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 Les β-(1,3)-glucanes se rencontrent chez diverses espèces végétales et, en particulier, 

chez les champignons. Ces polysaccharides ont été identifiés chez différents champignons 

connus en Asie pour leurs propriétés médicinales. Les β-(1,3)-glucanes ont été reconnus pour 

leurs activités immunostimulantes chez les mammifères, mais ils sont également impliqués 

dans le système de défense des plantes. En effet, les oligosaccharides issus de la dégradation 

des β-(1,3)-glucanes contenus dans la paroi des pathogènes jouent le rôle d'éliciteur chez 

certaines plantes, et déclenchent des réactions de défense.  

 Si les propriétés des β-(1,3)-glucanes et des β-(1,3)-gluco-oligosaccharides ont bien 

été identifiées, leurs mécanismes d'action restent encore à préciser.  

 

 Afin de disposer des outils nécessaires à ce travail, nous avons entrepris la synthèse 

enzymatique de β-(1,3)-gluco-oligosaccharides. Ce travail a été réalisé au Centre de recherche 

sur les macromolécules végétales (CERMAV), dans l'équipe "Glycochimie et biotechnologie 

des oligosaccharides", où la synthèse par voie chimio-enzymatique d'oligosaccharides pour 

des études structure/activité en glycobiologie est l'une des principales thématiques de 

recherche.  

 

 L'étude des oligosaccharides agissant comme molécule/signal chez les plantes était 

également la thématique du projet européen de recherche "The oligosaccharide signalling in 

plants network" (SACC-SIG-NET, projet n°HPRN-CT-2202-00251). La seconde partie du 

travail présenté dans ce manuscrit a été effectuée au sein de l'équipe "Biochimie et 

phytopathologie" de l'Institut botanique de l'Université Ludwig-Maximilians (LMU, Munich, 

Allemagne) qui contribuait à ce projet en étudiant les récepteurs de β-glucanes. 

 

 Le premier chapitre de ce manuscrit comporte tout d'abord un rappel bibliographique 

sur les glycoside-hydrolases et leurs utilisations en synthèse, et plus particulièrement sur les 

glycosynthases. Ce chapitre présente également une introduction succincte aux "glucan-

binding proteins", enzymes impliquées dans la reconnaissance des β-glucanes, ainsi qu'un état 

des lieux des connaissances acquises sur les β-(1,3)-glucanes et β-(1,3)-gluco-

oligosaccharides, leurs propriétés biologiques et les synthèses décrites dans la littérature. 

 Le deuxième chapitre porte sur l'établissement d'une méthode de synthèse permettant 

d'obtenir des β-(1,3)-oligosaccharides de DP contrôlé. Ce travail repose sur l'utilisation d'une 
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enzyme, la glycosynthase GII E231G, issue du grain d'orge. En se basant sur la méthode 

développée en première partie de ce chapitre, la synthèse d'un substrat fluorescent destiné à 

l'étude d'endo-β-(1,3)-glucanases est ensuite présentée. Le chapitre se termine sur un 

récapitulatif des travaux réalisés avec la glycosynthase GII E231G. 

 Le troisième et dernier chapitre traite des β-glucan-binding proteins (GBPs), et décrit 

le travail effectué, sous la direction du Pr. J. Ebel et du Dr. J. Fliegmann, dans le cadre du 

projet SACC-SIG-NET. Une première partie de ce travail concerne l'étude de la GBP de 

Glycine max. La deuxième partie porte sur le clonage d'une famille de gènes de Medicago 

truncatula codant pour des enzymes de type GBP, afin de pouvoir exprimer ces enzymes chez 

la levure S. cerevisiae, et disposer ainsi de quantités de protéine suffisantes pour procéder à 

des études enzymatiques. 
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1. Glycoside-hydrolases et β-(1,3)-glucanases 

 

Les saccharides, comme les β-(1,3)-glucanes, interviennent chez les champignons, les 

bactéries ou les plantes, en tant que composants structuraux, source d'énergie ou molécule-

signal. La régulation de leur métabolisme nécessite donc de nombreuses enzymes. Parmi 

elles, les glycoside-hydrolases sont responsables de l'hydrolyse des oligo- et polysaccharides. 

Elles catalysent l'hydrolyse des liaisons glycosidiques entre un sucre et un aglycone (R), qui 

est souvent un autre sucre (Schéma 1). 

 

 

Schéma 1 : Réaction catalysée par les glycoside-hydrolases 

 

1.1.  Classification 

 

1.1.1. La classification des enzymes de l'IUBMBa 

 

Dans la nomenclature de l'Union Internationale de Biochimie et de Biologie 

Moléculaire (IUBMB) basée sur le type de réaction catalysée et la spécificité de substrat, 

chaque enzyme reçoit un numéro EC. 

Le premier chiffre de ce numéro classifie l'enzyme suivant son activité. Le second 

chiffre désigne le type de fonction affectée par l'activité enzymatique. Le troisième et le 

quatrième chiffre permettent de préciser le substrat. 

 Les numéros correspondant aux glycoside-hydrolases sont donc du type EC 3.2.1.x, 

"x" dépendant du substrat.  

                                                 
a http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/ 

OHO
HO

OH

OH
OR

OHO
HO

OH

OH
OH ROH

H2O

glycoside-hydrolase
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Ainsi en décomposant un numéro EC nous avons accès à la spécificité d'une enzyme 

d'une façon systématique. Par exemple, les endo-β-(1,3)-glucanases, référencées sous le 

numéro EC 3.2.1.39, sont : (3) des hydrolases ; (2) des glycosylases ; (1) des O-glycosidases ; 

(39) hydrolysant les liaisons β-(1,3) des β-(1,3)-glucanes. 

 

Cependant la classification de l'IUBMB ne tient pas compte des caractéristiques 

structurales, c'est-à-dire des similarités de séquences protéiques et donc de la structure 

tridimensionnelle et du mécanisme d'action (inversion ou rétention de configuration), des 

enzymes. Elle ne tient pas non plus compte du fait que ces enzymes peuvent agir sur 

différents substrats, et est donc mal adaptée à la description des glycoside-hydrolases. 

 

1.1.2. La classification CAZyb 

 

Depuis 1991, une autre classification a été proposée par B. Henrissat. Les glycoside-

hydrolases y sont regroupées en familles en fonction des similitudes dans leur séquence 

d'acides aminés.1 Ces similitudes sont appréciées par la méthode HCA ("Hydrophobic Cluster 

Analysis") qui est basée sur la détection de segments structuraux constituant le coeur 

hydrophobe des protéines globulaires. Grâce à cette approche, des similitudes dans le 

repliement tridimensionnel peuvent être détectées entre des protéines possédant des identités 

de séquences très basses (20%). 

Cette classification diffère de la classification de l'IUBMB par le fait que des enzymes 

de spécificités différentes peuvent appartenir à la même famille, puisqu'il existe une relation 

directe entre similarités de séquences et repliements tridimensionnels. La classification CAZy 

(Carbohydrate-Active enZYmes) met ainsi en évidence les relations structure/fonction. Cette 

classification permet donc de prendre en considération la structure tridimensionnelle ainsi que 

le mécanisme moléculaire des glycoside-hydrolases. 

 

 

 

 

                                                 
b P.M. Coutinho & B. Henrissat (1999) Carbohydrate-Active Enzymes server : http://www.cazy.org/ 
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1.2. Mode d'action des β-D-glycoside-hydrolases 

 

 L'hydrolyse enzymatique des liaisons glycosidiques est une réaction acido-basique qui 

peut s'effectuer selon deux mécanismes principaux.2 Dans les deux cas, la réaction passe par 

un état de transition du type ion oxocarbenium. Cette réaction est généralement gouvernée par 

deux acides aminés (le plus souvent de type aspartate ou glutamate), l'un jouant le rôle de 

donneur de proton acide/base, l'autre de nucléophile/base (Figure 1). 

 D'autres mécanismes d'hydrolyse existent cependant, comme celui des lyases qui 

procèdent par β-élimination,3 ou des mécanismes de type red/ox4 mettant en jeu le cofacteur 

NAD+ ainsi qu'un métal divalent, du type Mn2+, et généralement un agent réducteur. 

 

OHO

O O

aspartate
ou

glutamate

acide/base

nucléophile/base

sous-site -1 sous-site +1

5.5Å (mécanisme de rétention)

ou

10Å (mécanisme d'inversion)

 

Figure 1 : Site actif des glycoside-hydrolases 
(Par convention, les sous-sites de reconnaissance du substrat sont numérotés à partir du site de coupure. Les 

sous-sites du côté non-réducteur de la liaison à hydrolyser sont numérotés négativement et ceux du côté 
réducteur sont numérotés positivement) 

 

Les enzymes agissent soit avec un mécanisme de rétention de configuration, en 

libérant un produit dont la configuration du carbone anomère est identique à celle du substrat, 

soit avec un mécanisme d'inversion de configuration, en libérant un oligosaccharide de 

configuration opposée à celle du substrat. L'appartenance d'une glycoside-hydrolase à l'une de 

ces deux classes peut être facilement déterminée en suivant l'évolution de la réaction 

enzymatique par RMN du proton. L'apparition du signal correspondant au H-1 de l'extrémité 

réductrice d'un oligosaccharide de configuration identique, ou opposée, à celle du substrat, 

permet de déterminer le type de mécanisme.5, 6 

La différence de mécanisme entre deux enzymes se traduit par des modifications 

structurales au sein du site actif, notamment au niveau de la distance entre les acides aminés 
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catalytiques. En effet, les acides aminés catalytiques d'une enzyme agissant avec rétention de 

configuration sont distants en moyenne de 5.5Å, alors que ceux d'une enzyme agissant avec 

inversion de configuration sont distants de 10Å environ. Cette distance plus importante est 

nécessaire au mécanisme d'inversion, puisqu'une molécule d'eau et le substrat doivent être 

présents simultanément entre ces deux acides aminés. 

 

1.2.1. Enzymes agissant avec inversion de configuration 

 

Le mécanisme d'hydrolyse avec inversion de configuration se déroule en une seule 

étape (Schéma 2). L'atome d'oxygène interglycosidique est protoné par le résidu acide/base et 

le départ de l'aglycone s'accompagne de l'attaque d'une molécule d'eau activée par la base. 

Cette simple substitution conduit donc à un produit de configuration opposée à celle du 

substrat initial. 

 

 

Schéma 2 : Mécanisme d'une β-D-glycoside-hydrolase agissant avec inversion de 

configuration 

 

1.2.2. Enzymes agissant avec rétention de configuration 

 

Ce mécanisme implique deux réactions d'inversion successives (Schéma 3). La 

première étape de l'hydrolyse est la protonation de l'atome d'oxygène interglycosidique par le 

résidu acide/base et le départ de l'aglycone assisté par le nucléophile pour conduire à la 

formation d'un glycosyl-enzyme. Dans une seconde étape, l'intermédiaire covalent est 

hydrolysé par une molécule d'eau et libère ainsi un produit de même configuration que le 

substrat initial. 

O O
HO

OR

OH

HO
HO

OH

OO

O O
O

OH

HO
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O OH
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Si un autre sucre ou une molécule hydroxylée se trouve dans le milieu alors une 

réaction de transglycosylation entre en compétition avec la réaction d'hydrolyse, pouvant 

conduire à la formation d'un nouvel oligosaccharide ou d'un glycoside. Cette réactivité peut 

être utilisée à des fins synthétiques comme nous le verrons dans le paragraphe 1.4 de ce 

chapitre. 

 

 

Schéma 3 : Mécanisme d'une β-D-glycoside-hydrolase agissant avec rétention de 

configuration 

 

1.2.3. Topologie du site actif 

 

Indépendamment de leur mécanisme, les glycoside-hydrolases adoptent différents 

modes de reconnaissance et d'action en relation avec la topologie de leur site actif. Parmi la 

diversité de repliements des enzymes, on peut distinguer trois catégories de sites actifs (Figure 

2).7 

 

Figure 2 : Topologies du site actif des glycoside-hydrolases 
(Gauche : poche. Milieu : crevasse. Droite : tunnel) 
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Poche : Cette topologie est rencontrée chez les exo-enzymes, c'est-à-dire des enzymes 

capables d'hydrolyser un oligo- ou polysaccharide à partir d'un bout de chaîne en libérant un 

monosaccharide. Le fond de la poche accueille le sous-site donneur -1 et généralement 2 à 4 

sous-sites accepteurs. 

Crevasse : Cette structure ouverte, présente chez les endo-enzymes, permet la fixation 

de plusieurs unités saccharidiques. Les endo-glycoside-hydrolases sont capables d'hydrolyser 

une chaîne oligosaccharidique de façon aléatoire. Généralement, le site actif est constitué de 2 

à 4 sous-sites de part et d'autre du point catalytique. 

Tunnel : C'est une crevasse couverte par une ou plusieurs boucles. Cette structure est 

rencontrée chez les enzymes qui hydrolysent les polysaccharides de façon processive, et le 

site actif est généralement constitué de 2 sous-sites et 4 à 7 sous-sites de part et d'autre du 

point catalytique. 

 

1.2.4. Les substrats "FRET" pour le dosage des glycoside-hydrolases 

 

 Le phénomène de transfert intramoléculaire de fluorescence, ou "Fluorescence 

resonance energy transfer" (FRET), est utilisé depuis plusieurs dizaines d'années pour 

effectuer des mesures d'activité enzymatique, mais sert aussi pour d'autres applications.8 

 L'énergie absorbée par un fluorophore (le donneur) peut-être transférée de façon non-

radiative à un second fluorophore, ou chromophore (l'accepteur), lorsque ces deux 

groupements sont suffisamment proches, comme lorsqu'ils sont portés par une même 

molécule (Schéma 4). Généralement, les distances entre lesquelles l'énergie est transférée de 

façon non-radiative se situent entre 15 et 70Å, et les longueurs d'onde utilisées pour 

enregistrer cet effet varient entre 300 et 600 nm. 

 Différentes conditions9 doivent être réunies pour obtenir un transfert d'énergie  

efficace :  

- Une bonne superposition spectrale entre l'émission du donneur et l'absorption de l'accepteur. 

- Un grand coefficient d'extinction molaire (> 20000 M-1cm-1) de l'accepteur. 

- Une région de superposition située le plus loin possible des grandes longueurs d'onde 

(infrarouge). 

- Les spectres d'émission du donneur et de l'accepteur doivent être bien résolus. 
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Schéma 4 : Principe du FRET 

 

 Parmi les différentes paires potentielles de donneur/accepteur utilisées pour les 

mesures de transfert d'énergie de résonance, la paire choisie dans le travail présenté ci-après 

(voir chapitre 4 du paragraphe II) est la paire EDANS/DABITC, pour laquelle l'efficacité du 

transfert semble satisfaisante. L'EDANS absorbe à λmax = 340 nm et émet à λmax = 490 nm, 

alors que le DABITC absorbe à λmax = 430 nm (Figure 3). 
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EDANS
Absorption λ=340 nm
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Figure 3 : Longueurs d'onde d'absorption et d'émission du couple DABITC/EDANS 

 

 Ces groupements peuvent être liés aux oligosaccharides par l'intermédiaire de liaisons 

suffisamment stables pendant le test enzymatique. 
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 En 1979, Yaron et coll. furent les premiers à utiliser la technique du FRET pour doser 

l'activité de protéases.10 En 1995, Matsuoka et coll. décrivirent la synthèse d'un alkyl-

lactoside fluorescent pour l'étude de céramide-glycanases.11 

 

 Cette technique fut également utilisée au laboratoire où plusieurs substrats 

fluorescents furent synthétisés pour le dosage d'α-amylases12 (Figure 4), de cellulases13-15 

(Figure 5 et Schéma 9), ou de chitinases16 (Schéma 5). 
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Figure 4 : Substrat fluorescent pour le dosage d'α-amylases 

 

 Le phénomène d'extinction de fluorescence est vérifié avec le pentasaccharide ci-

dessus (Figure 4). Lorsqu'il est excité à 290 nm, la fluorescence émise par l'EDANS à 490 nm 

est 12 fois plus intense que celle de l'EDANS libre. L'émission de l'indolyléthyle à 345 nm est 

quand à elle divisée par cinq. En revanche, après incubation du substrat avec l'α-amylase 

pancréatique porcine, l'intensité de la fluorescence à 490 nm décroît rapidement indiquant 

ainsi que le pentasaccharide est hydrolysé. 
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Figure 5 : Substrat fluorescent pour le dosage de cellulases  

 

 Lors de l'hydrolyse par une cellulase du tétrasaccharide ci-dessus (Figure 5), la 

fluorescence émise par les groupements situés aux extrémités du composé permet de suivre 

l'évolution de la réaction et de déterminer à tout instant la concentration des produits formés. 

Ce substrat employé avec les cellobiohydrolases I et II d'Humicola insolens, a permis de 

montrer que ces enzymes avaient un mode d'action de type endo, contrairement à ce qui avait 

été précédemment suggéré. 
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Schéma 5 : Substrat fluorescent pour le dosage d'endo-chitinases et chitobiosidases 
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 Sur huit différentes enzymes testées avec le chitopentaose fluorescent (Schéma 5), 

seules les activités endo-chitinase et chitobiosidase furent détectées. Le fait que des 

chitobiosidases soient capables d'hydrolyser un chitooligosaccharide fonctionnalisé aux deux 

extrémités démontre la possibilité d'un mode d'action de type endo pour cette classe de 

chitinases, généralement répertoriées comme exo-enzymes. 

 

1.3. Les β-(1,3)-glucanases et les β-glucan-binding proteins (GBPs) 

 

1.3.1. Les β-(1,3)-glucanases 

 

 Les enzymes capables d'hydrolyser les liaisons O-glucosidiques de type β-(1,3)- sont 

répertoriées dans la classification de l'IUBMB sous le numéro EC 3.2.1.39, si ce sont des 

endo-β-(1,3)-glucanases, ou EC 3.2.1.58, si ce sont des exo-β-(1,3)-glucanases. Ces enzymes 

se retrouvent aussi dans les familles GH-3, GH-5, GH-16, GH-17, GH-55, GH-64 et GH-81 

de la classification CAZy. Elles peuvent hydrolyser les liaisons glycosidiques de divers β-

glucanes et β-oligoglucosides contenant également des liaisons (1,2)-, (1,4)- ou (1,6)-, ou 

encore de β-glucosides d'aryle tels que le β-D-glucoside de 4-nitrophényle. 

 Les enzymes capables d'hydrolyser les β-(1,3)-glucanes se retrouvent chez un nombre 

étonnant d'organismes ; allant des procaryotes unicellulaires, et des algues eucaryotes, aux 

invertébrés, en passant par les bactéries, les levures et les champignons. 

 Les β-(1,3)-glucanases peuvent avoir pour rôle de digérer les β-(1,3)-glucanes 

extracellulaires, de mobiliser les réserves ou encore, de modifier certaines structures 

cellulaires lors des étapes de croissance et de différenciation.17 

 

 Chez les plantes supérieures, ces enzymes peuvent aussi jouer un rôle dans le 

mécanisme de défense lors d'attaques pathogènes. En effet, les plantes sont constamment 

exposées à une grande variété d'ennemis, tels que microbes, nématodes et insectes. Les 

premiers moyens de défense des plantes sont les barrières physiques, telles que la paroi 

cellulaire. Ces barrières peuvent éventuellement être renforcées par des composés toxiques ou 

des enzymes visant à détruire les organismes pathogènes. En plus de ces barrières physiques, 

chimiques ou biochimiques, les plantes possèdent  un système de reconnaissance des  signaux 
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chimiques, et la capacité de convertir ces signaux en réponses biochimiques appropriées. 

L'activation de gènes codant pour les protéines de défense contre les pathogènes 

(pathogenesis-related proteins) fait partie de ces réponses induites.18-21 Les β-(1,3)-glucanases 

sont un des membres importants de ce groupe de protéines. La β-(1,3)-glucanase du grain 

d'orge, EC 3.2.1.39, isoenzyme GII, dont est issue la glycosynthase GII E231G (décrite au 

paragraphe 1.4.2.2) fait partie des ces enzymes dont la production est induite lors d'attaques 

microbiennes.22 

 

1.3.2. Les β-glucan-binding proteins (GBPs) 

 

 La reconnaissance des pathogènes peut s'effectuer de façon non-spécifique (entre 

plantes et pathogènes) ou de façon spécifique (entre un cultivar et un pathogène précis). La 

plupart des éliciteurs non-spécifiques font partie des couches externes des pathogènes, comme 

la chitine et les β-glucanes des champignons ou les lipopolysaccharides bactériens.19, 23 Seuls 

quelques récepteurs des éliciteurs spécifiques ont été identifiés chez les plantes.24 

 

 Un récepteur du β-(1,6)-glucane ramifié β-(1,3), l'heptaglucoside HG, éliciteur dérivé 

de la paroi du pathogène oomycète P. sojae a initialement été décrit chez le soja.25 Des 

procédures de purification ont ensuite permis d'isoler et de caractériser les β-glucan-binding 

proteins (GBPs), correspondant à ce récepteur, chez le soja et le haricot (Phaseolus 

vulgaris).26-29 Le site de fixation de l'HG est contenu dans la GBP, qui fait elle-même partie 

d'un complexe situé dans la membrane plasmique (Figure 6).28, 30-32 

 

 

Figure 6 : Modèle proposé pour le complexe récepteur de β-glucanes 
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 Récemment, il a été montré que la GBP du soja (Glycine max L.) est composée de  

deux domaines différents, un N-terminal contenant le site de fixation de l'éliciteur (en rose sur 

la Figure 6), et un C-terminal présentant une activité hydrolytique (en vert sur la Figure 6).33 

 

 Malgré l'absence d'activité biologique ou de site de fixation pour les β-glucanes, des 

gènes relatifs aux GBPs existent vraisemblablement chez toutes les plantes. Ces protéines 

dérivent très probablement d'enzymes agissant sur les saccharides, et ayant conservé une 

activité hydrolytique.  

 

1.4. Les glycoside-hydrolases en synthèse 

 

 Les oligo- et polysaccharides servent de composants structuraux et de source d'énergie 

à de nombreux organismes, sont impliqués dans des mécanismes de reconnaissance cellulaire 

et peuvent avoir des applications thérapeutiques. Cependant, la production d'oligosaccharides 

à grande échelle reste difficile à mettre en œuvre par les méthodes de chimie classique. En 

effet, la formation d'une liaison glycosidique implique un grand nombre d'étapes de protection 

et d'activation sélective des groupements hydroxyle. Les synthèses sont donc souvent longues 

et les rendements faibles. 

 Une alternative consiste à utiliser des enzymes : les glycosyltransférases, les 

transglycosylases ou les glycoside-hydrolases. Mise à part la technologie de "l'usine 

cellulaire",34, 35 les glycosyltransférases sont peu disponibles et leur utilisation coûteuse ce qui 

limite leur exploitation. Les transglycosylases et les glycoside-hydrolases, en revanche, sont 

plus facilement accessibles. Une cyclodextrine glycosyltransférase (CGTase) fut par exemple 

utilisée au laboratoire pour l'obtention de cyclodextrines modifiées,36 d'hémi-C-malto-

oligosaccharides,37 et d'hémi-thio-maltodextrines.37, 38 Les glycoside-hydrolases peuvent être 

utilisées sous leur forme sauvage dans des conditions réactionnelles favorisant la 

transglycosylation plutôt que l'hydrolyse. Le produit de la réaction reste cependant un substrat 

pour l'enzyme et peut être hydrolysé. Ces enzymes peuvent aussi parfois être transformées en 

glycosynthase par mutagenèse dirigée. Dans ces conditions, la transglycosylation se fait 

toujours, à partir de substrats activés comme les fluorures de glycosyle, mais le produit de la 

réaction ne peut plus être hydrolysé. 
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1.4.1. Les glycoside-hydrolases sauvages 

 

 Certaines glycoside-hydrolases, agissant avec rétention de configuration, possèdent 

une activité de transglycosylation qui peut être utilisée à des fins synthétiques. Les fluorures 

de glycosyle sont depuis longtemps connus pour être de bons donneurs de glycosyle lors des 

réactions de transglycosylation utilisant des glycoside-hydrolases natives.39 Cette 

méthodologie fut exploitée lors de nombreuses synthèses chimio-enzymatiques 

d'oligosaccharides.40  

 

 En 1991, Kobayashi et coll.41 décrivirent la première synthèse enzymatique de 

cellulose, en utilisant une cellulase commerciale de Trichoderma viride (Schéma 6, X = O). 

Plus tard, ils se servirent de cette enzyme pour obtenir du xylane, par autocondensation du 

fluorure de β-xylobiosyle.42 
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Schéma 6 : Polymérisation de fluorure de β-cellobiosyle ou de β-4-thio-cellobiosyle 

catalysée par une cellulase 

 

 De la même façon, l'équipe de H. Driguez décrivit la préparation d'hémi-thio-

cellodextrines.43 Ces composés sont des oligomères de cellulose dont une unité sur deux est 

reliée à la suivante par une liaison thioglycosidique. Le substrat utilisé ici est le fluorure de β-

4-thio-cellobiosyle (Schéma 6, X = S). 

 

 Le fluorure de β-lactosyle peut être utilisé comme donneur pour la préparation de 

dérivés de degré de polymérisation déterminé. Du fait de l'orientation axiale de l'hydroxyle 4II 
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celui-ci ne peut jouer le rôle d'accepteur et la polymérisation est ainsi évitée.44 Un premier 

couplage enzymatique à l'aide d'une cellulase commerciale conduit à un tétrasaccharide dont 

l'unité non-réductrice est ensuite sélectivement hydrolysée par une β-galactosidase pour 

libérer un cellotrioside (Schéma 7). 
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Schéma 7 : Obtention de cellotriosides et cellotétraosides assistée par l'utilisation 

successive d'une cellulase et d'une β-galactosidase 

 

 Une stratégie similaire a été employée par Fairweather et coll. pour obtenir des β-C-

cellobiosides d'époxyalkyle.45 Dans un premier temps, l'endoglucanase Cel7B d'Humicola 

insolens est utilisée pour condenser le β-fluorure de lactosyle sur divers β-D-C-

glucopyranosides d'alcényle. Puis une β-galactosidase d'Aspergillus oryzae permet 

d'hydrolyser le résidu galactosyle. Les β-D-C-glucopyranosides d'alcényle ainsi obtenus sont 

alors convertis en β-D-C-glucopyranosides d'époxyalkyle par oxydation (Schéma 8). 
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Schéma 8 : Utilisation d'hydrolases pour la synthèse de β-C-cellobiosides d'époxyalkyle 

 

 Dans une autre étude46 concernant l'utilisation des cellulases en synthèse, Kobayashi et 

coll. montrèrent que la cellulase de Trichoderma viride peut glycosyler différents accepteurs, 

comme des β-glycosides de méthyle monosaccharidiques (glucose, mannose, xylose) ou 

encore des disaccharides, comme le β-laminaribioside de méthyle. Les rendements de 

glycosylation obtenus restent assez faibles et dépassent rarement les 50%. 

 

 L'endoglucanase Cel7B, fut encore utilisée au laboratoire pour produire un 

tétrasaccharide fluorescent destiné au dosage de l'activité de cellulases (Schéma 9).14, 15 Elle 

permet de coupler le fluorure de β-lactosyle au 3-indolyléthyl-β-cellobioside pour conduire au 

tétrasaccharide mono-fonctionnalisé. La bifonctionnalisation s'effectue par introduction de 

l'EDANS par amination réductrice en position 6 de l'unité galactosyle préalablement oxydée à 

l'aide d'une galactose oxydase. 
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Schéma 9 : Synthèse enzymatique d'un substrat fluorescent pour le dosage de cellulases 

 

 Une α-amylase d'Aspergillus oryzae avait été utilisée de la même manière pour 

produire un substrat destiné au dosage d'α-amylases (Figure 4).12 

 

1.4.2. Les glycosynthases 

 

L'utilisation de glycoside-hydrolases en milieu hydro-organique permet la synthèse 

d'oligosaccharides de degré de polymérisation variable (DP 3, 4, …). Cependant, la synthèse 
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de dérivés de DP 6, 7, 8 ou plus, reste difficile avec ces enzymes sauvages car les produits 

formés, ayant une meilleure affinité pour l'enzyme que le substrat, sont rapidement dégradés 

par le biais de réactions de transglycosylation non contrôlables. Cette méthode est donc 

limitée par l'activité hydrolytique de l'enzyme. Ce problème peut être résolu en utilisant des 

glycoside-hydrolases modifiées : les glycosynthases. 

 

Le concept de glycosynthase, présenté pour la première fois en 1998 par Withers et 

coll., 47 définit  les glycosynthases comme des glycoside-hydrolases agissant avec rétention de 

configuration dont l'acide aminé nucléophile du site actif est muté en acide aminé non-

nucléophile (Schéma 10). 

 

 

Schéma 10 : Mécanisme d'une glycosynthase 

 

Ces enzymes conservent leur régio- et stéréosélectivité et peuvent catalyser des réactions de 

transglycosylation à partir de sucres donneurs activés, comme les fluorures d'α-glycosyle, qui 

miment le glycosyl-enzyme intermédiaire. En revanche, ces enzymes perdent leur capacité à 

hydrolyser le produit formé, qui peut alors s'accumuler dans le milieu. 

 

 Depuis cette première description, plusieurs glycosynthases furent obtenues et 

utilisées pour la synthèse d'oligosaccharides. 

 

1.4.2.1. Les exo-glycosynthases 

 

• La première glycosynthase, décrite par Withers, est issue de la β-

glucosidase/galactosidase d'Agrobacterium faecalis. L'enzyme sauvage est efficace en 

transglycosylation et le mutant alanine (Abg E358A) ne présente aucune activité 

O O O O
HO

OR'

OH

HO
HO

OH

O
H

R'

O

OH

HO
HO

OH
X XF

F-



Chapitre I : Etude bibliographique 

 

 

24 

hydrolytique. Cette exo-glycosynthase est capable, dans un milieu tamponné (pour neutraliser 

l'acide fluorhydrique libéré), de condenser un fluorure d'α-D-glucosyle ou galactosyle sur 

divers accepteurs, avec d'excellents rendements. La régiochimie des liaisons formées est 

toujours β-(1,4), sauf lorsque l'accepteur utilisé est un β-D-xyloside de 4-nitrophényle : la 

régiochimie est alors β-(1,3) (Figure 7). 
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Figure 7 : Exemples d'accepteurs reconnus par la β-glucosidase/galactosidase mutée 

E358A 

 

 Plus récemment, deux autres mutants de la β-glucosidase/galactosidase, les mutants 

sérine (Abg E358S) et glycine (Abg E358G), furent utilisés pour synthétiser des 

glycopeptides (Schéma 11) et des oligosaccharides (Schéma 12) sur support solide.48 

 

 

Schéma 11 : Synthèse de glycopeptide sur support solide 
 (BAL = bras espaceur, PEGA = poly(éthylène glycol) polyacrylamide) 
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Schéma 12 : Synthèse d'oligosaccharides sur support solide 

 

• Le mutant glycine Ss-β-Gly E387G de la β-glucosidase de Sulfolobus solfataricus, 

décrit par Rossi et Moracci,49 présente un intérêt particulier pour la synthèse 

d'oligosaccharides ramifiés (ayant un important potentiel au niveau pharmaceutique et agro-

alimentaire). Cette glycosynthase accepte comme donneur des fluorures d'α-D-glucosyle, α-

D-galactosyle et α-D-fucosyle, mais peut également condenser un β-glycoside de nitrophényle 

en présence de formiate (synthèse par assistance d'un nucléophile externe) (Figure 8). 
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β-Glc-(1,3)-β-Glc-O-oNP 

 

β-Glc-(1,6)-β-Glc-O-oNP 

 

β-Glc-(1,4)-β-Glc-O-oNP 

 

                     β-Glc-(1,6) 

β-Glc-(1,3)-β-Glc-O-oNP 

 

                β-Glc-(1,6) 

                               β-Glc-(1,3)-β-Glc-O-oNP

 

 

β-Glc-(1,3)-β-Glc-(1,6) 

               β-Glc-(1,3)-β-Glc-O-oNP 

 

β-Fuc-(1,3)-β-Fuc-O-oNP 

 

    β-Glc-(1,6) 

β-Gal-(1,4)-β-Glc-O-oNP 

Figure 8 : Exemples d'oligosaccharides formés avec Ss-β-Gly E387G 

 

• Le  mutant sérine Man2a E519S de la β-mannosidase de Cellulomonas fimi, décrit par 

l'équipe de Withers,50  permet aussi de synthétiser des oligosaccharides ramifiés, par exemple 

à partir de fluorure d'α-mannosyle et de β-gentiobioside de p-nitrophényle (Schéma 13). La 

Man2a E519S fonctionne aussi avec d'autres accepteurs tels que le β-mannoside de p-

nitrophényle, le 2-deoxy-2-fluoro-β-mannoside de 2,4-dinitrophényle, le β-glucoside de p-

nitrophényle, le β-xylobioside de p-nitrophényle ou le β-cellobioside de p-nitrophényle. Les 

produits de glycosylation sont obtenus avec des rendements allant de 70 à 99%. 
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Schéma 13 : Exemple de synthèse d'oligosaccharides ramifiés à l'aide d'une 

mannosynthase 

 

• Un mutant de la β-galactosidase LacZ d'Escherichia coli permet de condenser le 

fluorure d’α-galactosyle avec des glucosides d’aryle pour former une liaison β-(1,6) (Schéma 

14). Une autre mutation ponctuelle à l’intérieur de l’enzyme, à proximité du site actif, permet 

d’augmenter le rendement de façon significative.51 

 

 

Schéma 14 : Exemple de couplage catalysé par la β-galactosidase mutée 

 

• Le mutant D481G de l'α-glucosidase de Schizosaccharomyces pombe catalyse la 

formation de liaisons α, par couplage d'un fluorure de β-glucosyle avec un α-glucoside de p-

nitrophényle, donnant ainsi l'α-isomaltoside et l'α-maltoside (Schéma 15).52  
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Schéma 15 : Exemple de réaction catalysée par l'α-glucosidase D481G 

 

• Les mutants thermophiles des β-glucosidases de Thermosphaera aggregans (Taβ-gly 

E386G) et Pyrococcus furiosus (CelB E372A) peuvent, en présence de formiate, catalyser la 

formation d'oligosaccharides,53 par exemple à partir du glucoside de 2-nitrophényle, qui est à 

la fois donneur et accepteur (Schéma 16). Les di-, tri- ou tétrasaccharides formés contiennent 

des liaisons de type β-(1,3), β-(1,4) ou β-(1,6). 
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Schéma 16 : Mécanisme de synthèse par assistance de nucléophile externe 

 

• Une autre β-glucosidase fut mutée plus récemment,54 la glucosidase Tt-β-Gly de 

Thermus thermophilus. Plusieurs mutants furent testés, les mutants sérine (E338S) et glycine 

(E338G) étant plus efficaces que le mutant alanine (E338A). Dans les conditions appropriées, 

ces mutants sont capables de catalyser la formation de galactosyl- et glucosyl-β-(1,3)-

glycosides avec des rendements pouvant atteindre 90% (Schéma 17). 
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Schéma 17 : Réactions catalysées par les mutants de la glycosynthase Tt-β-Gly 

 

• Le mutant Rex D263C, issu de la glucosidase "Reducing-end xylose-releasing 

exooligoxylanase", est la première glycosynthase dérivée d'une glycoside-hydrolase agissant 

avec inversion de configuration. Cette enzyme catalyse la condensation du fluorure d'α-

xylobiosyle sur le xylose (Schéma 18).55 
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Schéma 18 : Réaction catalysée par la glycosynthase Rex D263C 
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1.4.2.2. Les endo-glycosynthases 

 

 En plus d'être régiospécifiques, les endo-glycosynthases présentent l'avantage, 

contrairement à la plupart des exo-glycosynthases connues, de pouvoir transférer plus d'une 

unité glycosidique à la fois et permettent ainsi de synthétiser aisément des polysaccharides. 

  

• La première endo-glycosynthase fut décrite en 1998 également, par Planas et coll.56 

Ce mutant (E134A) d'une β-(1,3/1,4)-glucanase de Bacillus licheniformis catalyse des 

glycosylations de type β-(1,4) entre un fluorure d'α-laminaribiosyle et un β-glucoside, β-

cellobioside ou β-laminaribioside, et permet d'obtenir des composés mixtes β-(1,3)/β-(1,4) 

(Figure 9). 
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Figure 9 : Réactions catalysées par la 1,3-1,4-β-glycosynthase de Bacillus licheniformis 

 

• La glycosynthase Cel7B E197A issue d'Humicola insolens fut décrite en 2000 par 

l'équipe de Driguez. Le mutant alanine fut utilisé à plusieurs reprises pour la synthèse de 

cellulose et de dérivés,57 l'obtention d'oligosaccharides de longueur contrôlée (Schéma 19),58 

et la synthèse de substrats fluorescents destinés à l'étude de cellulases (Schéma 9).13 Cel7B 
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E197A catalyse la condensation de fluorure d'α-lactosyle ou d'α-cellobiosyle sur des mono- 

ou disaccharides, β-glucosides, β-D-mannosides, β-D-glucosamine ou fluorure d'α-lactosyle, 

avec des rendements totaux variant entre 50 et 100 %. 

 

OO
HO

OH

OH

OCH3
H

O

OOHO
OH

OH

HO
OH

OH

O OCH3
H

O

OO
OH

OH

HO
OH

OH

F

THPO
HO

OHO
HO

OH

OH

O

OOHO
OH

OH

HO
OH

OH

O OCH3

O

OOHO
OH

OH

HO
OH

OH

O

OOHO
OH

OH

HO
OH

OH

O OCH3HO

1)

et Cel7B E197A
2) HCl

ou ou
n

n

n

n

Schéma 19 : Utilisation de Cel7B E197A dans la synthèse d'oligosaccharides de longueur 

contrôlée 

 

 La synthèse d'oligosaccharides de longueur contrôlée se fait de la façon suivante : un 

fluorure d'α-cellobiosyle, protégé en 4II pour éviter l'autocondensation, est transféré sur un 

mono- ou disaccharide de type glucoside ou cellobioside. La position 4II peut alors être 

déprotégée et un nouveau fluorure protégé peut être transféré sur l'extrémité non réductrice. 

On peut ainsi obtenir des séries de tri-, penta-, hepta-, … saccharides ou de tétra-, hexa-, … 

saccharides. 
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Schéma 20 : Rétrosynthèse d'un substrat fluorescent de cellulases 

 

 La synthèse d'un substrat fluorescent de cellulases est effectuée à partir de synthons 

préfonctionnalisés qui sont ensuite couplés par une glycosynthase telle que Cel7B E197A. La 

condensation d'un premier synthon, l'α-fluorure de 4II-azido-cellobiosyle, sur le cellobiose, à 

l'aide de la glycosynthase, conduit au tétrasaccharide modifié en position 4IV. Après fluoration 

de la position anomère, le tétrasaccharide obtenu est à son tour couplé à un synthon de  type 

cellobiose-EDANS, en utilisant Cel7B E197A, pour conduire à l'hexasaccharide cible 

fluorescent. 

 

 Les équipes de H. Driguez et A. Planas ont également utilisé de concert les deux 

glycosynthases, dérivées de Cel7B d'Humicola insolens et de la β-(1,3/1,4)-glucanase de 

Bacillus licheniformis, dans le but de synthétiser dans un même ballon un hexasaccharide 

comportant des liaisons mixtes β-(1,3) et β-(1,4) avec un excellent rendement (Schéma 21).59 
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Schéma 21 : Synthèse d'un hexasaccharide "mixte" β-(1,3)/β-(1,4) 

 

• La glycosynthase GII E231G issue d'une β-(1,3)-glucanase d'Hordeum vulgare, 

décrite en 2002 par Hrmova et coll.60, est l'enzyme que nous utilisons pour la synthèse de β-

(1,3)-oligosaccharides décrite au chapitre II. Cette enzyme catalyse la polymérisation du 

fluorure de laminaribiosyle. Le β-(1,3)-glucane obtenu s'organise en triple hélice et cristallise 

dans une structure hexagonale (Figure 10). 

 

 

Figure 10 : Structure cristalline du β-(1,3)-glucane synthétisé par GII E231G 

 

 GII E231G peut aussi catalyser le couplage de différents donneurs et accepteurs 

(Tableau 1).59 Les Entrées 1, 2, 3 du Tableau 1 montrent que la condensation de l'α-fluorure 
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de laminaribiosyle sur le β-glucoside, β-xyloside ou β-galactoside de p-nitrophényle conduit 

au trisaccharide correspondant avec d'excellents rendements. Il faut cependant préciser que 

pour cela le rapport donneur/accepteur employé est de 1:5. En effet, dans les conditions 

équimolaires, seule l'autocondensation de fluorure I se produit. La condensation avec le 

gentiobioside VIII permet d'obtenir un trisaccharide ramifié avec un bon rendement. Il est 

également possible de condenser le fluorure I sur le β-cellobioside de p-nitrophényle ou le β-

laminaribioside de méthyle, bien que les rendements soient moins élevés. En revanche, aucun 

couplage n'est observé avec le β-laminaribioside de p-nitrophényle. Ce résultat surprenant 

s'explique peut-être par une inhibition compétitive du donneur. Pour éviter l'autocondensation 

du fluorure, sans toutefois employer cinq équivalents d'accepteur, il est aussi possible 

d'utiliser un donneur modifié en 3II (Entrées 7 et 8). D'autres donneurs peuvent également être 

employés, comme le disaccharide XVIII et le trisaccharide XX. 
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Tableau 1 : Exemple d'oligosaccharides obtenus avec la glycosynthase GII E231G 

 

• Le mutant E320G de la β-mannanase Man26A de Cellvibrio japonicus61 permet la 

synthèse de manno-oligosaccharides par condensation du fluorure d'α-mannobiosyle sur 

divers accepteurs (Figure 11). 
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Figure 11 : Quelques accepteurs de la β-mannanase E320G 

 

• En 2006, l'équipe de Withers décrivit la première glycosynthase dérivée d'une endo-

xylanase de Cellulomonas fimi (CFXcd). Le mutant glycine, CFXcd E235G, est capable de 

transférer un résidu xylobiosyle, provenant de l'α-fluorure de xylobiosyle, sur un β-

xylobioside de p-nitrophenyle ou sur un benzylthio-β-xyloside (Schéma 22).62 
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Schéma 22 : Réaction catalysée par la glycosynthase CFXcd E235G 

 

• Le groupe de Withers décrivit également un nouveau type de glycosynthase. 

Contrairement aux autres glycosynthases qui transfèrent un résidu oligosaccharidique sur un 

accepteur également saccharidique, cette enzyme est capable de coupler un fluorure de 3'-

sialyllactosyle à la D-erythro-sphingosine-N-diacylée, permettant ainsi d'obtenir le précurseur 

du ganglioside lyso-GM3 (Schéma 23).63 
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Schéma 23 : Réaction catalysée par le mutant EGCII E351S 

 

 Cette glycosynthase est dérivée de l'endo-glycocéramidase II (EGCII) de 

Rhodococcus. D'autres glycoshingolipides furent également obtenus en couplant différents 

fluorures à la D-erythro-sphingosine-N-diacylée ou à ses analogues. 

 

2. β-(1,3)-Glucanes et β-(1,3)-gluco-oligosaccharides 

 

2.1. Les β-(1,3)-glucanes 

 

2.1.1. Origine et structure  

 

 Le terme de β-(1,3)-glucanes désigne normalement les polysaccharides linéaires 

constitués de résidus D-glucopyranosyles liés par des liaisons de type β-(1,3). Cependant ce 

terme regroupe plus généralement tous les polysaccharides, ramifiés ou non, possédant un 

squelette β-(1,3)-glucane. Les ramifications s'effectuent en β-(1,6) et comportent 

généralement une seule unité glucosyle, mais il est également possible de rencontrer des 

glucanes ramifiés par plusieurs résidus glucosyle, à leur tour liés β-(1,3) ou β-(1,6). 

 La densité et la distribution des ramifications varient d'un type de β-(1,3)-glucane à 

l'autre. Le degré de polymérisation varie en fonction de l'origine du polymère et des méthodes 

d'extraction employées, leur masse molaire pouvant s'élever jusqu'à 2 000 000 g/mol environ. 
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Les β-(1,3)-glucanes de masse molaire élevée (>90 000 g/mol) peuvent s'organiser en triple 

hélice.64 

 

 Les β-(1,3)-glucanes sont des composants essentiels de la paroi cellulaire des 

champignons ; ils sont également présents chez les bactéries, les levures, les algues et les 

plantes supérieures17 (Tableau 2). 

 

Source Glucane (nom trivial) Structure (DB) 

Bactéries     

Agrobacterium sp. curdlane linéaire 

Champignons     

Schizophyllum commune 

SPG, schizophyllane, 

sizofilane, sizofirane, 

sonifilane 

1/3 

Sparassis crispa --- 1/3 

  LB-NB        2/9 

Ganoderma lucidum PL-3 hautement ramifié 

  --- ramifié 

Grifola frondosa GRN, grifolane 1/3 

 Poria cocos pachymane faiblement ramifié 

Agaricus blazei --- hautement ramifié 

Lentinus edodes lentinane 2/5 

Pleurotus ostratus pleurane ¼ 

Pleurotus tuber-regium TM8 1/3 

Omphalia lapidescens OL-2 2/3 

Boletus erythropus --- 1/3 

Amanita muscaria AM-ASN 2/7 

Cryptoporus volvatus H-3-B ¼ 

Volvariella volvacea FCAP 1/5 ou 1/6 

Auricularia sp. U-3-N ramifié 

Sclerotium glucanicum 

Sclerotium rolfsii 
scléroglucane 1/3 
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Sclerotinia scleroitum SSG 1/2 

Botrytis cinerea cinerean 1/3 

Epicoccum nigrum épiglucane 2/3 ou 2/3 

Pestalotia sp. pestalotane 3/5 

Cryphonectria 

parasitica 
--- 1/3 

Phytophtora parasitica --- ramifié 

Levures     

Saccharomyces 

cerevisiae 
PGG ramifié 

Candida albicans CSBG 
ramifié à un β-(1,6) 

glucane ? 

Algues brunes     

Laminaria digitata 
laminarine, laminarane, 

phycarine 
faiblement ramifié 

Algues unicellulaires     

Euglena gracilis paramylon linéaire 

Plantes supérieures callose linéaire 

Tableau 2 : Exemples des principales sources connues de β-(1,3)-glucanes 

 

 Les β-(1,3)-glucanes peuvent intervenir comme composants structuraux ou sources 

d'énergie, ils peuvent aussi être synthétisés de manière ponctuelle à certains stades de 

croissance ou en réponse à un stimulus extérieur. Leur distribution et leur rôle physiologique 

mettent en évidence l'importance de ces polymères dans les domaines de l'agriculture, des 

biotechnologies ou de la médecine.17 

 

2.1.2. Propriétés biologiques 

 

 Bien que les β-(1,3)-glucanes soient depuis longtemps connus pour leurs propriétés 

immunomodulatrices, leur mode d'action n'est pas encore clairement  décrit. 
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 Ces polysaccharides, qui peuvent participer aux mécanismes de défenses des plantes 

supérieures, sont également reconnus par le système immunitaire des vertébrés et des 

invertébrés. Chez les vertébrés, les β-glucanes sont reconnus exclusivement par des 

récepteurs situés à la surface des cellules (complement receptor 3,65, 66 lactosylceramide,67 

scavenger receptors, Dectin-168),69 tandis que cette reconnaissance se produit essentiellement 

dans l'hémolymphe, par l'intermédiaire de diverses protéines (horseshoe crab factor G, gram 

negative binding proteins) chez les invertébrés.70, 71 Dans ce paragraphe, nous nous 

intéresserons plus particulièrement à l'influence de ces polysaccharides sur le système 

immunitaire des mammifères. 

 

 Les β-(1,3)-glucanes sont décrits comme étant des "biological response modifiers",64 

autrement dit ils font partie des substances capables de modifier la réponse biologique de 

l'hôte en stimulant son système immunitaire. Bien que le mode d'action de ces 

polysaccharides soit mal connu, de nombreux articles traitant de leurs propriétés biologiques 

ont été publiés. 

 La plupart des données obtenues proviennent d'études in vitro. Elles ont permis de 

mettre en évidence les propriétés antitumorales72, 73 des β-(1,3)-glucanes et plus précisément 

leur capacité à activer les macrophages,74 déclencher ou augmenter la production de cytokines 

(IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-α)75-77 ou d'autres substances, telles que l'oxyde nitrique.78 Les 

β-(1,3)-glucanes possèdent également des propriétés antivirales. Le scléroglucane, par 

exemple, est capable d'inhiber la réplication des virus de l'herpès79, 80 et de la rubéole.81 

 Des études in vivo ont également confirmé ces propriétés. Chez la souris, le SSG 

permet de lutter contre les infections à pneumocoques82 et le lentinane et le SPG présentent 

des propriétés antitumorales.83, 84. Chez le rat et le cobaye, le PGG réduit le risque d'infection 

dû aux staphylocoques.85, 86 Le lentinane et le schizophyllane sont aussi employés pour usage 

clinique, au Japon, depuis 1986, dans le traitement de cancers.64 Le lentinane, combiné à 

d'autres traitements, permet d'améliorer la durée et la qualité de vie (particulièrement l'appétit 

et le sommeil) de patients atteints de maladies chroniques ou de cancers avancés de l'estomac 

ou du colon.87, 88 Le PGG permet de diminuer le taux d'infections post-opératoires.89, 90 

 

 Cependant seul les β-(1,3)-glucanes de faible DP sont solubles dans l'eau. Les β-(1,3)-

glucanes insolubles sont impropres à la plupart des utilisations médicales. Pour essayer 
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d'améliorer la solubilité des β-(1,3)-glucanes, différents types de modification, tels que 

sulfatation, phosphorylation, ou carboxyméthylation, ont été testés.91 

 Les β-(1,3)-glucanes sulfatés ont souvent été étudiés pour leurs propriétés 

anticoagulantes, et pourraient éventuellement remplacer l'héparine.92, 93 Mais ils présentent 

aussi une activité anti-VIH, à la fois in vitro94 et in vivo95. Le curdlane sulfaté a fait l'objet 

d'études cliniques de stade I/II.96, 97 Les glucanes phosphorylés permettent d'améliorer les 

chances de survie en cas de septicémie.98 Les glucanes carboxyméthylés conservent une 

activité antitumorale, contre le sarcome 18099, 100 ainsi que dans le cas de cancer de l'estomac, 

in vitro et in vivo.101 

 

2.2. Les β-(1,3)-gluco-oligosaccharides 

 

2.2.1. Propriétés biologiques 

 

 Les β-(1,3)-gluco-oligosaccharides sont connus pour leur rôle d'éliciteurs dans les 

mécanismes de défense des plantes. Albersheim montra en 1984 qu'ils déclenchent la 

production de phytoalexines chez le soja lors d'attaques pathogènes.102, 103 

 Les propriétés des β-(1,3)-gluco-oligosaccharides sont en revanche peu décrites chez 

les animaux. Les β-(1,3)-glucanes de faibles DP sont généralement considérés comme 

biologiquement inactifs, cependant quelques études récentes tendent à prouver le contraire. 

En 2003, Miyanishi et coll. étudièrent l'effet de β-(1,3)-oligosaccharides, dérivés de la 

laminarine, sur des monocytes humains. Ces oligosaccharides induisent la production de 

TNF-α et inhibent, indirectement, la prolifération de cellules leucémiques.104 Encore plus 

récemment, Jamois et coll. synthétisèrent les laminaritétra- et pentaoses et comparèrent leur 

activité à celle de la phycarine. Ces β-(1,3)-oligosaccharides stimulent la phagocytose, en 

activant les macrophages, et de la même manière, inhibent la croissance du cancer du sein 

chez la souris.105 
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2.2.2. Synthèses de β-(1,3)-gluco-oligosaccharides 

 

 Les β-(1,3)-glucanes ont été beaucoup étudiés, et leurs propriétés immunostimulantes 

prouvées à plusieurs reprises. Cependant, comme tout produit naturel, il n'est pas possible de 

les obtenir avec un degré de pureté de 100% ou un poids moléculaire constant. Il est donc 

nécessaire, pour pouvoir évaluer leurs propriétés cliniques, d'utiliser des oligosaccharides 

synthétiques de structure similaire. 

 

 Les synthèses chimiques de β-(1,3)-gluco-oligosaccharides décrites dans la littérature 

portent essentiellement sur deux sujets : l'obtention de l'unité de répétition de β-(1,3)-glucanes 

connus pour leur propriétés immunostimulantes ou la synthèse d'oligosaccharides éliciteurs de 

phytoalexines. 

 

 En 1986, Takeo et Tei décrivirent la synthèse de trois tétrasaccharides pouvant être 

considérés comme l'unité de répétition du schizophyllane (Figure 12).106 
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Figure 12 : Unités de répétition du schizophyllane 

 

Pour obtenir ces composés, les auteurs eurent recours à plusieurs étapes de glycosylation, 

mettant en jeu des donneurs benzoylés ou acétylés, activés par un bromure, et des accepteurs 

benzylés. 
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 En 2000, Yang et Kong décrivirent la synthèse d'un heptaglucoside d'allyle 

représentant l'unité de répétition du lentinane (Figure 13).107 
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Figure 13 : Unité de répétition du lentinane 

 

La stratégie choisie pour cette synthèse est l'emploi de composés protégés en position 3 de 

l'extrémité non réductrice par un groupement chloroacétyle, et en position anomère par un 

allyle. Ces composés peuvent devenir soit donneurs, soit accepteurs pour la glycosylation, 

selon la position que l'on choisit de déprotéger. Après déprotection, la position anomère est 

activée par un groupement imidate. Les étapes de déprotection/glycosylation peuvent ensuite 

être répétées jusqu'à l'obtention de l'oligosaccharide désiré (Schéma 24). 
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Schéma 24 : Schématisation de la stratégie de synthèse de l'unité de répétition du lentinane 

 

Kong et coll. décrivirent ensuite, en 2003108 puis en 2005,109 la synthèse d'hepta- et de 

nonasaccharides de structure analogue à l'unité de répétition du lentinane. 
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 En 2002, Zeng et coll. décrivirent la synthèse de deux pentasaccharides, possibles 

unités de répétition d'un β-glucane du microchampignon Epicoccum nigrum.110 
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Figure 14 : Possibles unités de répétition d'un β-glucane d'Epicoccum nigrum 

 

 Ce groupe décrivit ensuite, en 2003, la synthèse d'un hexaglucoside d'allyle de 

structure similaire à un β-glucane de Phytophtora parasitica (Figure 15).111 
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Figure 15 : Hexaglucoside dérivé d'un β-glucane de Phytophtora parasitica 

  

 En  ce qui concerne la synthèse d'éliciteurs de phytoalexines, Ossowki et coll. furent 

les premiers à synthétiser ce type d'oligosaccharides, d'après les structures proposés par 

Albersheim (Figure 16, A et B).112, 113 
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Figure 16 : Premiers oligosaccharides proposés comme éliciteurs de phytoalexines 

 

Dans cette synthèse, les glycosylations, catalysées par du triflate d'argent, mettent en jeu 

comme donneurs des bromures de glycosyle benzoylés. 

  

 En 1993, Verduyn et coll. proposèrent la synthèse de l'α-glucoside de méthyle dérivé 

du composé décrit initialement par Albersheim (Figure 16, C).114 

 

 En 2001, Amaya et coll. synthétisèrent pour la première fois un glucitol de 

tétraglucosyle, éliciteur de phytoalexines, en utilisant une stratégie de glycosylation itérative 

(Schéma 25).115 
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 En 2003, Egusa et coll. mirent en place la synthèse en phase solide d'un éliciteur 

pentasaccharidique, de Pyricularia oryzae (Figure 17).116 
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Figure 17 : Pentasaccharide éliciteur de phytoalexine de Pyricularia oryzae 

 

 Également en 2003, Tanaka et coll. décrivirent la synthèse d'oligosaccharides ayant en 

commun un squelette tétrasaccharidique β-(1,3)-glucane, et pouvant être mono-, di-, ou tri-

ramifiés en β-(1,6) (Figure 18).117 
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Figure 18 : Oligosaccharides ramifiés, dérivés des éliciteurs de phytoalexines du riz 

  

 Il faut également citer, parmi les exemples de synthèses de β-(1,3)-oligosaccharides, 

les travaux de Fincher et Driguez,118 déjà décrits au paragraphe 1.4.2.2 de ce chapitre à propos 

de l'usage des glycosynthases. Cette équipe fut en effet la première à employer une 

glycosynthase pour produire des β-(1,3)-oligosaccharides. 

 

 L'essentiel de ces synthèses décrit la préparation d'oligosaccharides ramifiés, à 

l'exception de Takeo et coll., qui décrivirent l'obtention de β-laminari-oligosaccharides de 

méthyle,119 et, plus récemment, de Jamois et coll. qui décrivirent la synthèse 

d'oligosaccharides linéaires possédant des propriétés immunostimulantes.105 

 

 Le travail présenté dans le chapitre II de ce manuscrit porte également sur la synthèse 

de β-(1,3)-oligosaccharides linéaires. 
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1. Introduction 

 

 Afin de mieux comprendre le mécanisme d'action des β-(1,3)-glucanes, d'identifier 

leurs récepteurs, mais également d'étudier les propriétés des β-(1,3)-glucanases, l'obtention de 

β-(1,3)-gluco-oligosaccharides de structure parfaitement définie est nécessaire. 

 Contrairement à la plupart des synthèses actuellement décrites dans la littérature (voir 

paragraphe 2.2.2 du Chapitre I), nous avons cherché ici à obtenir des oligosaccharides 

linéaires. Dans un premier temps, nous avons entrepris de synthétiser des β-(1,3)-

oligosaccharides protégés en position anomère, ainsi qu'en position 3 de l'extrémité non 

réductrice, et donc, potentiellement fonctionnalisables. Le second objectif de notre travail a 

été l'obtention d'un substrat fluorescent pour l'étude de β-(1,3)-glucanases. Enfin, la 

particularité essentielle de ce travail est l'emploi d'une β-(1,3)-glucosynthase, la 

glycosynthase GII E231G, facilitant l'élongation de la chaîne oligosaccharidique. La 

production de cette glycosynthase, effectuée au laboratoire, sera décrite très brièvement avant 

de revenir, à la fin de ce chapitre, sur l'ensemble des travaux réalisés avec cette enzyme. 

 

2. Production de la glycosynthase GII E231G 

 

 La glycosynthase utilisée lors des couplages enzymatiques est le mutant E231G de 

l'endo-β-1,3-glucanase GII de Hordeum vulgare (EC 3.2.1.39) appartenant à la famille 17 des 

glycosides hydrolases.3 Ce mutant est exprimé dans le vecteur pET 3a dans la souche BL21 

(DE3) pLysS d'Escherichia coli. Cette souche nous a été fournie par Maria Hrmova et 

Geoffrey B. Fincher  de l'Université d'Adélaïde, Australie.60 L'enzyme a ensuite été exprimée 

et purifiée au laboratoire, au cours de ce travail de thèse, avec un rendement de 6 à 7 mg/L de 

milieu de culture. 

 Après lyse des bactéries et centrifugation, la protéine, présente dans le surnageant, est 

purifiée sur résine Ni-NTA (Figure 19). 

 

                                                 
3 P.M. Coutinho & B. Henrissat (1999) Carbohydrate-Active Enzymes server : http://www.cazy.org/ 
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          kDa         X     C      Av    Ap    E1    E2     T     L1    L2 

Figure 19 : Gel SDS-PAGE de la purification de la glycosynthase GII E231G 
X : marqueur de taille, C : culot, Av : surnageant avant passage sur la résine, Ap : surnageant après passage sur 
la résine, E1-2 : fractions d'élution, T : témoin (GII E231G), L1-2 : fractions de lavage 
 
 
 

3. Synthèse de β-(1,3)-oligosaccharides de DP contrôlé 

 

3.1. Principe de la synthèse d'oligosaccharides de DP contrôlé 

 

 Nous avons vu au paragraphe 1.4.2 du Chapitre I, que les β-(1,3)-glycosynthases 

peuvent être utilisées dans la synthèse d'oligosaccharides de DP contrôlé.58 Il suffit pour cela 

que le fluorure utilisé soit protégé temporairement de manière à éviter l'autocondensation. 

Nous avons donc envisagé d'appliquer ce principe à la synthèse de β-(1,3)-gluco-

oligosacharides (Schéma 26). 
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Schéma 26 : Principe de la synthèse d'oligosaccharides de DP contrôlé 

 

 Notre premier objectif fut de synthétiser un fluorure de laminaribiosyle protégé en 

position 3II. Ce synthon clé devait, dans une première étape, être couplé à un accepteur 

laminaribiosidique, puis, dans une succession d'étapes de déprotection/couplage, servir de 

"brique" à la construction des β-(1,3)-gluco-oligosacharides de longueur désirée. 

 

3.2. Synthèse du fluorure d'α-laminaribiosyle modifié en 3II 

 

3.2.1. Première approche rétrosynthétique : utilisation d'un donneur acétylé 

 

 La première étape-clé dans l'obtention du synthon cible est l'introduction du 

groupement protecteur en position 3II. Cette étape doit se faire avant de former le 

disaccharide. Le groupement choisi doit donc être résistant aux conditions de glycosylation et 

de fluoration et compatible avec les autres groupements protecteurs utilisés. 



Chapitre II : Synthèse chimio-enzymatique de β-(1,3)-gluco-oligosaccharides de DP controlé 

 

 

52 

OHO
O

OH

OH
OHO

PO
OH

OH

OAcO
O

OAc

OAc

OAcO
PO

OAc

OAc

F

F

O
OAcO

PO
OAc

OAc

OAc
OAcO

HO
OAc

OAc

OAc
OAcO

PO
OAc

OAc

O

OH

O

OO O

CCl3

NH

3 : P=Bn
7 : P=All

9 : P=All

22 : P=All

23 : P=All

10

 

Schéma 27 : Rétrosynthèses pour l'obtention du synthon modifié en 3II 

 

 Dans un premier temps, deux groupements protecteurs potentiels furent envisagés : un 

benzyle ou un allyle. Dans les deux cas, le principe de la synthèse est le même : l'obtention 

d'un glucose acétylé, modifié en position 3, qui serve de précurseur à la fois au donneur et à 

l'accepteur de l'étape de glycosylation conduisant au laminaribiose acétylé, modifié en 

position 3II. Après fluoration et désacétylation du disaccharide, cette voie de synthèse devait 

conduire au synthon cible, un fluorure d'α-laminaribiosyle modifié en position 3II. 

 



Chapitre II : Synthèse chimio-enzymatique de β-(1,3)-gluco-oligosaccharides de DP controlé 

 

 

53 

3.2.2. Premiers essais de synthèse du synthon modifié en 3II 

 

 Dans les deux cas, que le groupement choisi soit un benzyle ou un allyle, le composé 

de départ est le diisopropylidène glucose commercial. Ce composé permet d'introduire 

sélectivement un groupement protecteur en position 3. Le benzyle ou l'allyle sont introduits, 

respectivement, à partir du bromure de benzyle ou du bromure d'allyle, en présence d'hydrure 

de sodium dans le diméthylformamide (DMF). Les groupements isopropylidène sont 

hydrolysés sous l'action de la résine Amberlite IR-120, dans l'eau,120 pour conduire au 

composé 2, ou 6, de façon quasi-quantitative. Ces composés sont alors acétylés, dans 

l'anhydride acétique, en présence d'acétate de sodium,121 afin de former les produits 3 et 7, 

précurseurs à la fois du donneur et de l'accepteur de la glycosylation (Schéma 28 et Schéma 

29). Le donneur s'obtient par déprotection sélective de la position anomère, sous l'action de 

l'acétate d'hydrazine, dans le DMF,122 suivi de la formation de l'imidate par réaction avec le 

trichloroacétonitrile, en présence de DBU, dans le dichlorométhane anhydre.123 L'accepteur 

s'obtient par déprotection de la position 3. 

 

 C'est à ce stade qu'un choix s'imposa finalement entre le groupement benzyle et le 

groupement allyle. D'une part, la déprotection du benzyle s'avéra plus problématique que celle 

de l'allyle. En effet, l'essai de déprotection de la position 3 du composé 3 par hydrogénolyse 

catalytique, en utilisant l'hydroxyde de palladium sur charbon, conduit bien à l'élimination du 

groupement benzyle, mais également à la désacétylation complète du composé. D'autres 

catalyseurs auraient pu être testés mais il semblait plus intéressant de se concentrer sur la 

synthèse utilisant le groupement allyle. Des problèmes furent rencontrés aussi lors de la 

déprotection de la position 3 du composé 7, le groupement acétate de la position 2 migrant 

vers la position 3, mais ils purent être maîtrisés en limitant la durée de la réaction. D'autre 

part, le groupement allyle présente un avantage non négligeable sur le groupement benzyle, il 

peut, nous venons de le voir, être déprotégé, mais, s'il est conservé, il peut également servir à 

une fonctionnalisation ultérieure. 
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Schéma 28 : ...en utilisant un groupement benzyle 

 

 Ce double avantage nous conduisit finalement à préférer l'allyle comme groupement 

protecteur de la position 3II du synthon-cible. 
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Schéma 29 : ...en utilisant un groupement allyle 

 

 Cependant, l'étape de glycosylation entre les composés 9 et 10, catalysée par le 

trifluorométhanesulfonate de triméthylsilyle (TMSOTf) dans le dichlorométhane anhydre,124 

ne conduit pas au 3II-O-allyl-laminaribiose attendu (voir Schéma 29) mais à l'orthoester 

correspondant. 
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 La formation de l'orthoester au lieu du disaccharide voulu est un problème 

fréquemment rencontré lors des réactions de glycosylation. Il est nécessaire d'envisager une 

autre méthode de glycosylation. 

 

3.2.3. Deuxième approche rétrosynthétique : utilisation d'un donneur benzoylé 

 

 Deux voies de synthèse, utilisant un donneur benzoylé, peuvent être proposées 

(Schéma 30). 

 La première voie emploie une méthode de glycosylation déjà testée au laboratoire125 

avec comme accepteur le 4,6-O-benzylidène-2-O-benzoyl-glucoside de méthyle 15. Nous 

avons donc décidé de synthétiser l'imidate benzoylé 13, portant le groupement allyle en 

position 3. Ce composé peut être formé en partant  du 3-O-allyl-glucose 6 décrit au 

paragraphe précédent. Le composé 15 est obtenu en deux étapes à partir de l'α-glucoside de 

méthyle commercial. 

 La seconde voie envisagée utilise comme accepteur le dicyclohexylidène glucose, ce 

composé commercial est décrit comme étant un bon accepteur de glycosylation pour la 

synthèse du laminaribiose.126 
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Schéma 30 : Rétrosynthèses possibles pour l'obtention du synthon 23 
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3.2.4. Essai de synthèse avec l'accepteur 15 

 

 Le donneur benzoylé 13 est obtenu en trois étapes à partir de l'allyl-glucose 6. Le 

composé 6 réagit avec le chlorure de benzoyle, dans la pyridine, pour donner l'allyl-glucose 

benzoylé 11 de façon quantitative. La position anomère est alors déprotégée sélectivement par 

l'action de la méthylamine, dans le THF,116 avec un rendement de 86%. L'imidate 13 est 

finalement obtenu avec un rendement de 93%, par réaction du composé 12 avec le 

trichloroacétonitrile, en présence de DBU, dans le dichlorométhane. 

 D'autre part, l'accepteur 15 est obtenu à partir de l'α-glucoside de méthyle commercial. 

Une première étape consiste à bloquer les positions 4 et 6 de ce composé par l'action de l'α,α-

diméthoxytoluène, en présence d'acide camphorsulfonique, dans un mélange 

chloroforme/DMF. Le composé 14 est alors isolé, avec un rendement de 35%, par simple 

cristallisation dans un mélange chloroforme/hexane. La position 2 est ensuite protégée 

sélectivement, par addition lente de chlorure de benzoyle à -35°C, pour conduire au donneur 

15 avec un rendement de 77%. 

 L'étape de glycosylation s'effectue avec un excellent rendement de 83%, sous l'action 

du triflate de triméthylsilyle dans le dichlorométhane anhydre, pour conduire au disaccharide 

16. Après débenzoylation et hydrolyse du benzylidène, le disaccharide est acétylé. le 

laminaribioside 17 est obtenu avec un rendement de 92% sur les trois étapes. 

 Mais c'est finalement l'étape d'acétolyse, visant à enlever le groupement méthyle, qui 

pose problème. En effet, le groupement allyle s'est avéré sensible à l'acétolyse, il nous a été 

impossible de trouver des conditions dans lesquelles le méthyle soit éliminé et l'allyle 

conservé. 

 Cette voie de synthèse a donc dû être abandonnée. 
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Schéma 31 : Essai de synthèse avec l'accepteur 15 
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3.2.5. Synthèse de l'α-fluorure de laminaribiosyle modifié 23 

 

 La seconde possibilité de synthèse, en conservant le même donneur pour la 

glycosylation, l'imidate 13, met en jeu comme accepteur le dicyclohexylidène glucose, ce qui 

permet d'éviter le problème rencontré avec le groupement méthyle en position anomère. 

 Comme pour la synthèse précédente, l'étape de glycosylation s'effectue avec un 

excellent rendement, en présence de triflate de triméthylsilyle dans le dichlorométhane, pour 

conduire au disaccharide 18. Les groupements cyclohexylidène sont alors hydrolysés dans un 

mélange acide trifluoroacétique/eau. Le disaccharide 19 ainsi obtenu est débenzoylé puis 

acétylé pour conduire au 3II-O-allyl-laminaribiose 20 avec un rendement de 80%. L'allyl-

laminaribiose β-acétate 21 est obtenu par formation de l'α-bromure qui réagit ensuite avec 

l'acétate d'argent, dans un mélange anhydride acétique/acide acétique.127 Après cristallisation 

dans l'éthanol, l'anomère β pur 21 est obtenu avec un rendement de 55% sur les deux étapes. 

Le composé 21 peut alors être traité par un mélange HF/pyridine128 pour conduire au fluorure 

22 avec un rendement de 90%. L'étape finale de désacétylation, sous l'action du méthanolate 

de sodium dans le méthanol, conduit au fluorure-cible 23 de façon quantitative. 

 

 Le fluorure d'α-laminaribiosyle, modifié en position 3II ainsi obtenu peut maintenant 

être utilisé dans les couplages enzymatiques devant conduire à l'obtention d'oligosaccharides 

de β-(1,3)-glucanes. 
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Schéma 32 : Synthèse du fluorure-cible 23 
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3.3. Couplages enzymatiques 

 

3.3.1. Couplage avec l'accepteur laminaribiosidique 26 

 

 Le premier couplage enzymatique envisagé est la condensation du fluorure 23 sur le 

laminaribioside de p-méthoxyphényle 26. 

 L'acétolyse du scléroglucane commercial permet d'obtenir du laminaribiose peracétylé. 

Le disaccharide 25 est obtenu par formation de l'α-bromure qui réagit ensuite avec le  4-

méthoxyphénol, par simple déplacement nucléophile dans des conditions de catalyse par 

transfert de phase.129 Le laminaribioside de p-méthoxyphényle 25 est ainsi obtenu avec un 

rendement de 65% sur les deux étapes. La désacétylation du composé 25, par le méthanolate 

de sodium dans le méthanol, conduit finalement à l'accepteur laminaribiosidique 26. 
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Schéma 33 : Couplage avec l'accepteur laminaribiosidique 26 
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 Mais, contrairement au résultat espéré, aucun produit de couplage ne se forme lorsque 

les disaccharides 23 et 26 sont mis en présence de la glycosynthase GII E231G. Ce problème 

avait été rencontré une fois auparavant avec le β-laminaribioside de p-nitrophényle (voir 

paragraphe 1.4.2.2 du Chapitre I). 

 

 Nous avons vu au paragraphe 1.4.2.2 du Chapitre I que la glycosynthase GII E231G 

couplait les fluorures de façon plus effective sur les accepteurs monosaccharidiques que sur 

les accepteurs disaccharidiques. Nous avons donc décidé de tester la condensation du fluorure 

23 sur le glucoside 28 (Schéma 34). 

 

3.3.2. Couplage avec l'accepteur glucosidique 28 

 

 Le glucoside de p-méthoxyphényle 27 est synthétisé facilement à partir du β-glucose 

peracétylé, par réaction avec le 4-méthoxyphénol, en présence d'éthérate de trifluorure de 

bore, dans le dichlorométhane.130 L'accepteur glucosidique 28 est obtenu par désacétylation 

du composé 27. 

 Après incubation avec la glycosynthase GII E231G, le trisaccharide 29 issu de la 

condensation du fluorure 23 sur le glucoside 28, est obtenu avec un rendement de 80%. 
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Schéma 34 : Couplage avec l'accepteur glucosidique 28 

 

 Cette expérience confirme bien que le problème dans le couplage précédent était dû au 

fait que l'accepteur soit un disaccharide et non un monosaccharide. En effet, le fluorure 23 est 

bien un bon donneur pour les réactions de couplage catalysées par la glycosynthase GII 

E231G. 

 Il est possible qu'il y ait un problème d'inhibition compétitive par l'accepteur 

disaccharidique au niveau des sous-sites donneurs de la glycosynthase ou un mauvais 

positionnement de l'accepteur dans le centre actif de l'enzyme dû à la présence du groupement 

méthoxyphényle. 

 Pour confirmer cette hypothèse, nous avons alors envisagé une tentative de couplage 

du fluorure 23 avec un accepteur trisaccharidique. 

 

 

 

 



Chapitre II : Synthèse chimio-enzymatique de β-(1,3)-gluco-oligosaccharides de DP controlé 

 

 

64 

3.3.3. Couplage avec l'accepteur laminaritriosidique 31 

 

 Après acétylation du trisaccharide 29, dans un mélange anhydride acétique/pyridine, 

en présence de DMAP, avec un rendement de 95%, la position 3III du composé 30 est 

déprotégé par l'action du chlorure de palladium dans le méthanol. Après élimination du 

chlorure de palladium, le trisaccharide est désacétylé pour conduire pour conduire à 

l'accepteur trisaccharidique 31, avec un rendement de 66% sur les deux étapes. 
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Schéma 35 : Couplage avec l'accepteur laminaritriosidique 31 

 

 Cependant aucun produit de couplage n'est observé après incubation du fluorure 23 et 

de l'accepteur 31 avec la glycosynthase GII E231G. 

 Cette observation semble bien indiquer qu'il existerait un problème de compétition 

entre le fluorure 23 et l'accepteur 26 ou  31 dans les sous-sites donneurs de l'enzyme. 
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 Ce problème remet en cause le principe de la synthèse par addition d'unités 

disaccharidiques à l'extrémité non-réductrice. Une autre stratégie de synthèse doit être 

envisagée pour l'obtention de β-(1,3)-oligosaccharides de DP contrôlé. 

 

3.4. Nouvelle stratégie de synthèse d'oligosaccharides de DP contrôlé 

 

3.4.1. Nouvelle étude rétrosynthétique 

 

 La nouvelle voie de synthèse envisagée consiste à procéder par additions successives 

d'unités monosaccharidiques sur l'extrémité réductrice du fluorure 23. La position anomère de 

l'oligosaccharide obtenu après condensation enzymatique doit alors être fluorée, en quelques 

étapes de synthèse chimique, afin que cet oligosaccharide puisse être mis en jeu dans une 

nouvelle étape de couplage enzymatique. 
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Schéma 36 : Nouvelle stratégie de synthèse d'oligosaccharides de DP contrôlé 
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3.4.2. Synthèse chimio-enzymatique du tétrasaccharide 35 

 

 La position anomère du composé 30, obtenu par un premier couplage enzymatique 

(voir paragraphe 3.3.2) puis acétylé, peut être déprotégée par le nitrate d'ammonium cérique 

(CAN) dans un mélange hydro-organique,131 pour conduire à l'hémiacétal 32 avec un 

rendement de 85%. Le traitement au trifluorure de (diéthylamino)sulfure (DAST) dans le 

dichlorométhane,132 puis l'anomérisation, dans un mélange HF/pyridine,133 permettent 

d'obtenir l'anomère α pur 33 avec un rendement de 67% sur les deux étapes. La désacétylation 

du fluorure 33, par le méthanolate de sodium, conduit au donneur 34.  
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Schéma 37 : Synthèse chimio-enzymatique du tétrasaccharide 35 
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 La condensation enzymatique, catalysée par la glycosynthase GII E231G, du fluorure 

34 sur l'accepteur glucosidique 28, permet d'obtenir le tétrasaccharide 35 avec un rendement 

de 70%. 

 Ce β-(1,3)-oligosaccharide peut faire l'objet d'une nouvelle élongation, en reproduisant 

le processus décrit ci-dessus, il est également fonctionnalisable par l'intermédiaire de la 

fonction allyle en position 3 de l'extrémité non-réductrice. Il est aussi possible de 

fonctionnaliser cet oligosaccharide du côté réducteur, soit en modifiant la position anomère, 

soit, au moment de la condensation enzymatique, en couplant le fluorure donneur à un 

glycoside différent, porteur d'une fonction d'intérêt. 

 

 La synthèse de ce composé fera l'objet d'une publication. 

 

4. Synthèse chimio-enzymatique d'un substrat fluorescent pour l'étude de 

β-(1,3)-glucanases 

 

 Après la synthèse de β-(1,3)-oligosaccharides de DP contrôlé, notre deuxième objectif 

fut de synthétiser un substrat pour le dosage d'activité endo-β-(1,3)-glucanase. Comme nous 

l'avons vu au paragraphe 1.2.4 du chapitre I, l'utilisation de substrats fluorescents est une 

bonne méthode pour doser spécifiquement l'activité d'une enzyme. 

 

4.1. Etude rétrosynthétique 

 

 Nous avons vu au paragraphe 3.4.2 de ce chapitre qu'il était possible de fonctionnaliser 

les oligosaccharides obtenus, au moment de la condensation enzymatique, en couplant le 

fluorure donneur à un glycoside  porteur d'une fonction d'intérêt. 

 La voie de synthèse envisagée pour le substrat cible 42 se base donc sur le couplage 

du fluorure 36 avec un glucoside fonctionnalisé, afin d'introduire le fluorophore EDANS à 

l'extrémité réductrice de l'oligosaccharide. 
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Schéma 38 : Rétrosynthèse du substrat fluorescent 

 

 L'extrémité non réductrice doit ensuite être fonctionnalisée par le DABITC. Ce 

chromophore peut être greffé par couplage avec une amine, elle-même obtenue par réaction 

du 2-aminoéthanethiol sur le groupement allyle. 
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4.2. Synthèse du tétrasaccharide fluorescent 42 

 

4.2.1. Par couplage avec le glucose-EDANS 38 

 

 Nous avons tout d'abord envisagé de coupler le donneur 34 directement sur un 

glucoside porteur du groupement EDANS. 

 Ce glucoside est obtenu en deux étapes : tout d'abord l'iodoacétamido-EDANS 

(IADEANS) réagit sur le thioacétate de glucose 36, disponible au laboratoire, en présence de 

diéthylamine, dans le DMF, puis le glucose-EDANS acétylé 37 ainsi obtenu est déprotégé par 

l'action du méthanolate de sodium dans le méthanol, pour conduire à l'accepteur 38 avec un 

rendement de 78%. 
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Schéma 39 : Essai de synthèse par couplage avec le glucose-EDANS 38 

 

 Cependant, après incubation du fluorure 34 avec le glucoside 38 en présence de la 

glycosynthase GII E231G, aucun produit de couplage n'est observé. 
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 Le glucoside-EDANS 38 n'est donc pas un bon accepteur et il faut envisager l'emploi 

d'un autre glucoside, permettant l'introduction du fluorophore après l'étape de couplage 

enzymatique. 

  

4.2.2. Par couplage avec le disulfure 39 

 

 C'est dans cette optique que nous avons synthétisé le disulfure 39. Comme 

précédemment, cet accepteur est obtenu à partir du thioacétate de glucose 36, qui est d'abord 

désacétylé par l'action du méthanolate de sodium, dans le méthanol, avant de réagir avec le 

benzènethiosulfonate de S-phényle, pour conduire au glucoside 39 avec un rendement de 

74%. Le couplage du donneur 34 et de l'accepteur 39 catalysé par la glycosynthase GII 

E231G, conduit au tétrasaccharide 40 avec un rendement de 96%, après purification sur phase 

inverse. Après dissociation du pont disulfure grâce au dithiothréitol (DTT) dans le DMF, le 

fluorophore peut être introduit par réaction avec l'IAEDANS, en présence de triéthylamine. 

Le tétrasaccharide fluorescent 41 est ainsi obtenu avec un rendement de 96%. 

 

 L'ajout final du chromophore à l'extrémité non-réductrice se fait en deux étapes. Dans 

un premier temps, le 2-aminoéthanethiol est introduit sur le composé 41, par addition 

radicalaire, initié par l'α,α'-azodiisobutyramidine dihydrochlorydrate (V-50), dans l'eau. Le 

brut réactionnel est purifié rapidement, sur phase inverse, pour éliminer l'excès de 2-

aminoéthanethiol et le V-50. Le composé intermédiaire, porteur de l'amine à l'extrémité non-

réducrice a bien été identifié par spectrométrie de masse (ESI : m/z = 1104 [M-H]-). 

Finalement le DABITC est mis en réaction avec le dérivé aminé, en présence de carbonate de 

sodium, dans le DMF, pour conduire au tétrasaccharide fluorescent 42, avec un rendement de 

32% sur les deux étapes. Une synthèse à plus grande échelle du composé 42, afin de permettre 

une caractérisation complète de celui-ci, est actuellement en cours. 
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Schéma 40 : Synthèse du tétrasaccharide fluorescent 

 

4.3. Etude enzymatique 

 

 Le test enzymatique suivant a été réalisé en utilisant la GmGBP. Cette enzyme est une 

β-glucan-binding protein, issu du soja (Glycine max), et présentant une activité β-(1,3)-

glucanase. Cette enzyme sera décrite de façon plus détaillée au paragraphe 2 du Chapitre III.

 Une solution du substrat 42 est placée dans la cellule du spectrofluorimètre. La valeur 
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de la fluorescence émise (à 470 nm) est constante et stable. Après quelques secondes, une 

solution de GmGBP est ajoutée au substrat, et la variation de fluorescence est enregistrée. 
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Figure 20 : Suivi de l'hydrolyse du tétrasaccharide 42 par la GmGBP 

 

 Comme espéré, l'ajout d'enzyme provoque une augmentation de la fluorescence (à 470 

nm), due à l'hydrolyse du substrat par la GmGBP. 

 

 Le substrat fluorescent 42 devrait donc pouvoir être utilisé avec succès pour le dosage 

spécifique d'activité endo-β-(1,3)-glucanase. 

 

5. Rationalisation des résultats obtenus avec la glycosynthase GII E231 

 

 Afin de compléter les premiers travaux sur la glycosynthase GII E231G (présenté au 

paragraphe 1.4.2.2 du Chapitre I) et de confirmer nos hypothèses concernant la préférence de 

l'enzyme pour les accepteurs monosaccharidiques, différents donneurs et accepteurs potentiels 

ont été testés (Tableau 3). 
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5.1. Synthèse des glucosides 46 et 49 
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Schéma 41 : Synthèse du glucoside 46 

 

 Le β-glucose peracétylé commercial réagit avec le bromure d'hydrogène, pour former 

le bromure d'α-glucosyle et permettre l'introduction du 4-aminothiophényle sur la position 

anomère, afin de former le β-thioglucoside 45 avec un rendement de 93% sur les deux étapes. 

Ce composé est alors désacétylé dans les conditions classiques pour conduire au thioglucoside 

46. Le β-thioglucoside de 4-aminothiophenyle 46 n'est pas obtenu avec un rendement 

quantitatif car la résine Amberlite IR-120, employée pour neutraliser le milieu réactionnel, 

retient une partie du produit à cause de l'interaction avec l'amine. 
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Schéma 42 : Synthèse du glucoside 49 

 

 Le glucoside 49 est obtenu par désacétylation quantitative du composé 48 disponible 

au laboratoire. 

 

5.2. Donneurs et accepteurs de la glycosynthase GII E231G 

 

 Le fluorure d'α-laminaribiosyle 23, porteur du groupement allyle en position 3II, a été 

mis en présence de différents accepteurs monosaccharidiques, et incubé avec la glycosynthase 

GII E231G (Tableau 3, Entrées 1 à 7). Dans la plupart des cas, le produit attendu se forme, 

sauf avec le glucose ou aucun produit de couplage n'est observé. Le composé commercial 52 
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(Entrée 7) est un accepteur potentiel particulièrement intéressant car les composés de ce type, 

porteurs d'un fluorure en position 2, sont connus pour leur rôle d'inhibiteurs de 

glucosidases.134-136 Malheureusement, le couplage avec le donneur 23, conduisant au 

trisaccharide 53, inhibiteur potentiel de β-(1,3)-glucanases, s'effectue avec un rendement très 

faible. 

 Les couplages avec les accepteurs 43, 28, 46 et 38, s'effectuent avec de très bons 

rendements, allant de 69 à 87%. En revanche, le rendement du couplage avec l'accepteur 49 

est sensiblement plus faible (20%). Ce résultat et celui du couplage avec le composé 52 

suggèrent que la présence d'un groupement en ortho sur le phényle (composés 49 et 52) serait 

défavorable au couplage, par rapport à la présence d'un groupement en position para 

(glucosides 43, 28 et 46) ou à l'absence de groupement (composé 38). 

 Aucun essai de couplage avec un di- ou trisaccharide n'a conduit à un résultat positif. 

Comme proposé au paragraphe 3.3 de ce chapitre, il est possible qu'il existe un problème de 

compétition entre le fluorure 23 et les accepteurs di- ou trisaccharidiques dans les sous-sites 

donneurs de l'enzyme. 
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Tableau 3 : Donneurs et accepteurs de la glycosynthase GII E231G 

 

 Les accepteurs 28 et 38 ont pu être couplés avec le fluorure trisaccharidique 34 avec 

des rendements presque aussi élevés que ceux des couplages avec le disaccharide 23. En 

revanche, comme nous l'avons vu au paragraphe 4.2.1 de ce chapitre, aucun couplage de se 

produit avec le glucose-EDANS 37. 

 Il est probable qu'une interaction hydrophobe, entre le sous-site +2 et les glucosides 

d'aryle 28, 38, 43 et 46, permette leur fixation dans le site accepteur avec une bonne affinité. 

La présence d'un substituant en ortho sur l'aryle est défavorable, et cette interaction 

hydrophobe ne peut être mise en jeu pour le glucose et le dérivé 37. 

 

 Ces derniers résultats, ajoutés à ceux de la littérature, permettent de préciser la 

spécificité de la glycosynthase GII E231G, en particulier vis-à-vis des accepteurs possibles 

pour cette enzyme. 
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1. Introduction 

 

 Le travail présenté dans ce chapitre a été effectué à l'Institut botanique de l'Université 

Ludwig-Maximilians (LMU, Munich, Allemagne) dans le cadre du programme européen de 

recherche SACC-SIG-NET (Projet n°HPRN-CT-2202-00251) portant sur les oligosaccharides 

agissant comme molécule-signal chez les plantes. 

  

 Une première partie de ce travail, effectué au sein de l'équipe Biochimie et 

Phytopathologie, en collaboration avec le Dr. J. Fliegmann et sous la direction du Pr. J. Ebel, 

porte sur l'expression et la purification de la GBP de Glycine max. Seule l'étude par RMN 1H 

du mécanisme d'action de cette enzyme a été effectué au CERMAV. 

 

 La deuxième partie de ce travail, effectué au LMU, porte sur le clonage d'une famille 

de gènes de Medicago truncatula codant probablement pour plusieurs enzymes de type GBP. 

 

2. La glucan-binding protein de Glycine max (soja) 

 

 Il a été démontré que la glucan-binding protein du soja (GmGBP) possédait une 

double activité : la reconnaissance spécifique et la fixation de l'éliciteur heptaglucoside β-

(1,6)- ramifié β-(1,3) d'une part,26 et l'hydrolyse des β-(1,3)-glucanes linéaires d'autre part.33  

 

2.1. Spécificité de la GmGBP recombinante 

 

  Pour mieux caractériser les propriétés enzymatiques de la GmGBP, comme la vitesse 

d'hydrolyse de différents β-(1,3)-oligosaccharides, une GBP recombinante produite dans des 

cellules d'insectes a été utilisée (Figure 21). 
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Figure 21 : Hydrolyse de β-(1,3)-oligosaccharides par la GmGBP recombinante 
Des laminari-oligosaccharides de différentes tailles ont été incubés avec un extrait de protéines solubles, dérivé 
des cellules d'insectes infectées (Sf9:GmGbp) durant les temps indiqués. Les produits de réaction et standards 
(M) ont étés dérivatisés par le fluorochrome chargé ANTS, puis séparés sur gel polyacrylamide et observés sous 
lumière UV (360 nm). Pour les contrôles (C), un extrait de protéines solubles, dérivé des cellules d'insectes non-
infectées (Sf9:wt-virus), a été incubé 3h avec les différents oligosaccharides. Les substrats et standards utilisés 
sont : le laminaribiose (L-biose, L2), le laminaritriose (L-triose, L3), le laminaritétraose (L-tetraose, L4), le 
laminaripentaose (L-pentaose, L5), le laminarihexaose (L-hexaose, L6), le laminariheptaose (L-heptaose, L7) et 
le glucose (uniquement comme standard, Glc). 
 

 Le laminaritétraose est le motif minimum pouvant être efficacement hydrolysé par la 

GmGBP. L'hydrolyse du laminaripentaose conduit aux dimère et trimère. L'hydrolyse des 

laminarihexaose et -heptaose passe par les intermédiaires tétramériques ou tétra- et 

pentamériques, respectivement, pour conduire à nouveau aux laminaribiose et -triose 

uniquement. Aucune libération de glucose n'a été observée.  

 

 Dans leur ensemble, ces données indiquent un mode d'attaque du substrat par la 

GmGBP de type endo. Le suivi par spectrofluorométrie de l'hydrolyse catalysée par la 

GmGBP, présenté au paragraphe 4.3 du Chapitre II, confirme bien que cette enzyme est une 

endo-β-(1,3)-glucanase. 
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2.2. Expression et purification de la  GBP de Glycine max "CBP-tagged" 

 

 De plus amples études des propriétés enzymatiques de la GmGBP nécessitent sa 

purification. Afin de bénéficier d'un système de production plus simple et plus rapide dans un 

hôte eucaryote, la GmGBP a été exprimée dans une levure, Saccharomyces cerevisiae. Le 

plasmide conçu apporte différentes caractéristiques à la protéine recombinante : du côté N-

terminal, un peptide permettant la myristoylation et, après acylation in vivo, la fixation de la 

protéine à la membrane plasmique137 et du côté C-terminal, un "calmodulin-binding peptide" 

(CBP) séparé de la protéine cible par un site de coupure par une TEV-protéase, du type de 

ceux présents dans les vecteurs TAP-tag.138 Ces caractéristiques ont été choisies après 

observation du fait que la quantité de GmGBP recombinante obtenue est toujours plus élevée 

si le peptide-signal Myr est présent du côté N-terminal (J. Fliegmann, LMU-Munich, résultats 

non-publiés). Le fractionnement des extraits de levure exprimant soit la fusion Myr-

GBP/TEV/CBP soit la version sans signal de myristoylation, mène dans les deux cas à la 

récupération de la GmGBP, à la fois dans les fractions microsomales et solubles. La méthode 

de purification5 permet d'obtenir des fractions assez pures, contenants seulement des traces de 

contamination par d'autres protéines (Figure 22).  

 

 

Figure 22 : Purification de la GmGBP-"CBP-tagged" 
Les fractions ont été déposées sur gel SDS-polyacrylamide à 10%  (coloré à l'argent) dans l'ordre suivant : 1, 
fraction microsomale; 2, lysat; 3, fraction précipitée avec 35-75% de sulfate d'ammonium ; 4, après passage sur 
la résine d'affinité ; 5, fraction de lavage 9 ; 6 à10, fractions d'élution 1 à 5. 3 µg de protéine ou 10 µL de fraction 
ont été déposés sur les colonnes 1 à 4 et 5 à 10, respectivement. Les emplacements des protéines du marqueur de 
taille sont notés à droite. 
 

 Les mesures de la constante de Michaelis-Menten (Km), d'affinité pour le substrat, de 

la protéine purifiée et de la GBP endogène du soja, donnent des valeurs proches, 

respectivement 39 et 49 µg/mL de laminarine. Ce résultat montre qu'il n'est pas nécessaire 

d'éliminer la queue CBP pour conserver les propriétés de la GmGBP sauvage. Pour 
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comparaison, les valeurs de Km de la GmGBP exprimée dans les cellules d'insectes varient 

entre 42 et 262 µg/mL.33 

 

2.3. Stéréochimie de l'hydrolyse catalysée par la GmGBP recombinante 

 

 L'analyse de la séquence d'acides aminés de la GBP de Glycine max a montré que cette 

enzyme appartient à la famille 81 des glycoside-hydrolases.d Le mécanisme moléculaire 

d'hydrolyse de cette famille n'étant pas décrit, il était intéressant de le déterminer 

expérimentalement. 

 

 L'évolution de la stéréochimie de la réaction d'hydrolyse catalysée par la GmGBP a été 

suivie par spectroscopie RMN du proton. Environ 0.36 mg de la GBP-"CBP-tagged" purifiée 

ont été incubés avec 6 mg de laminarine, tandis que des spectres étaient enregistrés à 

intervalles réguliers (Figure 23). Avant addition de l'enzyme, la région des protons anomères 

(4.4 – 5.3 ppm) montre un doublet centré à 4.75 ppm, avec un couplage de 8.0Hz, 

représentant le signal des protons H-1 axiaux des liaisons β-(1,3)- internes, mais aucun signal 

correspondant aux extrémités réductrices libres n'est détectable (Figure 23a). Dix minutes 

après addition de l'enzyme, un nouveau doublet est observé à 5.20 ppm, avec un couplage de 

3.9Hz, correspondant au H-1 équatorial de l'extrémité réductrice (Figure 23b). Au cours de la 

réaction, la mutarotation spontanée de l'anomère α nouvellement créé, conduit à l'apparition 

d'un doublet à 4.63 ppm, avec un couplage de 8.0Hz, attribuable au H-1 β-anomère de l'unité 

réductrice (Figure 23c,d). 

 

                                                 
d P.M. Coutinho & B. Henrissat (1999) Carbohydrate-Active Enzymes server : http://www.cazy.org/ 
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Figure 23 : Evolution de l'hydrolyse de la laminarine catalysée par la GBP purifiée 
(a) région des protons anomères du spectre RMN 1H, sans enzyme, à 40°C 

(b, c, d) après 10, 40 et 90 min d'incubation avec l'enzyme, à 30°C 
 

 Cette analyse spectroscopique montre clairement que l'hydrolyse des β-(1,3)-glucanes 

catalysée par la GBP de Glycine max s'effectue avec un mécanisme d'inversion de 

configuration, et précise ainsi pour la première fois le mode d'action d'une glycoside-

hydrolase appartenant à la famille GH-81.139 

 

2.4. Expression de la GmGBP chez Medicago truncatula 

 

2.4.1. Objectif 

 

 Pour poursuivre l'étude de la GmGBP, et en particulier la reconnaissance de l'éliciteur 

β-glucane HG, il est nécessaire d'exprimer cette protéine au sein de son complexe. Comme 

nous allons le voir plus en détail au paragraphe 3, M. truncatula exprime aussi des enzymes 

de type GBP. Il semble donc que cette plante soit un bon candidat pour exprimer la GmGBP 

au sein du complexe récepteur. 

 

 Les racines de M. truncatula peuvent être transformées en utilisant la bactérie 

Agrobacterium rhizogenes, car cette bactérie est naturellement capable d'infecter la plante. Il 

faut donc au préalable introduire dans A. rhizogenes le plasmide porteur du gène à exprimer. 
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 Suite au travaux de Julie Leclercq, différents plasmides contenant, ou non, la GmGBP 

sont disponibles au LMU. 

 

Plasmide Abréviation 

pGreen:35S-insert-TAP-Tag #3- 

pGreen:35S-GmGbp-TAP-Tag #3+ 

pGreen:35S-insert-GFP #6- 

pGreen:35S-GmGbp-GFP #6+ 

pGreen:35S-mRFP #9- 

pGreen:35S-GmGbp-mRFP #9+ 

Tableau 4 : Plasmides pour la transformation de M. truncatula via A. rhizogenes 
(TAP : tandem affinity purification, GFP : green fluorescence protein, RFP : red fluorescence protein) 

 

 Les plasmides #3+, #6+ et #9+ contiennent les séquences codant, respectivement, pour 

un élément TAP, devant permettre de purifier le complexe, une protéine fluorescente verte (la 

GFP) et une protéine fluorescente rouge (la mRFP), en plus du gène GmGbp lui-même. Les 

constructions fluorescentes permettent de voir, par microscopie confocale, dans quelles zones 

la GmGBP est exprimée. La construction contenant l'élément TAP, doit permettre la 

purification du complexe et servir à étudier la GmGBP proprement dite. Les constructions #3-

, #6- et #9-, dépourvues du gène GmGbp, servent de contrôle. Un autre plasmide, le plasmide 

pSoup, doit également être inséré dans A. rhizogenes car il est nécessaire à la réplication du 

plasmide pGreen.140 

 

2.4.2. Transformation d'A. rhizogenes 

 

 Les cellules compétentes ARqua1,141 d'A. rhizogenes, sont transformées par la 

méthode de congélation-décongélation,142 puis cultivées sur le milieu solide 

TY/streptomycine/kanamycine/tétracycline (Les cellules Arqua1 sont résistantes à la 

streptomycine. La kanamycine permet la sélection du vecteur pGreen et la tétracycline celle 

du plasmide pSoup). Les colonies obtenues sont testées par PCR. Toutes les colonies testées 

se sont révélées positives. Six souches contenant respectivement les constructions #3-, #3+, 

#6-, #6+, #9-, #9+, ainsi que le plasmide pSoup, ont ainsi  été obtenues. 
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 Les cellules ARqua1 transformées sont cultivées dans le milieu liquide 

TY/streptomycine/kanamycine/tétracycline, puis une partie de ces cultures liquides est 

cultivée sur le milieu solide TY/streptomycine/kanamycine/tétracycline jusqu'à former une 

couche de bactéries à la surface des boîtes de Pétri. C'est à ce stade que les cellules sont 

utilisées pour inoculer les racines de M. truncatula. 

 

2.4.3. Transformation des racines de M. truncatula 

 

 Les graines de M. truncatula (Figure 24A) stérilisées sont mises à germer à l'obscurité, 

à 14°C, jusqu'à ce que leur racine atteigne 1 cm de long environ (Figure 24B). L'extrémité de 

la racine est alors coupée, et la racine est inoculée par simple contact avec les cellules 

transformées d'A. rhizogenes (Figure 24C). 

 

 

Figure 24 : Transformation des racines de M. truncatula 
A : Graines de Medicago truncatula. B : Les graines stérilisées germent sur un milieu eau-agar. Lorsque la 
racine atteint 1 cm environ, son extrémité est sectionnée au scalpel. C : Les pousses sont transformées par 
contact de la partie sectionnée avec la bactérie transformée. 
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 Les jeunes pousses sont ensuite cultivées sur le milieu solide Fahraeus modifié en 

présence de kanamycine (Figure 25). 

 

 

Figure 25 : Pousses de M. truncatula, 5 jours après transformation avec #6+ 

 Les racines transformées sont sélectionnées directement grâce à leur résistance à 

l'antibiotique. Elles apparaissent juste au dessus de la zone sectionnée, après 1 à 2 semaines 

environ (Figure 26). 

 

 

Figure 26 : Apparition d'une première racine, 7 jours après transformation avec #3+ 

 

 Après 2 à 3 semaines, il est déjà possible d'étudier par microscopie confocale, les 

racines transformées avec les constructions fluorescentes #6-, #6+, #9- et #9+. En effet, 

aucune purification n'est nécessaire, ces constructions permettent seulement de visualiser 

rapidement les zones d'expression de la GmGBP. En revanche, pour purifier le complexe-
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récepteur, grâce à l'élément TAP exprimé par la construction #3+, il faudrait beaucoup plus de 

matériel. 

 Une solution, pour obtenir plus de racines, est de transférer les plantes dans un 

système appelé "caisson" (Figure 27). Ce système fermé permet de faire pousser les plantes 

sans aucun support. Le caisson est seulement percé de trous au niveau du couvercle, à travers 

lesquels les plantes poussent. Les racines des plantes se trouvent donc suspendues à l'intérieur 

du caisson, où un milieu nutritif est brumisé en continu. Ce milieu contient également de la 

kanamycine afin de maintenir une pression de sélection. 

 

 

Figure 27 : Culture de M. truncatula dans le caisson 

 

 L'analyse des racines transformées avec les constructions #6+ et #9+ est actuellement 

en cours à l'Institut botanique de Munich. 

 Les plantes, dont les racines ont été transformées avec la construction #3+, doivent se 

développer encore pour permettre la purification du complexe contenant la GmGBP. 
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3. Les GBPs de Medicago truncatula 

  

3.1. Medicago truncatula : un modèle pour les Fabacées 

 

 L'affinité des récepteurs et la réponse aux éliciteurs β-glucanes ont été décrites 

uniquement dans la famille des Fabacées, et non, par exemple, chez A. thaliana ou la tomate. 

Parmi les légumineuses, le soja et Medicago truncatula sont tout deux infectés par les espèces 

Phytophthora, respectivement P. sojae et P. medicagensis. Chez ces deux pathogènes, les β-

glucanes ramifiés constituent l'essentiel de la paroi cellulaire du mycélium.143 Les propriétés 

biochimiques et d'affinité des récepteurs de β-glucanes ont été étudiées en détail chez M. 

truncatula, mais aucune autre analyse moléculaire n'a été réalisée.   

 Récemment, quatre gènes codant probablement pour des GBPs de M. truncatula 

(MtGBP1, 2, 3, et 4) ont été isolés (Leclercq et coll., LMU-Munich, résultats non publiés). 

Contrairement aux gènes Gbps du soja et du haricot caractérisés précédemment,26 les gènes  

Gbps de M. truncatula forment une famille. 

 

 M. truncatula a été proposé comme modèle pour les Fabacées en raison de la petite 

taille de son génome, de sa croissance rapide et de sa relative facilitée à être transformé.  

 

3.2. Le domaine β-(1,3)-glucanase des MtGBPs 

 

 Le domaine glucanase de la GBP du soja contient deux motifs peptidiques, dont la 

structure correspond à celle des β-(1,3)-glucanases d'origine microbienne, appartenant à la 

famille GH-81.33, 144 Ces motifs sont également présents dans la famille MtGBP (Figure 28).  
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         418              494      498 

   GmGBP YNDHHYHLGY ESTSE 

   PvGBP YNDHHYHLGY ESTSE 

   MtGBP1 YNDHHFHLGY ESTSE 

   MtGBP2 YNDHHYHLGY ESSSE 

   MtGBP3 YNDHADHLGY KSTSQ 

   MtGBP4 YNDHHYHLGY ESTSE 

Figure 28 : Régions conservées chez les GBPs de Glycine max, Phaseolus vulgaris et 

Medicago truncatula 

 

 Dans le second motif, l'un des deux résidus acide glutamique a été proposé comme 

pouvant être le résidu nucléophile du site actif.145 La substitution d'un de ces résidus par une 

glutamine élimine l'activité hydrolytique.33 De même, la mutation du résidu aspartate 418 

dans le premier motif, conduit à une perte de l'activité enzymatique chez la GBP du soja. Il est 

intéressant de noter que les deux résidus acide glutamique du second motif sont présents chez 

toutes les MtGBPs, à l'exception de MtGBP3. Chez MtGBP3, ces résidus sont remplacés par 

une lysine et une glutamine, suggérant que MtGbp3 puisse coder pour un variant 

hydrolytiquement inactif de la famille de GBP de M. truncatula. 

 

3.3. Essais de clonage des gènes de la famille MtGbp 

 

3.3.1. Objectif 

 

 Pour pouvoir éventuellement confirmer cette hypothèse et étudier de façon plus 

approfondie les propriétés des MtGBPs, il est nécessaire de les obtenir en quantité suffisante 

et sous forme purifiée. Pour cela, nous avons envisagé d'exprimer ces protéines chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae INVSc2 en utilisant le vecteur pYes-M/TEV/CBP5 permettant à la 

fois le clonage chez E. coli et l'expression des GBPs chez la levure. 
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 Suite au travail entrepris par Julie Leclercq (LMU-Munich, résultats non publiés), les 

gènes MtGbps étaient disponibles sous la forme suivante : MtGbp1, MtGbp2 et MtGbp3, 

clonés dans le vecteur pGem-T, et MtGbp4, sous forme d'ADN génomique. 

 

 L'objectif suivant de ce travail était de cloner les gènes MtGbp1, MtGbp2, MtGbp3 et 

MtGbp4 dans le vecteur pYes-M/TEV/CBP afin de pouvoir exprimer les protéines MtGBP1, 

MtGBP2, MtGBP3 et MtGBP4 dans la levure Saccharomyces cerevisiae INVSc2. 

 

3.3.2. MtGbp1 et MtGbp3 

 

3.3.2.1. Essai de clonage dans pYes-M/TEV/CBP 

 

 Afin de pouvoir insérer les gènes MtGbp1 et MtGbp3 dans le vecteur pYes-

M/TEV/CBP, il est nécessaire d'insérer les sites de restriction pour les enzymes BamHI et 

MscI pour le gène MtGbp1, et BamHI et Ecl136II pour MtGbp3 (Tableau 5). Ces sites sont 

introduits par PCR en utilisant les oligonucléotides MtGbp1_BamHI_for et MtGbp1_MscI_rev 

pour MtGbp1, et MtGbp3_BamHI_for et MtGbp3_Ecl136_rev pour MtGbp3. 

 
 ADN parent  après restriction : 

BamHI 5’-nnnG↓GATC Cnnn-3’  5’-nnnG-3’  5’-GATCCnnn-3’ 

 3’-nnnC CTAG↑Gnnn-5’  3’-nnnCCTAG-5’     3’-Gnnn-5’ 

 

MscI 5’-TGG↓CCA-3’  5’-nnnTGG-3’  5’-CCAnnn-3’ 

 3’-ACC↑GGT-5’  3’-nnnACC-5’  3’-GGTnnn-5’ 

 
Ecl136II 5’-GAG↓CTC-3’  5’-nnnGAG-3’  5’-CTCnnn-3’ 

 3’-CTC↑GAG-5’  3’-nnnCTC-5’  3’-GAGnnn-5’ 

Tableau 5 : Sites de restriction pour les enzymes BamHI et MscI et Ecl136II 

 

 Le vecteur pYes-M/TEV/CBP est linéarisé, par digestion par les enzymes BamHI et 

MscI, puis purifié. Les gènes MtGbp1 et MtGbp3 sont amplifiés par PCR, avec la Pfu-

polymérase, en utilisant les oligonucléotides ci-dessus, puis digérés par les enzymes BamHI et 
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MscI, et  BamHI et Ecl136II, respectivement, et purifiés sur gel d'agarose en utilisant le kit de 

purification NucleoSpin Extract II.  

 Les gènes purifiés sont incubés avec le vecteur linéarisé pYes-

M/TEV/CBPxBamHIxMscI, en présence de la ligase T-4. Le produit de ligation est utilisé 

pour transformer les cellules ultracompétentes XL10-Gold. Après culture sur le milieu solide 

LB/ampicilline, aucune colonie ne s'est développée. 

 

 Après la PCR permettant l'insertion des sites de restriction, les extrémités des produits 

de l'amplification peuvent être trop courtes pour permettre une bonne reconnaissance par les 

enzymes de restriction. Pour éviter ce problème, il est possible d'insérer d'abord la totalité du 

produit de l'amplification, dans un vecteur intermédiaire, avant de procéder à la restriction 

enzymatique. 

 

3.3.2.2. Essai de clonage dans pGem-T 

 

 Les produits issus de la PCR sont directement purifiés par extraction au phénol. Une 

étape d'incubation avec la Taq-polymérase permet d'ajouter une déoxyadénosine (dA) en 3' du 

produit de PCR, afin de permettre le couplage avec le vecteur pGem-T. Les produits de cette 

réaction sont alors incubés avec le vecteur pGem-T, en présence de ligase T-4. Le produit de 

la ligation est utilisé pour transformer les cellules ultracompétentes XL10-Gold. Ces cellules 

sont ensuite cultivées sur le milieu solide LB/ampicilline, contenant également de l'IPTG et 

du X-Gal pour permettre une détection bleu/blanc des clones négatifs/positifs. Pour chaque 

échantillon, quatre colonies blanches sont prélevées et cultivées le milieu liquide 

LB/ampicilline. 

 Après extraction de l'ADN par miniprep et analyse par PCR, en utilisant les 

oligonucléotides MtGbp1_BamHI_for et MtGbp1_MscI_rev pour MtGbp1, et MtGbp1_BamHI_for 

et MtGbp1_Ecl136_rev pour MtGbp3, il semble que toutes les colonies contiennent le vecteur 

pGem-T et le gène MtGbp1 ou MtGbp3. 

 Cependant, après séquençage des plasmides obtenus, il s'avère que les cellules n'ont 

pas été transformées par les plasmides contenant les sites de restriction pour les enzymes 

BamHI et MscI, mais par les traces résiduelles du plasmide pGem-T:MtGbp1, ou pGem-
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T:MtGbp3 originel, qui n'a pas été éliminé lors de la purification par simple extraction au 

phénol. 

 

 Pour être sûr d'éliminer ce plasmide, nous avons décidé d'utiliser un vecteur résistant à 

un antibiotique différent de celui du vecteur originel. 

 

3.3.2.3. Clonage dans pSTBlue-1 

 

 Nous avons utilisé un nouveau kit de clonage, Perfectly Blunt Cloning Kit (Novagen), 

comprenant le vecteur pSTBlue-1, résistant à la kanamycine (ce qui n'est pas le cas du vecteur 

pGem-T). 

 Comme précédemment, les produits de la PCR sont purifiés directement par extraction 

au phénol. Le Perfectly Blunt Cloning Kit procède d'abord par une étape de conversion des 

extrémités des produits de la PCR, avant ligation avec le vecteur pSTBlue-1, par la ligase T4. 

Cette solution est ensuite utilisée pour transformer les cellules compétentes NovaBlue 

Singles. Les colonies obtenues après incubation sur le milieu solide 

LB/kanamycine/tétracycline/X-Gal/IPTG, sont sélectionnées par détection bleu/blanc. 

 Deux colonies blanches de chaque échantillon sont prélevées et cultivées dans le 

milieu LB/ampicilline. Après extraction des plasmides par miniprep et analyse par restriction 

avec l'enzyme EcoRI, le gel d'agarose présente bien les bandes correspondant au vecteur 

pSTBlue-1 (3851 bp) et aux fragments, issus de la digestion par l'enzyme, des gènes MtGbp1 

(1520 bp et 247/245 bp) et MtGbp3 (1380 bp et 585 bp). 
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                      X     1      2       3     4 

Figure 29 : Gel d'agarose de l'analyse par restriction des plasmides pSTBlue-1:MtGbp1 et 
pSTBlue-1:MtGbp 3 

X : Marqueur de taille. 1,2: Plasmides pSTBlue-1:MtGbp1. 3, 4 : Plasmides pSTBlue-1:MtGbp3. 
 

 Ce clonage a donc permis d'insérer les gènes MtGbp1 et MtGbp3, contenant les sites 

de restriction désirés, dans le vecteur intermédiaire pSTBlue-1. Il faut maintenant transférer 

ces gènes dans le vecteur cible pYes-M/TEV/CBP. 

 

3.3.2.4. Nouveaux essais de clonage dans pYes-M/TEV/CBP 

 

 Les plasmides pSTBlue-1:MtGbp1 et pSTBlue-1:MtGbp3 sont  digérés par les 

enzymes BamHI et MscI, et BamHI et Ecl136II, respectivement, puis purifiés sur gel 

d'agarose. 

 Les gènes purifiés sont incubés avec le vecteur linéarisé pYes-

M/TEV/CBPxBamHIxMscI, en présence de la ligase T-4. Le produit de la ligation est utilisé 

pour transformer les cellules ultracompétentes XL10-Gold. 

 Après culture sur le milieu solide LB/ampicilline, aucune colonie ne s'est développée 

pour l'échantillon MtGbp3, quatre colonies se sont développées pour l'échantillon MtGbp1. 

Les colonies sont cultivées dans le milieu liquide LB/ampicilline puis analysées par miniprep 

et restriction avec l'enzyme HindIII. Aucune colonie ne contient le plasmide cible pYes-

M/TEV/CBP:MtGbp1. 
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 Les pertes d'ADN dues aux étapes de purification classiques peuvent être l'une des 

raisons de l'échec de ce clonage. Afin d'éviter ces pertes, les plasmides pSTBlue-1:MtGbp1 et 

pSTBlue-1:MtGbp3, digérés par les enzymes BamHI et MscI, et BamHI et Ecl136II, 

respectivement, sont purifiés sur un gel "low-melt". Ce gel permet de purifier le produit, et la 

bande contenant le gène est séparée du reste du gel comme dans une purification classique, 

mais, en revanche, le gène n'est pas extrait du gel. Ce gel a une température de liquéfaction 

suffisamment basse pour être fondu sans dénaturer l'ADN. La solution ainsi obtenue peut 

alors être directement utilisé pour effectuer la ligation avec le vecteur pYes-M/TEV/CBP. Le 

produit de ligation est utilisé pour transformer les cellules ultracompétentes XL10-Gold. 

 Après culture des bactéries sur le milieu solide LB/ampicilline, aucune colonie ne s'est 

développée pour l'échantillon MtGbp3. Les cinq colonies de l'échantillon MtGbp1 sont 

cultivées dans le milieu liquide LB/ampicilline puis analysées par miniprep et restriction avec 

l'enzyme HindIII. Aucune colonie ne contient le plasmide cible pYes-M/TEV/CBP:MtGbp1. 

 

 A ce stade, il faudrait essayer de déterminer quelle étape du clonage pose problème, 

l'étape de ligation ou la transformation des cellules compétentes, afin de pouvoir proposer une 

solution. 

 

3.3.3. MtGbp2 

 

3.3.3.1. Essai de clonage dans pYes-M/TEV/CBP 

 

 Pour pouvoir insérer le gène MtGbp2 dans le vecteur pYes-M/TEV/CBP, il est 

nécessaire d'insérer les sites de restriction pour les enzymes BamHI et MscI (Tableau 5). Ces 

sites sont introduits par PCR, avec la Pfu-polymérase, en utilisant les oligonucléotides 

MtGbp2_BamHI_for et MtGbp2_MscI_rev. 

 L'essai de clonage de MtGbp2 dans pYes-M/TEV/CBP a été effectué en parallèle avec 

les premiers essais de clonage de MtGbp1 et MtGbp3, et aucune colonie ne s'est développée. 

 

 

 



Chapitre III : Les β-glucan-binding proteins (GBPs) 

 

 

95 

3.3.3.2. Essai de clonage dans pGem-T 

 

 L'essai de clonage de MtGbp2 dans pGem-T a été effectué en parallèle avec les essais 

de clonages de MtGbp1 et MtGbp3 avec un résultat identique (voir paragraphe 3.3.2.2). 

 

3.3.3.3. Essais de clonage dans pSTBlue-1 

 

 Le premier essai de clonage de MtGbp2 dans pSTBlue-1 a été effectué en parallèle 

avec les clonages de MtGbp1 et MtGbp3 mais sans succès. 

 

 Deux nouveaux essais de clonage ont été tentés, l'un en purifiant le produit de PCR sur 

gel d'agarose, l'autre sans aucune purification afin d'éviter tout perte d'ADN. Mais ces 

nouveaux essais ne conduirent pas à plus de réussite. 

 

 Finalement, toujours dans l'idée d'éviter la perte d'ADN, le produit de PCR est purifié 

sur un gel "low-melt". Le produit de ligation avec le vecteur pSTBlue-1 est utilisé pour 

transformer les cellules ultracompétentes XL10-Gold. Les colonies obtenues après incubation 

sur le milieu solide LB/kanamycine/tétracycline/X-Gal/IPTG, sont sélectionnées par détection 

bleu/blanc. Quatre colonies blanches sont prélevées et cultivées dans le milieu 

LB/kanamycine/tétracycline, puis analysées par miniprep et restriction avec l'enzyme EcoRI. 

Aucune colonie testée ne contient la construction pSTBlue-1:MtGbp2. 

 

 Comme dans le cas de MtGbp1 et MtGbp3, il faudrait essayer de déterminer quelle 

étape doit être modifiée ou optimisée, car aucun essai de clonage n'a été fructueux jusqu'à 

présent avec le gène MtGbp2. 
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3.3.4. MtGbp4 

 

3.3.4.1. Essai de clonage dans pGem-T 

 

 MtGbp4 est amplifié par PCR, avec la Taq-polymérase à partir d'ADN génomique en 

utilisant les oligonucléotides MtGbp10_ATG_for et MtGbp10_Stop_Rev, et purifié sur gel 

d'agarose. Une moitié du produit de PCR purifié est traité avec la Taq-polymérase, l'autre 

moitié ne subit pas ce traitement. Ces deux produits sont alors mis en ligation avec le vecteur 

pGem-T. Les produits de ligation sont utilisés pour transformer les cellules ultracompétentes 

XL10-Gold. Les cellules sont cultivées sur le milieu solide LB/ampicilline/IPTG/X-Gal et 

sélectionnées par détection bleu/blanc. Pour chaque échantillon, quatre colonies blanches sont 

prélevées et cultivées sur le milieu liquide LB/ampicilline. Après miniprep et analyse par 

restriction avec l'enzyme EcoRI et par PCR, en utilisant les oligonucléotides 

MtGbp10_ATG_for et MtGbp10_Stop_Rev, aucune colonie testée ne contient le gène et le vecteur 

voulu. 

 

3.3.4.2. Essai de clonage dans pSTBlue-1 

 

 Le Perfectly Blunt Cloning Kit est utilisé pour essayer de cloner le gène MtGbp4, 

purifié sur gel d'agarose après PCR, dans le vecteur pSTBlue-1. Les cellules compétentes 

NovaBlue Singles transformées sont cultivées sur le milieu solide 

LB/kanamycine/tétracycline/X-Gal/IPTG, puis sélectionnées par détection bleu/blanc. Quatre 

colonies blanches prélevées et cultivées dans le milieu liquide LB/kanamycine/tétracycline. 

Après extraction des plasmides par miniprep et analyse par restriction avec l'enzyme EcoRI, 

aucune colonie testée ne contient le plasmide pSTBlue-1:MtGbp4. 

 

3.3.4.3. Clonage dans pSC-A 

 

 Un nouveau kit de clonage, Strataclone, propose un système combinant l'utilisation in 

vivo, de la topoisomérase I du virus Vaccinia et de la Cre recombinase du bactériophage P1, 

afin d'insérer rapidement un produit de PCR dans le vecteur pSC-A (Figure 30). 
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Figure 30 : Principe du système Strataclone 

 

 Le gène MtGbp4 est amplifié par PCR en utilisant la polymérase Easy-A, dont 

l'emploi est recommandé avec le kit Strataclone. Le produit de PCR ainsi obtenu est utilisé 

directement selon le protocole du kit Strataclone. Les cellules Strataclone SoloPack 

transformées sont cultivées sur le milieu solide LB/ampicilline/X-Gal/IPTG, puis 

sélectionnées par détection bleu/blanc. Six colonies blanches sont prélevées et cultivées dans 

le milieu liquide LB/ampicilline. Après extraction des plasmides par miniprep et analyse par 

restriction avec l'enzyme EcoRI, trois des colonies testées s'avèrent contenir le plasmide pSC-

A:MtGbp4. Le gel d'agarose présente les bandes correspondant au vecteur pSC-A (3.5 kb) et 

aux fragments, issus de la digestion par l'enzyme, du gène MtGbp4 (1041 bp, 769 bp et 227 

bp). 

 



Chapitre III : Les β-glucan-binding proteins (GBPs) 

 

 

98 

 
                                                              X    1      2      3 

Figure 31 : Gel d'agarose  de l'analyse par restriction des plasmides pSC-A:MtGbp4 
X : Marqueur de taille. 1, 2, 3 : Plasmides pSC-A:MtGbp4. 

 

 En utilisant le kit Strataclone, le gène MtGbp4 a pu être cloné pour la première fois. 

Le plasmide pSC-A:MtGbp4 peut maintenant être utilisé pour amplifier MtGbp4 tout en 

insérant les sites de restriction pour les enzymes BamHI et MscI. Ces sites de restriction sont 

introduits par PCR, avec la Pfu-polymérase, en utilisant les oligonucléotides 

MtGbp4_BamHI_for et MtGbp4_MscI_rev. 

 

3.3.5. Conclusion et perspectives 

 

 Les gènes MtGbp1 et MtGbp3, porteur des sites de restrictions permettant leur 

introduction dans le vecteur pYes-M/TEV/CBP (respectivement BamHI et MscI pour MtGbp1 

et BamHI et Ecl136II pour MtGbp3) ont pu être clonés dans un vecteur intermédiaire, le 

vecteur pSTBlue-1. Le clonage dans le vecteur cible pYes-M/TEV/CBP reste à mettre au 

point. 

 Le gène MtGbp2 n'a pu être cloné avec succès dans aucun des vecteurs proposés. Il 

faut essayer d'identifier l'origine du problème avec les vecteurs testés ou envisager l'insertion 

du gène dans un vecteur différent. 

 Le gène MtGbp4 a pour la première fois été cloné à partir d'ADN génomique, dans le 

vecteur pSC-A. Les sites de restriction BamHI et MscI, pour l'insertion du gène dans le 

vecteur pYes-M/TEV/CBP, ont également été introduits avec succès. Un premier essai de 

clonage dans le vecteur pYes-M/TEV/CBP a été effectué, les résultats sont en cours d'analyse.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 CONCLUSION ET PERSPECTIVES 



 

 



Conclusion et perspectives 

 

 

101 

 La première partie des travaux présentés dans ce manuscrit a été réalisée au 

CERMAV, au sein de l'équipe "Glycochimie et biotechnologie des oligosaccharides", et a 

permis de mettre au point une méthode de synthèse de β-(1,3)-gluco-oligosaccharides 

linéaires, de DP contrôlé, à l'aide d'une β-(1,3)-glucosynthase, la glycosynthase GII E231G. 

Les difficultés rencontrées au cours de cette synthèse nous ont permis de mieux appréhender 

la spécificité de cette glycosynthase. La méthodologie établie a également servie de base à la  

synthèse d'un substrat fluorescent destiné au dosage d'activité endo-β-(1,3)-glucanase. 

 La voie de synthèse mise en place demande à être optimisée, mais elle permet déjà 

d'envisager des possibilités de fonctionnalisation sur les extrémités, réductrice et non-

réductrice, des oligosaccharides obtenus, et donc d'obtention d'outils pour l'étude des 

mécanismes impliquant les β-(1,3)-glucanes et β-(1,3)-gluco-oligosaccharides, comme par 

exemple, la mesure de l'activité β-(1,3)-glucanase par la technique du FRET, en utilisant le 

substrat fluorescent 42.  

 

 La deuxième partie des travaux présentés a été effectuée au sein de l'équipe 

"Biochimie et phytopathologie" de l'Institut botanique de l'Université Ludwig-Maximilians 

(LMU, Munich, Allemagne) dans le cadre du projet de recherche européen SACC-SIG-NET 

(n°HPRN-CT-2202-00251). 

 Dans un premier temps, nous avons cherché à mieux caractériser la β-glucan-binding 

protein de Glycine max. L'analyse par spectroscopie RMN de l'hydrolyse catalysée par la 

GmGBP a montré que la réaction procède selon un mécanisme d'inversion de configuration, 

et a permis de déterminer pour la première fois le mécanisme moléculaire d'hydrolyse d'une 

glycoside-hydrolase appartenant à la famille GH-81. Afin de caractériser également l'affinité 

du récepteur pour l'éliciteur HG, le complexe contenant la GmGBP a été exprimé dans les 

racines de M. truncatula, par transformation via A. rhizogenes. Des premières études par 

microscopie confocale, avec les constructions fluorescentes #6+ et #9+, montrant la 

répartition de l'expression de la GmGBP au sein de la cellule, sont en cours. La purification 

du complexe lui-même nécessite plus de matériel, les plantes contenant le plasmide #3+ sont 

actuellement cultivées dans cet objectif. 

 Dans un second temps, un travail sur la famille de gènes Gbps de Medicago 

truncatula, plante modèle pour les Fabacées, a permis de cloner pour la première fois le gène 

MtGbp4, à partir d'ADN génomique, et de cloner, dans un vecteur intermédiaire, les gènes 
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MtGbp1 et MtGbp3, porteurs des sites de restrictions pour l'insertion dans le vecteur cible 

pYes-M/TEV/CBP. L'insertion des gènes MtGbp1, MtGbp2, MtGbp3 et MtGbp4, dans le 

vecteur pYes-M/TEV/CBP, devant permettre l'expression des protéines MtGBP1, MtGBP2, 

MtGBP3 et MtGBP4 chez S. cerevisiae reste à mettre au point. 

 

 Le substrat fluorescent 42 sera un outil précieux de caractérisation biochimique, après 

expression et purification de ces protéines. 
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1. Méthodes générales 

 

1.1. Solvants 

 

Le dichlorométhane est distillé sur anhydride phosphorique (P2O5), puis conservé sur 

tamis moléculaire. La pyridine est distillée sur hydroxyde de potassium, puis conservée sur 

tamis moléculaire, sur hydroxyde de potassium ou sur hydrure de calcium.  

Lors des étapes de glycosylation, les solvants utilisés sont fraîchement distillés. 

 

1.2. Chromatographies 

 

L'avancement des réactions est suivi par chromatographie sur couche mince (CCM) 

sur plaque de gel de silice (Merk 60 F254) en utilisant des systèmes d'éluants appropriés. La 

révélation est effectuée par irradiation sous lumière UV (λ = 254 nm) et/ou par trempage dans 

un révélateur acide (acide sulfurique/méthanol/eau : 5-45-45) puis chauffage à 300 °C. 

Les séparations par chromatographie rapide sont réalisées sous pression d'air 

comprimé sur colonne de gel de silice (Merk Geduran SI 60; 40-63 µm) avec l'éluant indiqué. 

 

1.3. Analyses 

 

Les pouvoirs rotatoires sont mesurés, à 25 °C sur un polarimètre Perkin Elmer 341. 

Les points de fusion sont mesurés sur un appareil Büchi 535. 

Les spectres de masse basse résolution ont été effectués au CERMAV sur un appareil 

quadripolaire NERMAG R 10-10C version 2000, pour les méthodes d'ionisation de type 

bombardement par atomes accélérés (FAB) et ionisation chimique (DCI), sur un spectromètre 

Waters Micromass ZQ pour la méthode d'ionisation de type electrospray (ESI) et sur un 

appareil Bruker Autoflex pour la technique MALDI. 

Les analyses élémentaires sont réalisées par le service central de microanalyses du 

CNRS (Vernaison). 
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Les mesures de masses exactes par spectrométrie de masse haute résolution ont été 

réalisées sur un spectromètre Micromass ZABSpec-TOF (technique electrospray) par le 

service de spectrométrie de masse du Centre Régional de Mesure Physique de l'Ouest 

(CRMPO - Rennes). 

 

Les spectres RMN ont été réalisés sur des appareils Bruker AC300 et Avance 400. Les 

déplacements chimiques (δ) sont exprimés en partie par million (ppm) par rapport au 

tétraméthylsilane, ou par rapport au solvant lui-même, utilisé comme référence interne. Pour 

les  mesures effectuées dans l'eau deutériée (D2O ≥ 99.97 %), la référence utilisée pour les 

spectres proton est le pic résiduel de HDO (étalonné à δ = 4.7 ppm à 298K et à δ = 4.6 ppm à 

303K). Pour les composés solubles dans le chloroforme, la référence utilisée pour les spectres 

protons est le signal du chloroforme (étalonné à δ = 7.26 ppm à 298K et 303K) ou, pour les 

spectres carbone, la raie centrale du signal du CDCl3 (étalonné à δ = 77.0 ppm à 298K et 

303K). Pour les spectres réalisés dans le méthanol deutérié, la référence utilisée pour les 

spectres proton est le signal de l'eau  (étalonné à δ = 4.87 ppm à 298K) ou du méthanol 

(étalonné à δ = 3.34 ppm à 303K) ou, pour les spectres carbones, la raie centrale du signal du 

méthanol (étalonné à δ = 49.86 ppm à 298K et à δ = 49.80 ppm à 303K). 

Les expériences bidimensionnelles homo- ou hétéronucléaires sont calibrées par 

analogie avec les spectres à une dimension correspondants. Les programmes utilisés sont ceux 

de la bibliothèque de la société Bruker. 

Les constantes de couplages (J) sont mesurées en Hz. La notation utilisée pour la 

description des spectres est la suivante : s (singulet), d (doublet), dd (doublet de doublet), ddd 

(doublet de doublet de doublet), m (massif ou multiplet), Harom (proton aromatique), Carom 

(carbone aromatique), Cq (carbone quaternaire) et Cq arom (carbone quaternaire aromatique). 

 

1.4. Milieux de culture 

 

 La composition des milieux de culture est donnée pour 1 L, sauf pour le caisson où les 

quantités sont données pour 10 L de milieu. Les milieux sont stérilisés par chauffage en 

autoclave, sauf le milieu du caisson. Les milieux solides sont obtenus en additionnant de 

l'agar (15 g/L) avant stérilisation. Sauf mention contraire, toutes les solutions utilisées sont 

des solutions aqueuses. 
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• LB : 

 - Extrait de levure, 5 g 

 - Peptone, 10 g 

 - Chlorure de sodium, 5 g 

 

• TB : 

 - Extrait de levure, 24 g 

 - Peptone, 12 g 

 - Glycérol, 4 mL 

 - Après autoclave, une solution stérile d'hydrogénophosphate de potassium (12.54 g) et 

de dihydrogénophosphate de potassium (2.31 g) dans l'eau (20 mL) est ajoutée au milieu. 

 

• TY : 

 - Extrait de levure, 3 g 

 - Peptone, 5 g 

 - Après autoclave, une solution stérile de chlorure de calcium (0.7 g) dans l'eau (10 

mL) est ajoutée au milieu. 

 

• SOC :  

 - Peptone, 20 g 

 - Extrait de levure, 5 g 

 - Chlorure de sodium, 5 mol/L, 2 mL 

 - Chlorure de potassium, 1 mol/L, 2.5 mL 

 - Chlorure de magnésium, 1 mol/L, 10 mL 

 - Sulfate de magnésium, 1 mol/L, 10 mL 

 - Glucose, 1 mol/L, 20 mL 

 

• Fahraeus modifié : 

Macroéléments : 

 - Chlorure de calcium, 0.9 mmol/L 

 - Sulfate de magnésium, 0.5 mmol/L 

 - Dihydrogénophosphate de  potassium, 0.7 mmol/L 

 - Hydrogénophosphate de sodium, 0.8 mmol/L 
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 - Citrate ferrique, 20 μ mol/L 

 - Nitrate d'ammonium, 0.5 mmol/L 

Micro-éléments, 100 μg/L de chacun des composés suivants : 

 - Chlorure de  manganèse 

 - Sulfate de cuivre 

 - Chlorure de  zinc 

 - Acide borique 

 - Molybdate de sodium 

Le pH est ajusté à 7.5 avant stérilisation.  

 

• Caisson : 

 - Chlorure de calcium, 1 mmol/L, 5 mL 

 - Sulfate de magnésium, 0.25 mmol/L, 5 mL 

 - Sulfate de  potassium, 0.5 mmol/L, 5 mL 

 - Fer/EDTA, 0.05 mmol/L, 50 mL 

 - Oligoéléments, 10 mL 

  . Acide borique, 32 mmol/L 

  . Sulfate de manganèse, 10.6 mmol/L 

  . Sulfate de zinc, 696 µmol/L 

  . Sulfate de cuivre, 320 µmol/L 

  . Molybdate de sodium, 1 mmol/L 

  . Chlorure de cobalt, 84 µmol/L 

 - Tampon phosphate, 50 mL 

  . Dihydrogénophosphate de potassium, 0.343 mmol/L 

  . Hydrogénophosphate de potassium, 0.757 mmol/L 

 - Nitrate d'ammonium, 5 mmol/L, 50 mL 

 

 

 

 

 

 

 



Partie expérimentale 

 

 

109 

Antibiotiques utilisés :  

Antibiotique Solution mère Concentration finale 

Ampicilline 50 mg/mL 100 µg/mL 

Chloramphénicol 25 mg/mL 25 µg/mL 

Kanamycine 50 mg/mL 

30 µg/mL (LB) 

100 µg/mL (TY) 

20 µg/mL (Fahraeus, Caisson) 

Tétracycline 10 mg/mL (éthanol) 
12.5 µg/mL (LB) 

10 µg/mL (TY) 

Streptomycine 600 mg/mL 600 µg/mL 

 

Détection bleu/blanc : 

 Solution mère Concentration finale

IPTG 1 mol/L 0.4 mmol/L 

X-Gal 50 mg/mL (DMSO) 50 µg/mL 

 

1.5. PCRs et clonages 

 

• Vecteurs et cellules compétentes 

- Séquence partielle du vecteur pYes-M/TEV/CBP,5ce vecteur comporte au total 5959 paires 

de bases. 
 
          D  S  L  *  G  I  L  S  F  *  T  M  G  N  S  A  S  K  S  R  G  S  E  W  P  E   

481     CGACTCACTATAGGGAATATTAAGCTTCTAGACCATGGGTAATTCAGCTTCTAAGAGTCGAGGATCCGAATGGCCAGAAA   560 

                          SspI     XbaI                               BamHI      MscI    

                               HindIII    NcoI                                            

                                                                                         

        N  L  Y  F  Q  G  E  F  R  S  M  E  K  R  R  W  K  K  N  F  I  A  V  S  A  A  N  

561     ATTTGTATTTTCAAGGTGAATTCAGATCCATGGAAAAGAGAAGATGGAAAAAGAATTTCATAGCCGTCTCAGCAGCCAAC   640 

                          EcoRI     NcoI                                                 

                                                                            

         R  F  K  K  I  S  S  S  G  A  L  D  *  R  P  L  E  H  A  S  R  G  P  H  H  V  I 

641     CGCTTTAAGAAAATCTCATCCTCCGGGGCACTTGATTAGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCGCATCATGTAAT   720 

                                                NotI   XhoI    SphI                      

                                                 EagI             NsiI                    

                                                      BsrBI        XbaI                   
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M  G  N  S  A  S  K Site Myr, conduit normalement à l'addition d'un acide myristique sur la glycine (G) à la 
seconde position, ce qui doit conduire à l'ancrage de la protéine dans la membrane 
plasmique 

 

E  N  L  Y  F  Q  G site de reconnaissance TEV, la TEV-protéase hydrolyse la protéine entre la glutamine 
(Q) et la glycine (G) ; en utilisant la rTEV-protéase, l'extrémité C-terminale peut être 
enlevée, si nécessaire 

 

K  R  R ….. calmodulin-binding peptide, pour la purification de la protéine recombinante sur la 
calmoduline 

 

BamHI, MscI sites de reconnaissance pour les enzymes de restriction, les séquences MtGBPs seront 
introduites en utilisant ces sites 

 

- Le vecteur pGem-T provient de Promega. 

 

 
 

- Le kit de clonage Perfectly Blunt Cloning Kit contenant le vecteur pSTBlue-1 et les cellules 

compétentes NovaBlue Singles, provient de Novagen. 

 

 



Partie expérimentale 

 

 

111 

- Les cellules ultracompétentes XL10-Gold et le kit de clonage StrataClone PCR Cloning Kit, 

contenant les cellules compétentes StrataClone SoloPack et le vecteur pSC-A, proviennent de 

Stratagene. 

 

 
 

 

- pSoup est un plasmide RK2 modifié qui porte le gène de la pSa réplicase, et pGreen, le 

vecteur de clonage T-DNA avec l'origine de réplication pour la pSa. Le locus de réplication 

de la pSa a été modifié par mutagénèse dirigée pour introduire un site BamHI, permettant de 

séparer ces deux régions.140 
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- La souche ARqua1 est un dérivé Sm de la souche A4T d'A. rhizogenes.141 
 
 

• Enzymes 

 

- Pfu-polymérase (Promega), 3 U/µL 

- Taq-polymérase (Qbiogene), 5 U/µL 

- Easy-A-polymérase (Stratagene), 5 U/µL 

- Ligase T-4 (Promega), 3 U/µL 

- BamHI (MBI), 10 U/µL 

- MscI (NEB), 3 U/µL 

- Ecl136II (MBI), 12 U/µL 

- EcoRI (MBI), 10 U/µL 

- HindIII (MBI), 10 U/µL 
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Lorsqu'il n'y a pas de précision supplémentaire, les tampons utilisés sont les tampons 

commerciaux fournis avec les enzymes ou les kits de clonage. 

 

• Oligonucléotides 

 
MtGbp1_BamHI_for 5’-ataggatCCATGTCTTCTACTATCAACA-3’   

MtGbp1_MscI_rev  5’-aattggccAACCTCTGCTATGAATC-3’   

  3’-CTAAGTATCGTCTCCAAccggttaa-5’ 

 

MtGbp2_BamHI_for 5’-attggatCcATGTCTTCTGTTCCTTTC-3’  

MtGbp2_MscI_rev  5’-atatggccaCCTACTATGAATCCACC-3’   

  3’-CCACCTAAGTATCATCCaccggtata-5’ 

 

MtGbp3_BamHI_for 5’-ataggatCcATGACAGATTCAAGTTCAAAT-3’  

MtGbp3_Ecl136_rev  5’-atagagctcTTCTCTACTATAAATCCACC-3’  

  3’-CCACCTAAATATCATCTCTTctcgagata-5’ 

 

MtGbp4_BamHI_for 5’-ataggatccATGCATCATTTCACCAAAA-3’  

MtGbp4_MscI_rev  5’-tattggCcAATGACAGTAATTACCAAAC-3’  

  3’-CAAACCATTAATGACAGTAAcCggttat-5’ 

 

MtGBP10_ATG-For  5’-CACAACAACAACCTCAGTTAAC-3’ 

MtGBP10-Stop-Rev  5’-GCAATAAATTGGTACAAAGCAGG-3’ 

 
Barrel1  5’-TTCGTAATGGATCCAATGATGTCA-3’ 

Xho-anti  5’-TGCTGGCTCGAGCTTAGTG-3’ 

 

 

1.6. Gels, extraction des plasmides et purification des gènes 

 

• Les gels utilisés pour évaluer la pureté de la glycosynthase GII E231G, sont des gels 

SDS-PAGE, colorés au bleu de Coomassie "Brillant Blue R250" (250 mg) dans un mélange 

éthanol/eau/acide acétique 45-45-10 (100 mL) et décolorés avec une solution 

éthanol/eau/acide acétique 45-45-10. 

 

• Les gels utilisés pour visualiser et purifier l'ADN lors des essais de clonages sont des 

gels d'agarose à 0,8%. L'ADN est coloré par fixation du bromure d'éthydium et visualisé sous 
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lumière ultra-violette. La taille des fragments d'ADN est évaluée à l'aide du marqueur 1 kb 

DNA-Leiter (Peqgold). 

 
 

• Les plasmides sont extraits par midiprep en utilisant le kit "Plasmid Midi Kits" 

(Qiagen) ou par miniprep selon la procédure suivante, en employant les solutions indiquées 

ci-dessous. 

Solution Composition 

Solution I D-Glucose  50 mmol/L

 Tris-HCl pH 8  25 mmol/L

 EDTA pH 8  10 mmol/L

Solution II SDS   1% 

 NaOH   0.2 mol/L 

Solution III KAc pH 4.3  3 mol/L 

TE Tris/HCl  10 mmol/L

 EDTA   1 mmol/L 

 

La solution phénol/chloroforme/isoamylalcool (25:24:1) provient de Roth. 

 

 1,5 mL d'une culture de 12h d'E. coli transformée est transférée dans un tube 

Eppendorf de 1.5 mL, et centrifugé (1min, à température ambiante, 13200 rpm). Le 

surnageant est éliminé et les cellules sont à nouveau centrifugées 30 s. Le culot est placé 10 

min à -20°C puis les cellules sont mises en suspension dans la solution I (50 µL), vortexées et 

incubées à température ambiante pendant 5 min. Les cellules sont ensuite mélangées 

doucement avec la solution II (100 µL) et incubées 5 min à 0°C. Les parties insolubles (parois 
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cellulaires, ADN génomique, protéines) sont précipitées par centrifugation (18000 rpm, 3 

min, à 15°C). Le surnageant de cette centrifugation  est ajouté à la solution de 

phénol/chloroforme/isoamylalcool (200 µL). Le mélange est vortexé quelques 2 à 3 secondes, 

puis centrifugé (5min, à température ambiante, 13200 rpm). Le surnageant est transféré à 

nouveau, dans un tube Eppendorf contenant de l'éthanol (500 µL),  mélangé doucement, et 

incubé à température ambiante pendant 10 min. L'ADN est finalement collecté par 

centrifugation (14000 rpm, 5 min, à 15°C) lavé avec une solution d'éthanol à 75%, centrifugé 

à nouveau (14000 rpm, 3 min, à 15°C), puis séché à 37°C et repris dans le tampon TE (50 

µL). 

 

• Les gènes sont purifiés sur gel d'agarose à 0.8% en utilisant le kit de purification 

NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel) ou par extraction au phénol, et précipités comme 

indiqué ci-dessous. 

 

- Méthode A : Après purification avec le kit NucleoSpin, les acides nucléiques sont précipités 

par addition d'une solution d'acétate de sodium 3M, pH 5.2 (10 µL) et d'éthanol (300 µL). 

Après 12 h à 48 h à -20°C, et centrifugation (14000 rpm, 15 min, à 4°C), l'ADN est lavé avec 

une solution d'éthanol à 75% (50 µL), centrifugé à nouveau (14000 rpm, 5 min, à 4°C), séché 

à température ambiante (5 à 10 min) et repris dans l'eau. 

 

- Méthode B : Pour la purification par extraction au phénol, les produits de PCR sont repris 

dans un volume total de 50 µL (par ajout d'eau) puis extrait avec la solution 

phénol/chloroforme/isoamylalcool (50 µL), vortexé 2 à 3 s et centrifugé (5min, à température 

ambiante, 13200 rpm). Le surnageant est transféré dans un tube Eppendorf contenant de 

l'isopropanol (28.86 µL), incubé à température ambiante pendant 30 min et centrifugé (14000 

rpm, 15 min, à 20°C). L'ADN précipité est lavé avec une solution d'éthanol à 75% (30 µL), 

centrifugé à nouveau (14000 rpm, 5 min, à 4°C), séché à température ambiante (5 à 10 min) et 

repris dans l'eau. 

 

 Les gènes peuvent également être purifiés sur gel d'agarose "low-melt". Ces gels sont 

obtenus en utilisant un agarose "low-melting temperature" (LMT, 0.25 g/100 mL de gel). 

Contrairement à l'agarose usuel, l'agarose LMT se dissout à environ 65°C (~90°C 

habituellement) et se gélifie au dessous de 30°C (~40°C habituellement). 
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2. Synthèses et caractérisations 

 

La nomenclature utilisée a été adaptée de celle publiée en anglais : "International 

Union of Pure and Applied Chemistry and International Union of Biochemistry and 

Molecular Biology" (1997) Nomenclature of carbohydrates, J. Carbohydr. Chem., 16, 1191-

1280. 

 

3-O-Benzyl-1,2:5,6-di-O-isopropylidène-α-D-glucofuranose (1)146 BRN : 1353733 

 

O

OBn

O

OO O

 
 

À une solution refroidie à 0°C de 1,2:5,6-di-O-isopropylidène-α-D-glucofuranose 

commercial (2.1 g, 8.1 mmol), dans le DMF anhydre (50 mL), est ajouté de l'hydrure de 

sodium (2 éq, 350 mg). Le milieu réactionnel est agité pendant 30 min, à 0°C avant l'addition 

de bromure de benzyle (3 éq, 3 mL) et d'iodure de tétrabutylammonium (quantité catalytique). 

Après 30 min à 0°C et 12h à température ambiante, le mélange réactionnel est additionné de 

méthanol (2 mL) puis neutralisé à l'aide de triéthylamine (2 mL). Le mélange est concentré 

sous pression réduite puis purifié par chromatographie sur gel de silice (éther de 

pétrole/acétate d'éthyle : 19-1, + 1% de triéthylamine). Le composé benzylé 1 est obtenu avec 

un rendement de 97% (2.7 g, 7.8 mmol). 

 

Masse (DCI) : m/z = 351 [M+H]+ 

 

RMN 1H (CDCl3, 300MHz) : δ (ppm) = 7.46-7.27 (m, 5H, Harom) ;  5.90 (d, 1H, H-1, J1,2 = 

3.9Hz) ; 4.66 (d, 2H, -CH2-) ; 4.58 (d, 1H, H-2) ; 4.17-4.08 (m, 2H, H-5, H-6a) ; 4.03-3.97 

(m, 2H, H-3, H-6b) ; 1.49, 1.43, 1.37, 1.31 (4s, 12H, -CH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 75MHz) : δ (ppm) = 137.7, 128.4, 127.8, 127.7 (Carom) ; 111.8, 109.0 (Cq), 

105.3 (C-1) ; 82.7 (C-2) ; 81.7 (C-3) ; 81.4 (C-4) ; 72.6, 72.4 (-CH2-, C-5) ; 67.4 (C-6) ; 26.9, 

26.8, 26.3, 25.4 (CH3) 
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3-O-Benzyl-D-glucopyranose (2) BRN : 2056243 

 

O
HO
BnO

OH
OH

OH

 
 

À une suspension du produit 1 (2.35 g, 6.7 mmol) dans l'eau (100 mL) est additionnée 

de la résine Amberlite IR-120 (20 g). Après 4h à 40°C la résine est  éliminée par filtration ; le 

milieu réactionnel est évaporé à sec pour conduire au 3-O-benzyl-glucose 2 avec un 

rendement de 97% (1.77 g, 6.5 mmol). 

 

anomère β 

Point de fusion : 133°C (acétate d'éthyle) lit.147132-134°C 

 

Masse (ESI) : m/z = 293 [M+NH4]+ 

 

RMN 1H (D2O, 300MHz) : δ (ppm) = 7.35-7.30 (m, 5H, Harom) ; 4.76 (s, 2H, -CH2-) ; 4.53 (d, 

1H, H-1, J1,2 = 7.8Hz) ; 3.77 (dd, 1H, H-6a) ; 3.59 (dd, 1H, H-6b) ; 3.42-3.34 (m, 3H, H-2, H-

4, H-5) ; 3.23 (m, 1H, H-3) 

 

RMN 13C (D2O, 75MHz) : δ (ppm) = 135.2, 126.4, 126.3, 126.0 (Carom) ; 93.6 (C-1) ; 81.6 

(C-3) ; 73.6, 72.5, 71.6 (C-2, C-5, -CH2-) ; 67.0 (C-4) ; 58.4 (C-6) 

 

1,2,4,6-Tétra-O-acétyl-3-O-benzyl-β-D-glucopyranose (3) BRN : 4277988 

 

O
AcO

BnO
OAc

OAc

OAc

 
 

Une solution d'anhydride acétique (10 éq, 1.5 mL) contenant de l'acétate de sodium (1 

éq, 122 mg) est portée à reflux puis le benzyl-glucose 2 (400 mg, 1.5 mmol) est ajouté en 

plusieurs portions. Le milieu réactionnel est agité pendant 30 min à reflux puis versé dans 

l'eau glacée et dilué par du dichlorométhane. La phase organique est lavée à l'eau, puis séchée 
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sur sulfate de sodium anhydre et concentrée sous pression réduite.  Le produit acétylé 3 est 

obtenu avec un rendement de 45 % (290 mg, 0.66 mmol) après recristallisation dans l'éthanol. 

 

Point de fusion : 101°C (éthanol) lit.147105-107°C 

 

Masse (DCI) : m/z = 456 [M+NH4]+ 

 

RMN 1H (CDCl3, 300MHz) : δ (ppm) = 7.37-7.20 (m, 5H, Carom); 5.65 (d, J1,2 = 8.2Hz, 1H, 

H-1) ; 5.16 (dd, 1H, H-2) ; 5.15 (t, 1H, H-4) ; 4.61 (s, 2H, Ph-CH2-) ; 4.22 (dd, 1H, H-6a); 

4.10 (dd, 1H, H-6b) ; 3.75 (t, 1H, H-3) ; 3.72 (m, 1H, H-5) ; 2.10-1.98 (m, 12H, -CH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 75MHz) : δ (ppm) = 170.7, 169.2, 169.0 (C=O) ; 137.6, 128.5, 128.0, 

127.8 (Carom) ; 92.0 (C-1) ; 80.0 (C-3) ; 74.2, 73.0, 71.6 (C-2, C-5, -CH2-) ; 69.1 (C-4) ; 

61.8 (C-6) ; 20.8, 20.7 (-CH3) 

 

2,4,6-Tri-O-acétyl-3-O-benzyl-D-glucopyranose (4) BRN : 7663199 

 

O
AcO

BnO
OAc

OH

OAc

 
 

À une solution du composé 3 (295 mg, 674 µmol) dans le DMF (1 mL) est ajouté de 

l'acétate d'hydrazine (1.5 éq, 93 mg). Le milieu réactionnel est agité pendant 2 h à 50°C. La 

solution est diluée avec de l'acétate d'éthyle (5 mL), lavée avec une solution saturée de 

chlorure de sodium (2x5 mL) et de l’eau. La phase organique est séchée sur sulfate de sodium 

anhydre puis concentrée sous pression réduite. Le mélange est purifié par chromatographie 

sur gel de silice (éther de pétrole/acétate d'éthyle : 2-1). Le composé 4 est obtenu avec un 

rendement de 63 % (168 mg, 424 µmol). 

 

Masse (DCI) : m/z = 414 [M+NH4]+ 
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anomère α 

RMN 1H (CDCl3, 300MHz) : δ (ppm) = 7.35-7.20 (m, 5H, Carom) ; 5.45 (d, 1H, H-1, J1,2 = 

3.7Hz) ; 5.09 (t, 1H, C-4) ; 4.87 (dd, 1H, H-2) ; 4.66 (q, 1H, Ph-CH2-) ; 4.20-4.07 (m, 4H, H-

5, H-6a, H-6b) ; 4.04 (t, 1H, H-3) ; 2.08, 2.06, 1.95 (3s, 9H, CH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 75MHz) : δ (ppm) = 171.0, 170.1, 169.5 (C=O) ; 138.2-127.6 (Carom) ; 

90.3 (C-1) ; 76.9, 74.9, 73.4, 69.8, 67.8 (C-2, C-3, C-4, C-5, -CH2-) ; 62.3 (C-6), 20.8-20.7 

(CH3) 

 

3-O-Allyl-1,2:5,6-di-O-isopropylidène-α-D-glucofuranose (5)146 BRN : 1350571 

 

O

OAll

O

OO O

 
 

À une solution refroidie à 0°C de 1,2:5,6-di-O-isopropylidène-α-D-glucofuranose 

commercial (20 g, 77 mmol), dans le DMF anhydre (400 mL), est ajouté de l'hydrure de 

sodium (2 éq , 3.7 g). Le milieu réactionnel est agité pendant 30 min, à 0°C avant l'addition 

du bromure d'allyle (1.1 éq, 7.2 mL). Après 1h à 0°C l'excès d'hydrure de sodium est détruit 

par addition de méthanol (15 mL). La solution est diluée avec de l'éther (300 mL) et lavée à 

l'eau. La phase organique est séchée sur sulfate de sodium anhydre puis concentrée sous 

pression réduite. Le composé allylé 5, obtenu sous forme d'huile, avec un rendement 

quantitatif, est utilisé sans autre purification. 

 

Masse (DCI) : m/z = 318 [M+NH4]+ 

 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) = 5.95-5.83 (m, 1H, =CH-) ; 5.87 (d, J1,2 = 3.5Hz, 1H, 

H-1) ; 5.32-5.17 (m, 2H, CH2=) ; 4.53 (d, 1H, H-2) ; 4.30 (m, 1H, H-5) ; 4.17-4.06 (m, 4H, H-

4, -CH2-, H-6a) ; 3.99 (dd, 1H, H-6b) ; 3.94 (d, 1H, H-3) ; 1.49, 1.42, 1.34, 1.30 (4s, 12H, 

CH3) 
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RMN 13C (CDCl3, 100MHz) : δ (ppm) = 134.1 (=CH-); 117.3 (CH2=) ; 111.7, 108.9 (2Cq) ; 

105.2 (C-1) ; 82.7 (C-2) ; 81.4 (C-3) ; 81.1 (-CH2-) ; 72.5 (C-5) ; 71.3 (C-4) ; 67.3 (C-6) ; 

26.8-25.4 (CH3) 

 

3-O-Allyl-D-glucopyranose (6) 148, 149 BRN : 4184519 

 

O
HO
AllO

OH
OH

OH

 
 

À une suspension du produit 5 (23.1 g) dans l'eau (600 mL) est additionnée de la 

résine Amberlite IR-120 (220 g). Après 48h à 40°C la résine est filtrée, le milieu réactionnel 

est concentré puis lyophilisé pour conduire à l'allyl-glucose 6 avec un rendement de 97% 

(16.5 g, 75 mmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 243 [M+Na]+ 

 

anomère α 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) = 5.79 (m, 1H, =CH-) ; 5.17-5.04 (m, 2H, CH2=) ; 5.01 

(d, J1,2 = 3.4Hz, 1H, H-1) ; 4.15 (d, 2H, -CH2-) ; 3.70-3.48 (m, 2H, H-6a, H-6b) ; 3.45-3.35 

(m, 2H, H-2, H-3) ; 3.26 (m, 2H, H-4, H-5) 

 

RMN 13C (CDCl3, 100MHz) : δ (ppm) = 133.1 (=CH-); 117.5 (CH2=) ; 91.1 (C-1) ; 79.8 (C-

3) ; 74.8 (C-4) ; 73.0 (-CH2-) ; 70.5 (C-5) ; 70.2 (C-2) ; 59.4 (C-6) 

 

anomère β  

RMN 1H (D2O, 400MHz) : δ (ppm) = 5.79 (m, 1H, =CH-) ; 5.17-5.04 (m, 2H, CH2=) ; 4.44 

(d, J1,2 = 7.9Hz, 1H, H-1) ; 4.15 (d, 2H, -CH2-) ; 3.70-3.48 (m, 2H, H-6a, H-6b) ; 3.28-3.19 

(m, 3H, H-3, H-4, H-5) ; 3.08 (t, 1H, H-2) 

 

RMN 13C (D2O, 100MHz) : δ (ppm) = 133.1 (=CH-) ; 117.4 (CH2=) ; 94.8 (C-1) ; 82.4 (C-3) 

; 74.8 (C-4) ; 72.9 (C-2) ; 72.8 (-CH2-) ; 68.2 (C-5) ; 59.6 (C-6) 
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1,2,4,6-Tétra-O-acétyl-3-O-allyl-β-D-glucopyranoside (7) BRN : 3570581 

 

O
AcO

AllO
OAc

OAc

OAc

 
 

Une solution d'anhydride acétique (10 éq, 25 mL) contenant de l'acétate de sodium (1 

éq, 2.2 g) est portée à reflux puis l'allyl-glucose 6 (5.9 g, 27 mmol) est ajouté en plusieurs 

portions. Le milieu réactionnel est agité pendant 30 min à reflux puis versé dans l'eau glacée 

et dilué par du dichlorométhane. La phase organique est lavée à l'eau, puis séchée sur sulfate 

de sodium anhydre et concentrée sous pression réduite.  Le produit acétylé 7 est obtenu avec 

un rendement de 85 % (8.9 g, 23 mmol). 

 

Point de fusion : 118°C (éthanol) lit.149 119-120°C 

 

[α]D : -1.3 (c 1.0, chloroforme) lit.149 [α]D : -1.5 (c 1.9, chloroforme) 

 

Masse (DCI) : m/z = 406 [M+NH4]+ 

 

RMN 1H (CDCl3, 300MHz) : δ (ppm) = 5.76 (m, 1H, =CH-) ; 5.64 (d, J1,2 = 8Hz, 1H, H-1); 

5.24-5.04 (m, 4H, CH2=, H-2, H-4) ; 4.21 (dd, 1H, H-6a) ; 4.12-4.05 (m, 3H, H-6b, -CH2-) ; 

3.72 (m, 1H, H-5) ; 3.63 (t, 1H, H-3) ; 2.10-2.05 (m, 12H, -CH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 75MHz) : δ (ppm) = 170.7, 169.2, 169 (C=O) ; 134.0 (=CH-) ; 117.2 

(CH2=) ; 92.0 (C-1) ; 79.7, 73.1, 73.0, 71.5, 69.0 (C-2, C-3, C-4, C-5, -CH2-) ; 61.8 (C-6) ; 

20.8-20.7 (CH3) 
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2,4,6-Tri-O-acétyl-3-O-allyl-D-glucopyranose (8) BRN : 4762195 

 

O
AcO

AllO
OAc

OH

OAc

 
 

À une solution du composé 7 (4.6 g, 12 mmol) dans le DMF (12 mL) est ajouté de 

l'acétate d'hydrazine (1.5 éq, 1.6 g). Le milieu réactionnel est agité pendant 4 h à 50°C. La 

solution est diluée avec de l'acétate d'éthyle (40 mL), lavée avec une solution saturée de 

chlorure de sodium (2 fois) et de l’eau. La phase organique est séchée sur sulfate de sodium 

anhydre puis concentrée sous pression réduite. Le mélange est purifié par chromatographie 

sur gel de silice (éther de pétrole/acétate d'éthyle : 2-1 puis 1-1). Le composé 8 est obtenu 

avec un rendement de 32% (1.32 g, 3.8 mmol). 

 

Masse (DCI) : m/z = 364 [M+NH4]+ 

 

anomère α 

RMN 1H (CDCl3, 300MHz) : δ (ppm) =  5.80 (m, 1H, =CH-) ; 5.42 (d, 1H, H-1, J1,2 = 

3.7Hz); 5.24-5.10 (m, 2H, CH2=) ; 5.02 (t, 1H, H-4) ; 4.80 (dd, 1H, H-2) ; 4.20-4.03 (m, 5H, 

H-5, H-6a, H-6b, -CH2-) ; 3.91 (t, 1H, H-3) ; 2.12-2.07 (3s, 9H, CH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 75MHz) : δ (ppm) = 166.4, 165.7, 165.1 (C=O); 134.4 (=CH-) ; 117.3 

(CH2=) ; 90.5 (C-1) ; 76.4, 73.7, 73.3, 69.8, 67.6 (C-2, C-3, C-4, C-5, -CH2-) ; 62.3 (C-6), 

20.9-20.7 (CH3) 

 

anomère β 

RMN 1H (CDCl3, 300MHz) : δ (ppm) =  4.61 (d, 1H, H1, J1,2 = 8.0 Hz) ; 3.62 (m, 1H, H-5), 

3.60 (t, 1H, H-3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 75MHz) : δ (ppm) = 95.7 (C-1) 

 

 

 



Partie expérimentale 

 

 

123 

Trichloroacétimidate de 2,4,6-tri-O-acétyl-3-O-allyl-D-glucopyranosyle (9) BRN : 5891852 

 

O
AcO

AllO
OAc

O

OAc

CCl3

NH  
 

À une solution refroidie à 0°C du composé 8 (470 mg, 1.36 mmol) dans le 

dichlorométhane anhydre (4 mL) sont additionnés du trichloroacétonitrile (3 éq, 400 µL) et du 

DBU (0.3 éq, 60 µL). Le milieu réactionnel, maintenu sous argon, est agité pendant 12 h à 

température ambiante. Le mélange est concentré sous pression réduite puis purifié par 

chromatographie sur gel de silice (éther de pétrole/acétate d'éthyle : 2-1). L'imidate 9 est 

obtenu avec un rendement de 88% (585 mg, 1.19 mmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 513 [M+Na]+ 

 

anomère α 

RMN 1H (CDCl3, 300MHz) : δ (ppm) =  8.65 (s, 1H, NH) ; 6.52 (d, 1H, H-1, J1,2 = 3.7Hz) ; 

5.80 (m, 1H, =CH-) ; 5.25-5.10 (m, 3H, CH2=, H-4) ; 5.03 (dd, 1H, H-2) ; 4.23-4.06 (m, 5H, 

H-6a, H-6b, H-5, -CH2-) ; 3.96 (t, 1H, H-3) ; 2.09, 2.06, 2.04 (3s, 9H, -CH2-) 

 

RMN 13C (CDCl3, 75MHz) : δ (ppm) = 169.7-169.2 (C=O) ; 160.7 (C=N) ; 134.3 (=CH-) ; 

116.9 (CH2=) ; 93.4 (C-1) ; 76.5, 73.7, 72.0, 70.6, 68.9 (C-2, C-3, C-4, C-5, -CH2-) ; 61.7 (C-

6) ; 26.9 (CCl3) ; 20.8, 20.7, 20.6 (CH3) 

 

1,2,4,6-Tétra-O-acétyl-β-D-glucopyranose (10) BRN : 95910 

 

O
AcO

HO
OAc

OAc

OAc

 
 

À une solution du composé 7 (100 mg, 260 µmol) dans le méthanol (3 mL) est 

additionné du chlorure de palladium (0.3 éq, 14 mg). Le milieu réactionnel, est agité pendant 

2 h à température ambiante. La solution est diluée dans le dichlorométhane, filtrée sur Célite, 
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concentrée sous pression réduite puis purifié par chromatographie sur gel de silice (éther de 

pétrole/acétate d'éthyle : 3-2, 1% de triéthylamine). Le composé 10 est obtenu avec un 

rendement de 61% (55 mg, 158 µmol). 

 

Point de fusion : 124°C (dichlorométhane/éther) lit.150 124-126°C 

 

Masse (DCI) : m/z = 364 [M+NH4]+ 

 

RMN 1H (CDCl3, 300MHz) : δ (ppm) =  5.66 (d, 1H, H-1, J1,2 = 8.4Hz) ; 4.99 (dd, 1H, H-2) ; 

4.97 (t, 1H, H-4) ; 4.29 (dd, 1H, H-6a) ; 4.12 (dd, H-6b) ; 3.81-3.73 (m, 2H, H-3, H-5) ; 2.11-

2.06 (4s, 12H, CH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 75MHz) : δ (ppm) = 170.6-169.1 (C=O) ; 91.6 (C-1) ; 73.8 (C-3) ; 72.9 

(C-2) ; 72.8 (C-5) ; 70.4 (C-4) ; 61.7 (C-6) ; 20.8-20.7 (CH3)  

 

3-O-Allyl-1,2,4,6-tétra-O-benzoyl-D-glucopyranose (11) 

 

O
BzO

AllO
OBz

OBz

OBz

 
 

À une solution refroidie à 0°C du composé 6 (8.9 g, 40 mmol) dans la pyridine 

anhydre (150 mL) est ajouté du chlorure de benzoyle (6 éq, 30 mL). Le milieu réactionnel est 

agité pendant 12 h à température ambiante. La solution est diluée avec du dichlorométhane, 

lavée successivement avec une solution saturée d’hydrogénosulfate de potassium, une 

solution saturée de chlorure de sodium et de l’eau. La phase organique est séchée sur sulfate 

de sodium anhydre puis concentrée. Le produit benzoylé 11 est obtenu avec un rendement 

quantitatif. 

 

anomère β 

Point de fusion : 192°C (éthanol) 

 

Masse (FAB) : m/z = 659 [M+Na]+ 
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Analyse élémentaire pour C37H32O10 

Théorique : C 69.80, H 5.07 ; Trouvée : C 69.66, H 5.09 

 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) =  8.10-7.35 (m, 20H, Harom); 6.18 (d, J1,2 = 8Hz, 1H, 

H-1); 5.71-5.55(m, 3H, H-2, H-4, =CH-); 5.11-4.94 (m, 2H, CH2=); 4.63 (dd, 1H, H-6a); 4.45 

(dd, 1H, H-6b); 4.27 (m, 1H, H-5); 4.42-4.10 (m, 3H, H-3, -CH2-) 

 

RMN 13C (CDCl3, 100MHz) : δ (ppm) = 166.2-164.8 (C=O); 134.0 (=CH-); 133.7-128.3 

(Carom); 117.8 (CH2=); 92.6 (C-1); 79.2 (C-3); 73.4 (-CH2-); 73.2 (C-5); 72.0 (C-2); 70.4 (C-

4); 63.0 (C-6) 

 

anomère α 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) =  8.10-7.35 (m, 20H, Harom); 6.76 (d, J1,2 = 3.7Hz, 1H, 

H-1); 5.71-5.55(m, 2H, H-4, =CH-); 5.52 (dd, 1H, H-2); 5.11-4.94 (m, 2H, CH2=); 4.60 (dd, 

1H, H-6a); 4.50 (m, 1H, H-5); 4.41 (dd, 1H, H-6b); 4.38 (t, 1H, H-3); 4.17 (m, 2H, -CH2-) 

 

RMN 13C (CDCl3, 100MHz) : δ (ppm) = 166.2-164.4 (C=O); 134.2 (=CH-); 133.7-128.3 

(Carom); 117.4 (CH2=); 90.4 (C-1); 76.9 (C-3); 73.9-70.5 (C-2, C-4, C-5, -CH2-); 62.7 (C-6) 

  

3-O-Allyl-2,4,6-tri-O-benzoyl-D-glucopyranose (12) 

 

O
BzO

AllO
OBz

OH

OBz

 
 

À une solution du composé 11 (9 g, 14 mmol), dans le THF, est ajoutée une solution 

de méthylamine à 33% dans l'éthanol (9.5 mL). Le milieu réactionnel est agité pendant 3 h à 

température ambiante. Le mélange est concentré sous pression réduite puis purifié par 

chromatographie sur gel de silice (chloroforme/acétone : 50-1). Le composé 12 est obtenu 

avec un rendement de 86% (6.5 g, 12 mmol). 

 

anomère α 

Point de fusion : 167°C (éthanol) 
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Masse (DCI) : m/z = 550 [M+NH4]+ 

 

Analyse élémentaire pour C30H28O9 

Théorique : C 67.66, H, 5.30 ; Trouvée : C 67.49, H 5.41 

 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) =  8.28-7.38 (m, 15H, Harom); 5.67-5.58 (m, 2H, =CH-, 

H-1, J1,2 = 3.6Hz); 5.53 (t, 1H, H-4); 5.15 (dd, 1H, H-2); 5.09-4.91 (m, 2H, CH2=); 4.60 (dd, 

1H, H-6a); 4.45 (m, 1H, H-5); 4.35 (dd, 1H, H-6b); 4.30 (t, 1H, H-3); 4.19-4.08 (m, 2H, -

CH2-) 

 

RMN 13C (CDCl3, 100MHz) : δ (ppm) = 166.4, 165.7, 165.1 (C=O); 134.4 (=CH-); 133.4-

128.5 (Carom); 117.3 (CH2=); 90.5 (C-1); 76.4 (C-3); 74.0 (-CH2-); 73.8 (C-2); 70.9 (C-4); 

67.8 (C-5); 63.0 (C-6) 

 

Trichloroacétimidate de 3-O-allyl-2,4,6-tri-O-benzoyl-D-glucopyranosyle (13) 

 

O
BzO

AllO
OBz

O

OBz

CCl3

NH  
 

À une solution, refroidie à 0°C du composé 12 (6.5 g, 12.2 mmol) dans le 

dichlorométhane anhydre (45 mL) sont additionnés du trichloroacétonitrile (3 éq, 3.7 mL) et 

du DBU (0.3 éq, 560 µL). Le milieu réactionnel, maintenu sous argon, est agité pendant 12 h 

à température ambiante. Le mélange est concentré sous pression réduite puis purifié par 

chromatographie sur gel de silice (éther de pétrole/acétate d'éthyle : 6-1). L'imidate 13 est 

obtenu avec un rendement de 93% (7.7 g, 11.4 mmol). 

 

Masse (CI) : m/z = 695 [M+NH4]+ 
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4,6-O-Benzylidène-α-D-glucopyranoside de méthyle (14) BRN : 1291458 

 

OO
OPh

HO
OHOMe  

 

À une solution d'α-D-glucopyranoside de méthyle (10 g, 52 mmol) dans un mélange 

DMF/chloroforme 5:255 (300 mL) sont additionnés du benzaldéhyde diméthylacétal (1.4 éq, 

11 g) et de l'acide camphorsulfonique (0.004 éq, 50 mg). Le milieu réactionnel est agité 

pendant 12 h à 70°C. La réaction est arrêtée par ajout de carbonate de potassium (5 g, 36 

mmol). Le mélange est filtré à chaud, concentré sous pression réduite puis purifié par 

cristallisation dans un mélange chloroforme/hexane. Le composé 14 est obtenu avec un 

rendement de 35% (5.1 g, 18 mmol). 

 

Point de fusion : 166°C (chloroforme/hexane) lit.151 166-167°C 

  

Masse (ESI) : m/z = 281 [M-H]- 

 

RMN 1H (CD3OD, 400MHz) : δ (ppm) =  7.51-7.33 (m, 5H, Harom) ; 5.57 (s, 1H, H-7) ; 4.73 

(d, 1H, H-1, J1,2 = 3.8Hz) ; 4.22 (m, 1H, H-6a) ; 3.82 (t, 1H, H-3) ; 3.76-3.73 (m, 2H, H-5, H-

6b) ; 3.52 (dd, 1H, H-2) ; 3.45 (t, 1H, H-4) ; 3.43 (3H, -O-CH3) 

 

RMN 13C (CD3OD, 100MHz) : δ (ppm) = 130.7-128.4 (Carom) ; 103.9 (C-7) ; 102.9 (C-1) ; 

83.7 (C-4) ; 74.9 (C-2) ; 72.9 (C-3) ; 70.9 (C-6) ; 64.7 (C-5) ; 56.6 (-O-CH3) 

 

2-O-Benzoyl-4,6-O-benzylidène-α-D-glucopyranoside de méthyle (15) BRN : 96098 

 

OO
OPh

HO
BzO OMe  

  

À une solution, refroidie à -35°C du composé 14 (8.65 g, 30 mmol) dans le 

dichlorométhane anhydre (90 mL), en présence de tamis moléculaire 3Å, est additionnée de la 
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triéthylamine (4.7 mL). Le milieu réactionnel est agité pendant 20 min à -35°C avant 

l'addition goutte à goutte de chlorure de benzoyle (1 éq, 3.5 mL). Le milieu réactionnel est 

agité pendant 12 h à -35°C puis additioné de méthanol (19.5 mL). Le mélange est filtré sur 

coton, concentré sous pression réduite puis purifié par chromatographie sur gel de silice (éther 

de pétrole/acétate d'éthyle : 4-1). Le composé 15 est obtenu avec un rendement de 77% (9 g, 

23 mmol). 

 

Point de fusion : 170°C (acétate d'éthyle/éther de pétrole) lit.152168-170°C 

 

Masse (DCI) : m/z = 387 [M+H]+ 

 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) = 8.12-7.38 (m, 10H, Harom) ; 5.58 (s, 1H, H-7) ; 5.08 

(d, 1H, H-1, J1,2 = 3.8Hz) ; 5.04 (dd, 1H, H-2) ; 4.35 (dd, 1H, H-3) ; 4.33 (dd, 1H, H-6a) ; 

3.92 (ddd, 1H, H-5) ; 3.80 (t, 1H, H-6b) ; 3.63 (t, 1H, H-4) ; 3.40 (s, 3H, -O-CH3) ; 2.59 (s, 

1H, OH) 

 

RMN 13C (CDCl3, 100MHz) : δ (ppm) = 166.2 (C=O) ; 137.0-126.3 (Carom) ; 102.0 (C-7) ; 

97.7 (C-1) ; 81.4 (C-4) ; 74.1 (C-2) ; 68.9 (C-3) ; 68.8 (C-6) ; 62.0 (C-5) ; 55.5 (-O-CH3)  

 

(3-O-Allyl-2,4,6-tri-O-benzoyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-2-O-benzoyl-4,6-O-

benzylidène-α-D-glucopyranoside de méthyle (16) 

 

O
AllO

BzO
BzO

OBz
O

O

OBz

O
OPh

OMe  
  

Du triflate de triméthylsilyle (0.28 éq, 130 µL) est ajouté à une solution contenant 

l'imidate 13 (1.4 éq, 2.5 g, 3.70 mmol) et le composé 14 (1 éq, 1 g, 2.59 mmol), dans le 

dichlorométhane anhydre (40 mL), en présence de tamis moléculaire 4Å. Le milieu 

réactionnel est agité sous argon pendant 45 min, à -15°C. Le triflate de triméthylsilyle est 

décomposé par ajout de triéthylamine (200 µL) et le tamis moléculaire est éliminé par 

filtration sur célite. Le filtrat est concentré sous pression réduite puis purifié par 
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chromatographie sur gel de silice (éther de pétrole/acétate d'éthyle : 4-1). Le disaccharide 16 

est obtenu avec un rendement de 83 % (1.94 g, 2.16 mmol). 

 

Point de fusion : 199°C (éthanol) 

 

[α]D : +28 (c 1.0, chloroforme) 

 

Masse (ESI) : m/z = 923 [M+Na]+ 

 

Analyse élémentaire pour C51H48O15 

Théorique : C 67.99, H 5.37 ; Trouvée : C 67.84, H 5.41 

 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) = 8.00-7.15 (m, 20H, Harom) ; 5.61 (s, 1H, H-7I) ; 5.45 

(t, 1H, H-4II) ; 5.44 (m, 1H, =CH-) ; 5.33 (dd, 1H, H-2II) ; 5.01 (2d, 2H, H-1I, J1,2 = 3.9Hz, H-

1II, J1,2 = 7.6Hz) ; 4.98 (dd, 1H, H-2I) ; 4.86 (m, 2H, CH2=) ; 4.53 (dd, 1H, H-6aII) ; 4.42 (t, 

1H, H-3I) ; 4.35 (dd, 1H, H-6bII) ; 4.28 (dd, 1H, H-6aI) ; 3.91 (d, 2H, -CH2-) ; 3.84 (t, 1H, H-

4I) ; 3.87-3.75 (m, 3H, H-5I, H-5II, H-6bII) ; 3.77 (t, 1H, H-3II) ; 3.40 (s, 3H, -O-CH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 100MHz) : δ (ppm) = 166.3, 165.2, 165.0, 164.7 (C=O) ; 137.2 (=CH-) ; 

134,1-126,0 (Carom) ; 117.4 (CH2=) ; 101.2 (C-7I, C-1II) ; 97.3 (C-1I) ; 79.5, 79.3 (C-4I, C-3II) ; 

75.7 (C-3I) ; 74.0 (C-2I) ; 73.2 (C-2II) ; 72.8 (-CH2-) ; 71.9 (C-5II) ; 71.1 (C-4II) ; 68.8 (C-6I) ; 

63.6 (C-6II) ; 62.5 (C-5I) ; 55.3 (-O-CH3) 

 

(2,4,6-Tri-O-acétyl-3-O-allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-2,4,6-tri-O-acétyl-α-D-

glucopyranoside de méthyle (17) 

 

O
AllO

AcO
OAc

OAc
O

OAcO
OAc

AcO
OMe  

 

Une solution de méthanolate de sodium dans le méthanol (1 mol/L, 10 mL) est ajoutée 

à une solution refroidie à 0°C du composé 16 (1.02 g, 1.13 mmol) dans le méthanol (100 mL). 

Le milieu réactionnel est agité pendant 4 h à température ambiante. La solution est neutralisée 
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avec de la résine Amberlite IR-120, filtrée et concentrée. Le solide obtenu est dissous dans 

l'acide acétique à 60 % (20 mL) et chauffé à 90°C pendant 30 min. La solution est concentrée 

et co-évaporée au toluène. Le résidu est repris dans un mélange pyridine/anhydride acétique 

1:1 (12 mL) en présence de DMAP (quantité catalytique), et agité pendant 12 h à température 

ambiante. L'anhydride acétique est détruit par addition de méthanol à 0°C. La solution est 

concentrée puis diluée avec du dichlorométhane, lavée successivement à l'eau, avec une 

solution d'hydrogénocarbonate de sodium, à l'eau, séchée sur sulfate de sodium anhydre puis 

concentrée sous pression réduite. Après purification par chromatographie rapide sur gel de 

silice (cyclohexane/acétate d'éthyle : 2-1), le composé 17 est obtenu avec un rendement de   

92 % (674  mg, 1.04 mmol). 

 

Point de fusion : 181°C (éthanol) 

 

[α]D : +35 (c 1.0, chloroforme) 

 

Masse (DCI) : m/z = 666 [M+NH4]+ 

 

Analyse élémentaire pour C28H40O17 

Théorique : C 51.85, H 6.22 ; Trouvée : C 51.97, H 6.25 

 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) = 5.72 (m, 1H, =CH-) ; 5.19-5.07 (m, 2H, CH2=) ; 5.01 

(t, 1H, H-4I) ; 4.96 (t, 1H, H-4II) ; 4.89-4.83 (m, 3H, H-2II, H-2I, H-1I, J1,2 = 4.0Hz) ; 4.55 (d, 

1H, H-1II
, J1,2 = 8.1Hz) ; 4.25 (dd, 1H, H-6aI) ; 4.17 (dd, 1H, H-6aII) ; 4.12 (dd, 1H, H-6bII) ; 

4.09 (t, 1H, H-3II) ; 4.02 (dd, 1H, H-6bI) ; 4.00 (d, 2H, -CH2-) ; 3.90 (m, 1H, H-5II) ; 3.53 (m, 

1H, H-5I) ; 3.50 (t, 1H, H-3I) ; 3.39 (s, 3H, -O-CH3) ; 2.17-2.01 (m, 9H, COCH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 100MHz) : δ (ppm) = 170.7-168.8 (6 x C=O) ; 134.1 (=CH-) ; 116.8 

(CH2=) ; 101.0 (C-1II) ; 96.7 (C-1I) ; 79.9 (C-3I) ; 75.9 (C-3II) ; 72.8 (C-2I) ; 72.2 (-CH2-) ; 

72.1 (C-2II) ; 71.9 (C-5I) ; 69.2 (C-4I) ; 68.0 (C-4II) ; 67.3 (C-5II) ; 62.1 (C-6I, C-6II) ; 55.3 (-

O-CH3) 
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(3-O-Allyl-2,4,6-tri-O-benzoyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-1,2:5,6-di-O-cyclohexylidène-

α-D-glucofuranose (18) 

 

O
AllO

OBz

BzO
BzO

O O
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À une solution sous argon, refroidie à -5°C, contenant l'imidate 13 (1.88 g, 2.78 mmol) 

et du 1,2:5,6-di-O-cyclohexylidène-α-D-glucofuranose commercial (1 éq, 945 mg), dans le 

dichlorométhane anhydre (20 mL), en présence de tamis moléculaire 4 Å, est ajouté du triflate 

de triméthylsilyle (0.6 éq, 300 µL). Le milieu réactionnel est agité pendant 45 min à -5°C. La 

réaction est arrêtée par ajout de triéthylamine (2.5 mL). Le tamis moléculaire est éliminé par 

filtration sur Célite. Le mélange est concentré sous pression réduite puis purifié par 

chromatographie sur gel de silice (éther de pétrole/acétate d'éthyle : 5-1). Le disaccharide 18 

est obtenu avec un rendement de 96% (2.29 g, 2.68 mmol). 

 

Point de fusion : 187°C (éthanol) 

 

[α]D : -3 (c 1.0, chloroforme) 

 

Masse (ESI) : m/z = 877 [M+Na]+ 

 

Analyse élémentaire pour C48H54O14 

Théorique : C 67.43, H 6.37 ; Trouvée : C 67.36, H 6.38 

 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) = 8.09-7.36 (m, 15H, Harom); 5.58 (m, 1H, =CH-); 

5.52(t, 1H, H-4II); 5.45 (d, 1H, H-1I, J1,2 = 3.7Hz); 5.32 (dd, 1H, H-2II); 5.06-4.90 (m, 2H, 

CH2=); 4.83 (d, 1H, H-1II, J1,2 = 7.7Hz); 4.59 (dd, 1H, H-6aII); 4.43 (dd, 1H, H-6bII); 4.35 (q, 

1H, H-5I); 4.29 (d, 2H, H-2I, H-3I); 4.18 (dd, 1H, H-4I); 4.07-3.89 (m, 6H, H-6aI, H-6bI, H-3II, 

H-5II, -CH2-O); 1.60-1.20 (20H, -CH2-) 
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RMN 13C (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) = 166.2, 165.0, 164.6 (C=O); 134.1 (=CH-); 133.4-

128.2 (Carom); 117.5 (CH2=); 112.5, 109.1 (Cq); 104.6 (C-1I); 100.0 (C-1II); 82.4-70.9 (C-2I, 

C-2II, C-3I, C-3II, C-4I, C-4II, C-5I, C-5II et -CH2-O); 66.1 (C-6I); 63.3 (C-6II); 36.3-23.5 (-

CH2-) 

 

(3-O-Allyl-2,4,6-tri-O-benzoyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-D-glucopyranose (19) 

 

OHO
O
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À une solution refroidie à 0°C du composé 18 (3.95 g, 4.63 mmol), dans le 

dichlorométhane (4 mL), est ajoutée une solution d'acide trifluoroacétique/eau 1:1 (40 mL). 

Le milieu réactionnel est agité pendant 12h à 40°C, puis le produit brut est précipité dans 

l'eau, filtré et lavé plusieurs fois à l'eau. Après purification par chromatographie sur gel de 

silice (chloroforme/méthanol : 2-1), le composé 19 est obtenu avec un rendement de 56% 

(1.79 g, 2.58 mmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 717 [M+Na]+ 

 

Masse haute résolution (HRESI) calculé pour C36H38O14Na [M+Na]+ 

Théorique : m/z = 717.21593 ; Trouvé : m/z = 717.2160 

 

RMN 1H (CD3OD, 300MHz) : δ (ppm) = 8.15-7.42 (m, 15H, Harom); 5.56 (m, 1H, =CH-); 

5.45 (t, 1H, H-4II); 4.06 (d, 2H, -CH2-) 

 

RMN 13C (CD3OD, 75MHz) : δ (ppm) = 168.5-167.6 (C=O) ; 136.3 (=CH-) ; 135.6-130.3 

(Carom) ; 118.2 (CH2=) ; 103.6, 103.5 (C-1IIα, C-1IIβ) ; 99.2 (C-1Iβ) ; 94.8 (C-1Iα) ; 85.3, 82.2 

(C-3I, C-3II) ; 78.4-70.7 (C-2I, C-2II, C-4I, C-4II, C-5I, C-5II, -CH2-) ; 65.2, 63.4 (C-6I, C-6II) 
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(2,4,6-Tri-O-acétyl-3-O-allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-1,2,4,6-tétra-O-acétyl-D-

glucopyranose (20) 
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OAc
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AllO
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À une solution refroidie à 0°C du composé 19 (1.3 g, 1.87 mmol) dans le méthanol (90 

mL) est ajoutée une solution de méthanolate de sodium dans le méthanol (1 mol/L, 9 mL). Le 

milieu réactionnel est agité pendant 4h à température ambiante. Le milieu réactionnel est 

neutralisé avec de la résine Amberlite IR-120, filtré et évaporé à sec. Le résidu est repris dans 

un mélange pyridine/anhydride acétique 1:1 (4 mL) en présence de DMAP (quantité 

catalytique), et acétylé pendant 12h à température ambiante, à l'abri de la lumière. 

L'anhydride acétique est détruit par addition de méthanol, à 0°C. La solution est concentrée 

puis diluée avec du dichlorométhane, lavée successivement à l'eau glacée, avec une solution 

d'hydrogénocarbonate de sodium glacée, à l'eau glacée, séchée sur sulfate de sodium anhydre 

puis concentrée. Après purification par chromatographie rapide sur gel de silice (éther de 

pétrole/acétate d'éthyle : 2-3), le composé 20 est obtenu avec un rendement de 80 % (1.02 g, 

1.51 mmol). 

 

Masse (FAB) : m/z = 699 [M+Na]+ 

 

(2,4,6-Tri-O-acétyl-3-O-allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-1,2,4,6-tétra-O-acétyl-β-D-

glucopyranose (21) 
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À une solution refroidie à 0°C du composé 20 (1.74 g, 2.6 mmol) dans le 

dichlorométhane anhydre (24 mL) est ajoutée une solution à 33 % de bromure d'hydrogène 

dans l'acide acétique (12 mL). Le milieu réactionnel est agité pendant 50 min à 0°C. La 

solution est diluée avec du dichlorométhane, lavée successivement à l'eau glacée, avec une 

solution d'hydrogénocarbonate de sodium glacée, puis à nouveau à l'eau glacée, séchée sur 
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sulfate de sodium anhydre puis concentrée. Le dérivé bromé est utilisé directement sans autre 

purification. 

Le bromure est repris dans un mélange anhydride acétique/acide acétique (1-1, 24 

mL). De l'acétate d'argent (4 éq, 1.6 g) est ajouté et la réaction est maintenue 12 h à 

température ambiante et à l'abri de la lumière. Après filtration sur Célite, le filtrat est lavé à 

l'eau, puis avec une solution d'hydrogénocarbonate de sodium, à nouveau à l'eau, séché sur 

sulfate de sodium anhydre et concentré. Après cristallisation dans l'éthanol, le composé 21 est 

obtenu avec un rendement de 55% (950 mg, 1.4 mmol). 

 

Point de fusion : 164°C (éthanol) 

 

[α]D : -23 (c 1.0, chloroforme) 

 

Masse (ESI) : m/z = 699 [M+Na]+ 

 

Analyse élémentaire pour C29H40O18 

Théorique : C 51.48, H 5.96 ; Trouvée : C 51.08, H 5.91 

 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) = 5.73 (m, 1H, =CH-) ; 5.61 (d, 1H, H-1I, J1,2 = 8.3Hz) 

; 5.20-5.08 (m, 2H, CH2=) ; 5.10 (dd, 1H, H-2I) ; 5.01 (t, 1H, H-4II) ; 4.99 (t, 1H, H-4I) ; 4.88 

(dd, 1H, H-2II) ; 4.50 (d, 1H, H-1II, J1,2 = 8.1Hz) ; 4.28 (dd, 1H, H-6aII) ; 4.20 (dd, 1H, H-6aI) 

; 4.13 (dd, 1H, H-6bI) ; 4.04 (dd, 1H, H-6bII) ; 4.02 (d, 2H, -CH2-) ; 3.92 (t, 1H, H-3I) ; 3.80 

(m, 1H, H-5I) ; 3.57 (m, 1H, H-5II) ; 3.53 (t, 1H, H-3II) ; 2.12-2.01 (m, 12H, CH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 100MHz) : δ (ppm) = 170.7-168.7 (C=O) ; 134.1 (=CH-) ; 117.0 (CH2=); 

101.2 (C-1II) ; 91.7 (C-1I) ; 79.8 (C-3II) ; 78.5 (C-3I) ; 72.8 (C-5I) ;  72.4 (-CH2-) ; 72.0 (C-2I, 

C-5II, C-2II) ; 69.2 (C-4II) ; 67.7 (C-4I) ; 62.0 (C-6II) ; 61.7 (C-6I) ; 20.8-20.4 (CH3) 
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Fluorure de (2,4,6-tri-O-acétyl-3-O-allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-2,4,6-tri-O-acétyl-

α-D-glucopyranosyle (22) 
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Le composé 21 (824 mg, 1.2 mmol) est dissous dans un mélange fluorure 

d'hydrogène/pyridine 70:30 (5 mL). La réaction est maintenue 45 min à 0°C. Le milieu 

réactionnel est dilué avec du dichlorométhane puis versé dans un mélange eau 

glacée/dichlorométhane/ammoniaque. La phase organique est lavée à l'eau (2 fois) puis  

séchée sur sulfate de sodium anhydre et concentrée. Après purification par chromatographie 

sur gel de silice (cyclohexane/acétate d'éthyle : 2-1), le composé 22 est obtenu avec un 

rendement de 90 % (700 mg, 1.1 mmol). 

 

Point de fusion : 158°C (acétate d'éthyle/éther) 

 

[α]D : +12 (c 1.0, chloroforme) 

 

Masse (ESI) : m/z = 659 [M+Na]+ 

 

Analyse élémentaire pour C27H37FO16 

Théorique : C 50.94, H 5.86, F 2.98 ; Trouvée : C 50.58, H 5.84, F 2.99 

 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) = 5.74 (m, 1H, =CH-) ; 5.66 (dd, 1H, H-1I, J1,2 = 

2.8Hz, JH,F = 53.5Hz) ; 5.21-5.10 (m, 2H, CH2=) ; 5.07 (t, 1H, H-4I) ; 5.04 (t, 1H, H-4II) ; 4.92 

(ddd, 1H, H-2I) ; 4.89 (dd, 1H, H-2II) ; 4.56 (d, 1H, H-1II, J1,2 = 8.1Hz) ; 4.29 (dd, 1H, H-6aII) 

; 4.23-4.09 (m, 3H, H-6aI, H-6bI, H-5I) ; 4.12 (t, 1H, H-3I) ; 4.05 (dd, 1H, H-6bII) ; 4.02 (m, 

2H, CH2) ; 3.59 (m, 1H, H-5II) ; 3.54 (t, 1H, H-3II) ; 2.20-2.03 (CH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 100MHz) : δ (ppm) = 170.6-168.8 (C=O) ; 134.1 (=CH-) ; 117.0 (CH2=) ; 

104.0 (d, C-1I, JC,F = 226.0Hz) ; 101.1 (C-1II) ; 79.8 (C-3II) ; 75.4 (C-3I) ; 72.4 (CH2) ; 72.1 
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(C-2I, C-2II) ; 72.0 (C-5II) ; 70.1 (C-5I) ; 69.2 (C-4II) ; 66.9 (C-4I) ; 62.0 (C-6II) ; 61.4 (C-6I) ; 

20.8-20.4 (CH3) 

 

Fluorure de (3-O-allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-α-D-glucopyranosyle (23) 
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À une solution refroidie à 0°C du composé 22 (310 mg, 487 µmol) dans le méthanol 

(48 mL) est ajoutée une solution de méthanolate de sodium dans le méthanol (1 mol/L, 480 

µL). Le milieu réactionnel est agité pendant 1h à 0°C puis 1h30 à température ambiante. La 

solution est neutralisée avec de la résine Amberlite IR-120, filtrée et concentrée. Le solide 

obtenu est repris dans l'eau puis lyophilisé. Le composé désacétylé 23 est obtenu avec un 

rendement quantitatif (187 mg, 487 µmol). 

 

Masse (FAB) : m/z = 407 [M+Na]+ 

 

(2,3,4,6-Tétra-O-acétyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-l,2,4,6-tétra-O-acétyl-D-

glucopyranose (24) 
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Du scléroglucane commercial (20 g) est mis en suspension dans l'anhydride acétique 

(130 mL). Une solution d'acide sulfurique (3.5 mL) dans l'anhydride acétique (10 mL) est 

ajoutée goutte-à-goutte à 0°C. Après 5 jours sous agitation magnétique à 55°C une seconde 

solution d'acide sulfurique (3.5 mL) dans l'anhydride acétique (10 mL) est additionnée à 0°C. 

Le mélange est à nouveau agité pendant 5 jours à 55°C puis versé dans l'eau glacée. Après   

12 h sous agitation, la solution est extraite au chloroforme. La phase organique est lavée avec 

une solution saturée de chlorure de sodium, une solution d'hydrogénocarbonate de sodium, de 

l'eau, puis séchée sur sulfate de sodium anhydre et concentrée. Le composé 24 est obtenu, 
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après purification par chromatographie rapide sur gel de silice (éther de pétrole/acétate 

d'éthyle : 1-1), avec un rendement molaire de 14% (4.6 g, 6.78 mmol). Ce rendement molaire 

est calculé en considérant que le scléroglucane est essentiellement constitué d'unités de 

répétition tétrasaccharidiques (similaires au schizophyllane, voir chapitre I, Figure 12), et que 

deux moles de ce motif de répétition peuvent être converties en trois moles de laminaribiose 

peracétylé. 

 

anomère α 

Point de fusion : 80°C (éthanol) lit.153 78-80°C 

 

Masse (DCI) : m/z = 696 [M+NH4]+ 

 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) = 6.23 (d, 1H, H-1I, J1,2 = 3.7Hz) ; 5.14 (t, 1H, H-3II) ; 

5.08 (t, 1H, H-4II) ; 5.05 (dd, 1H, H-4I); 5.04 (dd, 1H, H-2I) ; 4.89 (dd, 1H, H-2II) ; 4.64 (d, 

1H, H-1II, J1,2 = 8.1Hz) ; 4.38 (dd, 1H, H-6a
II) ; 4.18 (dd, 1H, H-6a

I) ; 4.12-4.03 (m, 3H, , H-

6b
I, H-6b

II, H-5I) ; 4.05 (t, 1H, H-3I) ; 3.74 (m, 1H, H-5II) ; 2.18-1.96 (m, 24H, CH3) 

RMN 13C (CDCl3, 100MHz) : δ (ppm) = 170.7-168.7 (C=O) ; 100.8 (C-1II) ; 89.2 (C-1I) ; 

76.1 (C-3I) ; 72.8 (C-3II) ; 71.6 (C-5II) ; 71.3, 71.2 (C-2I, C2II) : 69.9 (C-5I) ; 68.0 (C-4II) ; 67.4 

(C-4I) ; 61.6 (C-6I, C-6II) ; 20.9-20.3 (COCH3) 

 

(2,3,4,6-Tétra-O-acétyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-2,4,6-tri-O-acétyl-β-D-

glucopyranoside de 4-méthoxyphényle (25) 
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À une solution refroidie à 0°C du composé 24 (252 mg, 370 µmol) dans le 

dichlorométhane anhydre (4 mL) est ajoutée une solution à 33 % de bromure d'hydrogène 

dans l'acide acétique (2 mL). Le milieu réactionnel est agité pendant 30 min à 0°C puis 1h à 

température ambiante. La solution est diluée avec du dichlorométhane, lavée successivement 

à l'eau glacée, avec une solution d'hydrogénocarbonate de sodium glacée, à l'eau glacée, 
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séchée sur sulfate de sodium anhydre puis concentrée. Après purification par chromatographie 

rapide sur gel de silice (cyclohexane/acétate d'éthyle : 1-1), le dérivé bromé est obtenu avec 

un rendement de 84% (218 mg, 312 µmol). 

Le bromure est repris dans un mélange de chloroforme (1.3 mL) et d'une solution 

d'hydroxyde de sodium (1.25 mol/L) contenant du 4-méthoxyphénol (2 éq, 80 mg) et du 

chlorure de benzyltriéthylammonium (0.8 éq, 58 mg). La réaction est maintenue 1h30 à 60°C. 

Le milieu réactionnel est dilué avec du chloroforme (3 mL) et lavé avec une solution 

d'hydroxyde de sodium (1.25 mol/L, 2 x 5 mL), puis à l'eau. La phase organique est séchée 

sur sulfate de sodium anhydre, concentré et purifié par chromatographie rapide sur gel de 

silice (cyclohexane/acétate d'éthyle : 1-1). Le composé 25 est obtenu avec un rendement de 

65% (152 mg, 205 µmol). 

 

Point de fusion : 85°C (éthanol) 

 

[α]D : -27 (c 1.0, chloroforme) 

 

Masse (DCI) : m/z = 760 [M+NH4]+ 

 

Masse exacte (ESI) calculé pour C33H42O19Na [M+Na]+ 

Théorique : m/z = 765.2218 ; Trouvé : m/z = 765.2209 

 

RMN 1H (CDCl3, 300MHz) : δ (ppm) = 6.92-6.78 (m, 4H, Harom) ; 5.23 (dd, 1H, H-2I) ; 5.15 

(t, 1H, H-4II) ; 5.06 (t, 1H, H-4I) ; 5.01 (t, 1H, H-2II) ; 4.91 (t, 1H, H-3II) ; 4.81 (d, 1H, H-1I, 

J1,2 = 7.8Hz) ; 4.62 (d, 1H, H-1II, J1,2 = 7.8Hz) ; 4.36 (m, 1H, H-6aII) ; 4.88 (m, 2H, H-6aI, H-

6bI) ; 4.05 (dd, 1H, H-6bII) ; 3.95 (t, 1H, H-3I) ; 3.78 (m, 1H, H-5I) ; 3.76 (s, 3H, -O-CH3) ; 

3.69 (m, 1H, H-5II) ; 2.15-1.98 (m, 21H, COCH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 75MHz) : δ (ppm) = 170.6-169.2 (C=O) ; 155.7, 151.1 (Cq arom) ;  118.5, 

114.5 (CHarom) ; 100.9 (C-1II) ; 100.3 (C-1I) ; 78.7 (C-3I) ; 72.9 (C-2I) ; 72.4 (C-3II) ; 71.9 

(C2II) ;  71.7 (C-5I) ; 71.1 (C-5II) ; 68.3 (C-4I) 68.1 (C-4II) ; 62.2 (C-6I) ; 61.7 (C-6II) ; 55.6 (-

O-CH3) ; 20.7-20.3 (COCH3) 
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β-D-Glucopyranosyl-(1→3)-β-D-glucopyranoside de 4-méthoxyphényle (26) 

 

OHO
O

OH
O

OH

OHO
HO

OH

OH

OCH3  
 

À une solution refroidie à 0°C du composé 25 (120 mg, 162 µmol) dans le méthanol 

(16 mL) est ajoutée une solution de méthanolate de sodium dans le méthanol (1 mol/L, 160 

µL). Le milieu réactionnel est agité pendant 12 h à température ambiante. La solution est 

neutralisée avec de la résine Amberlite IR-120, filtrée, concentrée. Le solide obtenu est repris 

dans l'eau puis lyophilisé. Le composé désacétylé 26 est obtenu avec un rendement de 

quantitatif (72 mg, 161 µmol). 

 

[α]D : -37 (c 1.0, eau) 

 

Masse (ESI) : m/z = 471 [M+Na]+ 

 

Masse exacte (ESI) calculé pour C19H28O12Na [M+Na]+ 

Théorique : m/z = 471.14785 ; Trouvé : m/z = 471.1481 

 

RMN 1H (D2O, 400MHz) : δ (ppm) = 7.06-6.88 (m, 4H, Harom) ; 4.95 (d, 1H, H-1I, J1,2 = 

7.9Hz) ; 4.70 (d, 1H, H-1II, J1,2 = 7.9Hz) ; 3.87-3.82 (m, 2H, H-6a
I, H-6a

II) ; 3.80-3.62 (m, 3H, 

H-3I, H-6b
I, H-6b

II) ; 3.73 (s, 3H, -O-CH3) ; 3.65 (dd, 1H, H-2I) ; 3.53-3.50 (m, 2H, H-4I, H-5I) 

; 3.46 (dd, 1H, H-3II) ; 3.41-3.39 (m, 1H, H-5II) ; 3.34 (dd, 1H, H-4II) ; 3.30 (dd, 1H, H-2II) 

 

RMN 13C (D2O, 100MHz) : δ (ppm) = 156.1, 152.1 (Cq arom) ; 119.5, 116.3 (CHarom) ; 104.1 

(C-1II) ; 102.3 (C-1I) ; 85.5 (C-3I) ; 77.3, 77.0 (C-4I, C-5I) ; 76.8 (C-3II) ; 74.7 (C-2I) ; 74.0 (C-

2II) ; 70.9 (C-4II) ; 69.2 (C-5II) ; 62.0, 61.8 (C-6I, C-6II) ; 57.1 (-O-CH3) 
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2,3,4,6-Tétra-O-acétyl-β-D-glucopyranoside de 4-méthoxyphényle (27) 

 

O
AcO

AcO
OAc

O

OAc

OCH3  
 

À une solution sous argon, à 0°C de β-D-glucopyranose peracétylé (1 g, 2.56 mmol) 

dans le dichlorométhane anhydre (28 mL) sont ajoutés du 4-méthoxyphénol (2 éq, 636 mg) et 

de l'éthérate de trifluorure de bore (2 éq, 650 µL). Le milieu réactionnel est agité pendant 

2h30 à 0°C puis dilué avec du dichlorométhane, lavé avec une solution d'hydrogénocarbonate 

de sodium (2 fois) et de l'eau. La phase organique est séchée sur sulfate de sodium anhydre 

puis concentrée. Après purification par chromatographie rapide sur gel de silice 

(cyclohexane/acétate d'éthyle : 2-1), le glucoside de 4-méthoxyphényle 27 est obtenu avec un 

rendement de 93% (1.088 g, 2.40 mmol). 

 

Point de fusion : 100°C (éthanol) lit.154 90-92°C 

 

[α]D : -16 (c 1.0, chloroforme) lit.154 [α]D
20 : -14 (c 1.0, chloroforme) 

 

Masse (DCI) : m/z = 472 [M+NH4]+ 

 

RMN 1H (CDCl3, 300MHz) : δ (ppm) = 6.96-6.79 (m, 4H, Harom) ; 5.30-5.10 (m, 3H, H-2, H-

3, H-4) ; 4.95 (d, 1H, H-1, J1,2 = 7.2Hz) ; 4.27-4.11 (m, 2H, H-6a, H-6b) ; 3.78 (m, 1H, H-5) ; 

3.77 (s, 3H, -O-CH3) ; 2.07-2.02 (m, 12H, CH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 75MHz) : δ (ppm) = 170.5-169.3 (C=O) ; 155.8, 150.9 (Cq arom) ; 118.7, 

114.6 (CHarom) ; 100.3 (C-1) ; 72.8, 72.0, 71.3, 68.4 (C-2, C-3, C-4, C-5) ; 62.0 (C-6) ; 55.7 (-

O-CH3) ; 20.7-20.6 (COCH3) 
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β-D-Glucopyranoside de 4-méthoxyphényle (28)155 

 

O
HO

HO
OH

O

OH

OCH3  
 

À une solution refroidie à 0°C du composé 27 (492 mg, 1.1 mmol) dans le méthanol 

(40 mL) est ajoutée une solution de méthanolate de sodium dans le méthanol (1 mol/L, 400 

µL). Le milieu réactionnel est agité pendant 12h à température ambiante. La solution est 

neutralisée avec de la résine Amberlite IR-120, filtrée, concentrée. Le solide obtenu est repris 

dans l'eau puis lyophilisé. Le composé désacétylé 28 est obtenu avec un rendement quantitatif 

(309 mg, 1.08 mmol). 

 

Masse (ESI) : 2m/z = 595 [2M+Na]+ 

 

RMN 1H (D2O, 300MHz) : δ (ppm) = 7.00-6.82 (m, 4H, Harom) ; 4.86 (d, 1H, H-1, J1,2 = 

6.9Hz) ; 3.81-3.58 (m, 2H, H-6a, H-6b) ; 3.67 (s, 3H, -O-CH3) ; 3.46-3.35 (m, 4H, H-2, H-3, 

H-4, H-5) 

 

RMN 13C (D2O, 75MHz) : δ (ppm) = 152.4, 148.5 (Cq arom) ; 115.9, 112.7 (CHarom) ; 98.9 (C-

1) ; 73.8, 73.3, 70.7, 67.1 (C-2, C-3, C-4, C-5) ; 58.3 (C-6) ; 53.5 (-O-CH3) 

 

(3-O-Allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-(1→3)-β-D-glucopyranoside 

de 4-méthoxyphényle (29) 

 

O

OH
OO

OH

HOO

OH
O

OH

HO
O

OH
AllO

OH

HO

OCH3  
 

À une solution du fluorure 23 (60 mg, 160 µmol) et du glucoside de méthoxyphényle 

28 (1 éq,  45 mg), dans du tampon phosphate de sodium, 0.2 M à pH7 (3.2 mL), est ajouté une 

solution de glycosynthase GII E231G (800 µL) à 1 mg/mL de tampon phosphate de sodium, 
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0.2 M à pH7. Le milieu réactionnel est agité pendant 17h à 37°C. Il est ensuite concentré et 

purifié par chromatographie sur gel de silice C18 (eau à eau/méthanol : 9-1). Le trisaccharide 

29 est obtenu avec un rendement de 80% (82 mg, 126 µmol). 

 

 [α]D : -28 (c 1.0, eau) 

 

Masse (ESI) : m/z = 672 [M+Na]+ 

 

Masse exacte (ESI) calculé pour C28H42O17Na [M+Na]+ 

Théorique : m/z = 673.2320 ; Trouvé : m/z = 673.2322 

 

(2,4,6-Tri-O-acétyl-3-O-allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-(2,4,6-tri-O-acétyl-β-D-

glucopyranosyl)-(1→3)-2,4,6-tri-O-acétyl-β-D-glucopyranoside de 4-méthoxyphényle  

(30) 

 

O

OAc
OO

OAc

AcOO

OAc
O

OAc

AcO
O

OAc
AllO

OAc

AcO

OCH3  
 

À une solution refroidie à 0°C du composé 29 (57 mg, 88 µmol) dans la pyridine 

anhydre (1 mL) sont ajoutés de l'anhydride acétique (1 mL) et de la DMAP (quantité 

catalytique). Le milieu réactionnel est agité pendant 5h à température ambiante. L'anhydride 

acétique est décomposé par addition de méthanol, à 0°C. La solution est concentrée puis 

diluée avec du dichlorométhane, lavée successivement à l'eau, avec une solution 

d'hydrogénocarbonate de sodium, à l'eau, séchée sur sulfate de sodium anhydre puis 

concentrée. Le composé 30 est obtenu avec un rendement de  95% (85 mg, 83 µmol). 

 

[α]D : -43 (c 1.0, chloroforme) 

 

Masse (FAB) : m/z = 1051 [M+Na]+ 
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Masse exacte (ESI) calculé pour C46H60O26Na [M+Na]+ 

Théorique : m/z = 1051.3271 ; Trouvé : m/z = 1051.3275 

 

RMN 1H (D2O, 400MHz) : δ (ppm) = 6.91-6.79 (m, 4H, Harom) ; 5.73 (m, 1H, =CH-) ; 5.20 

(dd, 1H, H-2I) ; 5.20-5.10 (m, 2H, CH2=) ; 5.03(t, 1H, H-4III) ; 4.98 (t, 1H, H-4I) ; 4.90 (t, 2H, 

H-4II, H-2II) ; 4.87 (t, 1H, H-2III) ; 4.81 (d, 1H, H-1I, J1,2 = 7.9Hz) ; 4.49 (d, 1H, H-1II, J1,2 = 

8.1Hz) ; 4.42 (d, 1H, H-1III, J1,2 = 8.1Hz) ; 4.33-4.26 (m, 2H, H-6aIII, H-6aII) ; 4.19 (m, 2H, H-

6aI, H-6bI) ; 4.08-4.00 (m, 4H, H-6bII, H-6bIII, CH2) ; 3.94 (t, 1H, H-3I) ; 3.82 (t, 1H, H-3II) ; 

3.78 (m, 1H, H-5I) ; 3.76 (s, 3H, -O-CH3) ; 3.68 (m, 1H, H-5II) ; 3.56 (m, 1H, H-5III) ; 3.51 (t, 

1H, H-3III) ; 2.17-2.00 (m, 27H, CH3) 

 

RMN 13C (D2O, 100MHz) : δ (ppm) = 170.6-168.7 (C=O) ; 155.7, 151.0 (Cq arom) ; 134.1 

(=CH-) ; 118.4, 114.5 (CHarom) ; 117.0 (CH2=) ; 101.2 (C-1III) ; 100.6 (C-1II) ; 100.1 (C-1I) ; 

79.7 (C-3III) ; 78.5 (C-3II) ; 78.0 (C-3I) ; 73.0 (C-2I) ; 72.4 (CH2) ; 71.9 (C-2III) ; 71.8 (C-5III, 

C-5II) ; 71.7 (C-5I) ; 69.2 (C-4III) ; 68.4 (C-2II, C-4II) ; 68.3 (C-4I) ; 62.2 (C-6I) ; 62.0 (C-6II, C-

6III) ; 55.6 (-O-CH3) ; 21.0-20.5 (COCH3) 

 

β-D-Glucopyranosyl-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-(1→3)-β-D-glucopyranoside de 4-

méthoxyphényle (31) 

 

O

OH
OO

OH

HOO

OH
O

OH

HO
O

OH
HO

OH

HO

OCH3  
 

À une solution du composé 30 (18 mg, 18 µmol) dans le méthanol (1 mL), est ajouté 

du chlorure de palladium (0.9 éq, 3 mg). Le milieu réactionnel est agité pendant 5 h à 

température ambiante puis filtré sur gel de silice (cyclohexane/acétate d'éthyle : 1-4, puis 

acétate d'éthyle/méthanol : 1-1). Le filtrat est concentré puis repris dans le méthanol (2 mL) à 

0°C. Une solution de méthanolate de sodium dans le méthanol (1 mol/L, 200 µL) est ajoutée. 

Après purification sur phase inverse (silice C-18), le trisaccharide 31 est obtenu avec un 

rendement de 66% (7 mg, 12 µmol). 
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Masse (ESI) : m/z = 633 [M+Na]+ 

 

Masse exacte (ESI) calculé pour C25H38O17Na [M+Na]+ 

Théorique : m/z = 633.2007 ; Trouvé : m/z = 633.1990 

 

RMN 1H (D2O, 400MHz) : δ (ppm) = 7.06-6.89 (m, 4H, Harom) ; 4.96 (d, 1H, H-1I, J1,2 = 

8.0Hz) ; 4.75 (d, 1H, H-1II, J1,2 = 8.0Hz) ; 4.68 (d, 1H, H-1III, J1,2 = 8.0Hz) ; 3.88-3.61 (m, 9H, 

H-2I, H-3I, H-3II, H-6aI, H-6bI, H-6aII, H-6bII, H-6aIII, H-6bIII) ; 3.74 (s, 3H, CH3) ; 3.55-3.38 

(m, 7H, H-2II, H-4I, H-4II, H-4III, H-5I, H-5II, H-5III) ; 3.35-3.26 (m, 2H, H-2III, H-3III) 

 

RMN 13C (D2O, 100MHz) : δ (ppm) = 155.2, 151.2 (Cq arom) ; 118.6, 115.4 (CHarom) ; 103.2 

(C-1II) ; 102.9 (C-1III) ; 101.4 (C-1I) ; 84.6, 84.3 (C-3I, C-3II) ; 76.4 (C-3III) ; 76.1, 76.0, 75.9 

(C-4I, C-4II, C-4III) ; 73.8, 73.6, 73.2 (C-2I, C-2II, C-2III) ; 69.9, 68.5, 68.3 (C-5I, C-5II, C-5III) ; 

61.1-60.9 (C-6I, C-6II, C-6III) ; 56.2 (CH3) 

 

(2,4,6-Tri-O-acétyl-3-O-allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-(2,4,6-tri-O-acétyl-β-D-

glucopyranosyl)-(1→3)-2,4,6-tri-O-acétyl-β-D-glucopyranose (32) 

 

O

OAc
OHO

OAc

AcOO

OAc
O

OAc

AcO
O

OAc
AllO

OAc

AcO

 
 

À une solution du composé 30 (123 mg, 120 µmol), dans un mélange 

toluène/acétonitrile/eau (2.8-3.9-2.8, 9.5 mL), est ajouté du CAN (10 éq, 653 mg). Le milieu 

réactionnel est agité pendant 2 h à température ambiante puis dilué avec du dichlorométhane, 

lavé successivement avec des solutions saturées de chlorure de sodium, d'hydrogénocarbonate 

de sodium et à l'eau, séché sur sulfate de sodium anhydre puis concentré. Après purification 

par chromatographie rapide sur gel de silice (cyclohexane/acétate d'éthyle : 1-2). Le 

trisaccharide 32 est obtenu avec un rendement de 85% (94 mg, 102 µmol). 

 

anomère β 

Masse (FAB) : m/z = 945 [M+Na]+ 
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Masse exacte (ESI) calculé pour C39H54O25Na [M+Na]+ 

Théorique : m/z = 945.2852 ; Trouvé : m/z = 945.2862 

 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) = 5.73 (m, 1H, =CH-) ; 5.20-5.10 (m, 2H, CH2=) ; 5.05 

-4.95 (m, 2H, H-4I, H-4III) ; 4.92-4.84 (m, 4H, H-2I, H-4II, H-2II, H-2III) ; 4.88 (d, 1H, H-1I, 

J1,2 = 8.0Hz) ; 4.53 (d, 1H, H-1II, J1,2 = 8.1Hz) ; 4.41 (d, 1H, H-1III, J1,2 = 8.1Hz) ; 4.33-4.26 

(m, 2H, H-6aIII, H-6aII) ; 4.21-4.14 (m, 4H, H-3I, H-5I, H-6aI, H-6bI) ; 4.08-4.00 (m, 4H, H-

6bII, H-6bIII, CH2) ; 3.79 (t, 1H, H-3II) ; 3.66 (m, 1H, H-5II) ; 3.57 (m, 1H, H-5III) ; 3.51 (t, 1H, 

H-3III) ; 2.20-2.01 (m, 27H, CH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 100MHz) : δ (ppm) = 170.8-168.4 (C=O) ; 134.1 (=CH-) ; 117.0 (CH2=) ; 

101.2 (C-1III) ; 100.6 (C-1II) ; 90.2 (C-1I) ; 79.7 (C-3III) ; 78.7 (C-3II) ; 75.2 (C-3I) ; 73.1 (C-

2II) ; 73.0 (C-2I) ; 72.4 (CH2) ; 71.9 (C-2III) ; 71.8 (C-5III) ; 71.6 (C-5II) ; 69.2 (C-4III) ; 68.4 

(C-4II) ; 67.9 (C-5I) ; 67.6 (C-4I) ; 62.1 (C-6III, C-6II, C-6I) ; 21.0-20.5 (CH3) 

 

Fluorure de (2,4,6-tri-O-acétyl-3-O-allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-(2,4,6-tri-O-acétyl-

β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-2,4,6-tri-O-acétyl-α-D-glucopyranosyle (33) 

 

O

OAc

AcO
AllO O

OAc

O

OAc

AcO
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OAc

AcO

OAcF  
 

À une solution, refroidie à -45°C d'hémiacétal 32 (117 mg, 127 µmol) dans du 

dichlorométhane (4.1 mL) est ajouté du DAST (5 éq, 84 µL). Le milieu réactionnel est agité 

pendant 2h30, pendant que la température remonte jusqu'à -20°C. La solution est diluée avec 

du dichlorométhane et lavée à l'eau glacée (3 fois). La phase organique est séchée sur sulfate 

de sodium anhydre et évaporée à sec. 

Le brut est repris dans un mélange fluorure d'hydrogène/pyridine 70:30 (4.5 mL), à -

52°C. La réaction est maintenue sous agitation pendant 2h30, la température remonte jusqu'à -

12°C. Le milieu réactionnel est alors dilué avec du dichlorométhane puis versé dans un 

mélange eau glacée/dichlorométhane/ammoniaque et lavé à l'eau glacée (2 fois). La phase 

organique est séchée sur sulfate de sodium anhydre et concentrée. Après purification par 
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chromatographie sur gel de silice (toluène/acétate d'éthyle : 1-1), le composé 33 est obtenu 

avec un rendement de 67% (78 mg, 84 µmol). 

 

[α]D : -13 (c 1.0, chloroforme) 

 

Masse (DCI) : m/z = 942 [M+NH4]+ 

 

Masse exacte (ESI) calculé pour C39H53O24FNa [M+Na]+ 

Théorique : m/z = 947.2809 ; Trouvé : m/z = 947.2806 

 

RMN 1H (CDCl3, 400MHz) : δ (ppm) = 5.72 (m, 1H, =CH-) ; 5.64 (dd, 1H, H-1I, J1,2 = 

2.7Hz, JH,F = 53.4Hz) ; 5.19-5.10 (m, 2H, CH2=) ; 5.05 (t, 1H, H-4I) ; 5.02 (t, 1H, H-4III) ; 

4.91 (ddd, 1H, H-2I) ; 4.89 (t, 1H, H-4II) ; 4.88 (t, 1H, H-2II) ; 4.86 (t, 1H, H-2III) ; 4.50 (d, 

1H, H-1II, J1,2 = 8.1Hz) ; 4.40 (d, 1H, H-1III, J1,2 = 8.0Hz) ; 4.30 (m, 2H, H-6aIII, H-6aII) ; 4.17 

(m, 2H, H-6aI, H-6bI) ; 4.14-4.08 (m, 1H, H-5I) ; 4.11 (t, 1H, H-3I) ; 4.05-4.00 (m, 2H, H-6bII, 

H-6bIII) ; 4.00 (d, 2H, CH2) ; 3.80 (t, 1H, H-3II) ; 3.69 (m, 1H, H-5II) ; 3.57 (m, 1H, H-5III) ; 

3.51 (t, 1H, H-3III) ; 2.21-2.01 (m, 27H, CH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 100MHz) : δ (ppm) = 170.6-168.4 (C=O) ; 134.1 (=CH-) ; 117.0 (CH2=) ; 

104.0 (d, C-1I, JC,F = 226.1Hz) ; 101.2 (C-1III) ; 100.1 (C-1II) ; 79.7(C-3III) ; 78.6 (C-3II) ; 75.1 

(C-3I) ; 73.0 (C-2II) ; 72.4 (CH2) ; 72.1 (C-2I) ; 71.9 (C-2III) ; 71.8 (C-5III) ; 71.7 (C-5II) ; 70.1 

(C-5I) ; 69.2 (C-4III) ; 68.3 (C-4II) ; 66.7 (C-4I) ; 62.0 (C-6III, C-6II) ; 61.4 (C-6I) ; 20.8-20.4 

(CH3) 

 

Fluorure de β-D-glucopyranosyl-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-(1→3)-α-D-

glucopyranosyle (34) 
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À une solution refroidie à 0°C du composé 33 (33 mg, 36 µmol) dans le méthanol (4 

mL) est ajoutée une solution de méthanolate de sodium dans le méthanol (1 mol/L, 40 µL). Le 
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milieu réactionnel est agité pendant 12 h à température ambiante.La solution est neutralisée 

avec de la résine Amberlite IR-120, filtrée, concentrée. Le solide obtenu est repris dans l'eau 

puis lyophilisé. Le composé désacétylé 34 est obtenu avec un rendement de quantitatif (20 

mg, 36 µmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 569 [M+Na]+ 

 

Masse exacte (ESI) calculé pour C21H35O15FNa [M+Na]+ 

Théorique : m/z = 569.1858 ; Trouvé : m/z = 569.1855 

 

(3-O-Allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-

(1→3)-β-D-glucopyranoside de 4-méthoxyphényle (35) 
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 À une solution du fluorure 34 (7.7 mg, 14 µmol) et du β-glucoside de 4-

méthoxyphényle 28 (1.3 éq, 5.2 mg), dans du tampon phosphate de sodium, 0.2M à pH 7.0 

(360 µL), est ajoutée une solution à 1 mg/mL de glycosynthase GII E231G (90 µL). Le milieu 

réactionnel est agité pendant 24h à 37°C. Il est ensuite purifié par chromatographie sur gel de 

silice C18 (eau à eau/méthanol : 7-3). Le tétrasaccharide 35 est obtenu avec un rendement de 

70% (8 mg, 10 µmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 835 [M+Na]+ 

 

Masse exacte (ESI) calculé pour C34H52O22Na [M+Na]+ 

Théorique : m/z = 835.2848 ; Trouvé : m/z = 835.2846 

 

RMN 1H (D2O, 400MHz) : δ (ppm) = 7.11-6.95 (m, 4H, Harom) ; 5.59 (m, 1H, =CH-) ; 5.35-

5.20 (m, 2H, CH2=) ; 5.01 (d, 1H, H-1I, J1, 2 = 8.0Hz) ; 4.80 (d, 1H, H-1II, J1, 2 = 8.1Hz) ; 4.78 

(d, 1H, H-1III, J1, 2 = 8.5Hz) ; 4.74 (d, 1H, H-1IV, J1, 2 = 7.5Hz) ; 4.34 (m, 2H, CH2) ; 3.89-3.71 

(m, 12H, H-2I, H-3I, H-3II, H-3III, H-6a
I, H-6b

I, H-6a
II, H-6b

II, H-6a
III, H-6b

III, H-6a
IV, H-6b

IV) ; 
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3.79 (s, 3H, -O-CH3) ; 3.59-3.46 (m, 12H, H-2II, H-2III, H-2IV, H-3IV, H-4I, H-4II, H-4III, H-

4IV, H-5I, H-5II, H-5III, H-5IV) 

 

RMN 13C (D2O, 100MHz) : δ (ppm) = 156.2, 152.2 (Cq arom) ; 135.6 (=CH-) ; 119.8 (CH2=) ; 

119.6, 116.4 (CHarom) ; 104.1 (C-1IV) ; 103.9 (C-1II, C-1III) ; 102.4 (C-1I) ; 85.5-85.4 (C-3I, C-

3II, C-3III) ; 84.6 (C-3IV) ; 77.2-77.0 (C-2II, C-2III, C-2IV) ; 74.1 (C-2I) ;  70.6-69.3 (C-5I, C-5II, 

C-5III, C-5IV) ; 62.0-61.2 (C-6I, C-6II, C-6III, C-6IV) ; 57.2 (-O-CH3) 

 

Acide N-[2-N-[(2-S-(2,3,4,6-tétra-O-acétyl-β-D-glucopyranosyl))-2-thioacétyl]-

aminoéthyl]-1-naphthylamine-5-sulfonique (37) 

 

OAcO
AcO

OAc

OAc

S
N
H

H
N

O

SO3H

 
 

 À une solution de 1-S-acétyl-2,3,4,6-tétra-O-acétyl-β-D-glucopyranose (47 mg, 116 

µmol) et de l'acide N-(iodoacétamidoéthyl)-1-naphthylamine-5-sulfonique commercial (1 éq, 

50 mg) dans le DMF (1.8 mL), à l'abri de la lumière, est ajouté de la diéthylamine (15 éq, 180 

µL). La solution est agitée pendant 4h30 à température ambiante, 0.5 éq; de glucose- S-

acétate sont alors ajoutés, puis à nouveau 0.5 éq 2h plus tard, le milieu réactionnel est 

maintenu encore 1h à température ambiante, puis évaporé sous vide. Après purification par 

chromatographie sur gel de silice (chloroforme/méthanol : 95-5, puis 90-10, puis 50-50). Le 

glucoside 37 est obtenu avec un rendement de 30% (23 mg, 34 µmol). 

 

Masse (FAB) : m/z = 693 [M+Na]+ 

 

N-[2-N-[(2-S-β-D-Glucopyranosyl)-2-thioacétyl]-aminoéthyl]-1-naphthylamine-5-

sulfonate de sodium (38) 

 

OHO
HO

OH

OH

S
N
H

H
N

O

SO3Na
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 À une solution refroidie à 0°C du composé 37 (23 mg, 34 µmol) dans le méthanol (4 

mL) est ajoutée une solution de méthanolate de sodium dans le méthanol (1 mol/L, 40 µL). Le 

milieu réactionnel est agité pendant 5 h à température ambiante.La solution est neutralisée 

avec de la résine Amberlite IR-120, filtrée, concentrée. Le solide obtenu est repris dans l'eau 

puis lyophilisé. Le composé désacétylé 38 est obtenu avec un rendement de 78% (14 mg, 27 

µmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 501 [M-Na]- 

 

RMN 1H (CDCl3, 300MHz) : δ (ppm) = 8.06-6.72 (m, 6H, Harom) ; 4.23 (d, 1H, H-1, J1,2 = 

9.9Hz) ; 3.52-2.90 (m, 12H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-6b) 

 

RMN 13C (CDCl3, 75MHz) : δ (ppm) = 170.8 (C=O) ; 141.4, 135.9 (Cq-NH, Cq-SO3Na) ; 

126.8, 122.1 (Cq arom) ; 126.1, 123.9, 122.7, 121.2, 112.6, 104.0 (CHarom) ; 82.5 (C-1) ; 77.4, 

74.5, 69.8, 66.9 (C-2, C-3, C-4, C-5) ; 58.3 (C-6) ; 40.5, 36.3, 31.0 (S-CH2-, NH-CH2-CH2-

NH) 

 

Disulfure de β-D-glucopyranosyle de phényle (39) 

 

O
HO

HO
OH

S

OH

S
 

 

 À une solution refroidie à 0°C de 2,3,4,6-tétra-O-acétyl-1-thio-β-D-glucopyranose 

(505 mg, 1.24 mmol) dans le méthanol (60 mL) est ajoutée une solution de méthanolate de 

sodium dans le méthanol (1.1 éq, 1.4 mL à 1 mol/L). Après 12 h à température ambiante, sous 

agitation, du benzènethiosulfonate de S-phényle (1.5 éq, 466 mg) est ajouté à la solution 

refroidie à 0°C. Après 18 h à température ambiante, sous agitation, du gel de silice (8 mL) est 

versé dans le milieu réactionnel. La solution est évaporée et une chromatographie rapide 

(acétonitrile puis acétonitrile/eau : 9-1) conduit au composé 39 avec rendement de 74% (280 

mg, 920 µmol). 
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anomère β 

Masse (FAB) : m/z = 327 [M+Na]+ 

 

Masse exacte (ESI) calculé pour C12H16O5NaS2 [M+Na]+ 

Théorique : m/z = 327.0340 ; Trouvé : m/z = 327.0337 

 

RMN 1H (CD3OD, 300MHz) : δ (ppm) = 7.71-7.25 (m, 5H, Harom); 4.47 (d, 1H, H-1, J1,2 = 

9.3Hz); 3.86-3.30 (m, 6H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-6b) 

 

RMN 13C (CD3OD, 75MHz) : δ (ppm) = 140.0-128.9 (Carom); 93.0 (C-1); 83.2, 80.4, 74.1, 

72.2 (C-2, C-3, C-4, C-5); 63.8 (C-6) 

 

Disulfure de (3-O-allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-(1→3)-β-D-

glucopyranosyl-(1→3)-β-D-glucopyranosyle de phényle (40) 

 

S
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OH
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HOO

OH
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 À une solution du fluorure 34 (26.9 mg, 49 µmol) et du composé 39 (1 éq, 15 mg), 

dans du tampon phosphate de sodium, 0.2 mol/L à pH7 (980 µL), sont ajoutés de la 

benzoquinone (1 éq, 5.3 mg) et la glycosynthase GII E231G (1.5 mL, 1 mg/mL de tampon 

phosphate de sodium, 0.2 mol/L à pH7). Le milieu réactionnel est agité pendant 12h à 37°C. 

Après purification par chromatographie sur phase inverse (gel de silice C-18, eau à 

eau/méthanol : 6-4). Le tétrasaccharide 40 est obtenu avec un rendement de 56% (23 mg, 41 

µmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 853 [M+Na]+ 
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Acide [2-[2-((3-O-allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-(1→3)-β-D-

glucopyranosyl-(1→3)-β-D-glucopyranosyl)-thioacétyl]-aminoéthyl]-5-aminonaphtalène-

1-sulfonique (41) 

 

S
N
H

H
N

O

SO3H

O

OH
O

OH
HOO
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O

OH
HOO
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AllO

OH
HO

O

OH
O
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HO

 
 

 À une solution du composé 40 (23 mg, 28 µmol) dans le DMF (500 µL) est ajouté du 

dithiothréitol (10 éq, 43 mg). Le milieu réactionnel est agité pendant 10 min à température 

ambiante, puis de la triéthylamine (10 éq, 40 µL) et de l'acide N-(iodoacétamidoéthyl)-1-

naphthylamine-5-sulfonique commercial (2.5 éq, 30 mg) sont additionnés. La solution est 

agitée pendant 12 h à température ambiante, puis concentrée sous vide en présence de silice. 

Après purification par chromatographie sur gel de silice (acétonitrile  à acétonitrile/eau : 8-2), 

le tétrasaccharide 41 est obtenu avec un rendement de 96% (28 mg, 27 µmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 1027 [M-H]- 

 

Masse exacte (ESI) calculé pour C41H59N2O24Na2S2 [M+Na]+ 

Théorique : m/z = 1073.2695 ; Trouvé : m/z = 1073.2699 

 

RMN 1H (D2O, 400MHz) : δ (ppm) = 8.37-6.78 (m, 6H, CHarom) ; 5.93 (m, 1H, =CH-) ; 5.23 

(m, 2H, CH2=) ; 4.70 (d, 1H, H-1II, J1,2 = 8.0Hz) ; 4.68 (d, 1H, H-1III, J1,2 = 8.0Hz) ; 4.43 (d, 

1H, H-1IV, J1,2 = 8.0Hz) ; 4.32 (d, 1H, H-1I, J1,2 = 9.8Hz) ; 4.28 (d, 2H, -CH2-O) ; 3.90-3.75 

(m, 4H, H-6aI, H-6aII, H-6aIII, H-6aIV) ; 3.75-3.14 (m, 24H, H-2I, H-2II, H-2III, H-2IV, H-3I, H-

3II, H-3III, H-3IV, H-4II, H-4III, H-4IV, H-5II, H-5III, H-5IV, H-6bI,H-6bII ,H-6bIII ,H-6bIV, CH2-

O, S-CH2, NH-CH2-CH2-NH) ; 3.14-2.99 (m, 2H, H-4I, H-5I) 

 

RMN 13C (D2O, 100MHz) : δ (ppm) = 174.4 (C=O) ; 145.2, 139.6 (Cq-NH, Cq-SO3Na) ; 

135.5 (=CH-) ; 130.4, 125.7 (Cq arom) ; 129.8, 127.6, 126.4, 124.9, 116.3, 107.5 (CHarom) ; 

119.8 (CH2=) ; 104.0 (C-1IV) ; 103.8 (C-1II, C-1III) ; 87.0 (C-3I) ; 85.6 (C-1I) ; 85.5, 85.3 (C-

3II, C-3III) ; 84.6 (C-3IV) ; 80.6 (C-4I) ; 77.1, 76.9, 76.8 (C-4II, C-4III, C-4IV) ; 75.2 (CH2-O) ; 
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74.6-74.5 (C-2II, C-2III, C-2IV) ; 73.0 (C-2I) ; 70.6, 69.4, 69.3, 69.1 (C-5I, C-5II, C-5III, C-5IV) ; 

61.9 (C-6I, C-6II, C-6III, C-6IV) ; 44.3, 39.9, 34.4 (S-CH2-, NH-CH2-CH2-NH) 

 

Acide [2-[2-(3-(N-diméthylaminophénylazophénylthiouréido-N-3-thiahexylamine)-β-D-

glucopyranosyl-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-(1→3)-β-D-

glucopyranosyl)-thioacétyl]-aminoéthyl]-5-aminonaphtalène-1-sulfonique (42) 
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 À une solution du composé 41 (8 mg, 7.6 µmol) dans l'eau (1 mL) sont ajoutés du 2-

aminoéthanethiol (13 éq, 11.3 mg) et du α,α'-azodiisobutyramidine dihydrochlorydrate (2.5 

éq, 5.2 mg). Le milieu réactionnel est dégazé puis maintenu sous argon pendant 30h à 60°C. 

Le milieu réactionnel est filtré sur phase inverse (gel de silice C-18, eau  à eau/méthanol : 4-

6), pour éliminer l'excès de 2-aminoéthanethiol et le V-50. Les fractions contenant le 

tétrasaccharide sont réunies et concentrées. Le solide obtenu est repris dans l'eau puis 

lyophilisé. Le lyophilisat est repris dans le DMF (1 mL) et du DABITC (1 éq, 2.2 mg) et du 

carbonate de sodium (13 mg) sont ajoutés à la solution. Après 24h à 40°C, le milieu 

réactionnel est évaporé sous vide puis repris dans l'eau et purifié sur phase inverse (gel de 

silice C-18, eau à eau/méthanol : 4-6). Le tétrasaccharide 42 est obtenu avec un rendement de 

32% (3.5 mg, 2.5 µmol). 
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(3-O-Allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-(1→3)-β-D-glucopyranoside 

de 4-nitrophényle (44) 

 

O

OH
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HOO
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HO
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OH
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À une solution du fluorure 23 (5 mg, 13 µmol) et du glucoside de 4-nitrophényle 

commercial 43 (1 éq, 3.9 mg), dans du tampon phosphate de sodium, 0.2 M à pH7 (260 µL), 

est ajoutée une solution de glycosynthase GII E231G (65 µL à 1 mg/mL de tampon phosphate 

de sodium, 0.2 M à pH7). Le milieu réactionnel est agité pendant 24 h à 37°C, puis concentré 

et purifié par chromatographie sur phase inverse (gel de silice C18, eau à eau/méthanol : 7-3). 

Le trisaccharide 44 est obtenu avec un rendement de 80% (6.9 mg, 10 µmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 688 [M+Na]+ 

 

2,3,4,6-Tétra-O-acétyl-1-thio-β-D-glucopyranoside de 4-aminophényle (45) 

 

OAcO
AcO

OAc
S

OAc

NH2  
 

 À une solution refroidie à 0°C de β-D-glucose peracétylé commercial (3.6 g, 9 mmol) 

dans le dichlorométhane anhydre (25 mL) est ajoutée une solution à 33 % de bromure 

d'hydrogène dans l'acide acétique (20 mL). Le milieu réactionnel est agité pendant 30 min à 

0°C puis 1 h à température ambiante. La solution est diluée avec du dichlorométhane, lavée 

successivement à l'eau glacée, avec une solution d'hydrogénocarbonate de sodium glacée, à 

l'eau glacée, séchée sur sulfate de sodium anhydre puis concentrée. Le dérivé bromé est utilisé 

directement sans autre purification. 

 Le bromure est repris dans l'acétone (100 mL). Du 4-aminothiophénol (3 éq, 3.47 g) et  

une solution aqueuse de carbonate de potassium (1.5 éq, 38 mL à 50 g/L) sont ajoutés à la 

réaction, et agités pendant 30 min à température ambiante. Le milieu réactionnel est concentré 
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sous pression réduite puis repris dans le dichlorométhane. La phase organique est lavée à l'eau 

et séchée sur sulfate de sodium anhydre puis concentrée. Après purification par 

chromatographie sur gel de silice (éther de pétrole/acétate d'éthyle : 2-1), le composé 45 est 

obtenu avec un rendement de 93% (3.9 g, 8.57 mmol). 

 

Point de fusion : 120°C (éthanol) 

 

Masse (ESI) : m/z = 477 [M+Na]+ 

RMN 1H (CDCl3, 300MHz) : δ (ppm) = 7.30-6.56 (m, 4H, Harom) ; 5.16, 4.96, 4.85 (3t, 3H, 

H-2, H-3, H-4) ; 4.48 (d, 1H, H-1, J1,2 = 10.1Hz) ; 4.15 (m, 2H, H-6a, H-6b) ; 3.63 (m, 1H, H-

5) ; 2.06, 2.04, 1.97, 1.95 (4s, 12H, CH3) 

 

RMN 13C (CDCl3, 75MHz) : δ (ppm) = 170.5-169.2 (C=O) ; 147.3, 117.7 (Cq arom) ; 136.7, 

115.2 (CHarom) ; 85.9 (C-1) ; 75.7, 74.1, 69.9, 68.2 (C-2, C-3, C-4, C-5) ; 62.1 (C-6) ; 20.8-

20.5 (COCH3) 

 

1-Thio-β-D-glucopyranoside de 4-aminophényle (46) 

 

OHO
HO

OH
S

OH

NH2  
 

À une solution refroidie à 0°C du composé 45 (966 mg, 2.2 mmol) dans le méthanol 

(22 mL) est ajoutée une solution de méthanolate de sodium dans le méthanol (1 mol/L, 2.2 

mL). Le milieu réactionnel est agité pendant 3 h à température ambiante. La solution est 

neutralisée avec de la résine Amberlite IR-120, filtrée, concentrée. Le solide obtenu est repris 

dans l'eau puis lyophilisé. Le composé désacétylé 46 est obtenu avec un rendement de 85% 

(625 mg, 1.58 mmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 310 [M+Na]+ 
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(3-O-Allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-(1→3)-1-thio-β-D-

glucopyranoside de 4-aminophényle (47) 
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À une solution du fluorure 23 (5 mg, 13 µmol) et du composé 46 (1 éq, 4.4 mg), dans 

du tampon phosphate de sodium, 0.2 M à pH7 (260 µL), est ajoutée une solution de 

glycosynthase GII E231G (65 µL, à 1 mg/mL de tampon phosphate de sodium, 0.2 mol/L à 

pH7). Le milieu réactionnel est agité pendant 24 h à 37°C, puis concentré et purifié par 

chromatographie sur phase inverse (gel de silice C18, eau à eau/méthanol : 7-3). Le 

trisaccharide 47 est obtenu avec un rendement de 69% (5.8 mg, 9 µmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 674 [M+Na]+ 

 

1-Thio-β-D-glucopyranoside de 2-carboxyméthylphényle (49) 
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À une solution refroidie à 0°C du 2,3,4,6-tétra-O-acétyl-1-thio-β-D-glucopyranoside 

de 2-carboxyméthylphényle 48 (20 mg, 40 µmol) dans le méthanol (4 mL) est ajoutée une 

solution de méthanolate de sodium dans le méthanol (1 mol/L, 40 µL). Le milieu réactionnel 

est agité pendant 2 h à température ambiante. La solution est neutralisée avec de la résine 

Amberlite IR-120, filtrée, concentrée. Le solide obtenu est repris dans l'eau puis lyophilisé. Le 

composé désacétylé 49 est obtenu avec un rendement quantitatif (13 mg, 40 µmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 353 [M+Na]+ 
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(3-O-Allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-(1→3)-1-thio-β-D-

glucopyranoside de 2-carboxyméthylphényle (50) 
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À une solution du fluorure 23 (5 mg, 13 µmol) et du composé 46 (1 éq, 4.3 mg), dans 

du tampon phosphate de sodium, 0.2 mol/L à pH7 (260 µL), est ajoutée une solution de 

glycosynthase GII E231G (65 µL, à 1 mg/mL de tampon phosphate de sodium, 0.2 mol/L à 

pH7). Le milieu réactionnel est agité pendant 36h à 37°C, puis concentré et purifié par 

chromatographie sur phase inverse (gel de silice C18, eau à eau/méthanol : 7-3). Le 

trisaccharide 50 est obtenu avec un rendement de 20% (1.8 mg, 2.6 µmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 717 [M+Na]+ 

 

Disulfure de (3-O-allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-(1→3)-β-D-

glucopyranosyle de phényle (51) 
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 À une solution du fluorure 23 (5 mg, 13 µmol) et du composé 38 (1 éq, 4 mg), dans du 

tampon phosphate de sodium, 0.2 mol/L à pH7 (260 µL), est ajoutée une solution de 

glycosynthase GII E231G (65 µL à 1 mg/mL de tampon phosphate de sodium, 0.2 mol/L à 

pH7). Le milieu réactionnel est agité pendant 12h à 37°C. Après purification par 

chromatographie sur phase inverse (gel de silice C-18, eau à eau/méthanol : 6-4). Le 

trisaccharide 49 est obtenu avec un rendement de 87% (7.6 mg, 11 µmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 691 [M+Na]+ 
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(3-O-Allyl-β-D-glucopyranosyl)-(1→3)-β-D-glucopyranosyl-(1→3)-2-fluoro-2-déoxy-β-D-

glucopyranoside de 2,4-dinitrophényle (53) 
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 À une solution du fluorure 23 (5 mg, 13 µmol) et du 2-fluoro-2-déoxy-β-D-

glucopyranoside de 2,4-dinitrophényle commercial 52 (1 éq, 4.5 mg), dans du tampon 

phosphate de sodium, 0.2 mol/L à pH7 (260 µL), est ajoutée une solution de glycosynthase 

GII E231G (65 µL à 1 mg/mL de tampon phosphate de sodium, 0.2 mol/L à pH7). Le milieu 

réactionnel est agité pendant 12h à 37°C. Après purification par chromatographie sur colonne 

ouverte de gel de silice (acétonitrile à acétonitrile/eau : 9-1). Le trisaccharide 53 est obtenu 

avec un rendement de 10% (0.9 mg, 1.3 µmol). 

 

Masse (ESI) : m/z = 735 [M+Na]+ 

 

3. Enzymes et gènes 

 

3.1. Expression et purification de la glycosynthase GII E231G 

 

 La souche BL21 (DE3) pLysS d'E. coli, contenant le plasmide permettant l'expression 

de la glycosynthase GII E231G, est ressuscitée, à partir de la culture conservée à -80°C en 

présence de glycérol, sur le milieu LB/ampicilline/chloramphénicol, pendant 24 h à 37°C. 2 

colonies sont prélevées et placées dans 2 tubes de 50 mL contenant chacun 10 mL de 

TB/ampicilline/chloramphénicol. Les tubes sont placés à 37°C et agités à 190 rpm pendant 14 

h. Ces 20 mL de pré-culture sont utilisés pour inoculer 980 mL de milieu 

TB/ampicilline/chloramphénicol, placés à 37°C et agités à 140 rpm. Lorsque la DO600≈0.75 

l'expression est induite par addition d'IPTG (2 mL à 50 mg/mL). Le milieu est agité 

doucement à 25°C pendant 4 h puis centrifugé (7000g, 20 min, à 4°C). Le culot contenant les 

bactéries est congelé à -20°C. 
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 Le tampon A utilisé ci-après est un tampon phosphate de sodium à 50 mmol/L, pH 

7.8, contenant 300 mmol/L de chlorure de sodium et de l'imidazole à la concentration 

indiquée. La protéine est purifiée par chromatographie d'affinité sur colonne de Nickel 

"LiquiChip Ni-NTA Beads" (Qiagen). 

 Les cellules sont lysées par un cycle de congélation/décongélation puis resuspendues 

dans le tampon A contenant 20 mmol/L d'imidazole (20 mL). Le milieu est alors conservé 

dans la glace. La suspension est fluidifiée par sonication puis centrifugée (8000g, 20 min, à 

4°C). Le surnageant est séparé du culot, et le processus de sonication/centrifugation est répété 

jusqu'à obtenir un surnageant limpide. 

 La protéine est purifiée sur une colonne Ni-NTA (1 mL), pré-équilibrée avec le 

tampon A contenant 20 mmol/L d'imidazole. La colonne est lavée avec le tampon A à 50 

mmol/L d'imidazole (10 à 15 mL), puis la protéine est éluée avec le tampon A à 200 mmol/L 

(3 à 5 mL) puis à 400 mmol/L d'imidazole (5 à 7,5 mL). La concentration en protéine dans les 

fractions d'élution est déterminée par dosage de Bradford,156 en utilisant la BSA comme 

étalon. La pureté de la protéine est estimée sur gel SDS-PAGE. 

 Finalement la protéine est dialysée contre du tampon phosphate de sodium à 0.2mol/L, 

pH7.0, puis concentrée à une concentration finale de 1mg/mL et conservée à -20°C. 

 

 La quantité de glycosynthase GII E231G obtenue est de 6 à 7 mg/L de culture. 

 

3.2. Suivi par spectrofluorométrie de l'hydrolyse catalysée par la GmGBP 

 

 L'hydrolyse enzymatique du substrat 42 est suivie sur un spectrofluorimètre Perkin 

Elmer LS50, en utilisant une longueur d'onde d'excitation de 340 nm et une longueur d'onde 

d'émission de 470 nm. L'hydrolyse du substrat est suivie grâce à l'augmentation de 

fluorescence à 470 nm. La fente d'excitation utilisée est de 5 nm, et la fente d'émission est de 

20 nm. 

 Le substrat et l'enzyme sont en solution dans du tampon phosphate à 5mmol/L, à pH6. 

La GmGBP utilisée a été purifiée comme décrit dans la littérature.5 Une solution du substrat 

42 (100 µL, 5 µmol/L) est placée dans la cuve en quartz du spectrofluorimètre, à température 

ambiante. Après 100 s environ, une solution de GmGBP (10 µL, 1 µmol/L) est ajoutée au 

milieu. L'augmentation de la fluorescence est enregistrée toutes les secondes pendant 1800 s. 
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3.3. Stéréochimie de l'hydrolyse catalysée par la GmGBP 

 

 La stéréochimie de la réaction d'hydrolyse a été déterminée par RMN 1H à 400MHz. 

Tout les spectres furent enregistrés dans du D2O à 99.96%. Les protons des hydroxyles du 

substrat β-(1,3)-glucane, la laminarine de Laminaria digitata (Fluka), furent échangés avec du 

D2O à 99.8%. La GmGBP utilisée (360 µg dans du tampon phosphate à 50 mmol/L, pH 6) a 

été purifiée comme décrit,5 puis lyophilisée avant usage. Le pic résiduel de l'eau a été éliminé 

par présaturation (atténuation à 59dB). Le spectre de la laminarine (6 mg dans 540 µL de 

D2O) a été enregistré comme référence (t = 0) à 313K. La GmGBP recombinante purifiée 

(360 µg dans 420 µL de D2O) a été ajouté à un nouveau lot de laminarine (6 mg dans 120 µL 

de D2O). Le premier spectre 1H fut enregistré, à 303K, 10 min après addition, les spectres 

suivants furent mesurés toutes les 5 min pendant 30 min, puis toutes les 10 min pendant les 90 

min suivantes. Tous les spectres furent enregistrés sur une largeur spectrale de 4006 Hz avec 

8 scans pour une durée totale de 38 s chacun. 

 

3.4. Transformations d'Agrobacterium rhizogenes et Medicago truncatula 

 

• Transformation d'Agrobacterium rhizogenes ARqua1 par la méthode de congélation-

décongélation142 

 

 La souche ARqua1 d'A. rhizogenes est ressuscitée sur le milieu solide 

TY/streptomycine, à partir de la culture conservée à -80°C en présence de glycérol. Après 48h 

à 28°C, 1 colonie est prélevée et cultivée dans 2.5 mL de milieu TY/streptomycine, 12h à 

28°C. 2 mL de cette culture sont additionnés à 50 mL de milieu TY dans un erlenmeyer de 

250 mL, et agités (250 rpm) à 28°C pendant 7h (DO600 = 0.72). La culture est refroidie sur de 

la glace, puis centrifugée (3000 g, 10 min, à 4°C). Le surnageant est éliminé et les cellules 

sont remises en suspension dans une solution de chlorure de calcium (5 mL, 20 mmol/L, à 

0°C). La suspension est centrifugée (4000 g, 5 min, à 4°C). Le surnageant est éliminé et les 

cellules sont à nouveau mises en suspension dans une solution de chlorure de calcium (1 mL, 

20 mmol/L, à 0°C). Des aliquots de 60 µL sont répartis dans des tubes Eppendorf 

préalablement refroidis. Les plasmides pGreen (1 µg) et pSoup (250 ng) sont ajoutés à partir 
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des solutions mères dont les concentrations sont indiquées ci-dessous. Le volume ajouté est 

également précisé. 

 

Plasmide  Solution mère Volume 

pGreen:35S-insert-TAP-Tag #3- 0.68 µg/µL 1.471 µL 

pGreen:35S-GmGbp-TAP-Tag #3+ 0.66 µg/µL 1.515 µL 

pGreen:35S-insert-GFP #6- 0.52 µg/µL  1.923 µL 

pGreen:35S-GmGbp-GFP #6+ 0.44 µg/µL 2.27 µL 

pGreen:35S-mRFP #9- 0.90 µg/µL 1.111 µL 

pGreen:35S-GmGbp-mRFP #9+ 1.18 µg/µL  0.847 µL 

pSoup  50 ng/µL 5 µL 

 

 Les cellules sont ensuite congelées dans l'azote liquide puis décongelées 37°C pendant 

5 min. Après addition de milieu SOC (600 µL, à 37°C), les tubes sont agités doucement 

pendant 2h à 28°C. Les cellules sont finalement réparties dans des boîtes contenant le milieu 

solide TY/streptomycine/kanamycine/tétracycline, et incubées à 28°C pendant 3 jours. Les 

colonies obtenues pour les échantillons #3+, #6+ et #9+ sont testées par PCR en utilisant les 

oligonucléotides barrel1 et Xho-anti et le plasmide pZA6, correspondant exactement à la 

séquence de GmGbp initialement isolée,26 comme contrôle positif. 

 

solution mère concentration concentration finale réaction 

tampon Taq-polymérase 10 x 1 x 0.8 µL 

MgCl2 25 mmol/L 1 mmol/L 0.32 µL 

dNTPs 10 mmol/L 0.2 mmol/L 0.16 µL 
barrel1 50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.16 µL 
Xho-anti 50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.16 µL 

Taq-polymérase 5 U/µL 0.025  U/µL 0.04 µL 

Eau   6.36 µL 

ADN   d'une colonie 

ou pZA6 20 ng/µL  0.5 µL 

 

Toutes les colonies testées se sont révélées positives. 
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• Transformation des racines de Medicago truncatula157 

 

Les graines de M. truncatula sont stérilisées par le traitement suivant :  

 - acide sulfurique concentré, 5 min 

 - lavage 5 fois à l'eau stérile 

 - hypochlorite de sodium à 12%, 3 min 

 - lavage 5 fois à l'eau stérile 

Puis mises à germer dans l'obscurité, à 14°C, sur un milieu solide eau-agar. 

 

 Les souches ARqua1 contenant les plasmides pGreen:3-/pSoup, pGreen:3+/pSoup, 

pGreen:6-/pSoup, pGreen:6+/pSoup, pGreen:9-/pSoup ou pGreen:9+/pSoup, sont cultivées 

dans 2.5 mL de milieu TY/streptomycine/kanamycine/tétracycline pendant 12h à 28°C. Puis 

400 µL de chaque culture sont déposés sur milieu solide  et incubés pendant 24h à 28°C. De 

cette façon, une couche de bactéries, pouvant être utilisés pour inoculer M.truncatula, se 

forme dans les boîtes de Pétri. 

 Après 40h de germination environ, les racines mesurent approximativement 1 cm. La 

racine est sectionnée au scalpel à environ 3 mm de son extrémité puis légèrement frottée à la 

surface de la boîte contenant la souche d'A. rhizogenes transformée. Les jeunes pousses sont 

finalement transférées dans une boîte de Petri carré, contenant le milieu Fahraeus 

modifié/kanamycine et placées dans une chambre de culture à 20°C, avec une photopériode 

de 16h. Les boîtes sont fermées par du parafilm dans lequel des ouvertures sont découpées 

pour permettre les échanges gazeux. Les boîtes sont inclinées à 45° pendant 48h, pour éviter 

la chute des graines, avant d'être disposées verticalement. Les premières racines transformées 

apparaissent au niveau de la section inoculée, après 1 à 2 semaines. 2 à 3 semaines plus tard, 

les plants sont transférés dans une chambre à 25°C, avec une photopériode de 16h. 

 

3.5. Clonages des Gbps de Medicago truncatula 

 

• Séquences des gènes MtGbps et positionnement des oligonucléotides utilisés pour 

l'insertion des sites de restriction 
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ATG, TAG  codons start et stop, respectivement 

souligné  oligonucleotides dessinés par Julie Leclercq 

YNDHH   peptide conservé, D418 chez GmGbp 

ESTSE   peptides conservés, E494 et E498 chez GmGbp 

BamHI, MscI, Ecl136II sites de reconnaissance pour les enzymes de restriction 

 

 - MtGbp1 

 
5’-ataggatCCATGTCTTCTACTATCAACA-3’ 

cagcataccaccatgtcttctactatcAACAAGAACAAACCTTTTCTATTCCCACAAGGTAATTCCACTGTCCTCCCTGACCCCTCCAAATTCT

TCTCTCCAAATCTGCTATCCACACCCCTGCCTACAAACTCTTTCTTCCAAAACTTTGTTCTCAACAATGGTGATGCACCTGAATACTTTCATCC

TTACCTCATCAAATCATCAAACTCATCACTTTCTGTCTCATACCCTACTCGCTCTTCGAATTCTGCTGTCATATCCCAAGTTTTCCACAATGAT

CTCACCATAACTTCTAATCAACAGAATACCAAACAAAGTTCTAATGGAAAACACATAATCTCTTCTTATAGTGATCTCGGTGTTACCTTAGATA

TCCCTTCTTCAAATCTCAGTTTCTTTCTTGTTAGAGGAAGTCCTTATTTGACTTTTTCTGTAACAAAACCAACCCCTCTTTCCATTTCCACCAT

TCATGCCATTACTTCTTTCTCTTCAAATAGCGCCCTTACCAGGATCAAGTTTCAACTTAACAATGGTCAAACATGGATACTATATGCTTCCTCG

CCAATCAAGTTGAGTCATTTTACTTCTCAGATAACTTCTGACACCtTTTCCGGTATAATTCGGATTGCTTTGCTACCGGGTTCTGATTCGAAAA

ACGAAGCTGTTCTTGACAGATTTAGTTCTTGTCACCCTTTAGCAGGTAATGCTAAACTCAGAGAACCATTTTGTGTTGAGTATAAGTTTGAGAA

GAATGTTTCAGGTGATTTGTTATTATTAGCACACCCTCTTCATCTTCAACTTCTGTCAAAAAGTGAGAGTGATGTAACTGTTCTTGATGATTTC

AAGTATACAAGCATTGATGGTGACCTTGTTGGTGTTGTTGGTGATTCATGGATTTTGAAAACAGAACCTGTTTCCATGACTTGGCACTCAAGCA

AAGGTGTAAAAGACGAATCACGCAATGAAATTGTTTCATCACTTTCTAAAGATGTTGAAGGTTTAAACTCATCTGCAACAAAACAAACAAAATC

GTCTTATTTTTATGGAAAATTAATTGCAAGAGCAGCTAGGCTTGCATTGATAGCTGAAGAGGTTTTCTTCTTTGATGCTATTGAAAAAGTAAGA

AACTTTTTGAAGGAAACCATTGAGCCTTGGCTTGATGGAACTTTTAATGGAAATGGATTTCTATATGATAAAAAATGGGGAGGACTTATTACTC

AACAAGGGTCTAATGATGGTGGTGGTGATTTCGGTTTCGGAATTTACAATGATCATCACTTTCACTTAGGATATTTTCTTTACGCAATAGCAGT

GCTTGTAAAGATCGATCCAACATGGGGTAGGAAATATAAGGCTCAAGCCTATTCACTTGTGGAAGATTTTATGAACTTAAGCATAGAATCGAAC

TCAAATTATACGCGTTTAAGGTGTTTCGATCTTTACAAGTTGCATTCGTGGGCCGGAGGGCTAACCGAGTTTTCAGATGGAAGGAATCAAGAGA

GTACTAGTGAAGCTGTGAATGCATACTATGCTGCAGCATTGATGGGAATAGCATATGGTGATTCTCAACTTGTGTCCATTGGATCAACACTAAC

ATCATTGGAAATTCTTGGAACCAAAATGTGGTGGCATGTTAAGAAGAATGGGAAATTGTATGAAGAAGAGTTTACAAAAGAGAATAGAATAGTG

GGAGTTTTGTGGAATAATAAAAGAGATAGTGGACTTTGGTTTGCTCCACCTGAATGGAGAGAAGCTAGGACAGGAATTCAGCTTATACCATTGG

CTCCTATTTCTGAAGATTTGTTTTCTGATGTTGATTATGTTAAAGATCTTGTTGAGTGGACATTGCCTGCTTTGAATAGGGAAGGTGGTGTTGG

AGAAGGATGGAAGGGATTCTTATATTCATTGGAAGGAATTTATGATAATGAAAGTGCATTGAAGAAGATAAGAAGCTTGAATGGTTTTGATGGT

GGAAACTCTTTGACTAATCTTTTGTGGTGGATTCATAGCAGAGGTTAAGGTGGTGATGATGAGTGGAAAAGATTTGGTTCTACTTACCATTTTG 

                      3’-CCACCTAAGTATCGTCTCCAAccggttaa-5’ 

GTTATCATAATTTCATTTCATGTATTGTATCTTACTTTTTGTTGTTTCAATTGTTAAGTGCTTGTATGCAAGAATGTTTGGATGATATGGTTCT

GGTTTGTACGGTCTATTTTATTTTTACGCGACTCGAAAAATTAATTTTTCGGTTGCGAGCGGAGGATACACGATTTCAAAACAAATAAATAAAT

TGTCTTTTTTTTTTAGGGGGAATAAATAAATTGGTGCCTACTTGTAACAATTCATGGTATGATTAAATAAAAGTTGTGTACCTTTCATTCATTT

TTGGTACATGAACNANANAAAAAAANAAAAAAAANNAAAAAAAANAAAAAAA 

 

 
MSSTINKNKPFLFPQGNSTVLPDPSKFFSPNLLSTPLPTNSFFQNFVLNNGDAPEYFHPYLIKSSNSSLSVSYPTRSSNSAVISQVFHNDLTIT

SNQQNTKQSSNGKHIISSYSDLGVTLDIPSSNLSFFLVRGSPYLTFSVTKPTPLSISTIHAITSFSSNSALTRIKFQLNNGQTWILYASSPIKL

SHFTSQITSDTLSGIIRIALLPGSDSKNEAVLDRFSSCHPLAGNAKLREPFCVEYKFEKNVSGDLLLLAHPLHLQLLSKSESDVTVLDDFKYTS

IDGDLVGVVGDSWILKTEPVSMTWHSSKGVKDESRNEIVSSLSKDVEGLNSSATKQTKSSYFYGKLIARAARLALIAEEVFFFDAIEKVRNFLK

ETIEPWLDGTFNGNGFLYDKKWGGLITQQGSNDGGGDFGFGIYNDHHFHLGYFLYAIAVLVKIDPTWGRKYKAQAYSLVEDFMNLSIESNSNYT

RLRCFDLYKLHSWAGGLTEFSDGRNQESTSEAVNAYYAAALMGIAYGDSQLVSIGSTLTSLEILGTKMWWHVKKNGKLYEEEFTKENRIVGVLW

NNKRDSGLWFAPPEWREARTGIQLIPLAPISEDLFSDVDYVKDLVEWTLPALNREGGVGEGWKGFLYSLEGIYDNESALKKIRSLNGFDGGNSL

TNLLWWIHSRG* 
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 - MtGbp2 
 
 attggatCcATGTCTTCTGTTCCTTTC-3’ 

ccaaatcacaatgtcttctgttccTTTCCTTTTTCCTCAAACTCATTCAACTGTCCTTCCAAACCCTTCCAATTTCTTCTCACAAAACTTACTA

TCCACACCTCTCCCTACAAACTCATTCTTCCAATATTTTGTTCTACAAAATGGTGATCAACATGAATACATTCACCCTTACCTTGTCAAATCCT

CAAACTCTTCCCTATCTGTTTCATACCCTCTTCTCCTCTTTTCAACAGCAATGTTGTACCAAGTTTTTTCACCAGATCTTACAATATCTTCCTC

ACAAAAAACTCACACAAATATACCAAAAAACCATGTTATTTCATCTTATAGTGATCTTGGTGTGACTCTTGATATTCCCTCTTCAAACCTAAGA

TTCTTTTTGGTTAGAGGAAGCCCTTTTTTAACTGCTTCAGTTACAAAACCAATACCTCTTTCAATCACAACAATTCATAGTATAATTTCTTTGT

CTCCATTTGATAAGAAAAAAACCAAATATACCCTTCAACTCAATAACAATCAGACATGGATCATATACACTTCTTCACCAATCAACTtCAACCA

TGATGGTTCCGAGGTTAAATCCGGTCCATTTTCCGGTATTATTCGTATCGCGGTTGTTCCTGATTCCAATGGTGAGAAAATTCTTGATAAATTT

AGCTCTTGTTACCCTATCTCTGGTGATGCAAACATCAAGAAGAAATTTGGTTTGGTATATAAATGGCAAAGAAAAAATTCTGGTGATTTACTCA

TGCTAGCACACCCTCTTCATGTTAAGCTTTTATCAAAAAGTAACAATCATGGTGTTACTGTTCTTAATGATTTTAAGTATAAAAGTGTTGATGG

TGATCTTGTTGGTGTTGTTGGAAATTCATGGAATTTGAAAACTGATTCTGTTAATGTAACATGGCATTCAAATAAAGGTGTTGCAAAAGAATCA

AATGCTGAAATTGTTTCTgCTCTTGTTAATGATGTGAAGAAGCTAAACTTTTCGTCGATAACAACAAATTCATCTTATTTTTATGGTAAGATTG

TTGGAAGAGCTGCAAGGTTTGCTTTAATAGCTGAAGAAGTTTCTTACCCTAAAGTGATTCCAATTATCAAGAATTTTTTGAAGGAAACTATTGA

GCCATGGTTGGATGGAAATTTCAAAGGGAATGGTTTTTTCTATGAAAAAAGTTGGGGTGGATTAGTTACTCAACaAGGGATTAATGATTCAAGT

GCTGATTTTGGTTTTGGAATGTATAATGATCATCATTATCATTTAGGTTATTTTCTTTATGGAATTGGAGTTCTTGCAAAAATTGATCCTTCTT

GGGGACAAAAGTATAAACCACAAGTTTATTCACTTGTGAAAGATTTTATGAaCTTGGGCCAAAGGGATAACAAAAATTATCCAACTTTAAGGTG

TTTTGATCCATACAAGTTGCATTCTTGGGCATCGGGTTTGACCGAATTTGAACATGGAAGAAATCAAGAAAGTTCTAGTGAAGCTGTGAATGCG

TACTATTCAGTAGCATTGGTTGGTTTAGCATATGGCGACAAAGATCTTGTCGCCACTGGATCAACGCTTTTAGCGTTGGAAGTCAATGCCGTGC

AAACTTGGTGGCATGTGAAAGCTGAAAATAATTTGTATGGTGGAGATTTTGCGAAAGAGAATAGAATAGTGGGAATTTTGTGGGCTAATAAAAG

AGATAGTGCACTATGGTGGGCTTCATCTGAATGTAGAGAGTGTAGGCTTAGTATACAAGTTTTGCCTTTGTTGCCTATAACTGAGTCTTTGTTC

AACGATGGTGTTTATGCTAAGGAGCTTGTGGAATGGACAGTGCCTTCTTTCAAGAACAAAACTAATATTGAAGGTTGGAAAGGGTTTACCTATG

CTTTGCAAGGTGTTTATGATAAGAAGAATGCATTGAAGAATATTAGAATGTTGAAAGGTTTTGATGATGGAAACTCTTTTAGTAATTTGTTATG 

                                                                                          3’-C 

GTGGATTCATAGTAGGTGAAGAATGATGTATAAgagcaattgtgcaaaatttaataatca 

CACCTAAGTATCATCCaccggtata-5’ 

 

 
MSSVPFLFPQTHSTVLPNPSNFFSQNLLSTPLPTNSFFQNFVLQNGDQHEYIHPYLVKSSNSSLSVSYPLLLFSTAMLYQVFSPDLTISSSQKT

HTNIPKNHVISSYSDLGVTLDIPSSNLRFFLVRGSPFLTASVTKPIPLSITTIHSIISLSPFDKKKTKYTLQLNNNQTWIIYTSSPINFNHDGS

EVKSGPFSGIIRIAVVPDSNGEKILDKFSSCYPISGDANIKKKFGLVYKWQRKNSGDLLMLAHPLHVKLLSKSNNHGVTVLNDFKYKSVDGDLV

GVVGNSWNLKTDSVNVTWHSNKGVAKESNAEIVSTLVNDVKKLNFSSITTNSSYFYGKIVGRAARFALIAEEVSYPKVIPIIKNFLKETIEPWL

DGNFKGNGFFYEKSWGGLVTQQGINDSSADFGFGMYNDHHYHLGYFLYGIGVLAKIDPSWGQKYKPQVYSLVKDFMNLGQRDNKNYPTLRCFDP

YKLHSWASGLTEFEHGRNQESSSEAVNAYYSVALVGLAYGDKDLVATGSTLLALEVNAVQTWWHVKAENNLYGGDFAKENRIVGILWANKRDSA

LWWASSECRECRLSIQVLPLLPITESLFNDGVYAKELVEWTVPSFKNKTNIEGWKGFTYALQGVYDKKNALKNIRMLKGFDDGNSFSNLLWWIH

RS* 

 

 - MtGbp3 
 
ataggatCcATGACAGATTCAAGTTCAAAT-3’ 

nnnnnnncaatgacagattcaagttcaaatattatccCAGACCCCTCCAAATTCTTCTCTAAAAATCTGCTATCTAAACCCCTCCCCACAAACT

CTTTCTTCCAAAACTTTGTTCTCAACAACGGTGACCAACCTGAATATTTTCATCCTTACCTCATCAAATCATCAGACTCATCACTTTCTGTTTC

ATATCCATCTATTTCCATCAGCCCTTCTGCTATATCTCAAGTTTTCACTGCTGATCTTACCATCACTTCCGCTACGAAAACTTCCAATGAAAaA

CATGTAGTATCTTCTTTTAGTGATCTCGGTGTCACCTTAGATATCCCTTCTTCAAATCTCACCTTCTTCCTTGTAAGAGGAAGTCCCTTTTTAA

CTTTCTTTGTAGCAGATTCAACACCTCTTTCCATAACTACTATTCATTCCATTCGTTCTTTTTCGTCAAATGATTCCTTTACTAAGTACACATT

TAAGTTAGACAATGATCAAACATGGATTTTATACTCTTCCTTGCCAATCAAGTTAAGTCATGGCCTTTCTAAGATCACTTCTGAGGCCTTTTCT

GGTGTAATTCGAATTGCTTTGTTGACGAATTCCAATTCACAAAATGAAGAAGTTCTTGACATGTTTAGTACTTGTTACCCTGTGTCCGGCGACG

CTTCATTCAATGAAGCATTTACTATGGAGTATAACTGGGAGAAGAAAGGTTCAAGTAGTGATTTGTTGATGTTAGCTCACCCTCTTCATATTCA
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GCTCCTTCAATCTAATAGTACTGACCATAACGTCTTGGTTTTTGATGATTTTAAGTATCAAAGCATTGATGGAGACCTTGTTGGTGTTGTTGGT

GATTCATGGCTTTTGGAAACTGATCCTGTTTATGTTACATGGCTTTCAACCAATGGTGTGAAGAAAGAATCTCGTGATGAGATCGTTTCATCAC

TTGTAAGAGATGTTGGCAGTCTAGATTCATTGAAAATAACAACGAAGGATTCTTACTCTTATGGTAAATTGATTGGAAGGGCGGCGAGGTTTGC

ATTGATAGCCGAAGAGGTTTCATACTTAGATGTGATTCCAAAGGTTAAGAAGTTTTTGAAAGAAACCATTGAGCCTTGGTTAGATGGAACTTTA

AATGGGAATGGATTTCTACAAGATGATAAATGGGGTGGCATTGTTACCATACAAGGGTCTGTTGATTCTAATGCTGATTCCGGTTTCGGAATCT

ATAATGATCATGCTGATCACTTAGGATACTTTCTTTATGGAATTGCTGTTCTTACTAAGATTGACACTGCATGGGGTGAGAAATATAAGTCTGC

GGCCTATTCACTTATGAAAGATTTTATGAACTTGAACTCGGGACCAGACTCCGATGACACACGTTTAAGATATTaTGATCTTTATCATGGCCAC

AATCATAGTCCAGGGTTAATTCAGTATAAAGATGGAAGAAACCATAAGAGCACAAGTCAAGCTGCAAATGCATATTATTCGGCAGCATTGATGG

GTTTGGCGTACAACGACGCAGACCTTTTTATCCTTGGATCGACACTTTTAGCCTTTGGAATTAAAGCGGCTCAAATGTGGTGGCATATAAAAGA

AGGAGGAAAACTATATGCCGAAGAATTTACAAAAGCGAATCGGATCATGGGATTTCTATGGTCCAACAAGAGAGAAAGTGGACTTTGGTTTGCT

CCACCGGAATATAAAGAATGTAGGGTTGGAGTTCAGCTCTTACCATTGCTTCCTATTTCTGAAGTATTGTTCTCTGATGTCGAATATGTGAAGC

AACTTGTTGAATGGGCATTGCCTGCTTTGAAAAGAGATGGTGTTGAAGAAGGATGGAAAGGGTTTGTATATGCCTTACAAGGAATTTATGATAA

GGAAAATGCATTGAAGAATATAAGAAATTTAAAAGGATTTGATGATGGAAACTCATTGACTAATCTCTTGTGGTGGATTTATAGTAGAGAATGA 

                                                                    3’-CCACCTAAATATCATCTCTTctcgagata 

AAAACACTgcatgtggtttgattattacatccTATCCTATATGTATAAAAATAAGTTCAATGTATAAGAACAAAACTATACTAAAGTTGCATAC

AATATAATCATGCAATATTGTGTATCTT 

 

 
MTDSSSNIIPDPSKFFSKNLLSKPLPTNSFFQNFVLNNGDQPEYFHPYLIKSSDSSLSVSYPSISISPSAISQVFTADLTITSATKTSNEKHVV

SSFSDLGVTLDIPSSNLTFFLVRGSPFLTFFVADSTPLSITTIHSIRSFSSNDSFTKYTFKLDNDQTWILYSSLPIKLSHGLSKITSEAFSGVI

RIALLTNSNSQNEEVLDMFSTCYPVSGDASFNEAFTMEYNWEKKGSSSDLLMLAHPLHIQLLQSNSTDHNVLVFDDFKYQSIDGDLVGVVGDSW

LLETDPVYVTWLSTNGVKKESRDEIVSSLVRDVGSLDSLKITTKDSYSYGKLIGRAARFALIAEEVSYLDVIPKVKKFLKETIEPWLDGTLNGN

GFLQDDKWGGIVTIQGSVDSNADSGFGIYNDHADHLGYFLYGIAVLTKIDTAWGEKYKSAAYSLMKDFMNLNSGPDSDDTRLRYyDLYHGHNHS

PGLIQYKDGRNHKSTSQAANAYYSAALMGLAYNDADLFILGSTLLAFGIKAAQMWWHIKEGGKLYAEEFTKANRIMGFLWSNKRESGLWFAPPE

YKECRVGVQLLPLLPISEVLFSDVEYVKQLVEWALPALKRDGVEEGWKGFVYALQGIYDKENALKNIRNLKGFDDGNSLTNLLWWIYSRE* 

 

 - MtGbp4 

 
                                      5’-ataggatccATGCATCATTTCACCAAAA-3’ 

cacaacaacaacctcagttaacactgccagtgcaaccaccatctccaacaatgcatcatttcaccaaaaaaaccaaacctttcctattcccaca

gactcattccacggtcctccctgaccccacaaacttcttctctccaaatctgctatccacacccctccccacaaactctttcttccaaaacttt

gttctcaaaaatggTGACCAACCTGAATACATTCATCCATATCTCATCAAATCTTCAAACTCATCACTTTCTCTTTCTTACCCATCTCGTTTCT

TCAACTCTTCTTTCATATACCAAGTTTTCAACCCTGATCTCACCATATCCAGTCAAAAAATCGAACCTTTATCTCATTCCAATCACAAAATCTC

TTCTTACAATGATCTCAGTGTTACATTGGATATACCTTCATCAAATCTGCGGTTTTTTCTTGTTAGAGGAAGTCCCTTTTTGACATTCTCTGTA

ACACAACCAACACCTCTTTCAATCACAACAATCCATGCAATTCTTAGTTTTAGTTCTAATGATTCTCTTACAAAGCATACTTTTCAGTTTAACA

ATGGTCAAACATGGATTTTGTATGCTTCTTCTGCTATAAGATTGAGTCATGGTGTTTCTGAGATTGTTTCTGAGGCTTTTTATGGTGTGGTTAG

GATTGCTTTGTTGCCTGATTCTGATTTCAAGCATGAAGATGTTCTTGACAGGTTTAGTTCTTGTTACCCTTTATGTGGTGATGCTGTTTTTACA

AAACCATTTTGTGTTGAGTATAAATGGGAGAAGAAAGGTTGGGGGGATTTATTATTGTTAGCACATCCTCTTCATGTTCAGCTTTTGTATGATA

GTGATTGTGATAATGTTACTGTTTTGAATGATTTTAAGTATAGAAGTATTGATGGTGATCTTGTTGGTGTTGTTGGTGATTCATGGTTGTTGAA

AACCGATCCGGTTTCTGTAACTTGGCATTCTACTAAGGGTGTTAAAGAAGAATCTCATGATGAGATTGTTTCCGTTCTTTTGAAAGATGTTGAA

GGTTTGAATTCGTCTGCAATAGCGACGAATTCGTCTTACTTTTATGGCAAGTTGATTGCTAGGGCTGCTAGGTTGGCTTTGATTGCTGAAGAGG

TTTGTTTCCTTGATGTGATTCCGAAAATTAGGAAGTTTTTGAAGGAAACTATTGAGCCTTGGCTTGATGGAACTTTTAATGGAAATGGATTTCT

CTATGATGGAAAATGGGGAGGAATTGTTACCAAACAAGGGTCTAATGATACTGGTGCTGATTTTGGATTCGGAGTTTATAATGATCATCATTAT

CATTTAGGATACTTTCTCTATGGAATTGCTGTGCTTGCAAAGATTGATCCAATTTGGGGTAGGAAGTATAAGCCTCAAGCTTATTCACTCATGG

CTGATTTTATGAACTTGAGCAGAAATCCGAACTCGAATTACACCCGTCTAAGGTGTTTCGATCTTTTTAAATTGCATTCgTGGGCCGGAGGGTT

AACTGAGTTCGGAGATGGAAGAAATCAAGAGAGTACTAGTGAAGCTGTGAATGCATACTATTCAGCAGCTTTGATGGGTTTGGCATATGGCGAC

ACTCATCTCGTTGCAGCTGGATCGACACTTACATCATTGGAAATTCATGCAGCTCAAATGTGGTGGCATGTAAAAGGTGGAGATAATGTTTACG

ACGAGGTTTTTGCGAAAGAGAATAAGGTGGTTGGTGTTCTTTGGGCTAACAAGAGAGACAGTGGATTATGGTTTGCTCCTCCTGAATGGAAAGA

ATGTAGGCTTGGGATTCAGCTCTTACCATTGCTTCCAATTTCTGAATTCTTATTTTCAAATGTTGATTTTGTGAAGGAACTTGTGGAGTGGACA
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TTGCCTGCTTTGAATAGGGAAGGTGTTGGAGAAGGATGGAAAGGGTTTGTCTATGCCTTGGAAGGAGTTTATGATAATGAAAGTGGATTGAAGA

AGATAAGAAGCTTGAATGGTTTTGATGATGGAAACTCATTGACTAATCTCTTATGGTGGATTCATAGTAGAGGTAATGAAGATGAGGAGTTTGG

TCATGGAAAACACTGCTGGTTTGGTAATTACTGTCATTAGGAGTATTTGTTAATGATTTCAAATTcctgctttgtaccaattattgcTGTAGTT 

               3’-CAAACCATTAATGACAGTAAcCggttat-5’ 

AACACGATGCTTGTTATAATTTGTTTGTGAATAAAAGTATGTTGTGTTTGCTTATG 

 

 

MHHFTKKTKPFLFPQTHSTVLPDPTNFFSPNLLSTPLPTNSFFQNFVLKNGDQPEYIHPYLIKSSNSSLSLSYPSRFFNSSFIYQVFNPDLTIS

SQKIEPLSHSNHKISSYNDLSVTLDIPSSNLRFFLVRGSPFLTFSVTQPTPLSITTIHAILSFSSNDSLTKHTFQFNNGQTWILYASSAIRLSH

GVSEIVSEAFYGVVRIALLPDSDFKHEDVLDRFSSCYPLCGDAVFTKPFCVEYKWEKKGWGDLLLLAHPLHVQLLYDSDCDNVTVLNDFKYRSI

DGDLVGVVGDSWLLKTDPVSVTWHSTKGVKEESHDEIVSVLLKDVEGLNSSAIATNSSYFYGKLIARAARLALIAEEVCFLDVIPKIRKFLKET

IEPWLDGTFNGNGFLYDGKWGGIVTKQGSNDTGADFGFGVYNDHHYHLGYFLYGIAVLAKIDPIWGRKYKPQAYSLMADFMNLSRNPNSNYTRL

RCFDLFKLHSWAGGLTEFGDGRNQESTSEAVNAYYSAALMGLAYGDTHLVAAGSTLTSLEIHAAQMWWHVKGGDNVYDEVFAKENKVVGVLWAN

KRDSGLWFAPPEWKECRLGIQLLPLLPISEFLFSNVDFVKELVEWTLPALNREGVGEGWKGFVYALEGVYDNESGLKKIRSLNGFDDGNSLTNL

LWWIHSRGNEDEEFGHGKHCWFGNYCH 

 

• PCR pour l'amplification du gène complet MtGbp4 à partir d'ADN génomique. 

 
solution mère concentration concentration finale réaction 

tampon Taq-polymérase 10 x 1 x 3 µL 

MgCl2 25 mmol/L 1 mmol/L 1.2 µL 

dNTPs 10 mmol/L 0.2 mmol/L 0.6 µL 

MtGBP10_ATG-For 50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.6 µL 

MtGBP10-Stop-Rev 50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.6 µL 

Taq-polymérase 5 U/µL 0.025 U/µL 0.15 µL 

eau   20.85 µL 

ADN génomique 100 ng/µL 10 ng/µL 3 µL 

 

• PCR pour l'amplification du gène complet MtGbp4 en vue de son insertion dans le 

vecteur pSC-A du kit Strataclone. 

 
solution mère concentration concentration finale réaction 

tampon Easy-A-polymérase 10 x 1 x 3 µL 

MgCl2 25 mmol/L 0.5 mmol/L 0.6 µL 

dNTPs 10 mmol/L 0.2 mmol/L 0.6 µL 

MtGBP10_ATG-For 50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.6 µL 

MtGBP10-Stop-Rev 50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.6 µL 

Easy-A-polymérase 5 U/µL 0.05 U/µL 0.15 µL 

Eau   21.3 µL 

ADN génomique 100 ng/µL 10 ng/µL 3 µL 
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• PCRs permettant l'introduction des sites de restriction, pour les enzymes BamHI, MscI 

et Ecl136II, pour l'introduction des gènes MtGbp1, 2, 3 et 4 dans le vecteur pYes-

M/TEV/CBP. 

 

Pour ces PCRs, l'amplification est effectuée à partir des plasmides pGem-T:MtGbp1, pGem-

T:MtGbp2 et pGem-T:MtGbp3 (obtenus par J. Leclercq) ou du plasmide pSC-A:MtGbp4. 

 

 - Amplification de MtGbp1 
 

solution mère concentration concentration finale réaction 

tampon Pfu-polymérase 10 x 1 x 3 µL 

dNTPs 10 mmol/L 0.2 mmol/L 0.6 µL 

MtGbp1_BamHI_for 50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.6 µL 

MtGbp1_MscI_rev 50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.6 µL 

Pfu-polymérase 3 U/µL 0.06 U/µL 0.6 µL 

eau   21.6µL 

ADN 10ng/µL 1ng/µL 3 µL 

 

 

 - Amplification de MtGbp2 
 

solution mère concentration concentration finale réaction 

tampon Pfu-polymérase 10 x 1 x 3 µL 

dNTPs 10 mmol/L 0.2 mmol/L 0.6 µL 

MtGbp2_BamHI_for 50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.6 µL 

MtGbp2_MscI_rev 50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.6 µL 

Pfu-polymérase 3 U/µL 0.06 U/µL 0.6 µL 

eau   21.6µL 

ADN 10ng/µL 1ng/µL 3 µL 
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 - Amplification de MtGbp3 
 

solution mère concentration concentration finale réaction 

tampon Pfu-polymérase 10 x 1 x 3 µL 

dNTPs 10 mmol/L 0.2 mmol/L 0.6 µL 

MtGbp3_BamHI_for 50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.6 µL 

MtGbp3_Ecl136_rev  50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.6 µL 

Pfu-polymérase 3 U/µL 0.06 U/µL 0.6 µL 

eau   21.6µL 

ADN 10ng/µL 1ng/µL 3 µL 

 

 - Amplification de MtGbp4 
 

solution mère concentration concentration finale réaction 

tampon Pfu-polymérase 10 x 1 x 3 µL 

dNTPs 10 mmol/L 0.2 mmol/L 0.6 µL 

MtGbp4_BamHI_for 50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.6 µL 

MtGbp4_MscI_rev  50 pmol/µL 1 pmol/µL 0.6 µL 

Pfu-polymérase 3 U/µL 0.06 U/µL 0.6 µL 

eau   21.6µL 

ADN 10ng/µL 1ng/µL 3 µL 

 

 L'analyse des colonies par PCR se fait comme ci-dessus, mais en amplifiant l'ADN 

soit à partir du dilution par 10 d'une préparation miniprep, soit directement à partir d'un 

échantillon de colonie. 

 

• Production du vecteur linéarisé pYes-M/TEV/CBPxBamHIxMscI 

 

 La souche d'E. coli contenant le vecteur pYes-M/TEV/CBP est ressuscitée sur le 

milieu solide LB/ampicilline, à partir de la culture conservée à -80°C en présence de glycérol. 

Après 24 h à 37°C, 1 colonie est prélevée et placée dans 1 tube de 10 mL contenant 1 mL de 

LB/ampicilline, et agité à 190 rpm, 3h à 37°C. 40 µL de cette pré-culture sont alors transférés 

dans 40 mL de LB/ampicilline et incubés pendant 12h à 37°C, à 190 rpm. Le milieu de 

culture est ensuite centrifugé (6000 rpm, 15 min, à 4°C) et le vecteur pYes-M/TEV/CBP est 

purifié en utilisant le kit Plasmid Midi kits (Qiagen). L'ADN est finalement repris dans 50 µL 

de tampon TE (voir procédure miniprep).  



Partie expérimentale 

 

 

168 

 La concentration de la solution, déterminée par spectrophotométrie, est de 1.77 µg/µL. 

  Le vecteur pYes-M/TEV/CBP est linéarisé par digestion, pendant 4h à 37°C, dans les 

conditions suivantes : 

ADN 2.82 µL, 5 µg

tampon 10x Y/Tango 12 µL 

BamHI 1.5 µL 

MscI 4.5 µL 

eau 39.2 µL 

 

Puis purifié sur gel d'agarose en utilisant le kit de purification NucleoSpin Extract II (Qiagen) 

et repris dans l'eau (10 µL). 

 

• Essais de clonage de MtGbp1 et MtGbp3 

 

-  dans pYes-M/TEV/CBP 

 

 En utilisant directement le produit de PCR, les gènes MtGbp1 et MtGbp3 sont digérés 

dans les conditions suivantes : 

 

MtGbp1 27 µL  MtGbp3 27 µL 

tampon 10x Y/Tango 12 µL  tampon 10x Y/Tango 5 µL 

BamHI 1.5 µL  Ecl136II 2 µL 

MscI 4.5 µL  eau 16 µL 

eau 15 µL  2h à 37°C  

4h à 37°C   tampon 10x Y/Tango 7 µL 

   BamHI 1.5 µL 

   eau 1.5 µL 

   2h à 37°C  

 

Puis purifiés sur gel d'agarose en utilisant le kit de purification NucleoSpin Extract II et repris 

dans l'eau (5µL). Cette solution est utilisée pour l'étape de ligation avec le vecteur linéarisé 

pYes-M/TEV/CBPxBamHIxMscI.  
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 MtGbp1 MtGbp3 

ADN 2 µL 2 µL 

eau 1.9 µL 1.9 µL 

vecteur 0.1 µL 0.1 µL 

tampon 10x ligase T-4 0.5 µL 0.5 µL 

ligase T-4 0.5 µL 0.5 µL 

 

Après 18h à 16°C, la ligase est inactivée par chauffage à 65°C pendant 10 min. Le produit de 

ligation est refroidi sur la glace et 2 µL sont utilisés pour transformer les cellules 

ultracompétentes XL10-Gold, selon le protocole de Stratagene. Seul le milieu NZY+ utilisé 

dans le protocole est remplacé par le milieu SOC. 

 Les bactéries sont incubées 15h à 37°C, sur le milieu solide LB/ampicilline. Auncune 

colonie ne se développe. 

 

- dans pGem-T 

 

 Les produits de la PCR sont purifiés par la méthode B et repris dans l'eau (8.9 µL). 

Après ajout de tampon Taq-polymérase (1 µL) et de Taq-polymérase (0.2 µL), les solutions 

sont incubés 30 min à 70°C, puis refroidie sur la glace, avant ligation avec le vecteur pGem-T 

dans les conditions suivantes : 

ADN 2 µL 

tampon 10x "slow" 0.5 µL 

vecteur 0.5 µL 

ligase T-4 0.5 µL 

eau 1.5 µL 

 

 2 µL des solutions de ligation sont utilisés pour transformer les cellules 

ultracompétentes XL10-Gold. Les cellules sont cultivées, 12h à 37°C, sur le milieu solide 

LB/ampicilline/IPTG/X-Gal. Pour chaque échantillon, quatre colonies blanches sont prélevées 

et cultivées, chacune dans 2 mL de LB/ampicilline, à 37°C pendant 12h. 

 Les colonies sont analysées par PCR, en utilisant les oligonucléotides 

MtGbp1_BamHI_for et MtGbp1_MscI_rev pour MtGbp1, et MtGbp1_BamHI_for et 

MtGbp1_Ecl136_rev pour MtGbp3. 
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 Les plasmides obtenus sont finalement séquencés, ils correspondent en fait aux 

plasmides initiaux. 

 

- dans pSTBlue-1 

 

 Les produits de la PCR purifiés par la méthode B et repris dans l'eau (10 µL). 2 µL de 

ces solutions sont utilisés pour transformer les cellules compétentes NovaBlue Singles, en 

utilisant le kit Perfectly Blunt Cloning Kit de Novagen. 

 Les bactéries transformées sont incubées 15h à 37°C sur le milieu solide 

LB/kanamycine/tétracycline/X-Gal/IPTG. Deux colonies blanches de chaque échantillon sont 

prélevées et cultivées, chacune dans 2 mL de LB/ampicilline, à 37°C pendant 12h. Après 

extraction par miniprep, les solutions obtenues sont analysées par restriction dans les 

conditions suivantes : 

RNase 0.5 µL 

tampon EcoRI 1 µL 

EcoRI 0.2 µL 

Eau 6.3 µL 

Miniprep 2 µL 

2h, 37°C  

 

Le gel d'agarose présente bien les bandes correspondant au vecteur pSTBlue-1 (3851 bp) et 

aux fragments, issus de la digestion par l'enzyme, des gènes MtGbp1 (1520 bp et 247/245 bp) 

et MtGbp3 (1380 bp et 585 bp). 

 Une colonie de chaque échantillon est cultivée dans 2 mL de LB/kanamycine, à 37°C 

pendant 12h. 1 mL de cette culture est mélangé à 430 µL d'une solution de glycérol à 50%. 

Les deux souches d'E. coli contenant respectivement les plasmides pSTBlue-1:MtGbp1 et 

pSTBlue-1:MtGbp3, sont ainsi conservées à -80°C. 

 

- nouveaux essais dans pYes-M/TEV/CBP 

 

 30 mL de LB/kanamycine sont inoculés avec la souche d'E. coli contenant le plasmide 

pSTBlue-1:MtGbp1 et et 30 mL avec la souche contenant pSTBlue-1:MtGbp3. Après 12h à 
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37°C, les cultures sont centrifugées (5500 rpm, 15 min, à 4°C) puis purifiées en utilisant le kit 

Plasmid Midi kits (Qiagen). L'ADN est finalement repris dans 50 µL de tampon TE 

.  La concentration des solutions est de 3.22 µg/µL pour pSTBlue-1:MtGbp1 et 1.17 

µg/µL  pour pSTBlue-1:MtGbp3. 

 

 En utilisant ces solutions, les plasmides pSTBlue-1:MtGbp1 et pSTBlue-1:MtGbp3 

sont  digérés dans les conditions suivantes : 

 

MtGbp1 4.66 µL, 15 µg  MtGbp3 12.82 µL, 15 µg

tampon 10x Y/Tango 12 µL  tampon 10x Y/Tango 5 µL 

BamHI 1.5 µL  Ecl136II 2 µL 

MscI 4.5 µL  eau 30.2 µL 

eau 37.3 µL  2h à 37°C  

4h à 37°C   tampon 10x Y/Tango 7 µL 

   BamHI 1.5 µL 

   eau 1.5 µL 

   2h à 37°C  

 

Puis les gènes MtGbp1 et MtGbp3 sont purifiés sur gel d'agarose en utilisant le kit de 

purification NucleoSpin et repris dans l'eau (5µL). Cette solution est utilisée pour l'étape de 

ligation avec le vecteur linéarisé pYes-M/TEV/CBPxBamHIxMscI. 

  

ADN 3.71 µL 

Vecteur 0.29 µL 

tampon 10x ligase T-4 0.5 µL 

ligase T-4 0.5 µL 

 

Après 18h à 16°C, la ligase est inactivée par chauffage à 65°C pendant 10 min. Le produit de 

ligation est refroidi sur la glace et 2 µL sont utilisés pour transformer les cellules 

ultracompétentes XL10-Gold. 

 

 Les bactéries sont incubées 15h à 37°C, sur le milieu solide LB/ampicilline. Aucune 

colonie ne se développe pour l'échantillon MtGbp3. Les quatre colonies de l'échantillon 
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MtGbp1 sont cultivées, chacune dans 2 mL de LB/ampicilline, à 37°C pendant 12h. Après 

extraction par miniprep, les solutions obtenues sont analysées par restriction dans les 

conditions suivantes : 

RNase 0.5 µL 

Tampon R+ 1 µL 

HindIII 0.3 µL 

Eau 5.7 µL 

Miniprep 2.5 µL 

2h, 37°C  

 

Aucune colonie ne contient le plasmide cible pYes-M/TEV/CBP:MtGbp1. 

 

 En utilisant les solutions midiprep, les plasmides pSTBlue-1:MtGbp1 et pSTBlue-

1:MtGbp3 sont  digérés dans les conditions suivantes : 

 

MtGbp1 2.33 µL, 7.5 µg  MtGbp3 6.41 µL, 7.5 µg

tampon 10x Y/Tango 6 µL  tampon 10x Y/Tango 2.5 µL 

BamHI 0.75 µL  Ecl136II 1 µL 

MscI 2.25 µL  eau 15.1 µL 

eau 18.67 µL  2h à 37°C  

4h à 37°C   tampon 10x Y/Tango 3.5 µL 

   BamHI 0.75 µL 

   eau 0.75 µL 

   2h à 37°C  

 

Puis les gènes MtGbp1 et MtGbp3 sont purifiés sur gel "low-melt". 

 Les bandes de gel sont pesées, ce qui permet d'estimer leur volume et donc d'évaluer 

approximativement la concentration en ADN. La moitié de la solution de restriction est 

purifiée, soit 3.75 µg d'ADN et le gène représente environ 1/3 du plasmide. Finalement, les 

concentrations sont évaluées à 25 ng/µL pour MtGbp1 et 15 ng/µL pour MtGbp3. 

 Les bandes de gel sont solubilisées à 70°C puis maintenues à 37°C. Cette solution est 

finalement ajoutée au milieu de ligation. 
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ADN 5 µL 

Vecteur 0.5 µL 

tampon 10x ligase T-4 1 µL 

ligase T-4 1 µL 

 

Après 24h à 16°C, la ligase est inactivée par chauffage à 75°C pendant 5 min. Le milieu de 

ligation est redissous et 2 µL sont utilisés pour transformer les cellules ultracompétentes 

XL10-Gold. 

  

 Les bactéries sont cultivées sur le milieu solide LB/ampicilline. Aucune colonie ne se 

développe pour l'échantillon MtGbp3. Les cinq colonies de l'échantillon MtGbp1 sont 

cultivées, chacune dans 2 mL de LB/ampicilline, à 37°C pendant 12h. Après extraction par 

miniprep, les solutions obtenues sont analysées par restriction dans les conditions suivantes : 

 

RNase 0.5 µL 

Tampon R+ 1 µL 

HindIII 0.3 µL 

Eau 5.7 µL 

Miniprep 2.5 µL 

2h, 37°C  

 

Aucune colonie ne contient le plasmide cible pYes-M/TEV/CBP:MtGbp1. 

 

• Essais de clonage de MtGbp2 

 

- dans pYes-M/TEV/CBP 

 

  En utilisant directement le produit de PCR, le gène MtGbp2 est digéré dans les 

conditions suivantes : 
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MtGbp1 27 µL

tampon 10x Y/Tango 12 µL

BamHI 1.5 µL

MscI 4.5 µL

Eau 15 µL

4h à 37°C  

 

Puis purifié sur gel d'agarose en utilisant le kit de purification NucleoSpin Extract II et repris 

dans l'eau (5µL). Cette solution est utilisée pour l'étape de ligation avec le vecteur linéarisé 

pYes-M/TEV/CBPxBamHIxMscI.  

 

ADN 3.9 µL 

Vecteur 0.1 µL 

tampon 10x ligase T-4 0.5 µL 

ligase T-4 0.5 µL 

 

Après 18h à 16°C, la ligase est inactivée par chauffage à 65°C pendant 10 min. Le produit de 

ligation est refroidi sur la glace et 2 µL sont utilisés pour transformer les cellules 

ultracompétentes XL10-Gold. 

 Les bactéries sont incubées 15h à 37°C, sur le milieu solide LB/ampicilline. Aucune 

colonie ne se développe. 

 

- dans pGem-T 

 

 L'essai de clonage de MtGbp2 dans pGem-T a été effectué en parallèle avec les essais 

de clonages de MtGbp1 et MtGbp3. 

 Le produit de la PCR est purifié par la méthode B et repris dans l'eau (8.9 µL). Après 

ajout de tampon Taq-polymérase (1 µL) et de Taq-polymérase (0.2 µL), la solution est 

incubés 30 min à 70°C, puis refroidie sur la glace, avant ligation avec le vecteur pGem-T dans 

les conditions suivantes : 
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ADN 2 µL 

tampon 10x "slow" 0.5 µL 

Vecteur 0.5 µL 

ligase T-4 0.5 µL 

eau 1.5 µL 

 

 2 µL de la solution de ligation sont utilisés pour transformer les cellules 

ultracompétentes XL10-Gold. Les cellules sont cultivées, 12h à 37°C, sur le milieu solide 

LB/ampicilline/IPTG/X-Gal. Pour chaque échantillon, quatre colonies blanches sont prélevées 

et cultivées, chacune dans 2 mL de LB/ampicilline, à 37°C pendant 12h. 

 Les colonies sont analysées par PCR, en utilisant les oligonucléotides 

MtGbp2_BamHI_for et MtGbp2_MscI_rev. 

 Comme dans le cas de MtGbp1 et MtGbp3, le plasmide obtenu correspond en fait au 

plasmide initial. 

 

- dans pSTBlue-1 

 

 Le premier essai de clonage de MtGbp2 dans pSTBlue-1 a été effectué en parallèle 

avec les clonages de MtGbp1 et MtGbp3. 

 Le produit de la PCR purifié par la méthode B est repris dans l'eau (10 µL). 2 µL de 

cette solution sont utilisés pour transformer les cellules compétentes NovaBlue Singles, en 

utilisant le kit Perfectly Blunt Cloning Kit de Novagen. 

 Les bactéries transformées sont incubées 15h à 37°C sur le milieu solide 

LB/kanamycine/tétracycline/X-Gal/IPTG. Deux colonies blanches de chaque échantillon sont 

prélevées et cultivées, chacune dans 2 mL de LB/ampicilline, à 37°C pendant 12h. Après 

extraction par miniprep, les solutions obtenues sont analysées par restriction dans les 

conditions suivantes : 
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RNase 0.5 µL 

Tampon EcoRI 1 µL 

EcoRI 0.2 µL 

Eau 6.3 µL 

Miniprep 2 µL 

2h, 37°C  

 

Aucune colonie ne contient le plasmide cible pYes-M/TEV/CBP:MtGbp2. 

 

 Deux nouveaux essais de clonage ont été tentés, l'un en purifiant le produit de PCR sur 

gel d'agarose, avec le kit NucleoSpin, l'autre sans aucune purification du produit de PCR afin 

d'éviter tout perte d'ADN. Les colonies sont cultivées et analysées comme ci-dessus. Aucune 

colonie ne contient le plasmide cible. 

 

  Un autre test est effectué en purifiant le produit de PCR sur un gel "low-melt". La 

moitié du produit de PCR est purifié. La bande de gel est solubilisée à 70°C puis maintenue à 

37°C. Cette solution est finalement ajoutée au milieu de ligation. 

 

ADN 5 µL 

Vecteur 0.5 µL 

tampon 10x ligase T-4 1 µL 

ligase T-4 1 µL 

 

Après 24h à 16°C, la ligase est inactivée par chauffage à 75°C pendant 5 min. Le milieu de 

ligation est redissous et 2 µL sont utilisés pour transformer les cellules ultracompétentes 

XL10-Gold. 

  

 Les bactéries sont cultivées sur le milieu solide LB/kanamycine/tétracycline/X-

Gal/IPTG. Cinq colonies blanches sont prélevées et cultivées, chacune dans 2 mL de 

LB/kanamycine/tétracycline, à 37°C pendant 12h. Après extraction par miniprep, les solutions 

obtenues sont analysées par restriction dans les conditions suivantes : 
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RNase 0.5 µL 

Tampon EcoRI 1 µL 

EcoRI 0.2 µL 

Eau 5.8 µL 

Miniprep 2.5 µL 

2h, 37°C  

 

Aucune colonie ne contient le plasmide cible pYes-M/TEV/CBP:MtGbp2. 

 

• Essais de clonage de MtGbp4 

 

- dans pGem-T 

 

 Le produit de la PCR est purifié sur gel d'agarose en utilisant le kit de purification 

NucleoSpin et repris dans l'eau (5 µL). Une partie de cette solution est traité par la Taq-

polymérase dans les conditions suivantes :  

 

Tampon Taq-polymérase 0.5 µL 

Taq-polymérase 0.2 µL 

ATP 1 mmol/L 1 µL 

Eau 1.3 µL 

ADN 2 µL 

30 min, 70°C  

 

La solution traitée par la Taq-polymérase (Taq+) et celle non traitée (Taq-) sont utilisées pour 

la ligation dans les conditions suivantes : 

 Taq+ Taq- 

ADN 3.5 µL 1.5 µL 

tampon 10x "slow" 0.5 µL 0.5 µL 

Vecteur 0.5 µL 0.5 µL 

ligase T-4 0.5 µL 0.5 µL 

Eau -- 2 µL 
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Après 12h à 5°C, 2 µL des solutions de ligation sont utilisés pour transformer les cellules 

ultracompétentes XL10-Gold. Les cellules sont cultivées, 12h à 37°C, sur un milieu solide 

LB/ampicilline/IPTG/X-Gal et sélectionnées par détection bleu/blanc. 

 Pour chaque échantillon, quatre colonies blanches sont prélevées et cultivées, chacune 

dans 2 mL de LB/ampicilline, à 37°C pendant 12h. Après miniprep et analyse par PCR, en 

utilisant les oligonucléotides MtGbp10_ATG_for et MtGbp10_Stop_Rev, aucune colonie testée ne 

contient le gène et le vecteur voulu. 

 

- dans pSTBlue-1 

 

 Le produit de la PCR est purifié sur gel d'agarose en utilisant le kit de purification 

NucleoSpin et repris dans l'eau (5 µL). 2 µL de cette solution sont utilisés pour transformer 

les cellules compétentes NovaBlue Singles, en utilisant le kit Perfectly Blunt Cloning Kit de 

Novagen. 

 Les bactéries transformées sont incubées 15h à 37°C sur le milieu solide 

LB/kanamycine/tétracycline/X-Gal/IPTG. Quatre colonies blanches sont prélevées et 

cultivées, chacune dans 2 mL de LB//kanamycine/tétracycline, à 37°C pendant 12h. Après 

extraction par miniprep, les solutions obtenues sont analysées par restriction dans les 

conditions suivantes : 

RNase 0.5 µL 

tampon EcoRI 1 µL 

EcoRI 0.2 µL 

Eau 6.3 µL 

Miniprep 2 µL 

2h, 37°C  

 

Aucune colonie testée ne contient le plasmide pSTBlue-1:MtGbp4. 

 

- dans pSC-A 

 

 Le produit de PCR, obtenu en utilisant la polymérase Easy-A, est utilisé directement 

selon le protocole du kit Strataclone. Les cellules Strataclone SoloPack transformées sont 
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cultivées, 12h à 37°C, sur le milieu solide LB/ampicilline/X-Gal/IPTG, puis sélectionnées par 

détection bleu/blanc. 

 Six colonies blanches sont prélevées et cultivées, chacune dans 2 mL de 

LB/ampicilline, à 37°C pendant 12h. Après extraction par miniprep, les solutions obtenues 

sont analysées par restriction dans les conditions suivantes : 

 

RNase 0.5 µL 

tampon EcoRI 1 µL 

EcoRI 0.2 µL 

Eau 5.8 µL 

Miniprep 2.5 µL 

2h, 37°C  

 

Trois des colonies testées contiennent le plasmide pSC-A:MtGbp4. 
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Liste des abréviations 

 

A alanine 
Ac acétyle 
ANTS acide 8-amino-naphtalène-1,3,6-trisulfonique 
  
Bn benzyle 
BSA bovine serum albumine 
Bz benzoyle 
  
C cystéine 
CAN nitrate d'ammonium cérique 
CAZy carbohydrate-active enzymes server 
CBP calmodulin-binding peptide 
CCM chromatographie sur couche mince 
CGTase cyclodextrine glycosyltransférase 
CI ionisation chimique 
COSY correlated spectroscopy 
  
D aspartate 
DABITC 4-diméthylaminophénylazophényl-4'-isothiocyanate 
DAST trifluorure de diéthylaminosulfure 
dATP désoxyadénosine tri-phosphate 
DBU 1,8-diazabicyclo-[5.4.0]-undéc-7-ène 
DCI désorption/ionisation chimique 
dCTP désoxycytosine tri-phosphate 
DEPT distortionless enhancement by polarization transfer 
dGTP désoxyguanosine tri-phosphate 
DMAP diméthylaminopyridine 
DMF N,N-diméthylformamide 
dNTPs mélange équimolaire de dATP, dCTP, dGTP et dTTP 
DP degré de polymérisation 
DTT dithiothreitol 
dTTP désoxythymidine tri-phosphate 
  
E glutamate 
EC enzyme commission 
EDANS acide N-(2-N-aminoéthyl)-1-naphtylamine-5-sulfonique 
éq. équivalent 
ESI électrospray 
  



Annexes 

 

 

200 

FAB bombardement par atomes accélérés 
FRET fluorescence resonance energy transfer 
Fuc fucose 
  
G glycine 
Gal galactose 
GFP green fluorescence protein 
GH glycoside hydrolase 
Glc glucose 
  
HCA hydrophobic cluster analysis 
HMQC heteronuclear multiple quantum correlation 
  
IAEDANS acide N-(iodoacétamidoéthyl)-1-naphtylamine-5-sulfonique 
IPTG β-D-thiogalactopyranoside d'isopropyle 
IUBMB union internationale de biochimie et de biologie moléculaire 
  
M ou Myr peptide-signal pour la myristoylation 
MALDI matrix-assisted laser desorption ionisation 
MP méthoxyphényle 
  
NAD nicotinamide adénosine dinucléotide 
NP nitrophényle 
NTA acide nitrilotriacétique 
  
PCR polymerase chain reaction 
Ph phényle 
  
RFP red fluorescence protein 
RMIN résonance magnétique nucléaire 
  
S sérine 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis 
  
TAP tandem-affinity purification 
TCA trichloroacétonitrile 
TES triéthylsilyle 
TEV tobacco etch virus 
THF tétrahydrofurane 
THP tétrahydropyranyle 
TMSOTf trifluorométhanesulfonate de triméthylsilyle 
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UV ultra-violet 
  
V-50 α,α'-azodiisobutyramidine dihydrochlorydrate 
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Synthèse chimio-enzymatique de dérivés de laminari-oligosaccharides, 
et leur utilisation biochimique 

 
 
  Les β-(1,3)-glucanes se rencontrent chez diverses espèces végétales et ont été 
reconnus pour leurs activités immunostimulantes chez les mammifères, ainsi que leur rôle 
dans le système de défense des plantes. Le premier chapitre de ce manuscrit est un rappel 
bibliographique sur les glycoside-hydrolases et, particulièrement sur les glycosynthases, et 
présente également une introduction aux "glucan-binding proteins", enzymes impliquées dans 
la reconnaissance des β-glucanes, ainsi qu'un état des lieux des connaissances acquises sur les 
β-(1,3)-glucanes et β-(1,3)-gluco-oligosaccharides. Le deuxième chapitre décrit le travail 
réalisé au CERMAV (Grenoble), afin de disposer des outils nécessaires à l'étude des 
mécanismes d'action des β-(1,3)-glucanes et des β-(1,3)-gluco-oligosaccharides. Une méthode 
de synthèse de β-(1,3)-gluco-oligosaccharides linéaires, de DP contrôlé, à l'aide de la β-(1,3)-
glucosynthase GII E231G, ainsi que la synthèse d'un substrat fluorescent destiné au dosage 
d'activité endo-β-(1,3)-glucanase, ont été mises au point. Le troisième chapitre traite des β-
glucan-binding proteins, et décrit le travail effectué à l'institut botanique de la LMU 
(Munich), dans le cadre du projet de recherche européen SACC-SIG-NET (n°HPRN-CT-
2202-00251). Cette recherche concerne d'une part, l'étude de la β-glucan-binding protein de 
Glycine max, et a permis de déterminer pour la première fois le mécanisme moléculaire 
d'hydrolyse d'une glycoside-hydrolase appartenant à la famille GH-81. D'autre part, un travail 
de clonage de la famille de gènes Gbps de Medicago truncatula, plante modèle pour les 
Fabacées, a été réalisé. 
 
 
 

 
 
 

Chemo-enzymatic synthesis of laminari-oligosaccharide derivatives, 
and their biochemical use 

 
 
 β-(1,3)-glucans are found in a wide range of plants and have been recognised for their 
immunostimulating activities in mammals, as well as for their role in plant defence system. The first chapter of 
this manuscript is a short review on glycoside-hydrolases and, particularly on glycosynthases. Glucan-binding 
proteins, enzymes implied in β-glucan recognition, are also introduced, as well as the knowledge acquired on β-
(1,3)-glucans and β-(1,3)-gluco-oligosaccharides. The second chapter describes the work done in the CERMAV 
(Grenoble), in order to obtain the necessary tools to study β-(1,3)-glucans and β-(1,3)-gluco-oligosaccharides 
action modes. The synthesis of linear β-(1,3)-gluco-oligosaccharides, of controled DP, using the β-(1,3)-
glucosynthase GII E231G, and the synthesis of a fluorogenic substrate for endo-β-(1,3)-glucanase activity study, 
are described. The third chapter is about β-glucan-binding proteins, and describes the work done in the botanical 
institute of the LMU (Munich), for the european research project SACC-SIG-NET (n°HPRN-CT-2202-00251). 
This research deals, on one hand, with the study of the Glycine max  β-glucan-binding protein, which allowed to 
determined for the first time the hydrolysis molecular mechanism of a glycoside-hydrolase belonging to the GH-
81 family. On the other hand, a cloning work on the Gbps gene family of Medicago truncatula, a model plant for 
the Fabaceae, is presented. 
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