlcNAc), 

4.14 (m, 1H, H-3GlcNAc), 3.98-3.81 (m, 3H, H-5GlcNAc, CH2
GlcNAc), 3.65 (m, 1H, H-4GlcNAc) 1.98 (s, 3H, 

COCH3), 13C NMR (101 MHz, D2O) δ 184.8, 174.6, 169.7, 169.3, 142.8, 110.7, 110.8, 108.2, 94.5, 

74.3, 70.3, 69.2, 60.1, 56.1, 69.2, 60.1, 56.1, 52.8, 26.8, 21.7; ESI m/z : 489.2 [M+H]+. 
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1H NMR of III.16 (298 K, (D2O) 

 

 

13C DEPTQ 135 NMR of III.16 (298 K, D2O) 

II.2.8 4-azido-(N-malimide)-ethyl-tetrafluorobenzamide (III.21) 

 

4-Azido-2,3,5,6-(tetrafluorobenzoic acid N-succinimidyl ester) III.20 (60mg, 180 µmol, 1 eq), 

N-(2-aminoethyl)-maleimide trifluoroacetate salt (46 mg, 180 µmol, 1eq) and DIPEA (49 µL, 

360 µmol, 2 eq) was added in CH2Cl2 (3 mL). The reaction mixture was stirred at room 
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temperature overnight. The reaction was monitored by TLC (EP/AcOEt 6/4). The solution was 

diluted with CH2Cl2 (3 mL), washed with H2O (6 mL) and brine (6 mL). The organic layer was 

dried with Na2SO4 and the solvent was removed in vacuo. After purification by flash 

chromatography on silica gel eluting with a gradient of EtOAc in Petroleum Ether (10% to 30%), 

III.21 was isolated in 60% (40 mg). Rf 0.5 (Petroleum ether/EtOAc 6:4); 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3) δ 6.75 (s, 2H, COCH-=), 6.41 (br, s, 1H, NH), 3.82-3.68 (m, 4H, CH2N); 13C NMR (101 MHz, 

CDCl3) δ 171.0, 158.3, 145.6, 142.9, 141.9, 139.4, 134.5, 122.3, 111.0, 39.7, 39.2; (ESI) m/z 

380.1 [M+Na]+. 

 

1H NMR of III.21 (298 K, CDCl3) 
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13C NMR of III.21 (298 K, CDCl3) 

II.2.9 2-Chloro-4-(N-(2-aminoethyl)-4-azido-tetrafluorobenzamide)-6-(prop-2-

ynyloxy)-1,3,5-triazine (III.23) 

 

4-Azido-2,3,5,6-(tetrafluorobenzoic acid N-succinimidyl ester) III.20 (50 mg, 0.18 mmol, 1 eq) 

was added at 0 °C to a stirred solution of III.5 (37 mg, 0.18 mmol, 1eq)9 and DIPEA (31 µL, 0.18 

mmol, 1 eq) in THF (1 mL). The reaction mixture was stirred and allowed to warm up to room 

temperature over 3h. The solution was diluted with CH2Cl2 (3 mL) and washed with H2O (3 

mL). The organic layer was dried over anhydrous Na2SO4 and concentrated. After purification 

by flash chromatography on silica gel eluting with a gradient of EtOAc in Petroleum Ether (10% 

to 20%) III.23 was isolated in 50% yield (40 mg). Rf 0.7 (Petroleum ether/ EtOAc 6:1); 1H NMR 

(400 MHz, CD3OD) δ 5.03 and 4.98 (2d*, J = 2.4 Hz, 2H, OCH2C≡CH), 3.67-3.61 (m, 4H, 

NCH2CH2N) 2.99-2.97 (m, 1H, OCH2C≡CH); 1H-decoupled 13C NMR (126 MHz, CD3OD) δ 170.8, 
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170.0, 169.9, 169.4, 167.2, 159.0 143.5 (d, J = 250 Hz, CF), 140.4 (d, J = 252 Hz, CF), 121.9-

121.7, 111.8-111.5, 77.0, 75.5, 55.0, 39.9-39.8, 38.9-38.7; 19F-decoupled 13C NMR (126 MHz, 

CD3OD) δ 171.2, 170.6, 170.4, 169.3, 167.7, 159.5, 144.1, 141,0 122.3, 112.2, 77.8-77.1 (m), 

75.1-75.0 (m), 56.9-54.1 (m), 41.5-38.1 (m); 19F (376 MHz, CD3OD) δ ppm -140 (m, 2F), -150 

(m, 2F); HRMS (ESI) m/z calcd for C15H9ClN8O2F4: 445.0551 [M+H]+; found: 445.0555. 

*Rotamers. 

 

1H NMR of III.23 (298 K, CD3OD) 

 

1H-decoupled 13C NMR of of III.23 (298 K, CD3OD) 



Materials and Methods 

228 

 

 

19F-decoupled 13C NMR of III.23 (298 K, CD3OD) 

II.2.10 Photoactivatable triazinyl glycoside of CO-V (III.24) 

 

In a plastic microtube, N-methylmorpholine (8.4 µL, 77.4 µmol, 4 eq) was added to stirred 

solution of CO-V (20 mg, 19 µmol, 1 eq) in deionized water (1 mL). A solution III.23 (17 mg, 38 

µmol, 2eq) in THF (100 µL) was then added and the reaction mixture was stirred overnight. 

The solution was poured into acetone (10 mL) and the precipitate was recovered by 

centrifugation (4°C, 7000 rpm, 20 min). This crude solid was purified by reversed layer 

chromatography (1g C18 SPE cartridge) eluting with a gradient of MeOH (0 to 100%) in water. 

After freeze-drying, III.24 was isolated in 46% yield (13 mg). Rf 0.1 (H2O/ACN 2:8) 1H NMR (400 

MHz, D2O) δ 6.44 and 6.34 (2d*, J = 3.2 Hz, 1H, H-1GlcNAc(I)), 4.93 (m, 2H, OCH2C≡CH), 4.56-4.54 

(m, 4H, H-1GlcNAc(II-V)), 3.90-3.43 (m, 34H, H-2,3,4,5,6GlcNAc(I-V), NCH2CH2N), 2.03-1.89 (m, 15H, 

COCH3); 13C NMR (101 MHz, D2O) δ 174.6, 174.5, 169.5, 168.0, 101.4, 101.2, 101.1, 79.1, 78.9, 

79.8, 78.4, 78.5, 75.9, 74.5, 74.4, 73.4, 72.5, 72.4, 72.1, 72.0, 69.7, 67.0, 68.4, 60.5, 59.9, 59.4, 
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55.5, 55.1, 55.0, 54.1, 52.6, 52.4, 39.5, 22.1, 22.0; 19F NMR (376 MHz, D2O) δ -143.7-143.9 (m, 

2F), -151.1/-151.2 (m, 2F); HRMS (ESI) m/z calcd for C55H75N13O28F4: 1464.4678 [M+Na]+; 

found: 1464.4645. 

*Rotamers. 

 

1H NMR of III.24 (298 K, D2O) 
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13C DEPTQ 135 NMR of III.24 (298 K, D2O) 

II.2.11 Photoactivatable triazinyl glycoside of 2-fucosyllactose (III.25) 

 

In a plastic microtube, N-methylmorpholine (13 µL, 123 µmol, 2 eq) was added to stirred 

solution of 2-fucosyllactose (30 mg, 61 µmol, 1 eq) in deionized water (1 mL). A solution III.23 

(27 mg, 61 µmol, 1eq) in THF (100 µL) was then added and the reaction mixture was stirred 

overnight. The solution was poured into acetone (10 mL) and the precipitate was recovered 

by centrifugation (4°C, 7000 rpm, 20 min). This crude solid was purified by reversed layer 

chromatography (1g C18 SPE cartridge) eluting with a gradient of MeOH (0 to 100%) in water. 

After freeze-drying, III.25 was isolated in 30% yield (15 mg). Rf 0.2 (ACN/H2O, 8:2); 1H NMR 
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(400 MHz, D2O) δ 5.85 and 5.81 (2d*, J = 8.0 Hz, 1H, H-1Glc), 5.32 (m, 1H, H-1Fuc), 5.00 (m, 2H, 

OCH2C≡CH), 4.57 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-1Gal), 4.24 (m, 1H, H-5Fuc), 3.93-3.61 (m, 19H, NCH2CH2N, 

H-2,3,4Fuc, H-2,3,4,5,6Gal, H-2,3,4,5,6Glc), 2.27 and 2.23 (2s*, OCH2C≡CH), 1.25 (m, 3H, CH3
Fuc); 

13C NMR (101 MHz, D2O) δ 170.9, 170.8, 170.5, 170.4, 168.1, 167.9, 160.7, 144.7, 142.2, 141.5, 

139.9, 100.2, 99.5, 99.4, 96.6, 96.4, 77.6, 76.6, 76.4, 5.9, 75.6 75.2, 75.1, 74.0, 73.6, 73.5, 71.8, 

71.7, 69.6, 69.0, 68.2, 67.0, 66.9, 61.0, 59.6, 55.2, 39.6, 15.3; δ -143.4-143.59 (m, 2F), -151.1/-

151.2 (m, 2F); HRMS (ESI) m/z calcd for C33H40N8O17F4: 897.2526 [M+H]+; found: 897.2505. 

*Rotamers. 

 

1H NMR of III.25 (298 K, D2O) 

 

 

 

13C DEPTQ 135 NMR of III.25 (298 K, D2O) 
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II.2.12 2-Chloro-4-(N-5-(2-aminoethyl)amino)-1-naphthalenesulfonic acid)-6-(O-

prop-2-ynyloxy)-1,3,5-triazine (IV.7) 

 

EDANS (129,7 mg, 0.5 mmol, 1 eq) was added to a stirred solution of III.5 (100 mg, 0.5 mmol, 

1eq)9 and DIPEA (1.71 mL, 9.8 mmol, 1 eq) in DMF (10 ml) and water (2.8 ml). The reaction 

mixture was stirred at room temperature over 3h. The solvent was removed, the crude was 

dissolved in water and purified by reversed layer chromatography (10g C18 SPE cartridge) 

eluting with a gradient of ACN (0 to 100%) in water. After freeze-drying, IV.7 was isolated in 

70% yield (147 mg). Rf 0.6 (ACN/H2O 9:1); 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 8.35 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 

CHEDANS), 8.14-8.08 (m, 2H, CHEDANS), 7.95 and 7.89 (2t*, J = 6 Hz, 1H, NH), 7.31-7.23 (m, 2H, 

CHEDANS), 5.80 (m, 1H, NH), 5.01 and 4.95 (2d*, J = 2.4 Hz, 2H, OCH2C≡CH), 3.88-3.54 (m, 4H, 

NCH2CH2N), 3.12 and 3.09 (2t*, J = 2.4 Hz, 1H, OCH2C≡CH); 13C NMR (101 MHz, CD3OD) δ 170.0, 

169.1, 168.7, 168.2, 166.3, 166.0, 143.4, 138.4, 138.3, 129.1, 129.0, 128.1, 128.0, 126.0, 124.4, 

124.3, 124.2, 124.1, 123.2, 115.0, 114.9, 106.5, 106.3, 77.5, 77.4, 76.6, 76.5, 55.5, 55.4, 43.1, 

42.3, 39.5, 39.3 (2C, CH2-NH) HRMS (ESI) m/z calcd for C18H15N5O4Cl: 432.0519 [M-H]-; found: 

432.0533. 

*Rotamers. 
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1H NMR of IV.7 (298 K, (CD3)2CO) 

 

13C NMR of IV.7 (298 K, D2O) 
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II.2.13 Fluorescent triazinyl glycoside of CO-V(NV) (IV.8) 

 

In a plastic microtube, N-methylmorpholine (7.9 µL,73 µmol, 4 eq) was added to stirred 

solution of CO-V(NV) (18 mg, 18 µmol, 1 eq) in deionized water (400 µL). A solution IV.7 (36 

mg, 36 µmol, 2eq) in deionized water (200 µL) was then added, after 2 hours a turbidity 

appear, the reaction mixture was stirred overnight. The solution precipitate was centrifugate 

(4°C, 7000 rpm, 20 min), the precipitate was wash with water (1 mL). The water layers were 

combined, lyophilised and the crude taking back in water. The product was purified by 

reversed layer chromatography (1g C18 SPE cartridge) eluting with a gradient of MeOH (0 to 

100%) in water. After freeze-drying, IV.8 was isolated in 40% yield (10 mg). Rf 0.5 (H2O/ACN 

3:7) 1H NMR (400 MHz, D2O) δ 8.15-8.03 (m, 3H, CHEDANS), 7.62-7.58 (m, 2H, CHEDANS), 7.06-

7.02 (m, 1H, CHEDANS), 6.42 and 6.35 (2m*, 1H, H-1GlcNAc(I)), 4.68-4.52 (m, 6H, H-1GlcNAc(II-V), 

OCH2C≡CH), 4.14-3.24 (m, 35H, H-2,3,4,5,6GlcNAc(I-V)), 2.72 (t, J = 8.5 Hz, 1H, CH-2GlcNAc(V)), 2.12-

1.99 (m, 12H, COCH3); 13C NMR (101 MHz, D2O) δ 174.6, 170.8, 170.5, 170.1, 167.9, 165.0, 

143.9, 143.6, 139.1, 129.5, 128.6, 128.3, 126.3, 126.1, 124.8, 124.6, 123.7, 123.5, 106.4, 105.8, 

101.5, 98.5, 93.4, 79.2, 78.8, 77.0, 76.6, 74.7, 74.6, 72.7, 72.3, 71.7, 69.7, 69.2, 62.2, 61.8, 60.5, 

60.4, 60.1, 59.7, 59.4, 59.0, 56.4, 56.1, 55.6, 55.2, 52.8, 52.8, 43.6, 42.7, 39.5, 38.7, 37.0, 31.4, 

29.9, 29.7, 29.5, 22.3, 22.0; ESI m/z 1387.5 [M-Na]-. 

*Rotamers. 
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1H NMR of IV.8 (298 K, D2O) 

 

 

13C DEPTQ 135 NMR of IV.8 (298 K, D2O 
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II.2.14 CO-V(NV-DAB) (IV.9) 

 

In a plastic microtube, triethylamine (3.5 µL, 26 µmol, 1.3eq) and DABITC (6.2 mg, 1.1 eq, 22 

µmol) was added to stirred solution of CO-V(NV) (20 mg, 20 µmol, 1.3 eq) in DMSO (400 µL). 

The reaction mixture was stirred 3 hours at 60°C. The solution was poured into acetone (10 

mL) and the precipitate was recovered by centrifugation (4°C, 7000 rpm, 20 min). This crude 

solid was purified by reversed layer chromatography (1g C18 SPE cartridge) eluting with a 

gradient of MeOH (0 to 100%) in water. After freeze-drying, IV.9 was isolated in 79% yield (19 

mg). Rf 0.6 (H2O/ACN 3:7); 1H NMR (400 MHz, D2O) δ 7.85 (d, J = 9 Hz, 2H, CHDAB), 7.80 (d, J = 

8 Hz, 2H, CHDAB), 7.50 (d, J = 8 Hz, 2H, CHDAB), 6.96 (d, J = 9 Hz, 2H, CHDAB), 5.18 (d, J = 2 Hz, 

0.6H, Hα-1GlcNAc(I)), 4.74-4.56 (m, 4.4H, Hβ-1GlcNAc(I), H-1GlcNAc(II-V)), 3.94-3.50 (m, 30H, H-

2,3,4,5,6GlcNAc(I-V)), 3.09 (s, 6H, CH3
DAB), 2.06-2.03 (m, 12H, COCH3); 13C NMR (101 MHz, 

(CD3)2SO) δ 168.9, 168.7, 142.3, 126.2, 125.0, 124.9, 123,9, 123.8, 111.2, 101.4, 101.3, 99.1, 

91.0, 89.9, 81.4, 81.1, 80.8, 78.6, 76.5, 74.3, 72.1, 71.8, 70.4, 70.1, 69.4, 68.5, 66.4, 60.7, 59.7, 

59.6, 58.9, 56.7, 54.4, 54.3, 54.2, 53.1, 30.9, 28.6, 22.6, 22.2, 21.7, 13.5; HRMS (ESI) m/z calcd 

for C53H79N9O5 1296.4750 [M+Na]+; found: 1296.4806. 

 
1H NMR of IV.9 (298 K, D2O) 
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13C DEPTQ 135 NMR of IV.9 (298 K, (CD3)2SO) 

II.2.15 FRET triazinyl glycoside of CO-V (IV.10) 

 

In a plastic microtube, N-methylmorpholine (2.7 µL,25 µmol, 4 eq) was added to stirred 

solution of IV.9 (8 mg, 6.3 µmol, 1 eq) in deionized water (400 µL) and DMSO (200 µL). A 

solution IV.7 (5.7 mg, 12 µmol, 2eq) in deionized water (50 µL) was then added, the reaction 

mixture was stirred overnight. The solution precipitate was centrifugate (4°C, 7000 rpm, 20 

min), the precipitate was wash with water (1 mL). The water layers were combined, lyophilised 

and the crude taking back in water. The product was purified by reversed layer 

chromatography (1g C18 SPE cartridge) eluting with a gradient of MeOH (0 to 100%) in water. 

After freeze-drying, IV.10 was isolated in 50% yield (5.2 mg). Rf 0.8 (H2O/ACN 2:8) 1H NMR 

(400 MHz, D2O/(CD3)2CO) δ 8.12-8.05 (m, 3H, CHDAB, CHEDANS), 7.81 (m, 4H, CHDAB), 7.55-7.45 

(m, 4H, CHDAB, CHEDANS), 6.94-6.89 (m, 3H, CHDAB, CHEDANS), 6.50 and 6.34 (2d*, J = 3Hz, 1H, H-
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1GlcNAc(I)), 4.92 (m, OCH2C≡), 4.66-4.62 (m, 4H, H-1GlcNAc(II-V), NCH2CH2N), 4.14-3.55 (m, 35H,  H-

2,3,4,5,6GlcNAc(I-V)), 3.11 (s, 6H, CH3
DAB), 2.10-1.99 (m, 12H, COCH3); HRMS (ESI) m/z calcd for 

C71H93N14O29S2 1669.5674 [M-Na]-; found: 1296.5674. The purity of the compound was 

estimate at 80% by HPLC. 

*Rotamers. 

 

1H NMR of IV.8 (298 K, D2O/(CD3)2CO) 

II.3 Proteins labelling 

II.3.1 Affinity labelling of WGA with photoactivatable probes III.24 

In a plastic tube, a solution of WGA (0.1 mg/mL) and probe III.24 (5 µM) in (phosphate, 60 

mM, pH 7.2, NaCl 105 mM, 200 µL) was incubated in a thermomixer at 22 °C in dark during 

one hour. The mixture was irradiated by UV in a RPR-100 Rayonet photochemical reactor for 

10 min. Ascorbate (1 mM), CuSO4 (1 mM) and FITC-Peg3-N3 (5 µM) were added to the mixture 

for CuAAC. After two hours in thermomixer at 25°C in dark, proteins were purified on 10 kDa 

size exclusion columns eluted with water and freeze dried. Protein was taken back in 100 µL 

of pure water and 10 µL of this solution was analysed by SDS-PAGE. Gel was first analyse by 

fluorescence and then with coomassie stain. 

Labelling specificity was asset performing by this procedure in presence of the same amount 

of UEA-I (0.1 mg/mL). 
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SDS-PAGE analysis of WGA and UEA-I with photoactivatable probe III.24. A) Coomassie blue staining and B) Fluorescent 

detection: M) Molecular weight size marker, 1) WGA, UEA-I and photoactivatable probe III.24; 2) UEA-I, 3) WGA and 

photoactivatable probe III.24; 4) WGA 

II.3.2 Affinity labeling of UEA-I with photoactivatable probes III.25 

The same procedure described in II.3.1 was used, the WGA substituted by the UEA-I with the 

probe III.25. 

Labelling specificity was asset performing by this procedure in presence of the same amount 

of WGA (0.1 mg/mL). 

 

SDS-PAGE analysis of WGA and UEA-I with photoactivatable probe III.25. A) Coomassie blue staining and B) Fluorescent 

detection: M) Molecular weight size marker; 1) UEA-I, 2) UEA-I and photoactivatable probe III.25; 3) WGA, UEA-I 

photoactivatable probe III.24; 4) WGA 

II.3.3 Affinity labelling of WGA without photolabelling with probes III.12 and III.24 

In a plastic tube, a solution of WGA (0.1 mg/mL) and probe III.12 or III.24 (5 µM) in (phosphate, 

60 mM, pH 7.2, NaCl 105 mM, 200 µL) was incubated in a thermomixer at 22 °C in dark during 
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one hour. Ascorbate (1 mM), CuSO4 (1 mM) and FITC-Peg3-N3 (5 µM) were added to the 

mixture for CuAAC. After two hours in thermomixer at 25°C in dark, proteins were purified on 

10 kDa size exclusion columns eluted with water and freeze dried. Protein was taken back in 

100 µL of pure water and 10 µL of this solution was analysed by SDS-PAGE. Gel was first 

analyse by fluorescence and then with coomassie stain. 

Labelling specificity was asset performing by this procedure in presence of the same amount 

of UEA-I (0.1 mg/mL). 

 

SDS-PAGE analysis of WGA and UEA-I with probe III.12 or III.24. A) Coomassie blue staining and B) Fluorescent detection: M) 

Molecular weight size marker; 1) WGA 2) WGA and probe III.24, 3) UEA-I, 4) WGA, UEA-I and probe III.12 4) UEA-I and probe 

III.12 

II.3.4 Affinity labelling of UEA-I without photolabelling with probes III.14 

The same procedure described in II.3.3 was used, the WGA substituted by the UEA-I with the 

probe III.14. 

Labelling specificity was asset performing by this procedure in presence of the same amount 

of WGA (0.1 mg/mL). 
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SDS-PAGE analysis of WGA and UEA-I with probe III.14. A) Coomassie blue staining and B) Fluorescent detection: M) 

Molecular weight size marker; 1) UEA-I and probe III.14; 2) WGA, UEA-I and probe III.14; 3) WGA and probe III.14; 4) WGA; 

5) III.14 

II.3.5 Affinity labelling of BcChiA1 D202A without photolabelling with probes III.12 

The same procedure described in II.3.3 was used, the WGA substituted by the UEA-I and 

BcChiA1 D202A with the probe III.14.or III.12  

Labelling specificity was asset performing by this procedure in presence of the same amount 

of BcChiA1 D202A (0.1 mg/mL) or UEA-I (0.1 mg/mL). 

 

SDS-PAGE analysis of BcChiA1 202A and UEA-I with probe III.12 and probe III.14. A) Coomassie blue staining and B) 

Fluorescent detection: M) Molecular weight size marker; 1) UEA-I, BcChiA1 202A and probe III.14; 2) UEA-I and probe III.14; 

3) UEA-I; 4) UEA-I, WGA, BcChiA1 202A and probe III.12; 5) BcChiA1 202A and probe III.12; 6) BcChiA1 202A. 

II.3.6 Affinity labelling of enzymes with FRET probe IV.10 

In a plastic tube, a solution of BcChiA1 D202A (0.1 mg/mL) and probe IV.10 (5 µM) in 

(phosphate, 60 mM, pH 7.2, NaCl 105 mM, 200 µL) was incubated in a thermomixer at 22 °C 

in dark during three hours. Protein (15 µL) from the mixture was directly analysed by SDS-

PAGE. Gel was first analyse by fluorescence and then with coomassie stain. 

The same procedure was used for BcChiA1 and HEW Lysozyme labelling. 

II.3.7 Affinity labelling of HEW Lysozyme with FRET probe IV.10 for sequencing analysis 

In a plastic tube, a solution of HEW Lysozyme (5 mg/mL) and probe IV.10 (250 µM) was added 

to a buffer (phosphate, 60 mM, pH 6.2, 1 mL). The solution was incubated in thermomixer at 

22 °C in dark for 48 hours. Labelled HEW Lysozyme was purified on 10 kDa size exclusion 
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columns eluted with water and freeze dried for sequencing and MALDI analysis. Enzymatic 

digestion, sequence purification and analysis was carried out by SMARTOX.  

II.4 Determination of chitinase activities with fluorescent probe 

II.4.1 HEW Lysozyme activity studies with CO-III(UMB) 

Effect of buffer, pH, ionic strength and stirring on the enzymatic activity of HEW Lysozyme was 

determined with this general procedure: 

In a plastic tube, a solution of CO-III(UMB) (21 µM), Lysozyme (0.13 mg/mL), temperature 

(40°C), volume (400 µL). An appropriate blank, which contained the same concentration of 

CO-III(UMB) but no enzyme, was also incubated. Aliquots (50 µL) were withdrawn from the 

reaction mixture at intervals of 1 hour during 5 hours. The enzyme reaction was stopped, and 

liberated 4-methylumbelliferone was converted into the anionic form by the addition of 

glycine buffer at pH 12 (150 µl) in the aliquots. The amount of 4-methylumbelliferone was 

then determined fluorometrically by measuring fluorescence intensities at 450 nm with 

excitation at 360 nm. 

Effect of buffers (potassium phosphate, sodium citrate and sodium acetate) were study thanks 

to the procedure in this conditions: pH 5.6, 60 mM, 500 rpm). Effect of buffers (potassium 

phosphate and MOPS) were study thanks to the procedure in this conditions: pH 6.5, 60 mM, 

500 rpm. Effect of pH (3.5 to 5.6) was study thanks to the procedure in this conditions: sodium 

acetate buffer, 60 mM, 500 rpm. Effect of pH (5.6 to 7.5) was study thanks to the procedure 

in this conditions: potassium phosphate buffer, 60 mM, 500 rpm. Effect of ionic strength (0 to 

240 mM) was study thanks to the procedure in this conditions: potassium phosphate buffer 

(pH 6.5, 500 rpm) and in acetate buffer (pH 5.6, 500 rpm). Effect of stirring (0-700 rpm) was 

study in this conditions: phosphate buffer (pH 6.5, 500 rpm) and in acetate buffer (pH 5.6, 500 

rpm). 

II.4.2 Determination of HEW Lysozyme activity with CO-III(UMB) 

The same procedure than described in 4.1 was used in potassium phosphate buffer (pH 6.5, 

60 mM, 500 rpm). A standard curve of UMB was carried out from 0.1 µM to 4 µM to converted 

fluorescence intensity into molar concentration. Lysozyme activity was measured at 215 U/mg 
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of lysozyme thanks to this specific protocol. 1 unit (U) corresponds to the hydrolysis of 1 

µmol.min-1 of CO-III(UMB). 

II.4.3 Enzymatic hydrolysis of FRET probe 

Fluorescence spectrum were recorded on a CLARIOstar microplate BMG LABTech 

spectrofluometer. All measurements were made at 40 °C. Samples were irradiated at 340 nm 

and emission spectrum were recorded at 490 nm. A standard curve of EDANS was carried out 

from 0.1 µM to 4 µM to convert the fluorescence into molar concentration. Enzymatic assays 

were performed on 200 well plates black polystyrene greiner Microlon in potassium 

phosphate buffer (60 mM, pH 6.2, 200 µL), with enzyme and substrate concentrations varying 

from 10-80 nM, and 1-15 µM, respectively. Classical Michaelis-Menten kinetic constants were 

determined by Lineweaver and Burk method. All measures were carried out in triplicate. An 

appropriate blank, which contained the same concentration of the FRET probe but no enzyme, 

was carried out. 
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Perspectives  

Les COs peuvent être produits à partir d’un des polysaccharides le plus abondant sur la 

planète, la chitine. Ces oligosaccharides sont connus pour être très actifs sur les plantes. En 

fonction du nombre d’unité GlcNAc, la plante va activer différentes voies biochimiques. 

Comprendre comment la plante reconnaît et discrimine les COs en fonction de leur taille est 

un grand challenge en physiologie des plantes. Cette thèse avait pour objectif de fournir des 

sondes moléculaires basées sur la structure des COs dans l’espoir d’identifier chez la plante 

de nouveaux récepteurs. 

Les COs ont dans un premier temps été produits via la dépolymérisation de la chitine au 

lysozyme du blanc d’œuf. Le rendement de cette réaction a été optimisé par une approche de 

plan d’expériences en faisant varier trois paramètres : le temps, la concentration en chitine et 

le degré d’acétylation de la chitine de départ. Le modèle a été validé sur une échelle 

préparative avec des meilleurs rendements (56 %) que le rendement prédit (50 %). Ce résultat 

est probablement dû à l’utilisation excessive de résines pour l’élimination des sels de 

phosphate en fin de réaction lors des essais. Une optimisation de cette partie du procédé 

pourrait encore améliorer les rendements de production des COs. Dans ces conditions 

d’optimisation des rendements, une distribution de COs allant du GlcNAc au CO-VIII a été 

obtenue. Des COs longs (COs> CO-VI) ont notamment été produits. Il est à noter que l’accès à 

de telles molécules a peu été décrit dans la littérature. L’autre objectif de ce plan 

d’expériences était d’orienter l’hydrolyse enzymatique vers la formation de longues chaines 

de COs. Malheureusement une absence de reproductibilité probablement dû à la méthode 

d’analyse a rendu impossible la modélisation de ces résultats. L’étude de la distribution des 

COs après hydrolyse par d’autres systèmes analytiques (exclusion stérique, dérivatisation, …) 

pourrait permettre de modéliser l’impact des variables sur la production des COs formés. 

L’étude d’autres variables comme le pH et la température auraient pu permettre d’avoir 

d’avantage d’informations sur le système. 

Afin de synthétiser des sondes moléculaires de COs pour des applications en physiologie des 

plantes, plusieurs plateformes triazine ont été synthétisées. En partant de la trichlorotriazine, 

il a été montré qu’il est simple de synthétiser des plateformes triazines avec différentes 
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fonctions (photoactivable, propargylique, …). En effet, la trichlorotriazine peut être substituée 

par différents nucléophiles (O, N ou S). Il est ainsi possible d’introduire un large choix de 

groupement fonctionnel. La synthèse de ces plateformes triazines pourra être réalisée à façon 

en fonction des demandes des biochimistes (plateforme : cyanine, radioactive, …). 

Par la suite et en s’inspirant des travaux de Shoda, il a été montré que ces plateformes peuvent 

réagir avec la position anomère des COs. Des glycosyles de triazinyle sont ainsi obtenus. Cette 

voie de synthèse, largement utilisée pour produire des sondes de CO-V, peut également réagir 

en position anomère avec d’autres oligosaccharides. Ainsi des sondes fucosyllactose 

glycosides de triazinyle ont été obtenues. Cette stratégie de synthèse peut être étendue à 

d’autres oligosaccharides et permettre de former simplement des molécules complexes 

multifonctionnelles. Ces sondes oligosaccharidiques pourraient servir pour diverses 

applications comme le développement de prodrogues ou de sondes biotinylées 

oligosaccharidiques. 

Après avoir produit plusieurs sondes photoactivables oligosaccharidiques, des tests de 

marquages de lectines ont été réalisés. Ces expériences ont dévoilé que seule la lectine 

reconnaissant la sonde pouvait être marquée. Ces sondes ont par la suite été envoyées à nos 

partenaires biochimistes de l’INRA afin d’identifier de nouveaux récepteurs de COs. Après la 

réalisation de plusieurs contrôles négatifs, il a été montré pour la première fois 

qu’indépendamment de la partie photoactivable, les lectines pouvaient être marquées 

sélectivement par les glycosyles de triazinyle. Cette preuve de concept de marquage a été 

réalisée sur plusieurs lectines et enzymes modèles (WGA, UEA-1, lysozyme et ChiD202A) 

reconnaissant les glycosyles de triazinyle synthétisés. La découverte de cette nouvelle 

technique de marquage de protéines ouvre de larges perspectives pour l’identification de 

protéines dans des milieux complexes. Cette technique peut probablement s’adapter à 

d’autres oligosaccharides. 

Le marquage des protéines par les sondes glycosides de triazinyle fait partie des techniques 

de marquages de protéines par « affinité guidée » développé par Hamachi et al. La partie 

ligand de la sonde est clivée lors du marquage. Ainsi la protéine ne perd pas sa fonction de 

reconnaissance. Les sondes triazinyles pourraient alors être utilisées pour produire des 
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biocapteurs. Ces sondes pourraient également être utilisées pour du marquage in vivo de 

bactéries ou de virus. 

Une sonde FRET CO-V glycosyle de triazinyle a ensuite été synthétisée. Cette sonde permet 

d’analyser en continue par fluorescence des endo-enzymes chitinolitiques. L’introduction de 

la partie fluorescente sur le CO-V par une liaison triazinyle de glycoside permet aussi de 

marquer l’enzyme. Cette sonde pourra s’avérer utile pour identifier une activité chitinolitique 

dans des mélanges bactériens ou fongiques. Elle pourra également être un outil original pour 

l’évolution dirigée. 

Les objectifs de cette thèse ont largement été atteints. Il est maintenant plus simple d’accéder 

à des COs de haut poids moléculaire. Le développement de plateformes triazines a permis une 

fonctionnalisation simple et efficace des COs. Il a même été montré que les triazinyles de 

glycosides obtenus peuvent marquer les protéines qui les reconnaissent sans photoactivation. 
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Synthèse chimio-enzymatique de sondes moléculaires pour la caractérisation de protéines affines des 

chitinoligosaccharides. 

Les oligosaccharides de chitine (COs) jouent des rôles majeurs chez les plantes. Alors que les COs longs (6-8 unités 

saccharidiques) sont des éliciteurs c’est-à-dire qu’ils activent leurs mécanismes de défenses vis-à-vis de microorganismes 

pathogènes, les COs courts (4-5 unités saccharidiques) participeraient à l’établissement de symbioses avec des 

microorganismes bénéfiques permettant une meilleure assimilation des nutriments du sol. Afin de mieux comprendre 

comment les plantes discriminent ces signaux moléculaires, il est nécessaire de disposer de molécules pures aux structures 

chimiques parfaitement contrôlées pour caractériser les récepteurs protéiques mis en jeu. Dans le cadre de cette thèse, nous 

nous sommes intéressés à la synthèse de COs de degré de polymérisation contrôlé et leur modification pour obtenir de 

nouvelles sondes d’affinité. Pour cela, un plan d’expériences a été développé afin d’optimiser la production de COs et plus 

particulièrement d’oligosaccharides longs par hydrolyse enzymatique de chitine avec une enzyme commerciale, le lysozyme 

du blanc d’œuf. Par la suite, un nouveau type de sonde d’affinité permettant le marquage spécifique de protéines affines des 

COs a été mis au point. Nous avons en effet montré pour la première fois que des glycosides de triazinyle peuvent être 

efficacement utilisés pour introduire un groupe fluorescent sur une protéine interagissant avec l’oligosaccharide sans aucune 

activation chimique ou physique extérieure. Après avoir démontré la preuve de concept avec des lectines, une sonde 

d’activité permettant de mesurer l’activité de chitinases par fluorescence et de réaliser leur marquage dans le même temps 

a été synthétisée. Ces nouveaux outils devraient permettre de progresser dans la caractérisation des récepteurs de COs chez 

les plantes mais également permettre à terme de découvrir de nouvelles protéines lectines ou enzymes qui interagissent avec 

les sucres. 

Mots clés : chitinoligosaccharide, glycoside de triazinyle, sonde d’affinité, fluorescence, lectine, chitinase. 

 

Chemo-enzymatic synthesis of affinity-based probes for the study of chitin-binding proteins. 

Chitinoligosaccharides (COs) play major roles in plants. While long COs (6-8 saccharide units) are elicitors activating plant 

defense mechanisms against pathogenic microorganisms, short COs (4-5 saccharide units) would participate in the 

establishment of symbioses with beneficial microorganisms allowing better assimilation of soil nutrients. Identifying the 

receptors involved in these processes to understand how plants discriminate these signal molecules requires having access 

to pure molecules with well-defined degrees of polymerization. In this thesis, we focused on the synthesis of well-defined 

COs and their modification to obtain new affinity probes. For this purpose, a design of experiments was developed in order 

to optimize the production of COs and more particularly of long ones by enzymatic hydrolysis of chitin with a commercial 

enzyme, hen egg-white lysozyme. Subsequently, a new type of affinity-based probe allowing the specific labeling of CO-

binding proteins has been developed. We have shown for the first time that triazinyl glycosides can be effectively used to 

introduce a fluorescent group on an oligosaccharide-binding protein without any external chemical or physical activation. 

After demonstrating the proof of concept with lectins, a fluorescent activity-based probe allowing continuous assay of 

chitinases and their labeling at the same time was synthesized. These new tools offer exciting perspectives for the 

characterization of CO receptors in plants as well as for the discovery of new lectins and carbohydrate-active enzymes. 

Key words: chitinoligosaccharide, triazinyl glycoside, affinity-based probe, fluorescence, lectin, chitinase. 


