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Introduction générale






INTRODUCTION GENERALE

L’objectif général de ce travail de thése a étéplrafondir la connaissance de la
structure du réseau xyloglucanes-cellulose au deila paroi primaire des cellules végétales
et d’élucider les mécanismes d’interaction enteepmysaccharides.

Pour cela, plusieurs moyens ont été mis en ceumtesta le plan de la synthéese de
modeles xylogluco-oligosaccharidiques que sur legans d’analyse utilisés pour I'étude des

interactions.

Ce travail pluridisciplinaire, effectué dans le madles projets menés sur les parois
végétales au sein du Groupement De RechercheAsseihblage des Molécules Végétales
(GDR-AMV), a été réalisé a travers une collaboratemtre deux organismes de recherche,
'INRA et le CNRS.

Ainsi, la préparation de substrats xyloglucosidgjue été effectuée au CEntre de
Recherche sur les MAcromolécules Végétales (CERMAY)synthése chimio-enzymatique
d'oligosaccharides, en vue d'études structurefact®n glycoscience est en effet I'une des
thématiqgues développées au sein de [|'équipe "Ghie et Biotechnologie des
Oligosaccharides"

Par ailleurs, la capacité d'interaction des xylaegholigosaccharides synthétisés et de
xyloglucanes naturels d'origines diverses vis-a-8lis celluloses modeles ainsi que les
meécanismes sous-jacents ont été étudiés par diférdechniques telles que la titration
calorimétrique isotherme (ITC), la déterminationisdthermes d’adsorption ainsi que
'analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN3olide, dans l'unité Biopolyméres -
Interactions - Assemblage (BIA) de I'Institut Nai@d de la Recherche Agronomique (INRA)

de Nantes.

Par rapport aux études déja menées sur ces imbegctont les conclusions sont
souvent contradictoires, une nouvelle approcheamisppel a la synthese de xylogluco-
oligosaccharides (XGOs) de structure contrblée @ eétvisagée pour s'affranchir de
I'hétérogénéité de la structure des xyloglucanésrela. L'utilisation conjointe de techniques
trés complémentaires a été planifiée pour une éaedénfluence des différents parametres

structuraux sur les interactions et une analysed#s mécanismes.
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Ce rapport de these comporte quatre chapitresremipr chapitre est consacré a une
étude bibliographique faisant état des connaissagéeérales sur la structure de la paroi des
cellules végétales. Une description des différeafgzroches envisagées pour I'analyse des
interactions est ensuite abordée.

Dans une deuxieme partie, la préparation des subsiyloglucosidiques et en
particulier I'obtention d’oligosaccharides modelpar synthese chimio-enzymatique est
décrite.

Le troisieme chapitre décrit I'étude des interawdioLl’interprétation des résultats
obtenus par différentes méthodes conduit a mettreévédence l'influence de certains
parametres structuraux sur les interactions etboébr certaines hypotheses concernant les
processus d’interaction impliqués dans la constboatu réseau XGs-cellulose.

Ces trois chapitres sont suivis par la partie arpgntale et ce manuscrit se termine
par une conclusion générale et la description dspeetives envisageables pour la poursuite

de ces travaux.



Chapitre 1 :

Etude bibliographique






CHAPITRE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Paroi des cellules végétales

1.1. Architecture de la paroi des cellules végétales

Les cellules végétales se différencient des call@eimales par la présence, a la
périphérie de I'ensemble intracellulaire, d'uneetoppe : la paroi végétateCelle-ci, a d’'une
part un réle structural car elle confere a la ¢elka morphologie et permet d’en contrdler la
croissance, et d’'autre part un r6le dans les éasamgercellulaires, en particulier via les
plasmodesmes, zones de liaisons entre différergsles, qui assurent la continuité du
symplasme. Elle constitue également une barriérpraction contre certaines contraintes
telle que la pression osmotique.

Cette paroi cellulaire est constituée de trois dogs: la lamelle moyenne, la paroi

primaire et la paroi secondaire (Figure 1).

Paroi
Sy ' secondaire
Lamelle N RN 5
~ moyenne Paroi
i primaire

CELLULE 2

Figure 1 : Paroi des cellules végétales : (a) Coupae par microscopie (b) représentation schématique

* La lamelle moyenne forme une interface entre desllules adjacentes. Elle

conditionne la cohésion intercellulaire et contigribcipalement des substances pectiques.
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* La paroi primaire se forme durant la division cklite et sa surface s'accroit
rapidement au cours de la croissance de la celille.est a la fois extensible et résistante.
Son épaisseur est extrémement faible relativemb@paisseur totale de la paroi.

» La paroi secondaire se développe postérieuremientmissance de la cellule.
Elle est constituée d'éléments communs avec la peamaire dans lesquels s’intercale de la
lignine. Elle est plus rigide et beaucoup plus gpaique la paroi primaire et présente un

caractere inextensible qui ne permet plus la caoiss cellulaire.

1.2. Composition de la paroi végétale

La paroi des plantes supérieures est composée lgeapoharides, de protéines ainsi
gue de composés phénoligues. Dans ce paragraplemrstituants pariétaux seront présentés
succinctement. La cellulose et les xyloglucaneggaels ce travail de thése a été consacre,

seront décrits de maniere plus détaillée, dansita de ce document (8§ 2.2).

1.2.1.Les polysaccharides

De nombreux polysaccharides sont présents au ssipatois des cellules végétales.
En fonction de leur nature et de leur structuresdat amenés a jouer des réles diversifiés.
Trois principales classes de polysaccharides peugee distinguées : la cellulose, les

hémicelluloses et les pectines.

La cellulose :c’est un polysaccharide linéaire constitué d'snitéglucopyranosyle
lites entre elles par des liaisghd,4. C’est I'élément majeur de la structure paféétlLa
cellulose représente 15 a 30 % de la matiere s@eHa paroi primaire et 40 a 90 % de la
paroi secondaire. C’'est grace a sa structure eh @gganisation qu’elle est capable d’assurer
son role au sein de la paroi. En effet, la préseleceombreux groupements hydroxyle libres
permet la création d’'un réseau de liaisons hydregeina- et intermoléculaires. De plus, elle
est organisée en microfibrilles formant une striecties cristalline. Ces caractéristiques en
font une structure considérablement résistantefaupes de tension et freine sa dégradation
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face aux attaques physiques, chimiques ou enzyuestid a taille des microfibrilles varie de

maniere significative d’'une espéce a l'autre (Fégay.

e

15-25nm 10-15nm 8-9nm
algue tunicier bactérie
(Valonia) (Halocynthia papillosa) (Acetobacter xylinum)
5-10 nm 30 x5 nm 1,5-3nm
paroi secondaire algue paroi primaire
(coton) (Micrasterias) (parenchyme)

Figure 2 : Variabilité de taille des microfibrilles en fonction de I'origine de la cellulose d’aprés fanzy?

Les hémicellulosesce sont des polysaccharides de structures congpétxeariées qui
sont constitués de pentosesxf/lose etL-arabinose), d’hexos€s-glucose,b-galactosel) -
fucose, D-mannose et.-rhamnose) et d’acides uroniques (achglucuronique et 4-
meéthyl-D-glucuronique). Les hémicelluloses présentes dassphrois végétales sont: les
xyloglucanes, les xylanes, les mannanes (galatiocemannanes), les glucuronomannanes,
la callose et les glucanes mixtes (Figure 3). Lezompositions varient en fonction de
I'espece et du type cellulaire considérés.

Dans la plupart des cas une hémicellulose est priédmte tandis que d’autres sont
présentes en plus faibles quantités. Ainsi lesglyltanes sont les hémicelluloses majoritaires
dans les parois primaires des Dicotylédones aloesahpez les Monocotylédones se sont les
arabinoxylanes. De méme, dans les parois secosdhisexylanes sont prédominants chez les

angiospermes et les glucomannanes chez les gymmuespe
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A)  4)P-Glc-(1->4)-B-Glc-(1>4)-Gle-(1>4)--Gle-(1>4)--Gle-(1>4)--Gle-(1>

6 6 6 6 6
N N N () N
1 1 1 1 1
a-Xyl a-Xyl a-Xyl a-Xyl a-Xyl
2 2
() N
1 1
p-Gal B-Gal
2
()
1
a-Fuc

B)  4)-Xyl-(1>4)-B-Xyl-(1>4)-B-Xyl-(1>4)-B-Xyl-(1>4)-p-Xyl-(1>4)p-Xyl-(1>

2 2

N N

1 1
4-O-Me-B-GIcA o-Ara

C) 4)$-Glc-(1>4)-p-Man-(1>4)-p-Man-(1>4)--Glc-(1>4)-p-Man-(1->4)-p-Man-(1>

D)  4)a-Man-(1>2)-B-GlcA-(1->4)-a-Man-(1>2)-B-GIcA-(1->4)-a-Man-(1>2)-B-GlcA-(1>

3 6

() Mt

1 1
Ara B-Xyl

4)a-Man-(1>2)-B-GIcA-(1>4)-a-Man-(1>2)-B-GlcA-(1>4)-a-Man-(1->2)-B-GlcA-(1->

3 6

Mt Mt

1 1
Ara B-Gal

E)  3)p-Glc-(1>3)-p-Glc-(1>3)-Gle-(153)--Gle-(1>3)-B-Gle-(1>3)-B-Gle-(1>

F)  3)$-Glc-(1>4)-Glc-(1->4)-p-Glc-(1>3)-B-Gle-(1>4)-B-Gle-(1>4)-p-Gle-(1>

Figure 3 : Représentation schématique des hémicelbses présentes au sein de la paroi végétale

A) xyloglucanes (XGs) B) xylanes C) glucomannanesD) glucuronomannane<) callose ) p-glucanes
mixtes

Les pectines :ce sont des polysaccharides chargés car richesacate o-D-
galacturonique. Elles sont également composéasrtiamnosel-arabinose eb-galactose.
Les principaux constituants des pectines sont lesndgalacturonanes (HGA), les
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rhamnogalacturonanes de type I (RG I) et de typ€RIG Il). Les arabinanes, galactanes et

arabinogalactanes sont présents en quantitésghied (Figure 4).
A)  4)a-GalA-(1>4)-0-GalA-(1>4)-a-GalA-(1>4)-0-GalA-(1>4)-a-GalA-(1>
B) 4)e-GalA-(1>2)-a-Rha-(1>4)-a-GalA-(1>2)-0-Rha-(1>4)-0-GalA-(1>

C) 5)e-Ara-(1->5)-0-Ara-(12>5)-a-Ara-(1>5)-a-Ara-(1>5)-0-Ara-(1->5)-a-Ara-(1>
3 3 2

() () ™
1 1 1
o-Ara a-Ara a-Ara

D)  4)p-Gal-(1>4)-p-Gal-(1>4)p-Gal-(1>4)-p-Gal-(1>4)-B-Gal-(1->4)p-Gal-(1>

E)  4)p-Gal-(1>4)p-Gal-(1>4)-B-Gal-(1>4)p-Gal-(1>4)-p-Gal-(1->4)-p-Gal-(1>
3 3

() ()
1 1
a-Ara-(1->5)-a-Ara-(1->5)-0-Ara a-Ara

Figure 4 : Représentation schématique des constitnts des pectines

A) homogalacturonaned®) squelette des rhamnogalacturonaneS)l arabinanesD) galactanesE)
arabinogalactanes |

Bien qu’il soit admis que les pectines sont cond8ds de zones «lisses » (non
substituées) et de zones « hérissées » (ramifgeeglessives, I'arrangement des différents
motifs est toujours controversé. Récemment, unétegdaisant état d’'une chaine principale
constituée de RG substituée par deux types de ehddtérales composées d'oses neutres

(arabinanes et arabinogalactanes) ou d’HGA a étgogg’ (Figure 5).
1 Homogalacturonanes
[l Rhamnogalacturonanes

EZZ2 Arabinanes & arabinogalactanes

Figure 5 : Représentation schématique de la structa des pectines
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Les pectines sont présentes principalement datesrlalle moyenne et dans la paroi
primaire des DicotylédondsElles ont essentiellement un role de régulatiare ge soit en
termes de pH, de présence d’ions mais égalemgmirdsité, contrélant par ce biais I'activité
enzymatique. Elles possedent aussi un role signaéten alertant les cellules de la présence

d’organismes étrangers tels que des agents pathsigén

1.2.2.Les protéines structurales

Malgré la prépondérance des polysaccharides daparéa, des protéines structurales
sont également impliquées dans la formation desnddages pariétaux. Ce sont, pour la
plupart, des glycoprotéines. Quatre classes peldtemtdistinguées : les protéines riches en
proline (PRPs), riches en hydroxyproline (HRGPs)idtes en glycine (GRPs) ainsi que les
arabinogalactanes protéines (AGPs). Leur capatiéhction avec les autres composants
pariétaux leur confére un réle important au seitadgaroi.

Les HRGPs constituent la classe de protéines la @ludiée. Une sous-famille de
celle-ci a été nommée « extensine » en raison de@e supposé sur I'extensibilité de la
paroi’ Bien que cette fonction n'ait pas été confirméstecappellation demeure. Les HRGPs
sont constituées de 50 % de glucides principalerdenairabinose et de-galactose. Leur
réle précis est encore mal connu. Il a cependantdéterminé que I'expression des genes
associés est induite par des blessures, des oriedtie pathogenes, le dessechement et peut-
étre le renforcement mécanique de la paroi.

Les AGPs sont, quant a elles, hautement glycosggsent composées de plus de 90
% de saccharides, principalemenarabinose eb-galactos€. Aucune fonction ne leur est
clairement attribuée, mais il semblerait qu’ellesignt un réle au niveau de l'adhésion

cellulaire et dans la transmission des informatite cellule durant la différenciatidn.

1.2.3.Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des molécules amraatiportant un groupement
hydroxyle directement lié a un cycle benzénique.

Les parois secondaires des cellules végétaleseomatnt plus de 30 % de lignine,
composé phénoligue et principal constituant deassemblage. La lignine est formée dans la

10
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paroi cellulaire lorsque I'élongation des cellukst terminée par polymérisation des alcools
p-coumarylique, p-coniférylique et p-sinapylique® représentés Figure 6. La lignine est
impliquée dans la structure et la cohésion de taipaais également dans la résistance aux
microorganismes.

CH,OH CH,OH CH,OH

OCHs HsCO OCHs
OH OH OH

Figure 6 : Principaux précurseurs de biosynthése dignine

La proportion des différents précurseurs composariignine est trés variable en
fonction de I'espéce et des tissus considérés p@Esirseurs sont liés par des liaisons éther,
ester ou carbone-carbone. La nature covalente sldiaisons entraine une rigidité et une
stabilité importante de la lignine. Sa polymérizatia lieu tant que la paroi dispose de
précurseurs et d’espace. La lignine occupe en qoesée tout I'espace pariétal qui n’est pas
occupé par des macromolécules, déplacant, de tel'&su. La lignine forme ainsi un
maillage tridimensionnel hydrophobe inapte a I'esien, qui génére l'arrét de la croissance

pariétale. La Figure 7 représente les différergedyde liaison présents dans la lignine.

11
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HOCH, OH OH CH,OH CH,OH
/
0
HOCH, OH
/
OH CH,0H CH,0H OH
OH
/
7 CH,0H
OH CH,0H
SN— B (" J
o~ R
Liaisons condensées Liaisons non-condensées

Figure 7 : Représentation des liaisons existantes aein de la lignine

La paroi primaire ne contient que peu, voire padigl@ne. En revanche, bien que
nettement moins abondants, d’autres composés phéeslexistent au sein de celle-ci. Ces
composeés sont présents en faibles quantités maismenimportance majeure car ils sont
impliqués dans les liaisons inter-polysaccharidéqu&est le cas des acidpsoumarylique,
p-hydroxybenzoique et férulique.

Il semblerait en effet que I'acide férulique saisponsable de la réticulation entre

pectines’ via des acides diféruliques (Figure 8).

Pectine Pectine
O (0]
/
2 X
H,0, 2H,0
H;CO il >
OH peroxydase

Pectine

Figure 8 : Représentation schématique de la formain des liaisons entre les pectines via les acides

diféruliques

12
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De méme, les arabinoxylanes, qui sont les hémiosls majoritaires des

Monocotylédones, seraient réticulés via des adisfesiques >

La nature, la proportion et 'organisation des ¢ibmants pariétaux dans les différents
domaines de la paroi végétale donnent donc acceesaassemblages présentant des
caractéristiques a la fois variables et spécifiquesr permettant d’assurer des fonctions
différentes et complémentaires.

A la suite de a cette présentation trés généraldadearoi végétale, il apparait
nécessaire d’aborder plus en détails la descriptienla paroi primaire qui est, comme

mentionné ci-dessus, le lieu des interactions X&ksHose, sujet de ce travail.

2. La paroi primaire des cellules végétales

2.1.Généralités

Il existe deux types de paroi primaire suivant d&egorie de plante considérée. Les
parois primaires de Type | sont relatives aux Digatones et aux gymnospermes,
appartenant a la famille des Monocotylédones, ajaesles parois de Type Il sont associées
aux Monocotylédones graminées. Quelque soit le tigoparoi considére, le polysaccharide
de base est la cellulose associée en microfibrilependant, alors que dans les parois
primaires de Type | des XGs sont intercalés ergsenaicrofibrilles, dans les parois primaires
de Type Il ce sont les GlucuronoArabinoXylanes (GAXui assurent ce roté.Ces GAXs
sont des polysaccharides ramifiés constitués dcimEne principale3-1,4-D-xylosidique
substituée par des résidus arabinosyle et moigsiér@ment de résidus acide glucuronosyle.
Les GAXs qui sont fortement ramifiés se retrouvprihcipalement dans les cellules en
croissance alors que les GAXs peu ou pas ramif&smulent dans les cellules matufgs.

Seules les parois primaires de Type | seront cénsgs par la suite.

La paroi primaire de Type | est constituée dunesoamtion de réseaux
macromoléculaires. Cet ensemble hétérogene edificeédynamique car il a pour fonction

de s’adapter aux constantes évolutions morpholegige la cellule en croissance. Ainsi cette
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construction complexe permet a la paroi primairassurer ces deux spécificités : rigidité,
pour jouer le réle d’ « exo-squelette » cellulaieg,élasticité, permettant la croissance et la

division de la cellule.

2.2.Composition et biosynthese

Les principaux constituants de la paroi primairepliqués dans ces réseaux
tridimensionnels sont : la cellulose, les hémide#as, les pectines et les protéines, qui ont été
présentés succinctement dans le paragraphe précéden

Au moins 14 monosaccharides différents composenptdysaccharides pariétatix.
Cette diversité, associée a la possibilité d’étanectés par difféerents types de liaison
glycosidique, permet de comprendre aisément que beosynthése soit complexe. Le
processus central de la biosynthése de ces poheades pariétaux est l'action de
glycosyltransférases (GTs). ChArabidopsis thaliana415 génes ont été identifiés comme
codant pour des GTs putatives.

Compte tenu de I'importance de la cellulose et>désglucanes dans ces travaux, la
structure et la biosynthése de ces deux polysadesavont étre détaillées avec plus de

précision dans la suite de ce document.

2.2.1.La cellulose

Description

La cellulose est 'une des macromolécules les phandantes a la surface de la terre.
Cet élément majeur des parois cellulaires représemtire 20 % et 30 % des polysaccharides
présents dans les parois primaires des Dicotylé&ddrzecellulose est un homopolysaccharide
linéaire constitué d'unité&s-glucopyranosyle liées entre elles par des liaifohgl. Ces unités
sont orientées les unes par rapport aux autres8de® le long de la chaine, conférant a la
cellulose une structure linéaire hélicoidale. Enséguence, le motif constitutif de la cellulose

cristalline est le cellobiose (Figure 9).
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Figure 9 : Représentation schématique d’une chairae cellulose cristalline et identification de son ofif

élémentaire : le cellobiose

En dépit de la simplicité de la structure chimigies ce polymére naturel, certaines
caractéristiques restent mal connues. En effeh, @iee la structure cristalline de la cellulose
native ait été examinée dés le début dt"26iécle par diffraction des rayons X, ce n’est
qu'au début du ZI"siécle qu’elle a été établie de facon prétisé.

La cellulose native est présente quasi-exclusivérseuns la forme de cellulose |, ou
les chaines de cellulose sont paralléles les unesaatres. Suivant son origine, il existe
d’'importantes variations de taille des cristauxg(ffe 2), de degré de cristallinité, ainsi que de
composition en ses deux allomorphes cristallinsggoaux : } et k. La nature de la cellulose
synthase ou des complexes terminaux de synthéss),(tGnt le role sera développé au
paragraphe suivant, pourrait étre & l'origine dg ariations>?° Dans les parois primaires
des cellules végétales, la cellulose est orgarseeosettes composées de 36 chaines de
cellulose?*

Dans la cellulose I, les chaines de cellulosear# plus orientées de facon paralléle
mais anti-paralléle. Il n’existe que de tres ramesmples de production de cellulose Il dans la
nature?? cependant celle-ci peut étre obtenue par traitemlealin de la cellulose I, appelé
mercerisation, au cours duquel les liaisons hydregesponsables de 'organisation de la

cellulose sont en partie rompues ce qui conduit eéarrangement de cette structure.

Biosynthese de la cellulose chez les bactéries

La biosynthése de la cellulose est un processupleama étudier, en particulier chez
les plantes supérieures. C’est la raison pour lEjde nombreuses études ont été faites chez
les bactéries. De plus, bien que la biosynthéda dellulose soit différente dans les plantes et
dans les bactéries, de nombreuses d’études deaciimes entre polysaccharides pariétaux

ont utilisé la cellulose bactérienne. Il est danportant de préciser cette voie de biosynthése.
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L’obtention de cellulose bactérienne fait I'objet dombreux travaux depuis plus d’'un
siecle?®?* La bactérie la plus utilisée est une bactérie Hérde forme ovaledcetobacter

xylinum(Figure 10).

Figure 10 : Production de cellulose par voie bacté&nne Acetobacter xylinun

Cette bactérie synthétise de la cellulose | sotmdade polysaccharide extra-cellulaire
avec un excellent taux de pureté. Jusqu'a 200 O0@lcaules de glucose par seconde
pourraient ainsi étre polymérisées en chaine osliglie par une seule celluleAdetobacter
xylinum?®> Ces chaines sont tout d’abord cristallisées sorme de microfibrilles qui sont
ensuite assemblées pour former une structure rublé. Le plan de cristallisation a été

déterminé comme étant paralléle & la surface détdtpla cellulosé® (Figure 11).

Milieu de culture

Microfibrille

Assemblage ruban

Fibrilles sub-élémentaire: vrillé

Sites catalytique Cellule d’Acetobacter xylinur

Figure 11 : Modéle représentant le procédé de forni@mn de I'assemblage de type ruban vrillé dans le

systéme dAcetobacter xylinunt’
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Deux voies métaboliques sont présentes oheztobacter xylinuth®?° la voie des
pentoses-phosphates et le cycle de Krebs pour dation des acides organiques et des

constituants connexes.

Biosynthése de la cellulose chez les plantes

Chez les plantes, les chaines cellulosiques sarihétysées au niveau de la surface
externe de la membrane plasmique, grace aux coemplexminaux de synthése (TCs) situés
a l'extrémité des microfibrilles naissantes. CessT@ht été identifiés par microscopie
électronique de cryofractures de membranes plagsigle plusieurs organisni®s! La
faible stabilité de ces TCs de synthese, qui rend éxtraction extrémement délicate, est a
'origine du manque de connaissances précises segj@ur la biosynthése de la cellulose.

Récemment Lai-Kee-Hinet al.

sont néanmoins parvenus a synthétiser des quantité
significatives de cellulosim vitro, a partir de fractions microsomales de culturealkiles de
Rubus fruticosugronce). Les structures obtenuesitro etin vivo se sont révélées similaires.
Les TCs sont constitués de sous-unités dont lareyale nombre et I'organisation
varient en fonction de I'espéce considérée. Cheplientes supérieures, les TCs comportent 6
sous-unités® « complexe de synthése de cellulose » (CSC), guieht chacune naissance a
une chaine de cellulose, et sont organisées etie@smférant, par conséquent, cette structure
aux unités élémentaires des microfibrilles. Le ditien de ces derniéres dépend du nombre
d’éléements constitutifs de la rosette et donc deghnisation des complexes terminaux. Ces
TCs se déplacent le long de la membrane plasmigieedep6t des microfibrilles de cellulose

est guidé par des microtubules adjacentes a la naemb(Figure 12).
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PAROI CYTOPLASME
Porines
\ = Fructose
Sous-unités de \-l KYY’
cristallisation UPF=".__ saccharose

\ 1 _ ul:rpo};? Fructose

' ——3 UDP

- ! } ~— Saccharose
Microfibrilles .
CS SuSy
de cellulose
\ . Microtubules

| — Membrane plasmique

Figure 12 : Modele hypothétique d’organisation du omplexe cellulose synthase dans la membrane

plasmique®

Le mécanisme de synthése de la chaine glucosidigtjeaujourd’hui encore, loin
d’étre entierement établi, en particulier parcelgst actuellement impossible de déterminer
avec précision la composition de ces T&&ertaines unités ont cependant pu étre identifiées
Il s’agit d’enzymes nécessaires a la synthese dellalose : les glycosyltransférases codées
par les géne€esA appelées cellulose synthases. Ce sont des GTasgives appartenant a
la famille GT2, de la classification CAZ¥.Les TCs comporteraient plusieurs isoformes de
cette enzymé? parfois génétiquement redondaritekes protéines IRX1, IRX3 et IRX5 ont
également été déterminées comme des protéinedielssmpour le fonctionnement des TCs,
majoritairement dans la paroi secondaire mais denfanoindre dans la paroi primaiYeLa
présence de ces trois sous-unités semble requiseupoassemblage correct des TCs, mais
leur réle n’est pas encore précisément défini.

Compte tenu du fait que, comme mentionné précédemnes unités glucosyle sont
orientées, au sein de la cellulose, a 180 ° les pae rapport aux autres selon I'axe de la
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chaine cellulosique, il a également été envisage lguprécurseur de biosynthése de la
cellulose soit le cellobiose. La possibilité densi@rer directement une unité cellobiosyle a

|. % ainsi que Carpita et VergataEn conséquence, le

ete développée par Albersheih a
complexe catalytique serait constitué de deux sitifs utilisant deux UDP-GIY. Cette
hypothése est cependant a ce jour, toujours caarsée.

D’autres protéines semblent jouer un role dansdaynthese de la cellulose comme
par exemple les protéines KORlet KOB1** identifiées cheArabidopsis thaliana

Une fois les unités élémentaires formées, ellesse@ent pour former les
microfibrilles comportant chacune 36 chaines glitdigees chez les plantes supérieures

(Figure 13).

Unité élémentaire . . .
Chainep-(1,4)-glucane——> d . ————> Microfibrille de cellulose organisée en rosette
e rosette |

CSC

Figure 13 : Organisation en rosette des microfibrles de cellulosé&®

Les microfibrilles de cellulose ainsi extrudées tvaiors se déposer dans la paroi
primaire. Leur organisation et leur orientation tsditigées par les TCs dans la membrane
plasmique mais également par l'interaction de lHulose ainsi formée avec les autres

polymeéres présents dans la paroi au moment dekwrsion tels que les xyloglucanes.
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2.2.2.Les xyloglucanes (XGs)

Généralités

Les xyloglucanes sont les composés hémicellulositpeeplus abondants au sein de la
paroi primaire des cellules végétales de Typells composent 20 % & 25 % des parois
cellulaires en cours de croissance chez les plaribésotylédones**® D’autres
hétéropolysaccharides non cellulosiques peuveat@trsents mais en proportion nettement
plus faible. Le réseau formé par les XGs avec ltulose est garant du maintien de
'organisation spatiale de ces parois. lls onty@lgur réle structural, une importance sur le
plan biologique en raison du réle signalétiquealed oligomeres pour le métabolisme de la
cellule végétale et peuvent avoir également un déeaéserve. Ces différents rbles seront
abordés ultérieurement dans un paragraphe spézifiqu

Composition

Les xyloglucanes sont des hétéropolysaccharidesiéganDe structure identique a la
cellulose, la chaine principale est constituéeésdusp-glucopyranosyle liés entre eux par
des liaison$-1,4. Celle-ci est substituée par des brancheslatgdont la composition varie
en fonction de l'origine des XGs considérés. llsexiune certaine régularité dans la
distribution des unitésd-xylopyranosyle, branchées em(1,6). En effet, le squelette
cellulosiqgue est composé d'un enchainement de trésdus D-glucosyle xylosylés
consécutifs suivis par un glucose non substitué&eE30 et 50 % des résidnsxylosyle sont
substitués en positio@-2, par des unitéf-D-galactopyranosyle ou plus rarement par des
résiduso-L-arabinofuranosyle. De plus, les résidugalactosyle peuvent également porter, au
niveau de leur positio®-2, une unitér-L-fucopyranosyle. La chairfe(1,4)-glucane posséde
donc des motifs mono-, di- ou trisaccharidiques &é positior0-6 des unité®-glucosyle.
Des résidusi-L-arabinofuranosyle ef-D-xylopyranosyle peuvent aussi étre liés, mais plus
rarement, en positioB-2. Certains hydroxyles peuvent étre acétylés (5 %)wydroxyle

6 des résidus-galactosyle est le principal site d'acétylatioig(ire 14).
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Figure 14 : Structure chimique des XGs de paroi chilaire de Type |

Malgreé la similitude du squelette de la cellulosdes xyloglucanes, la présence de ces
ramifications leur confere des propriétés difféesret notamment l'incapacité a s'organiser en
microfibrilles. Les XGs ont été classés en troistégaries suivant leur degré de
branchement® Les XGs de Type | pour lesquels approximativen®ht% des résidus-
glucopyranosyle sont substitués, sont présents Esn®icotylédones non solanacées, les
Monocotylédones non-graminées et les gymnosperBass les Dicotyledones solanacées
tels que le tabac, la pomme de terre ou la tofffdés, XGs de Type Il sont prédominants, ils
comportent 40 a 45 % de résidus glucosyle substiaiéprésentent une teneur en résidus
arabinosyle importante et une absence de résidwusyle. Enfin, les XGs de Type Il sont
présents, en trés faible quantité, dans les MogtEmiines graminé&&* tels que les céréales

et ne contiennent que 25 % a 35 % des résidusgyllecsubstitués.

Afin de faciliter leur dénomination, une nomenciata été établie ou chaque chaine
latérale associée & son résidu glucosyle serardsigar une lettr®. De plus, le résidu
glucopyranosyle sera représenté par la I&tedors que son dérivé glucitol, utilisé a des fins
analytiques sera identifié p@ol. La correspondance entre lettre et groupemenhaadique
issu de cette nomenclature est rappelée ci-degbayige 15). C’est cette nomenclature qui

sera utilisée par la suite.
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L-Fug-a-(1->2)-D-Galp-B-(1->2)-D-Xyl p-a-(1->6)-D-Glcp-p-(1->...
D-Galp-B-(1->2)-D-Xyl p-a-(1->6)-D-Glcp-B-(1-> ...
D-Xylp-a-(1->6)-D-Glcp-B-(1->...

D-Glcp--(1->...

® X r 7

Figure 15 : Nomenclature associée & la dénominatiales XGs et XGOs®

La nature et la substitution des chaines latésaas variables en fonction de I'espece
considérée. Par exemple, pour les XGs de tamaiimejsont pas fucosylés, les différents
blocs constitutifs (Figure 16) sont présents emp@riions allant de 9 % molaire pour XLXG
jusqu’a 50 % molaire pour le XLLG, les oligosacdtias XXLG et XXXG étant représentés,

pour leur part, & respectivement 28 % et 13 % melai

Gal
N
XXXG Xyl Xyl XLLG
J N
Glc= Glc= Glc= Glc Glc > Glc~> Glc > Glc
N N N N
Xyl Xyl Xyl Xyl
N
Gal
Gal
J
XXLG Xyl Xyl XLXG
J J
Glc > Glc~> Glc > Glc Glc > Glc~> Glc > Glc
N N N N
Xyl Xyl Xyl Xyl
N
Gal

Figure 16 : Représentation des blocs constitutifsedXGs de tamarin [XGO]

La nomenclature utilisée est celle de Erpal.>°

Biosynthése des XGs

Contrairement a la cellulose, les XG ne sont pashgfisés dans le plasmalemme. lIs

sont assemblés dans I'appareil de Golgi graceférdiftes glycosyltransférases qui catalysent
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le transfert d’'un monosaccharide activé, le plusveat sous la forme d’'un nucléotide sucre,
sur un saccharide acceptéiLes XG ainsi synthétisés sont ensuite transpqusdes
vésicules de sécrétion, pour étre intégrés a lai pamaire pré-existant&:>

Compte tenu de la diversité des monosaccharidestittdiis des XGs, plusieurs
glycosyltransférases sont nécessaires a leur hilosye

Celles-ci ne présentent pas les mémes caractéastigécanistiques. En effet, d’aprés
les travaux de Gordon et MaclachP4rl semblerait que les courtes chaines linéaired @8-
B-D-glucane soient des accepteurs deg/losyltransférases qui transférent alors le danne
UDP-xylose sur un court fragment glucosidique. &dj du premier monosaccharide des
chaines latérales est donc nécessaire a |'élomgdticquelett@-D-glucopyranosique. Le$
glucane-synthases etxylosyltransférases semblent donc agir de conesrtformant un
complexe enzymatique dont la coordination n’estges jour déterminée avec précision. Les
XGs présentent une chaine principale identique @ cimaine cellulose, ou les résidus
glucosyle sont orientés de 180°C les uns par rappox autres. Les résidus xylosyle se
situent donc alternativement de part et d’autréadehaine glucosidique. Cet éloignement de
deux résidus xylosyle portés par deux résidus @lleo consécutifs peut susciter
linterrogation quant a l'existence de plusieurslosyltransférases. L’activité de deux
xylosyltransférases AtXT1 et AtXT2, appartenanaddmille 34 des glycosyltransférases, a
été étudiée sur le cellotriose, cellotétraose eelmpentaos® ainsi que sur plusieurs XGOs
présentant des degrés de xylosylation différéhtsaddition du premier résidu xylosyle se
fait dans tous les cas sur le quatriéme résidwoghle a partir de I'extrémité réductrice. Ainsi
GXGGGG donne majoritairement lieu a GXXGGG. Lesperd’incubation nécessaires pour
poursuivre la xylosylation sont ensuite extrémemiemigs®’ La difficulté & ajouter des
résidus xylosyle supplémentaires, en utilisant uament les xylosyltransférases AtXT1 et
AtXT2, est probablement liée a la présence, dapphreil de Golgi, d’autres enzymes de la
famille GT34, selon la classification CAZY, qui assnt I'ajout des résidus xylosyle

supplémentaires.

Contrairement & ce mécanisme concerté d’additienréigidus glucosyle et xylosyle,
I'addition de monosaccharides supplémentairesesupdlysaccharides ainsi formés résulte de
processus indépendants faisant intervenir d’awgrezymes telles que IgsD-galactosyl- et
les a-L-fucosyltransférases. Une galactosyltransférasesfigeant 'UDP-galactose sur les

XGs a été solubilisée a partir de membranes gatgiende pois puis partiellement
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caractériséd’ Il a été montré que cette enzyme transfére dedusép-galactosyle sur les
résidus xylosyle les plus proches des extrémitdgatéices.

Camirandet al. ont démontré que le GDP-Fuc est bien utilisé corauiestrat par les
xyloglucane-fucosyltransférased et plus récemment une fucosyltransférase de pois a
également été isolée a partir de membrane golg®nne

Il nNest cependant encore pas certain que la pofgatéon soit compléte au sein de
'appareil de Golgi. En effet il semblerait que lseles XGs d’'une longueur maximale
d’environ 100 nm puissent étre transportés dansvésiules, compte tenu de la taille de
celles-ci®® Or, des études par microscopie électronftfumontrent que la longueur des XGs
peut atteindre 700 nm. Il est donc envisageablel@pslymérisation des XGs se poursuive
hors de I'appareil de Golgi, potentiellement grace Xxyloglucaneendoetransglycosylases
(XETs) présentes dans la paroi primaire des ceslluégétales et responsables de sa grande
plasticité (voir, 8 « Métabolisme des XGs et expamsellulaire » ci-dessous). Parvenus dans
la paroi, les XGs pourront ainsi interagir avecra@srofibrilles de cellulose. Ce processus a
lieu majoritairement au niveau des sites de syethéda cellulos&;**influencant, de ce fait,
I'organisation des microfibrilles.

Le réseau XG-cellulose, indispensable au maintiedadparoi primaire des cellules
végetales, est ainsi créé, puis, par associatien s autres réseaux pariétaux, la structure

complete de la paroi primaire est élaborée.

Réle et métabolisme des XGs dans la paroi

Role des XGs au sein des plantes

Les XGs ont plusieurs roles au sein des végétdsnpeuvent servir de substance de
réserve et sont, dans ce cas, présents dans ireggdes plantes et non fucosylés. C’est par
exemple le cas des XGs d@marindus indica(tamarin)' Ils sont mobilisés pendant la
germination comme réserve d’énergie, avant que jesnes plants ne soient

photosynthétiquement autosuffisants.
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Certains oligosaccharides peuvent, a trés faibtegeantrations, exercer des effets
signalétigues dans les cellules végétales. De wigosaccharides sont appelés
« oligosaccharines ». Le xylogluco-oligosacchaXadG, par exemple, a une concentration
d’environ 10° M, inhibe I'élongation des segments de tiges dis paluite par I'auxine de
synthése 2,4-D (acide 2,4-dichlorophénoxyacétiqimymone qui, a l'état naturel, est
responsable de la croissance cellulfird. a aussi été démontré que la plus petite entité
possédant cette activité est le trisaccharide @sdy-lactose]L-fucopyranosyle-(1->2-D-
galactopyranosyp-(1->4)-D-glucose], issu du lait humain, qui présente unhafrement
saccharidique, FueGal, identique & celui présent dans le XXEG.

Enfin, les XGs ont un role structural majeur dassplantes et en particulier au sein de
la paroi primaire des cellules, grace au réseailsqgidrment avec la cellulose. L’activité
d’enzymes telles que les fucosyltransférdéesi des xylosyltransférasés® a été démontrée
comme étant plus importante dans les tissus essanoce que dans les tissus matures. Ceci
illustre le rdle structural des XGs dans la pandmpire, paroi qui assure le maintien de la
cellule au cours de sa croissance, grace a l'admrxyloglucaneendectransglycosylases
(XETs). Le métabolisme des XGs dans ce cadre ¢aitldéau paragraphe suivant.

Métabolisme des XGs et expansion cellulaire

La paroi primaire des cellules végétales contr@evitesse et la direction de
'expansion cellulaire permettant la conservatian ldur intégrité mécanique, malgré les
variations importantes de taille subies par ledulesd au cours de leur croissance. Le
mécanisme d’extension de la paroi doit donc im@iggimultanément un relachement et une
restructuration de la paroi, ainsi que I'incorpmatde nouveau matériel. Le métabolisme des
XGs au sein de la paroi primaire serait stimuléyapH acide ou par la présence de I'acide
indolacétique (IAAY’ Les expansine&® participent & ce processus de modification de la
paroi, en intervenant au niveau des liaisons dageXGs et la cellulose. La nature exacte du
processus de modification de la paroi en miliedeeist cependant encore inconnue.

Le réseau XGs-cellulose, structure portante de deoipprimaire, subit d’autres
modifications de nature enzymatique, notammentigaendo- et exo- glycoside-hydrolases
(Figure 17).
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Figure 17 : Glycoside-hydrolases agissant sur lesG¢

Une autre classe d’enzymes, appartenant a laléaf6l des glycoside-hydrolases et
intervenant dans le métabolisme des XGs, a étételénr début des années 93° il s’agit
des xyloglucanendotranglycosylases (XET), capables d’assurer lesteah d’'un fragment
xyloglucosidique sur une autre molécule de XG. éaction générale de transglycosylation,

assurée par des XETs, est représentée Figure 18.

Q3000 - -

Xyloglucane donneur Xyloglucane accepteur

XET

Q303033 o+ QDD

Produit de transglycosylation XGO partant

Figure 18 : Réaction de transglycosylation catalge par les XETs

O représente les motifs de répétition des xyloglusateestructure de base tétraglucosidique (XXXG, 1&l.X
XXLG, XLLG, ...)

Récemment, des étudesvitro ont permis de préciser le mécanisme d’action de ce
XETs. En effet, la synthése par voie chimio-enzyguest de XGOs, de structure contrblée et
comportant uniquement des ramifications xylosidgfea permis de déterminer les sites

préférentiels de reconnaissance de la XET16Rafulus tremula x tremuloidé$
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L’action de ces différentes enzymes permet de gjarbarganisation de la paroi

primaire et donc par conséquent le maintien deggrité de la cellule.

2.3.0rganisation de la paroi primaire

La paroi primaire est donc composée de nombrewnprkes présentant a la fois des
similitudes structurales mais également des difiégs radicales leur permettant d’assurer a la
fois rigidité et flexibilité de la paroi. Ces pol@res sont associés en trois réseaux principaux
qui sont étroitement liés : le réseau cellulose4ibélmlose, imbriqué dans le réseau pectines-
polysaccharides, auquel s’ajoute un troisieme résedependant constitué de protéines de

structure. Plusieurs modéles ont été établis péarie ces assemblages.

2.3.1.Evolution du modeéle de la paroi primaire des cellids végétales

Les différents composés présents dans la paroiapgntes cellules végétales sont
associés les uns aux autres de facon a formersemdate a la fois suffisamment rigide pour
assurer le maintien de la cellule, mais égalemesdutable et plastique pour permettre son
développement.

Des 1973, Keegstrat al. ont proposé un modéle au sein duquel les différent
constituants de la paroi primaire sont associéslparliaisons covalentes et par des liaisons
hydrogéne entre la cellulose et les X&d.a diminution de la force de ces liaisons en emili
acide permettrait alors le glissement des micritisr de cellulose, conduisant ainsi la
croissance de la cellule. Cependant, le renforcees liaisons hydrogéne en milieu acide,
observé par Valent et Albershelfiremet en question ce modéle.

Grace a des études par microscopie électroniquie mésolution et a des techniques
d’extraction séquentielle de certains polysacclearigariétaux, un nouveau modéle a été
proposé par McCanet al.en 19907 dans lequel le réseau XGs-cellulose est inclus dae
matrice pectique. Carpita et Gibedtitont complété ce modéle en considérant un troisiéme

réseau constitué de protéines structurales (Fib@ire
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Figure 19 : Modeéle de la paroi primaire des cellule végétales de Type '

Plus récemment, I'étude par spectroscopie RMN didesd®C de parois de haricot
mungo ¥igna radiatal..) a permis & Booteat al. "® de déterminer la présence de différents
domaines de mobilité des XGs, suggérant deux popntade XGs au sein du réseau. Une
fraction rigide, présente en faible quantité sezainposée des XGs adsorbés a la surface des
microfibrilles de cellulose, alors qu'une secondaction moins rigide, plus importante en
quantité, représenterait les XGs situés entre legofibrilles (pont, queue ...) ou en
interaction avec d’autres polyméres pariétaux. Geservations laissent supposer que la
guantité de XGs directement liés a la surface deelmlose est plus faible que ce qui été

supposé jusqu’a présent (Figure 20).
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Figure 20 : Représentation schématique des paroisimaires de haricot mungo {igna radiatif L.) "

La quantité de XGs liés directement a la cellulesiefortement diminuée dans le modele de BooteDj@ar
rapport a I'ancien (A, B) favorisant les pontag&s() et les interactions avec les autres polysaicdas
pariétaux (B, D)

Malgré ces légeres améliorations, le modele mé#ieaux de Carpita et Gibeaut reste
cependant le plus accepté actuellement pour ddariparoi primaire des cellules végétales.
Chacun de ces réseaux se formerait de facon indaptndes autres. Leur structure sera
détaillée par la suite a I'exception de celle dmé&drice protéique qui ne semble pas intervenir
directement dans les interactions XGs-cellulosgstate ce travail.

2.3.2.Le réseau pectique

Les pectines sont des éléments déterminants dardéa @n raison de leur capacité a
former des gels. En effet, les parties non esé&sfides chaines d’HGA sont capables de se
réticuler grace a des interactions ioniques aveddes C&' et de constituer des zones de
jonction. Ces liaisons ioniques sont coopératiiedomnent lieu a une structure gélifiee de

type « boite & ceufs ». Cette structuration ess ampable de réguler la porosité de la pdroi.
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Les pectines sont également associées entre e#ledes liaisons covalentésLa
présence de liaisons covalentes entre les chadtésles d’arabinane et de galactane par
l'intermédiaire de diméres d’acide férulique aéeéemment démontrée par Raeal.’

Outre les liaisons pectines-pectines, les liaigoertines-cellulose ont été étudiéds,
via l'utilisation de systemes modéles. Cette étuttentre une forte affinité des chaines
latérales constitutives des pectines pour la askil contrairement a leur chaine principale.
Ceci rend compte d’'une interpénétration des diffésragéseaux, dont la forte cohésion est

indispensable a la structuration de la paroi.

2.3.3.Le réseau XGs-cellulose

C’est le réseau le plus important d’un point de stractural. En effet, comme cela a
déja été mentionné précédemment, c’est ce résdaasgure la résistance de la paroi a la
pression osmotique tout en permettant I'expans@lalaire grace a sa flexibilité.

Les XGs sont liés a la cellulose par des liaismrsaovalentes, souvent restreintes aux
seules liaisons hydrogéfitCependant, la nature précise de ces interactiess pas encore
connue. La structure du réseau, obtenu apres esecydles XGs et association avec les
microfibrilles, suggére qu'’il existe trois domainggoglucosidiques en fonction de leur force
d’interaction®* Ces trois domaines moléculaires ont été identjfisextraction séquentielle

de parois cellulaires de tiges de pois étioleeguiiei 21).

30



CHAPITRE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Xyloglucanes

_ / Cellulose : chaines de coeur
/ Cellulose : chaines de surface

(%]

Figure 21 : Réseau xyloglucanes-cellulose de la paprimaire des cellules végétale¥

e un premier domaine est composé des XGs qui ne pamtdirectement en
interaction avec la cellulose tel que les ponts, Beucles ou encore les queues. lls sont
facilement extractibles par utilisation d’une xylacaneendceglucanase (XEG)

» une seconde partie des XGs est constituée des Xé&&sauinent en interaction a
la surface de la cellulose. Elle peut étre extraitec une solution alcaline concentrée (KOH
24 %), postérieurement au traitement par la XEG.

* le troisieme domaine de XGs, présent au sein garai primaire pourrait étre
situé au coeur des microfibrilles de cellulose. K€s ne peuvent étre extraits de la paroi ni
par l'utilisation d’'une XEG ni en solution alcalimeais uniqguement a l'aide de cellulases qui
dégraderaient en méme temps les microfibrilles.

L’existence de ce dernier domaine de XGs n’est meéget pas totalement certaine car
il est possible que leur présence soit un artdf@cu traitement a la soude concentrée qui
pourrait entrainer une mercerisation de la celkll@s I'encapsulation de certains XGs
nécessitant par la suite I'utilisation d’'une cedké pour leur extraction.
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La présence de ces différents domaines laisse ri@assupposer que les mécanismes

d’interaction présentent une certaine variabilitédanction de la nature des XGs étudiés.

Les mécanismes d’interaction, de méme que leedestinfluencant la capacité
d’adsorption des XGs sur la cellulose, ne sontgeas jour clairement identifiés. Cela étant,
les différentes approches que sont les étudesvo, in vitro et in silico ont d’'ores et déja

permis d’apporter certaines informations.

3. Etudes in vivo, in vitro, in silico des interactions XGs-cellulose :

trois approches complémentaires

3.1.Les approchesn vivo

Lors des étudem vivo, le réseau XGs-cellulose est étudié au sein ménmla garoi
des cellules végétales.

Il peut s’agir d’'observations directes de la paooi de complexes XGs-cellulose
extraits de celle-ci. Trois techniques de microseamt principalement été utilisées pour
visualiser des complexes XGs-cellulose, issus deiparimaires de pois : observation par
microscopie électronique, marquagdeJfL-fucose et utilisation de la microscopie optique de
fluorescence au moyen d’une lectine-fucose fluorescente. Ces observations ont pereis d
déterminer la présence de XGs & la surface et ézrenicrofibrilles de cellulos€. Ceci

pourrait correspondre aux deux premiers domairesifiés par Paulgt al.®

Parallelement aux observations directes de la pdmitention de mutants et
I'observation de leurs éventuelles différences dénptype, par rapport au type sauvage, a
permis d’apporter plusieurs renseignements suatgsurs influencant la formation du réseau
XGs-cellulose.

Le r6le des résidus fucosyle dans linteractiortéaparticulierement étudié mais les
résultats obtenus sont contradictoires. Une approgénétique par criblage de plants
d’Arabidopsis thaliananutés, dans le but de modifier leur compositiolygaccharidique, a
permis de sélectionner des mutants présentant am@asition de certains polysaccharides

différente de celle du type sauvage. La mutatianl d’Arabidopsis thalianaconduit a une
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diminution de la quantité de résidus fucosyle atrdodes plantes présentant un phénotype
nain et des parois cellulaires fragilisé&é®arallélement, dans le mutantr2, I'activité de la
fucosyltransférase spécifique des XGs (AtFUT1) également affecté& et malgré la
diminution de la fucosylation exclusivement sur ¥gSs, les plantes mutantes ne présentent
pas de différence dans leur croissance ou danglssiologie. La paroi primaire des cellules
ne montre par ailleurs pas d’affaiblissement. Saitges travaux, deux hypothéses sont alors
envisageables. Tout d’'abord, la mutatiorl affecte tous les polysaccharides pariétaux
contrairement anur2 qui est décrite comme spécifique des XGs. Il EBsgossible que les
résidus fucosyle présents sur les polysaccharideg@taux autres que les XGs soient
responsables de l'altération de la croissance wvbselCependant, outre les XGs, seules les
glycoprotéines et les pectines contiennent, enfaiédes quantités, des résidus fucosyle, ce
qui peut compromettre cette hypothése. En effsgrnitble peu probable que ces résidus soient
indispensables a la structuration de la paroi. deexieme hypothése peut alors étre
envisagée, selon laquelle la mutatiomur2 n’aurait pour conséquence qu’'une faible
diminution de l'activité fucosyltransférase insgfinte pour altérer la croissance de la plante
alors que la mutatiomurl entraine I'absence totale de résidus fucosyle.dbesrvations ne
permettent donc pas d’apporter une réponse dé&gngiir I'importance des résidus fucosyle.
Par ailleurs, les travaux de Zablackis al®® laissent entendre que ces résidus seraient
remplacés par des résidus galactosyle, ce quiriéhast I'importance de la longueur des
chaines latérales, indépendamment de la natureadebarides impliqués.

L'importance des résidus galactosyle a égalemerditfguobservée par cette approche
génétique. Des plantsAfabidopsis thalianaissus du mutanhur3 qui possede une activité
galactosyltransférase spécifique des XGs alténéeéte étudiéd’ Les XGs présents au sein
de ce mutant ne contiennent plus de chaines fueatgaylées. Les motifs XLFG sont
absents au profit des motifs XLXG. Le phénotype @ui résulte ne présente pas de
différences significatives, ce qui tend a prouvee t¢ degré de galactosylation des XGs n’est
pas un facteur d’importance pour la croissance mlastes. Pourtant, le mutamébl-1
d’Arabidopsis thalianadont le phénotype est caractérisé par une dimmule I'allongement
des racines, présente également une déficiencavit@galactosyltransférase au niveau des
XGs8 L'étude de ce mutant semble quant & lui révélee imfluence du degré de

galactosylation sur la croissance des cellulesed®ios tissus.
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L’étude in vivo des parois cellulaires est donc un moyen efficdemalyser les
phénomenes tels qu’ils se passent réellement aulsela plante. En effet, I'observation des
modifications induites par les différentes mutasiae fait directement dans le milieu naturel
d’existence du réseau XGs-cellulose c’est-a-dire temant compte de tous les autres

parameétres pouvant influencer sa construction.

L’analyse microscopique et I'approche génétiquemattent d’accéder a différentes
données, morphologie et localisation chimique pargmage en microscopie, altérations de
structure primaire en génétique et c’est la raigour laguelle les deux approches sont trés
souvent couplées. La sélection d'un mutant préséntine modification d’'un caractere
supposé d’'importance pour la construction de laipaomme I'activité fucosyltransférase, et
'analyse du phénotype associé, comme par exerigitiération de la croissance de la plante,
permet ensuite de déterminer l'influence du paranéhodifié, tout ceci se faisant
directement dans la plante. Malgré ces avantagesniestables, I'obtention de mutants
présentant une délétion ou une surexpression d’un seul caractére est loin d’étre triviale,
en particulier la mutation spécifique de glycosyisférases. De plus, certains paramétres,
comme la taille des XGs, sont inaccessibles partelte approche. Par ailleurs, et c’est la
I'inconvénient majeur de cette approche, les caméces d’'une mutation sur des caracteres,
autres que celui attendu, peuvent étre importam&s sont souvent mal maitrisées voire
inconnues. Il est par exemple envisageable quelpauutantmur2, un autre polysaccharide,
ou une autre modification sur les XGs, permettéasdirer les fonctions des XGs natifs,
rendant ainsi les conséquences de la mutationiliegssur le phénotype.

Afin de s’affranchir des contraintes et des compésxliees a I'analysen vivo, les
interactions XGs-cellulose ont été souvent étudééaide de systemes modeles de la paroi
primaire des cellules végétales.

3.2.Quelles avancées grace aux approchisvitro ?

Plusieurs modéles ont été développés pour permetgettude des interactions XGs-
cellulose dans des conditions mieux contréléessmotent en ce qui concerne la nature des
especes en présence et la caractérisation desatshsilisés. La construction de ces modeéles

in vitro peut se faire de deux facons : mise en préserseelex polysaccharides pariétaux
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(XGs et cellulose) a étudier ou formation d’'un casipe XGs-cellulose par culture de

cellulose bactérienne en présence de XGs.

3.2.1.Assemblages XGs-cellulose

Le simple mélange de XGs et de cellulose préaladérsynthétisés et présentant des
caractéristiques de structure ou de compositioféreifites, constitue un moyen simple de

déterminer I'affinité de ces deux composes.

L’'assemblage de xylogluco-oligosaccharides (XG@s) tailles variables et de
différents types de cellulos€ a permis de proposer une longueur minimale dulstiee
glucosidique des XGOs pour observer des interagtiom comparaison de dérivés glucitol de
XGOs, comportant de 3 a 12 résidus glucosyle sur thaine principale, obtenus par
hydrolyse partielle et dégalactosylation de XGgatwearin, montre que le motif GXXXGol
est le motif minimal donnant lieu a des interacigque ce soit avec la cellulose amorphe, la
cellulose microcristalline ou bien la cellulosefidige de papier. Par ailleurs, il existerait une
taille optimale pour laquelle I'affinité est la gluélevée. En effet, suite a I'étude de
'adsorption de XGs de tamarin partiellement hygsék sur de la cellulose microcristalline
Avicel,”® I'adsorption maximale est obtenue pour les XGOsmartant de 20 & 44 résidus
glucosyle sur la chaine principale. Ceci va néanmail’encontre des travaux de Hayashi
al. °* qui relatent une adsorption croissante des XGO®gumharin non dégalactosylés sur la
cellulose amorphe, en fonction du degré de polysaédn (DP), pour des XGOs comportant
64 & 3000 résidus glucosyle sur leur chaine prabeip

L’influence du degré de substitution des XGs a @&gaint éte analysée par des études
in vitro.

L’adsorption de XGs d&amarindus indicaet deHymenaea courbarisur la cellulose
microcristalline Avicel, suivie de la déterminatides XGOs constitutifs des XGs adsorbés
ont permis a Limat al. ®* de montrer que le degré de galactosylation ebkitipn de ces
résidus ont une influence sur la capacité d’adsmpEn effet, les XGs de tamarin adsorbés
contiennent plus de motifs XXXG et XLXG mais moiths motifs XXLG et XLLG que les

XGs natifs. Ceci est en accord avec I'hypothés¥idekenet al,® selon laquelle la présence
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de résidus galactosyle serait un obstacle a latradioé des XGOs, dans les pores les plus
petits de la cellulose.

L’influence des résidus fucosyle serait, quant la, drés variable en fonction de
I'origine du substrat cellulosiqué.En effet, I'influence favorable d’une telle sulstion,
constatée par I'adsorption de XGsRigbus fruticosusatifs et défucosylés sur de la cellulose
commerciale 2700, apparait notablement plus fadskede I'adsorption, de ces mémes XGs,

sur de la cellulose issue de paroi de celluleRulaus fruticosus

Plusieurs autres travaux relatent une variabilgél’ddsorption des XGs de pois en
fonction du type de cellulose considéré. Ainsi, ¥§5s de pois, comme ceux de tamarin,
présentent une meilleure affinité pour la celluloamorphe que pour la cellulose
microcristalline de type Avicél: Les linters de cotor’® ou les fibres de cellulos&
conduisent & une adsorption moindre. Par aillé¢@dsorption de XGOs sur de la cellulose de
papier filtre est plus faible que sur la cellulas®orphe mais plus importante que sur la
cellulose microcristallind® Toutes ces conclusions sont en accord avec lemuxade
Hayashi®® qui relient la dépendance de 'adsorption & ldaser spécifique de la cellulose et
donc au diamétre des fibres. Plus ce dernier digiplus la surface spécifique de cellulose
augmente et plus la capacité d’adsorption de XGzoie sur ces différents types de cellulose
(cellulose de pois, d&alonia fibres de coton et cellulose Atetobacter xylinup est

importante.

Outre l'influence des caractéristiques des sulssttatnature propre des interactions a
aussi été étudiée. L’influence modérée du pH, pegrvaleurs comprises entre 2 et 7, sur les
interactions entre des fragments de XGs et dellalase de papier filtré* mais également
sur les interaction entre XGs et cellulose de pbimnfirme I'existence de liaisons hydrogéne
entre les XGs et la cellulose. Des travaux postési€®? qui rapportent une influence, certes
faible mais existante, du pH sur les interactioesildent contredire ces hypothéses. Cette
influence du pH a cependant été attribuée a laepoes d'impuretés que contiennent les
celluloses commerciales, comme les acides uroniqplas qu’a la nature des liaisons non

covalentes.

Enfin, l'utilisation d’assemblages ternair@$ a permis de mettre en évidence la
spécificité et le caractére non compétitif des raons XGs-cellulose. La présence

d’arabinogalactanes, de pectines owBegucanes non liés par des liaisghgl,4) n'affecte
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pas la capacité d’interactions des XGs. Par aslelaffinité des polysaccharides constitués
de p-1,4-glucanes, autre que les X®Bdaisse supposer un mécanisme d’interaction basé su

leur complémentarité de structure.

Les étudesin vitro d’assemblages XGs-cellulose ont donc permis dappales
informations pertinentes sur la nature des intevastXGs-cellulose présentes au sein des
parois végétales. Mais ces systemes sont parfeez adoignés des complexes présents dans
la paroi des cellules végétales. Pour mieux prerdreompte les mécanismes d'interaction
présents lors de la biosynthese, une deuxieme d/étedein vitro a été développée, par

formation de composites XGs-cellulose a partir detéries.

3.2.2.0btention de composites XGs-cellulose

Dans la paroi des cellules végétales, les XGs sgmposés interagir avec la cellulose
au niveau de son site de biosyntheése, apres a¢osyathétisés eux méme dans lI'appareil de
Golgi et transportés via des vésicules de sécréRan analogie a cette obtention du réseau
XGs-cellulosein vivo, la préparation et I'analyse de composites, pantajle XGs dans le
milieu de culture de cellulose bactérienne, alfalijet de plusieurs études. Par rapport a la
constitution d’assemblages décrite préecédemmantéiét de cette approche est d’étre plus
en adéquation avec ce qui peut se produire daplaée, tout en connaissant précisément la
nature du polysaccharide utilisé, contrairement miéthodes de déconstruction séquentielle
des réseaux existants dans la paroi. En revarghimitation de ces systéemes modeles est liée
aux difféerences de conditions de biosynthese aellalose bactérienne et de celle s’opérant

in planta

La quantité de XGs incorporée lors de la productiercellulose en présence de XGs
de tamarin (38 % w/w) est comparable a celle ptésdans le réseau XGs-cellulose de la
paroi primaire. De méme, il semblerait qu’en présede XGs, la cellulose bactérienne ait
une organisation moléculaire comparable a celle dellulose pariétal® Les XGs induisent
une diminution de la cristallinité de la cellulogs perturbant, par leur intercalation, I'auto-
association des chaines cellulosigifesa modification de I'organisation cristalline da |

cellulose ainsi que la diminution de la taille dieses ont également été rapportées.
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L’observation de ces composites par microscopieoatré que la proportion de XGs
contenue dans les ponts reliant différentes mioridis est nettement plus faible que celle
des XGs alignés avec la cellulc€eCe travail rapporte également des résultats obteau
analyse RMN du solid&C, montrant qu’une fraction rigide de XGs constiaie80 % des
XGs adsorbés. Ceci tend a prouver que 80 % dess¥@tsréellement en interaction avec la
cellulose. Ces proportions ont aussi été déterraip&e extraction enzymatique a partir des
composites’ La différence notoire entre ces proportions eleselléterminées par extraction
séquentielle (§ 2.3.3} de la paroi primaire, pourrait étre due & la masskire des XGs de
tamarin utilisés dans ces composites, qui est plysortante que celles des composés
pariétaux, ou a la plus grande accessibilité des XGa la xyloglucanendoglucanase
utilisée pour I'extraction du deuxieme domaine.

Des analyses de composites XGs-cellulose par sgeopie infra-rouge (IR)
dynamique en deux dimensioffsont permis d’observer également une forte proporte
XGs étroitement liés a la cellulose. En effet, desix polymeres effectuent, suite a une
stimulation, des déplacements simultanés. Ces métndses semblent confirmer la présence
de liaisons hydrogene comme liaisons prépondérantsgin du réseau.

Enfin, I'étude de composites gluco-/galactomannaeéislose montre une diminution
du taux d’incorporation engendrée par une augmentatle la quantité de résidus
galactosyl€® Ceci peut étre rapproché, toute proportion gardéela diminution d’affinité
des XGs pour la cellulose par augmentation du tdex galactosylation, mentionnée

précédemment (§ 3.2.1).

En complément des approchesivo etin vitro étudiant principalement I'influence de
la nature des XGs et de la cellulose sur leurgant®mns, des analyses silico ont été
effectuées afin d’apporter des informations d’ordomformationnel et énergétique sur ces

mécanismes d’interaction.
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3.3.Les étudesin silico: des informations conformationnelles et

énergeétiques

Des études par dynamique moléculaire sur des X@@gesent que, pour se lier a la
cellulose, les XGs peuvent modifier leur conformati« vrillée » pour adopter une

conformation en « ruban plat® (Figure 22).

Conformation « vrillée » Conformation « ruban plat »

Figure 22 : Conformations « vrillée » et « ruban @t » des XGs

La conformation « vrillée » serait celle des XGstp'ils sont en solution, qui serait ensuite médifen
conformation « ruban plat » lors des interactiorexda cellulose

Dans cette conformation, toutes les chaines la®sant disposées d'un méme coté de
I'axe glucosidique principal et la surface expodéaguban est complémentaire de celle de la
cellulose.

Les différents résultats obtenus par modélisatietéoulaire concernant l'importance
du rodle, direct ou indirect, des chaines latérales xyloglucanes, au niveau de ses
interactions avec la cellulose, sont contradictitea présence de résidus fucosyle et donc
nécessairement de chaines latérales trisacchaegliga été, dans un premier temps,
démontrée comme un facteur favorisant la confoonati ruban plat » des XGs et donc
facilitant leurs interactions avec la celluld$&.Cependant, des études plus récerfés
montrent par minimisation enthalpique que les tr¥60s : XXXG, XXLG, XXFG
interagissent avec la cellulose et que la capdditéeraction est sensiblement défavorisée par
accroissement de la longueur de la chaine latéradrairement aux conclusions précédentes.
Par ailleurs, il semblerait que I'orientation declaaine principale du XGO par rapport a la
chaine de cellulose n'ait pas d’influence, ce gmettrait en question la localisation des
interactions au niveau des résidus glucosidiques.

Les analysesin silico permettent donc d'obtenir des informations de matu

conformationnelle mais également des données doérergétique sur les interactions.
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Cependant, les hypothéses nécessaires a de tklss éexcluent nécessairement certains

parametres d’influence comme la présence de sobtah¢xistence d’entropie de réaction.

L'utilisation conjointe de ces trois approchas,vivo, in vitro, in silico, a permis
d'acquérir un certain nombre de connaissances tanges sur la structure et les interactions
du réseau XGs-cellulose présent dans la paroi perdas cellules végétales. Cependant, bien
des aspects sont encore controversés et notamladongueur minimale nécessaire pour
observer des interactions et I'influence des clalatrales, tant au niveau de leur nature que
de leur répartition. La construction de XGOs mosiéfmssédant une structure contrlée en
taille et des chaines latérales de nature et dartiépn bien déterminées, peut étre
intéressante dans ce cadre. La préparation dedelposés n'est pas envisageable par des
voies de synthése saccharidique classiques car heasses molaires sont trop importantes.
Par ailleurs, I'obtention de XGOs a partir de X@s pydrolyse enzymatique contrdlée donne
lieu a des fractions de XGOs pour lesquelles le brenet la répartition des ramifications ne
peuvent étre déterminés avec précision. Il est doécessaire de disposer dun outil
permettant d’envisager la synthése XGOs, pour kdsqle nombre et la position des

ramifications seraient déterminés.

4. Les glycosynthases : un outil précieux pour les élesin vitro

4.1.Les B-D-glycoside-hydrolases natives

Ces enzymes catalysent des réactions enzymatigqueés-tzasiques mettant en jeu
deux acides aminé&® un de type acido-basique, exercant son rdle dealorde proton, le
second de type nucléophile-base. Ces deux acidegsusont, le plus souvent, des aspartates
et/ou des glutamatéd! Les p-p-glycoside-hydrolases agissent, soit par un méganide
rétention de configuration, libérant un produit dianconfiguration du carbone anomere est la
méme que celle du substrat, soit par un mécanidmestsion de configuration en libérant un
oligosaccharide de configuration anomérique opp@séelle du substraf®> Le mécanisme
impliqué peut étre facilement identifié par RMN phaton, a partir du signal relatif au H-1 de
I'extrémité réductrice d’'un oligosaccharide de ¢gmfation identique, ou opposée, a celle du

substrat.
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4.1.1.Enzymes agissant avec inversion de configuration

Le mécanisme d'hydrolyse avec inversion de cordigum se déroule en une seule
étape (Figure 23). L'atome d'oxygene interglycagidiest protoné par le résidu acide/base et
le départ de l'aglycone s'accompagne de l'attatures dnolécule d'eau activée par la base.
Cette substitution, dont le mécanisme peut s'apparea une substitution nucléophile du
deuxieme ordre, conduit donc a la formation d’uodpiit de configuration opposée a celle du

substrat initial.

H\ O OH

Figure 23 : Mécanisme d’'unep-D-glycoside-hydrolase agissant avec inversion de dauration

Les acides aminés impliqués dans ce mécanismerdd@tre distants de 1 nm afin que
le substrat et une molécule d'eau puissent s’iatercsimultanément entre ces deux

groupements catalytiques.

4.1.2.Enzymes agissant avec rétention de configuration

Ce mécanisme met en jeu deux inversions de coafignrsuccessives et passe par un
intermédiaire réactionnel de type glycosyl-enzyme.

La premiere étape consiste en la protonation deydiéene interglycosidique par le
résidu acide/base, en concertation avec le démaitaglycone assisté par le nucléophile,
conduisant & l'intermédiaire covalent glycosyl-emey'®® (Figure 24). Dans une seconde
étape, il peut alors ce produire deux types detigrasur I'intermédiaire covalent : soit il est
hydrolysé par une molécule d’eau, soit il subit ud&ction de transglycosylation par attaque
d’'une molécule hydroxylée qui peut étre un acceptaacharidique et générer dans ce cas la

formation d’'un nouvel oligosaccharide.
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Figure 24 : Mécanisme d’'uneB-D-glycoside-hydrolase agissant avec rétention de daguration

Cette réactivité peut étre utilisée a des finsydahese, cet aspect sera développé par
la suite (8 4.2).

Ce mécanisme se déroulant en deux étapes ne négqessia présence simultanée du
substrat et d’'une molécule d’eau (ou du saccha@epteur) entre les deux acides aminés
impliqués dans la réaction. Dans ce cas, la distantre eux n’est que de 0,55 nm.

4.1.3.Topologie des sites actifs

Indépendamment de leur mécanisme d’action, lesneezyprésentent des sites actifs
de topologie différente. Parmi la diversité de impents des protéines, trois catégories

principales de sites actifs peuvent étre distingd®dFigure 25).

Figure 25 : Trois topologies possibles pour les s# actifs des glycoside-hydrolases

(a) poche, (b) crevasse et (c) tunnel

* Poche : cette topologie est présente chezelesenzymes, hydrolysant les

oligo- et polysaccharides par I'extrémité non rédoe de la chaine et libérant un
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monosaccharide. Le fond de la poche accueille Us-sde donneur -1 et généralement 2 a 4

sous-sites acce pteurs.

» Crevasse : c’est une structure ouverte permetiaitdtion de plusieurs unités
saccharidiques. Elle est présente chezeledeglycoside-hydrolases, qui hydrolysent les
chaines saccharidiques de facon aléatoire. Leastte est généralement constitué de 2 a 4
sous-sites de part et d’autre du point d’hydrolyse.

e Tunnel: c'est une crevasse couverte par une osiephs boucles. Cette
structure est rencontrée chez les enzymes qui lygdrd les polysaccharides de facon
processive. Le site actif est généralement colgstitel 2 a 6 sous-sites de part et d'autre du

point catalytique.

4.2.Les glycosynthases

L'obtention d'oligosaccharides avec de bons rendemear synthése chimique
classique est difficile car elle nécessite de nembes étapes de protection et d'activation
sélectives des difféerents groupements hydroxylar parmer la liaison glycosidique. C’est la
raison pour laquelle il est intéressant d'envisager syntheses par une approche chimio-

enzymatique.

L'utilisation de glycoside-hydrolases pour I'obientde dérivés de disaccharidt$
ou en milieu hydro-organiqu&®'%® a, dans un premier temps, permis de synthétiser de
oligosaccharides de faible degré de polymérisafidR). En effet l'utilisation d'un milieu
aceétonitrile/tampon acétate permet de réduire k@pgntion dhydrolyse au profit de la
transglycosylation. Cependant, la synthése de érile degré de polymérisation plus élevé
(DP7...) reste difficile car I'oligosaccharide forraéune meilleure affinité pour I'enzyme que
le substrat et les produits de transglycosylatant gonc rapidement dégradés. Cette méthode
de synthése enzymatique d’oligosaccharides est timntée par I'activité hydrolytique de
'enzyme, qui entraine la dégradation des prodaitsés.

110
l,

En 1998, le concept de glycosynthase a été intrgduiMackenziet a suite a la

mise au point de mutant de glycoside-hydrolase Hactivité enzymatique avait été modulée
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par modification d’'un des acides aminés catalysqu& partir d’une glycoside-hydrolase
agissant avec rétention de configuration, l'acidaing nucléophile est remplace, par
mutagenese dirigée, par un résidu non nucléoptelgui inhibe alors la capacité d'hydrolyse
de l'enzyme mais permet de conserver son activétéransglycosylation. Les régio- et
stéréosélectivités de ces enzymes sont égalemasem@es. Les substrats utilisés doivent
néanmoins étre des dérivésfluorés afin de mimer lintermédiaire glycosylezgme
nécessaire a la transglycosylation. Le mécanismeedeylycosynthases est présenté Figure
26.

HO \H e HO
HO Q % HO Q .
HO O0—R' HMOR
HO
CHs

CH3

— —

Figure 26 : Mécanisme d'une glycosynthase

La premiére glycosynthase a été décrite par Madkenal,**°

il s'agit d'un mutant de
la B-glucosidase égrobacterium sp.Grace a l'obtention du mutant alanidd@ E358A),
l'activité d'hydrolyse est totalement inhibée etflagersiste I'activité de transglycosylation.

Par la suite, d'autres glycosynthases ont été obseeat caractérisées, en particulier la
glycosynthaseHiCel7B E197A: dérivée de la cellulase Cel7B déumicola insolens
Différents oligosaccharidéd**3notamment des oligosaccharides ramitiésint été obtenus
grace aux propriétés de synthése particulieremégrteissantes de ce mutant.

Par ailleurs, cette glycosynthase a également tdigéa pour préparer des XGOs a
partir de cellobiose et de I'heptasaccharide XXX¥@&ns le but d'étudier le mécanisme des

xyloglucaneendetranglycosylase§:’?

L'utilisation de glycosynthases, mutants de glydediydrolases, a été jusqu'a présent
appliguée et limitée presque exclusivement a unhbmemestreint de glycoside-hydrolases
hydrolysant les liaisons glycosidiqug® avec rétention de configuration. L’utilisation ckes
mutants permet I'obtention d'oligosaccharides plasilement que par une succession de

réactions de protection et de déprotection et pffisacement que l'utilisation d’enzymes
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natives. Elle requiert cependant l'utilisation dendeursa-fluorés, qu’il faut synthétiser

chimiquement.

4.3.Les a-fluorures de glycosyle : des donneurs pour les

glycosynthases

L'utilisation de glycosynthases comme outil de fgse d’oligosaccharides requiert
I'utilisation d'a-fluorures de glycosyle. En effet, ceux-ci présehtéintérét, outre le fait
d’étre de bons groupes partants, de mimer pardeaformation et de leur encombrement
stérique, lintermédiaire glycosyl-enzyme indispable a [I'attaque nucléophile de
I'oligosaccharide accepteur. Le mutant Cel7B E19# capable de condenser divers
substrats grace a l'utilisation de fluoruresglycosyle présentant des substitutions différentes
(Figure 27).

R' R? R®
F
R? RS
R OH OTHP H OH
RL (0] (|)-|o
HO 9 H OH OH
OH OH

OH H 1Sa-D-Xyl

Figure 27 : Utilisation de fluorures d'a-glycosyle comme substrats de la glycosynthasieCel7B E197A

pour synthése d'oligosaccharides liés e(1,4) > 1

5. Conclusion et objectifs

La paroi primaire des cellules végétales joue lmeéntral dans I'expansion cellulaire
en raison de son r6le de structure portante darai.fElle permet a la fois le maintien de la
morphologie de la cellule et son extension graneestructure multi-réseaux complexe. Les
assemblages de biopolymeéres correspondants ogtueti€s depuis de nombreuses années a
partir de systemes modéles divers, apportant chdesitonnaissances tant au niveau de leur
composition (XGs-cellulose ; XGs-pectines) que @eir | organisation au sein de cet

assemblage.
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Suite a ces travaux antérieurs sur les interacti@s-cellulose au sein de la paroi
primaire, certaines interrogations subsistent ‘suftdence d’'une part de la structure des XGs
et d’autre part de la morphologie de la celluldse effet, si les différents auteurs s’accordent
sur le fait que, pour des XGOs de faibles massadsdrption augmente avec la masse
moléculaire, I'existence d’'une masse optimale pianisorption n’est encore aujourd’hui
gu’une hypothése. Par ailleurs, le réle des sulastit est toujours soumis a controverse, qu'il
s’agisse des résidus galactosyle ou fucosyle. Elafirépartition des chaines latérales n’a pas
été étudiée et en particulier I'existence potelatide zone présentant des résidus glucosyle
non substitués. L’influence de la morphologie decHlulose, et plus particulierement
I'existence de surfaces préférentielles d’adsomptst €galement controversée.

Enfin, les caractéristiques thermodynamiques dentesactions n’ont été que tres peu
étudiées;* en raison de la difficulté de mise en ceuvre degyem® d’analyse permettant
d’accéder a de telles grandeurs, difficulté lidaaolubilité des constituants.

Afin de lever certaines de ces interrogations,atadesn vitro ont été effectuées. Ces
études présentent un intérét dans la mesure aireétent en ceuvre des moyens nouveaux,
tels que l'utilisation de glycosynthases ou la pwk d’obtenir des composites XGs-
cellulose de contraste isotopique variable, quivpatl s’avérer utiles pour I'étude des

interactions présentes au sein du réseau XGs-asdiydar RMN=C du solide.

Le chapitre suivant décrira I'obtention de XGOs steucture (taille et degré de
substitution) précisément définie, grace a I'udifisn de glycosynthases.

Puis, au cours du Chapitre 3, les capacités dantems de ces XGOs obtenus chimio-
enzymatiquement mais également de XGs natifs dfegydiverses, avec des celluloses de
caractéristiques variables seront étudiées grdadechnique de titration calorimétrique et a
la détermination d’isothermes d’adsorption. Enfiabtention de composites XGs-cellulose

de contraste isotopique variable permettra uneyaagdar RMN du solide.

46



Chapitre 2 :

Préeparation de substrats
xyloglucosidiques par hydrolyses et

syntheses chimio-enzymatiques






CHAPITRE 2 : PREPARATION DES SUBSTRATS XYLOGLUCOSIDIQUES

1. Introduction

D’aprés les travaux antérieurs, bien que de nombsystemes modeles aient été
etudiés, plusieurs conclusions sont encore aujburdontroversées.

Pour tenter de répondre a certaines questions ésmues, comme I'existence d'une
taille optimale favorisant les interactions, I'ingpale la nature des chaines latérales ou encore
linfluence de leur répartition, la préparation ¥&€0Os de structures variées et bien définies a
éte réalisée.

Deux approches ont été utilisées pour I'obtentiercds composés : les extractions et
les hydrolyses a partir de XGs natifs et la syrghésimio-enzymatique. Si cette derniere
présente I'avantage indiscutable d’aboutir a umectire totalement définie, elle ne permet
pas d’obtenir tous types de XGOs, en particuliexcge tailles relativement importantes, en
raison de contraintes expérimentales qui serontdéles ultérieurement. C’est pour cela qu'il
apparait nécessaire dans un premier temps de disp@3XGs et de XGOs issus d’extractions

et d’hydrolyses partielles de XGs natifs.

2. Extraction et hydrolyses de XGs d’origines diverses

Deux sources de XGs ont été utilisées pour ceausal.es XGs d®ubus fruticosus
largement étudiés au CERMAN présentant la particularité d'étre fucosylésestXGs de
réserve de graines deamarindus indicaqui, comme tous les XGs de réserve, ne sont pas
fucosylés. Ces derniers sont par ailleurs commexciet donc disponibles en quantité

importante.

2.1.Les XGs deRubus fruticosus

Les cultures de cellules d&ubus *°

permettent I'extraction de nombreux
polysaccharides pariétaux tels que les galactoglaomanes!’**®les arabinogalactané,

ou encore les XG¥? Ces derniers peuvent étre extraits & partir diemille culture ou bien
par extraction séquentielle des parois. Ceci a diomné lieu a deux lots de substrat : les

XGs de Rubus extra-cellulaires (XGec) et les XGs deRubus pariétaux (XGp). La
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composition des XGs dRubusvarie en fonction de la durée de cultiftdes cellules. Dans

le cas présent, ils ont été extraits a partir dleles de 24 jours de culture.

2.1.1.Les XGs deRubusextra-cellulaires (XGggc)

Lors de la culture de cellules #Rubus les XGs qui n'ont pas été fixés par la paroi
cellulaire sont excrétés vers le milieu de cult@ependant, ces composés sont en mélange
avec d’autres polysaccharides au sein du milietaedllulaire. Il a donc été nécessaire de
procéder a une extraction séquentielle de ceseiffé polysaccharides.

Dans un premier temps, aprés élimination des eslldeRubus les polysaccharides
acides, tels que les homogalacturonanes, ont étépfies au moyen d’une solution de sulfate

de cuivret?!

En effet, le CU' permet de complexer ces polysaccharides, les meradasi
insolubles. Puis, les XGs et les arabinogalactdA&ss) ont été co-précipités a I'éthanol et
séparés ensuite au moyen d’une résine échangearsierds. La capacité des AGs a se fixer
sur de telles résines a été observée par Aspiidles XGs peuvent ainsi étre récupérés par
simple élution a I'eau. Les AGs peuvent ensuite @&crochés de la résine, si nécessaire, par

modification de la force ionique du milieu.

2.1.2.Les XGs deRubuspariétaux (XGgp)

Parallelement a ces extractions a partir du milieu culture, les XGs peuvent
egalement étre extraits directement des paroietigles deRubus L’'obtention de ces XGs
est plus contraignante car elle nécessite I'extactséquentielle des différents
polysaccharides pariétaux, tout en sauvegardamtaximum la structure des XGs.

Dans un premier temps, les pectines sont isoléesc@aplexation a I'éthyléne-
diamine-tétraacétate de sodium (EDTA), utilisé psum puissant pouvoir chélatant, suivie de
plusieurs étapes d’extraction, notamment a lI'oealdammonium et d'un traitement au
borohydrure de sodium. Une faible proportion desibélluloses pariétales est solubilisée
lors de cette étape, mais la majeure partie des eSbnsuite extraite par une solution

alcaline 2,5 M.
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2.1.3.Caractérisations des XGgc et XGgrp

Suivant leur localisation et leur mode d’extractites XGs deRubusne possedent pas
les mémes caractéristiques. Le tableau présemtéssbus (Tableau 1) rassemble les données
caractéristiques des deux lots de XGs obtenus.alyaa des oses neutres permet de
déterminer la proportion de chacun des oses compdea XGs et la chromatographie
d’exclusion stérique d’analyser la masse molairgzanae et I'indice de polydispersité de la

fraction considérée.

Chromatographie

Dosage d'oses neutres , . .
d’exclusion stérique

Glc Xyl Gal Fuc M,, (g.mol™) Iy
XGrec 1,4 1,0 0,4 0,2 30.70 1,5
XGgrp 1,3 1,0 0,4 0,3 110.70 4,1

Tableau 1 : Composition en oses neutres et masselaie moyenne des X@gc et XGgp

Les XGrp ONt une masse molaire moyenne prés de quatreplagsimportante que
celle des XGec, mais l'indice de polydispersité de cette fractemt beaucoup plus élevé. Par
ailleurs, l'analyse d’oses neutres a permis deigoef une composition similaire pour ces
deux lots de XGs. Ainsi, entre ces deux lots de X&snasse molaire est la variable la plus
importante. En effet, bien que la répartition desines latérales ne soit pas déterminée, il est

probable que celle-ci ne soit pas tres difféerenteseces deux lots de XGs de méme origine.
Une autre variable est le degré d’acétylation. Ailgs XGgec sont acétylés,

contrairement aux X obtenus, comme le montre la présence de signaagtéastiques a

174 ppm ainsi qu'a 21 ppm en analyse RM® (Figure 28).
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Figure 28 : RMN **C des XGs deRubusextra-cellulaires (XGgec)

Les signaux a 174 ppm et 21 ppm sont respectiveoaeattéristiques des carbor@3 etCH; des groupements
acétate

Le fait que seuls les X{c sont acétylés n'est pas la conséquence d'une
caractéristique intrinseque de ce type de XGs, mstidié au mode d’extraction a partir du
milieu de culture par des méthodes n’'impliqguant pas désacétylation, contrairement a

I'extraction a la soude des X&

La masse molaire est donc la principale différetheestructure entre ces deux lots de
XGs. Ceux-ci présentent néanmoins deux autres garesnvariables, la proportion de résidus
glucosyle substitués ainsi que le degré dacépmatiAfin d’évaluer l'influence des
groupements acétate sur la capacité d’adsorptisnXdes indépendamment de toute autre

variable structurale une partie desptoa été désacétylée.

2.1.4.Désacétylation des XGs dRubus

Le seul résidu saccharidique pouvant étre acégués tbs XGs d®ubusest le résidu
galactosyle. Le site principal d’acétylation est@e6, bien que les carbones C-3 et C-4
puissent également porter des groupements aceifite.de déterminer linfluence de
l'acétylation sur les interactions XGs-celluloses IXGrec Ont été désacétylés en milieu
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alcalin. La désacétylation a été contrélée paryaeaRMN par la disparition des signaux a

174 et 21 ppm (Figure 29).
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Figure 29 : Spectre RMN™C des XGyec aprés désacétylation

Suite a la désacétylation, il est par ailleurs ssage de vérifier I'absence de

modification, relative a la composition en osestre=uou la polydispersité (Tableau 2).

Dosage d’'oses neutres
M., (g.mor?) I
Glc Xyl Gal Fuc
XGRec dgés 2,5 1,0 0,5 0,1 20.70 1,2
XGRrec 14 1,0 0,4 0,2 30.70 15

Tableau 2 : Dosage d’'oses neutres et déterminatiales masses molaires par chromatographie d’exclusion
stérique des XGec avant et aprés désacétylation

Il semble que le traitement a la soude utilisé ldesla désacétylation ait altéré la
structure des XGs. En effet, la masse molaire oéteée par chromatographie d’exclusion
stérique est plus faible aprés désacétylation eprtportion de résidus glucosyle non
substitués est plus importante. Ces différencestrdeture ont été prises en compte lors des

études d'’interaction impliquant ces XGs avant eéapésacétylation.

Les méthodes d’extraction utilisées a partir deuces de cellules deubusont donc

permis d’obtenir des XGs naturels présentant deacté&istiques différentes, concernant la
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masse molaire, la composition en oses neutres @ilesie degré d’acétylation. Cependant, de
nombreuses caractéristiques structurales varierforection de I'origine des XGs utilisés.
Hormis la nature et la composition des chainesrdk®, la taille des XGs n’est pas
reproductible entre les XGs d’origines différentdfin d’étudier spécifiquement I'influence
de la taille, la préparation de xylogluco-oligodzanides (XGOs) de degrés de polymérisation

variables peut étre effectuée par hydrolyse p&etéepartir de XGs de graines de tamarin.

2.2. Xylogluco-oligosaccharides de taille contrblée issude XGs de

Tamarindus indica

Les XGs de tamarin sont les seuls XGs commercilféélusieurs catégories sont
disponibles en fonction de leur solubilité dansliedonc de leur masse molaire et de leur
degré de substitution. Ainsi, la catégorie 3A ashposée des XGs insolubles a froid mais
solubles a chaud. La préparation 3S donne lieueasatution visqueuse dans l'eau froide
alors gque les XGs constituant la préparation 3@ solubles dans I'eau froide et donnent des
solutions d’'une grande limpidité.

Les catégories 3A et 3S ont été utilisées aux coeirses travaux. Parmi ces deux lots
de XGs, seule la catégorie 3A a été utilisée ddraent pour les études d’interaction, la
catégorie 3S n’a été utilisée que pour des hydeslyartielles.

Parallelement a ces XGs commerciaux, des XGs pEépau laboratoire a partir de
graines de tamarin préalablement broyées ont égale@té utilisés. lls présentent une masse

molaire moyenne plus faible que les XGs commercarigatégorie 3A (Tableau 3).

XGs de tamarin M,, (g.mol™) I
Catégorie 3A
700.16 1,1
(XGT7OO)
Extraits de graines
100.16 1,7
(XGT100)

Tableau 3 : Détermination des masses molaires moyees (M,) et des indices de polydispersité {J des

XGs de tamarin utilisés par chromatographie d’exclgion stérique
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Deux voies d’obtention ont été utilisées pour pimues XGOs issus de XGs de
tamarin commerciaux. Dans les deux cas, les XGwmarin sont partiellement hydrolysés
puis les différents oligosaccharides obtenus sonifi@s soit par précipitation fractionnée,

soit par chromatographie.

2.2.1.Hydrolyse enzymatique partielle de XGs de tamarin t

purification par précipitation

Ces préparations ont été réalisées lors de traaatérieurs® Aprés I'hydrolyse
partielle des XGs de tamarin pagiidoglucanase Cel5A, les différents échantillons deJsG
ont été obtenus par précipitation fractionnée alessmélanges eau/méthanol de proportions
variables. En effet, plus la quantité de méthamwisde précipitant est importante et plus les

masses molaires des XGOs précipités sont faibles.

Parmi les fractions ainsi obtenues, deux lots d®OX®nt été utilisés : les XGRet
les XGQys, précipités dans des mélanges eau/méthanol deorims 4/3 et 1/2 (viv)
respectivement.

Les masses molaires de ces oligosaccharides, égahat spectrométrie de masse et

chromatographie d’exclusion stérique sont données ¢t Tableau 4.

Spectrométrie de Chromatographie
masse d’exclusion stérique
M, (g.mor?) M,, (g.mol%) l
XGOus3 1.10-3. 16 1,8.16 6,2
XG0y, 1.10-3. 16 1,7.16 7,9

Tableau 4 : Evaluation des masses molaires des XG&et XGO,,, par spectrométrie de masse et par
chromatographie d’exclusion stérique

Les valeurs des masses molaires moyennes de c&sfrdetions sont proches et
inférieures aux valeurs attendues. Les donnéegssdas deux techniques sont néanmoins
convergentes. En effet, les spectres de massenpeéseleux massifs, un situé vers 1,3.10
g.mol™ et le second vers 2,6%§.mol*, ce qui est cohérent avec la valeur moyenne dtenvi

2.10° g.mol* et I'indice de polydispersité élevé déterminésqrapmatographie d’exclusion.
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L’analyse par spectrométrie de masse MALDI a pedtobserver la présence de pics
identiques pour les deux lots d’oligosaccharidesdgit des pics représentatifs des XGOs
possédant 4 et 8 résidus glucosyle sur leur chaiineipale. Les spectres de masse de ces

composeés sont présentés en Annexe 6.

La méthode de précipitation fractionnée utiliséa pas permis d’obtenir plusieurs
fractions de XGOs de masses molaires suffisamm#atahtes. Par ailleurs, la polydispersité
des fractions est trés importante. Cette méthotleegsendant facile a mettre en ceuvre et
permet I'obtention de quantité importante de XG@msi, les fractions de masses 210
g.mol* ont été utilisées pour les études d'interactiopersitant d'importantes quantités de

substrat.

Il a donc été nécessaire de développer une auttieod®a permettant I'obtention de

XGOs de tailles suffisamment différentes et deléagmlydispersité.

2.2.2.Hydrolyse enzymatique partielle de XGs de tamarin t

purification par chromatographie

L'utilisation de la cellulase ddrichoderma reseedans des conditions contrblées
permet d’obtenir des XGOs de masses molaires \‘asalalgré une activité résiduelle
isoprimevérase, les sites privilégiés de cettautzade sont situés entre les résidus glucosyle
non substitués et le motif isoprimevérose adja¢Eigure 30). Les appellations relatives au
degré de polymérisation (DP) sont mentionnéesalidgure 30 uniquement a titre indicatif
car cette dénomination est couramment utilisée pesirXGOs. Néanmoins, celle-ci tient
compte des résidus saccharidiques portés par ésashlatérales, ce qui ne correspond donc
plus a un réel degré de polymérisation et peutrciiee certaine confusion. Cette
nomenclature sera donc autant que possible évaédapsuite au profit de la nomenclature

développée par Frt al.*®
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Block
élémentaire
>

X XXGXLXGXLLGXLLGXXXGXXLGXLLG:® -

[ B R R

DP7 DP8 DP9 DP9 DP7 DP8 DP9

Figure 30 : Sites d’hydrolyse privilégiés des cellases sur les XGs de tamarin

La cellulase deTrichoderma reseen’ayant aucune activité d’hydrolyse envers les
résidus xylosyle ou galactosyle, les chaines lE®grdes XGOs de masses variables ainsi
préparés sont de nature et de proportions sinmslaireelles des XGs natifs.

La purification de XGOs de différentes tailles & étfectuée, dans un premier temps,
grace a l'utilisation de la technique d'ultrafiien. En effet, si la solution d’hydrolyse est
introduite dans une cellule d'ultrafiltration podaét une membrane de seuil de coupure
10.1G g.mol*, les XGOs formés, sont évacués du milieu contehanzyme, au fur et a
mesure de leur formation. Ceci a permis d’évitebténtion exclusive de motifs élémentaires,
au profit de XGOs de masses molaires plus élevéssdifférents XGOs extraits ont ensuite
été séparés, en fonction de leur masse molaireghpamatographie sur gel de silice.

Les trois fractions ainsi obtenues ont été anatyg@&e spectrométrie de masse. Les
XGOs présents dans la fraction appelée [XG€o)ht constitués d'un seul motif élémentaire,
soit 4 résidus glucosyle sur leur chaine princip&ar analogie, les fractions [XGOgt
[XGO]3 sont constituées d’'un ensemble de XGOs comporntgpectivement 8 et 12 résidus
glucosyle sur la chaine principale et sont aingistitués respectivement de 2 et 3 motifs
€lémentaires. La nature et le nombre des ramificatisont variables. L'analyse par
spectrométrie de masse (Figure 31) montre quedes droduits majoritaires de la fraction
[XGO], sont les oligosaccharideslGX, et GL3X3 (voir nomenclature ci-apres). De méme,
pour la fraction [XGO] les oligosaccharides :5,X5 et GLsX4 sont prépondérants. La
fraction [XGO}L est, quant a elle, principalement constituée deifsn&lémentaires
monogalactosylés. Ceci montre donc bien que, geedqit leur taille, ces trois fractions sont

constituées majoritairement de XGOs composés désdbémentaires monogalactosylés.
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G,LoX 4
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Figure 31 : Spectre de masse des fractions [XGQR), [XGO], (B) et [XGO]; (C)

Nomenclature: la notation utilisée ici permet de nommer glepa¢nt un ensemble
d’oligosaccharides comportant les mémes ramificatimais réparties de manieres différentes
tout en évitant dutiliser la nomenclature relatime DP, qui peut, comme cela a été
mentionné précédemment, conduire a une certainéusion. Ainsi, GLpX. désigne un
XGOs comportana résidu(s) glucosyle non substituté(s), danmotif(s) élémentaire(sk
résidu(s) glucosyle substitué(s) par une chairedbt disaccharidique, constituée d’un résidu
xylosyle et d’'un résidu galactosyle etrésidu(s) glucosyle substitué(s) uniqguement par un
résidu xylosyle. Ainsi la notation &£&,X4 représente I'ensemble des XGOs suivants :
XXXGXLLG, XLLGXXXG, XXLGXXLG, XLXGXLXG, XLXGXXLG et XXLGXLXG.

Aucune fraction ne contenant des masses supériauteld g.mol* n'a été obtenue,
bien que la membrane utilisée ait un seuil de coaigde 10.18g.mol™. Des oligosaccharides
de masses plus importantes auraient donc di, eni¢hétre évacués de la cellule avant de
subir une hydrolyse plus importante. La difficutté purification des composés de masses
molaires importantes par chromatographie sur gesilitee, pourrait étre une explication a
I'absence de fraction de taille supérieure. Néansydes quantités de produits obtenues aprés
la chromatographie sont analogues a celles intteslein téte de colonne. Il semble donc que

peu voire pas de produit soit resté accroché ssilite.
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Enfin, 'absence de fraction de XGOs de masse mefaipérieure peut aussi découler
du temps de contact trop important entre I'enzymnkes poly- et oligosaccharides, qui peut

étre lié a un débit trop faible lors de l'ultrafdtion, cette explication semble la plus probable.

Une méthodologie permettant d’obtenir des XGOsailke tbien déterminée a partir de
XGs naturels a donc été mise au point. Elle s'eétée efficace pour produire trois fractions
de XGOs constituées de 1, 2 ou 3 motif(s) éléme(&i La composition des chaines
latérales semble également homogéne dans les fradtions. Malgré leurs tailles
relativement restreintes, ces XGOs ont été utilpsla suite pour des études d’interaction

avec la cellulose.

Les XGOs préparés par hydrolyse partielle permetlendisposer d’'une gamme de
XGOs tailles variables, mais la répartition desicha latérales ne peut pas étre déterminée.
Afin de mieux contréler la nature et la répartitida ces ramifications, pour déterminer leur
impact sur les interactions des XGs avec la cealkjlda synthese chimio-enzymatique de

XGOs peut s’averer étre un outil puissant.

3. Synthese chimio-enzymatique de XGOs

Les XGs sont généralement constitués de motifs exiéares xylogluco-
oligosaccharidiques, comportant principalement 4idiés glucosyle sur leur squelette
cellulosique, qui se retrouvent le long de la chaf@ependant, bien que la nature de ces
motifs élémentaires soit déterminée, leur répartigst encore aujourd’hui inconnue, ce qui
confére un caractére aléatoire a la répartition atenes latérales. L’idée principale, pour
I'obtention de XGOs de structure contrblée, eskamonter » la structure pour en isoler
chacun des motifs élémentaires, puis de ré-assendsanotifs de méme nature, ou de nature
bien déterminée, afin de maitriser totalementriactire des XGOs modeles ainsi synthétisés.
En ce sens, l'utilisation de glycosynthases pré&snidans le Chapitre 1 (8 4.2) apparait

comme un outil pertinent.
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3.1.Molécules cibles choisies

Les synthéses chimio-enzymatiques ont été effestaégartir de XGs commerciaux
issus de graines de tamarin, dont les quatre méligisientaires sont les oligosaccharides :
XXXG, XXLG, XLXG et XLLG. Il est possible d’isoletrois de ces oligosaccharides XXXG,
XXLG et XLLG par hydrolyses enzymatiques et chromgaéphie. En conséquence, les
oligosaccharides (XXX@G) (XXLG), et (XLLG), sont susceptibles d’étre obtenus par cette
voie.

La synthése de I'ensemble de ces molécules cilllesies a été abordée en deux
temps : tout d’abord la synthése des précursetftsorés, nécessaires a l'utilisation de

glycosynthases, puis I'addition enzymatique defebhts oligosaccharides.

Il peut également étre envisagé que certains regitlilcosyle des XGs naturels ne
soient pas substitués, ce qui pourrait avoir desé@guences importantes sur la capacité
d’interaction en raison de la similitude structerahtre la cellulose et la chaine principale des
XGs alors facilement accessible. Afin d’étudier wnentuelle influence de la présence de

zones non substituées, le composé ci-dessous €R3Q)a été synthétisé.

Hc/)m‘ HSO/%OO Ho'mo H&w‘

HO:

Figure 32 : XXXGGGGGXXXG (45), XGO présentant une zone non substituée

Un paragraphe a donc été consacré a la «consmugtide ce xylogluco-

oligosaccharidd5.

60



CHAPITRE 2 : PREPARATION DES SUBSTRATS XYLOGLUCOSIDIQUES

3.2. Synthése de XGOs a partir des motifs élémentairee XGs de

tamarin

3.2.1.0btention des motifs élémentaires des XGs de tamari

Afin de pouvoir synthétiser les différents oligoslaarides, il est nécessaire d'obtenir
les quatre oligosaccharides de base. Les xylogascae graines de tamarin qui sont des
xyloglucanes de réserve non fucosylés, comportasergiellement les quatre motifs

élémentaires suivants (Figure 33).

Xy| XXXG 16 Xyl XXLG 17a
J J
Glc > Glc=> Glc=> Glc Glc = Glc=> Glc=> Glc
N N N N
Xyl Xyl Xyl Xyl
N
Gal
Gal Gal
J
Xyl XLXG 17b Xyl XLLG 18
J J
Glc > Glc~> Glc~> Glc Glc 2> Glc~> Glc > Glc
N g N 0
Xyl Xyl Xyl Xyl
N
Gal

Figure 33 : Les quatre motifs élémentaires constitifs des XGs de tamarin

Ces oligosaccharides sont obtenus par hydrolysediéa de XGs de tamarin soit en
utilisant uniqguement une cellulase, soit en conaplét’action de celle-ci par l'utilisation
d’'une B-D-galactosidase.

L'utilisation des cellulases 3042A de Genencor a@dlecde Trichoderma reseete
Megazyme a permis d’obtenir les monomeéeres XXXG (WA#&) et XLLG (37 % w/w) aprés
purification par chromatographie sur gel de silides oligosaccharides peracétylés
correspondants. Cependant, les deux monomeéres rdantgpylés (XXLG et XLXG) n'ont
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pas pu étre séparés par cette technique, du féudsimilitude de structure qui conduit a un
niveau d’élution identique.

Il est néanmoins possible d’obtenir un motif élétaga monogalactosylé a partir de
XGs de tamarin, par [l'utilisation successive de xdeenzymes, la cellulase utilisée
préecédemment puis urfgbD-galactosidase, qui, dans des conditions contrliéggdrolyse
spécifiquement le résidu galactosyle pénultiéfidinsi, I'action d’'uneB-b-galactosidase sur
le mélange des motifs éléementaires, XXXG, XXLG, X&Xt XLLG, obtenu apres hydrolyse
par la cellulase, conduit a I'hydrolyse des dérivEELG et XLXG pour donner
respectivement XXLG et XXXG, qui sont alors les xlseuls oligosaccharides présents dans

le milieu, ce qui facilite d’autant plus la puriiton.

Deux B-D-galactosidases ont été testées :
» [B-D-galactosidase 3042B (Genencor)

* B-D-galactosidase Aspergillus nige(Mégazyme)

La p-D-galactosidase 3042B a été testée avec deux coatens différentes

d’enzyme. Les données sont rassemblées dans lealiabl

Conditions 1 Conditions 2 Conditions 3
Solution de XG dle tamarin 250 ml 250 ml 250 ml
(2 mg.ml™)
Préparation commerciale de
cellulase 3042A L8 m L8 m L8 m
Préparation commerciale de
galactosidase 3042B 0,25 mi 25l
Galactosidase dAspergillus ) ) 62 ul
niger (1,2 mg.ul) H
Acide acétique (50 % v/v) - - 200 pl
Rendement massique en o 0 * o
YXLG 48 % 50 % env. 45 %

Tableau 5 : Conditions d'utilisation desp-D-galactosidases 3042B et Aspergillus nigerpour I'obtention
de I'oligosaccharide XXLG

* évaluation du rendement par CCM

Sur ces essais en faibles quantités, les demgalactosidases ont conduits & des

rendements comparables (Tableau 5 Conditions 1 ®&)s ces deux cas, I'action deita-
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galactosidase a permis d'observer la disparitioiXdeG et 'augmentation des proportions
de dérivés mono- et non galactosylés. Une quadigtézyme plus importante dans le cas de
la préparation commerciale 3042B (Tableau 5 Camufiti2) n’a pas montré de différence par
analyse CCM par rapport a I'essai utilisant 103 fmioins d’enzyme. C’est la raison pour
laquelle le produit issu de cet essai en faiblentjtéan’a pas été purifié. Les deux enzymes
possedent une activité cellulase résiduelle maipteportions d’oligosaccharides de masses
molaires plus faibles formés semblent, par évalmasur CCM, négligeables et similaires
pour les deux enzymes. Par ailleurs, seule-lagalactosidase @Aspergillus nigerest
actuellement commercialisée. Ainsi, cette enzyma gélisée par la suite, sur des quantités

de produit plus importantes.

Ainsi, l'utilisation de la cellulase combinée a dteon de la B-D-galactosidase
d'Aspergillus nigersur les XGs de tamarin a permis apres peracétglati purification par
chromatographie sur gel de silice, d’obtenir le posé XXLG peracétylé avec un rendement

de 45 % (w/w) par rapport aux XGs de tamarin.

Il est a noter que l'utilisation de cetedD-galactosidase dans des conditions plus
séveres (proportions d’enzyme plus importantespsepius long, température plus élevée),
peut amener a la dégalactosylation totale des X@@st donc primordial de respecter les
conditions d’hydrolyse partielle et de contrélegoureusement I'état d’avancement de la
réaction.

Cette capacité de dégalactosylation totale a gdeatlent été utilisée pour obtenir le
produit non galactosylé (XXXG) a partir des XGstdmarin. En effet, si lors de I'hydrolyse
par une cellulase, ce composé peut étre isolé daélme maniére que les autres motifs
élémentaires, l'utilisation combinée d'une cellglast de cetteB-D-galactosidase permet
d’améliorer considérablement le rendement. Ainprea peracétylation et purification par
chromatographie sur gel de silice, le composé XX)}&acétylé est obtenu avec un
rendement de 26 % contre 3 % en l'absence de ddgsy#ation, en raison de la faible

guantité de ce motif élémentaire au sein des XGQardarin natifs (13 %).
Suite a ces étapes d’hydrolyse, trois motifs élémies ont pu étre préparés a

'échelle de plusieurs grammes : XXXG, XXLG et XLL@fin de réaliser des synthéses

enzymatiques a partir de ces composeés, il a éeEsaaice de synthétiser par voie chimique les
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fluorures du-glucosyle correspondants, pour qu’ils puisserg é&iconnus comme donneurs

par des glycosynthases.

3.2.2.Synthése des fluorures di-glycosyle

La synthése des fluoruresueljlycosyle par voie chimique a été réalisée en éiages
a partir des oligosaccharides XXXG, XXLG et XLLytenus précédemment par hydrolyse

enzymatique.

Les deux premiéres étapes ont permis de libérectsédment le carbone anomere. Il
s’agit d’'une peracétylation et d’'une déprotectiooraére (Schéma 1), permettant par la suite

de fonctionnaliser uniguement le carbone anomere.

XYLOGLUCANES
DE TAMARIN
OAc OAc
OAC pco OAC AcO
AcO% v Aco% ACO
o o
AcO AcO
o o) [e) o)
(o) O
OH
a ACO AcO § o ACO AcO OAc c ACO AcO g o ACO AcO
e ACO\% QAco ro o E— ACO\% Qo rO o
b o AcO OAC o AcO OAC
OAc [— —m OAc [— —m
O, O,
OAc OAc
AcO AcO
L —n — —1n
nm nm
1130 4 |3 0
2 |21 5 |21
3 |12 6 |1 2

Schéma 1 : Acétylation et déprotection anomere delifférents XGOs

a) Cellulase 3042A, 37°@;D-galactosidase &spergillus niget ; b) Pyridine, AcO, DMAP, T, ; ¢) Acétate
d’hydrazine, DMF, 50 °C
* la B-D-galactosidase &spergillus nigeest utilisée uniquement pour la préparation despomésl a 60 °C et
2a25°C
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Les différents oligosaccharides ont été acétylés naflange directement apres
hydrolyse enzymatique. Les composEs2 et 3 ont été obtenus apres purification par
chromatographie sur gel de silice avec des rendasmamiables en fonction des conditions
d’hydrolyse enzymatique, avec ou sans dégalactiisylapartielle ou totale. Dans les
conditions optimales spécifiques a chacun des naduits les rendements ont été de 40 %,
48 % et 37 % pour les composiés 2 et 3 respectivement. Ces rendements sont des
rendements massiques car ils sont calculés paonmappx XGs de tamarin. Les étapes
ultérieures ont été ensuite effectuées sur chaesiX@&Os séparément.

L’analyse RMN de ces composés indique la préselrerdélange de composés et
B-acétylés. En effet, les spectres font apparaéux dloublets, I'un vers 6 ppm, possédant une
faible constante de couplage (3,7 Hz), caractgtistdu H-1°° " et I'autre & champ plus fort
environ 55 ppm présentant une constante de coaplalgs importante (8,5 Hz),
caractéristique du H-£° ", les proportions de ces deux isoméres sont vasatvais le
composé de configuratighest dans les trois cas majoritaire. Les specthhl Bu composé

3 sont présentés en Annexe 7.

L'étape de déprotection anomeére utilisant I'acétdigdrazine'® a, dans certains cas,
conduit & une double déprotection. Ceci a engetieln& inconvénients majeurs, d'une part la
diminution du rendement de la réaction et d'auam pne grande difficulté de purification, en
raison de la similitude de structure des composasoret dihydroxylés.

Des modifications des conditions expérimentalesdumtc été effectuées pour tenter
d’améliorer la sélectivité. Une diminution de lani@erature de 50 °C jusqu’a la température
ambiante a été testée pour diminuer la vitess@&agion car I'acétate anomere, plus réactif,
est désacétylé en premier. Cependant, dans cestionadl'acétate d’hydrazine n’est pas
soluble dans le DMF, qui a été déterminé commed@élenr solvant pour cette réaction lors
des travaux antérieut® Par ailleurs, la quantité d'acétate d’hydrazinégalement été
modifiée. Il apparait alors que ce réactif doieé&n exces mais il est nécessaire de ne pas
exceder deux équivalents afin d’éviter des hydi@yses supplémentaires. Par ailleurs, le
temps de réaction a 50 °C est relativement colrin{ih), ce qui rend difficile le contrdle du
taux d'avancement de la réaction et facilite lasiimbté de déprotéger deux groupements
acétate. Un contrble rigoureux de l'avancementadegéction a donc été nécessaire pour
minimiser la formation du produit secondaire. Saitees essais, les produdts et 6 ont éte

obtenus avec des rendements respectifs de 60 %% 33 59 %. La disparité de ces
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rendements peut s’expliquer par la difficulté deitriser la cinétique de la réaction, car la
nature de I'oligosaccharide utilisé ne semble pas a’influence.

L’analyse RMN de ces composés a bien mis en évadéndlisparition des signaux
caractéristiques des H-1 correspondant aux commmeséseétylés et I'apparition d’'un triplet &
d = 5,6 ppm avec une constante de couplage de 9,7 uHzsamble caractéristique des
composeés présentant un groupement hydroxyle sarb®ne anomeérique. Les spectres RMN

du composé sont présentés en Annexe 8.

Les deux étapes suivantes ont consisté dans unigerdemps a introduire le
groupement fluorure sur la position anomeériques jplans un deuxieme temps a anomeriser le

meélange pour obtenir exclusivement le composé dégroationa-d (Schéma 2).
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Schéma 2 : Schéma réactionnel des réactions de ftation et d’anomérisation
c) DAST, CHCI,, -30 °C> T, ; d) HF/pyridine, -50 °©-20 °C

La fluoration en position anomeére des compdsés été effectuée par l'utilisation du

trifluorure de diéthylaminosulfure (DAST), agent dkeioration couramment utilisé en
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particulier sur les saccharid&§.Cette étape ne présente pas de difficulté paigreukt les
produits 7, 8 et 9 ont été obtenus avec de trés bons rendements$6,887 % et 97 %
respectivement.

La présence du groupement fluorure a été confirppée analyse RMN, par
dédoublement des signaux caractéristiques desnarétel®' di a la présence de I'atome de
fluor. En effet, ces protons sont couplés non seefe avec les protons H-2 mais également

avec le fluor.

L'étape d'anomeérisation est quant a elle une @éleate. En effet, outre le fait que le
B-fluorure n'est pas un donneur vis-a-vis des glystigses, une mauvaise anomérisation du
deérivé fluoreé, a entrainé lors de la désacétylatoformation duB-p-glucoside de méthyle,

formé a partir dup-fluorure selon le Schéma 3:

MeOH
AcO AcO
\r>¢0

Schéma 3 : Mécanisme de formation df-D-glucoside de méthyle

Il n‘a pas alors été possible de séparer de maeiticace le dérivéu-fluoré du
glucoside de méthyle. C'est la raison pour laquitllest indispensable que la réaction
d’anomérisation soit totale. Cependant, l'utilisatde I'acide fluorhydrique rend le suivi de la
réaction en temps réel assez difficile. Par aiiesur les produits considérés ici, de masses
molaires assez importantes, il est impossible daesia réaction par CCM car les dériveés
et B-fluorés ont le méme {Rdans les conditions d’élution qui ont été testées. réactions
d'anomérisation ont donc été analysées, aprésriraitt du milieu réactionnel, par RMN
et RMN*3C. L'anomérisation entraine la disparition desaigndu composg-fluoré : C-1°°
', doublets ~ 105 ppm ;Jcgr ~ 217 Hz, au profit des signaux du compasféoré C-1°°",
doubletd ~ 104 ppm Jcpr = 228 Hz. Les spectres RMN du compd&sont présentes en
Annexe 9.

Cette réaction d’anomérisation utilisant l'acideiciihydrique est décrite dans la

127 a

littérature -50 °C. Si dans la plupart des cas, notammaunt [fmbtention des composés

10 et 12, ces conditions ont permis d’obtenir le compogénalu, certains essais n'ont pas
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donné lieu a une anomérisation compléte. Le miéagctionnel a alors été a nouveau engagé
dans une réaction similaire mais a 0°C afin d'aonélila transformation du composé de
configuration anomériqu@ en son homologue de configuration

Cette modification a en particulier été apportéergobtention du composgl. Ainsi,
le signal RMN du H-° " a bien disparu au profit du HE ™ (Figure 34A) de méme pour
la RMN *°C (Figure 34B). Par ailleurs, sur le spectre RMI& du mélange des deux
isomeres, certains signaux des carbones anomersijués dans I'environnement proche du
résidu glucosyle de l'extrémité réductrice sontoddds en raison de la présence du fluorure
sous deux configurations. C'est le cas de deuxasign C-1" et C-1™'". Lorsque le
composeé est exclusivement de configuratipnes deux signaux n’apparaissent plus que sous

la forme de deux singulets (Figure 34B).

A

) # 'y
53,1 Hz U U
I T P T T T
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4
C-1 MV
Cop 64 C-1 Gl g
B C-1 v
C-1 Gte!
227,6 Hz

ULV W Y O

I I - |
105 100 95

Figure 34 : Spectre RMN'H (A) et RMN **C (B) du composé 11
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Malgré ces difficultés, les fluoruresodglucosylel0, 11 et 12 ont pu étre obtenus a
partir des composég, 8 et 9 avec des rendements respectifs de 79 %, 53 % é6.84
L’anomérisation du produitl, qui a été faite en deux temps, est probablemé&atigine du

faible rendement.

Enfin la derniére étape de ces synthéses de fle®min-glycosyle a été une étape de

désacétylation (Schéma 4).

OAc oH
OAc
AcO HO
AcO e HO% HO
o o
HO

AcO g o)

fe) (0]
o o
AcO AcO OH HO
ASO L o] AcO e 5o ~o Q HO
AC \% Ko rO 3 —_— 3 HO o g
OH
o AcO OAC Jo) OH
OAc |[— —m OH [— —Im
o) (@]
OAc OH
AcO HO
L _dn — —1n

N P O 3

n m
10 | 3 0
11 | 2 1
12 |1 2

Schéma 4 : Schéma réactionnel de la désacétylatidas composés 102
e) (MeO,Na"), MeOH, 0 °C

Les fluorures di-glycosyle libres13, 14 et 15 ont alors été obtenus avec des
rendements supérieurs a 90 %. L'analyse RMN de@eposés n'a pas été réalisée en raison
du caractere instable du groupement fluorure daas,| seules les analyses par spectrométrie

de masse ont été faites.

Cette voie d’obtention des fluoruresiejlycosyle a donc pu étre adaptée sans grandes
difficultés aux motifs élémentaires de xyloglucangs tamarin, qu’ils soient ou non
galactosylés. Cependant, les quantités de prodbtenus ont été relativement faibles avec
des rendements massiques globaux de 6 a 7 % pofludeures di-glycosyle libresl3, 14 et
15 par rapport aux XGs de départ.

Ces xylogluco-oligosaccharides fonctionnalisés ensuite été utilisés en tant que

donneurs lors de réactions de couplage enzymatigfire,d'obtenir des XGOs de masse
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molaire supérieure tout en contrlant la structeteen particulier la répartition des

ramifications.

3.2.3.Tests enzymatiques

Les couplages enzymatiques utilisant une glycosg@hen l'occurrence le mutant
HiCel7B E197A, ont déja été optimisés pour I'obtemtile XGOs non galactosylésCes
travaux ont permis d’obtenir I'oligosaccharide XXX&XG 19. Une quantité moindre du
composé XXXGXXXGXXXG 21 a alors été isolé€® Les conditions de couplage ont donc
di étre adaptées dans le cas présent, afin d'gaimia formation du composé
XXXGXXXGXXXG 21. Par ailleurs, il a également été nécessaire digtues conditions

d’utilisation de cette glycosynthase vis-a-vis desposeés galactosylés.

Détermination des conditions optimales d’obtentidas dérivés 18t 21

Dans un premier temps, les conditions décritesFaaréet al. "* ont été reprises et
adaptées en fonction des molécules cibles choigiesavoir: XXXGXXXG 19 et
XXXGXXXGXXXG 21. En effet, bien qu’il soit envisageable d’obtetés oligosaccharides
de tailles supérieures par condensation enzymatf§ikparait difficile a priori de purifier,
par des techniques usuelles, des composés de masisd®s si €levées.

Différentes proportions d’accepteur ainsi que défiées concentrations d’enzyme ont

été testées, les conditions de ces différentssesent rassemblées dans le Tableau 6.

Entrée Donneur Accepteur Quantité Rendement Rendement
P d'enzyme | XXXGXXXG 19 | XXXGXXXGXXXG 21_
1 XXXG-0F 13 (1 éqg.)| XXXG16(1éq.)| 2 mg/ml 18 % 13 %
2 XXXG-aF 13 (1 ég.)| XXXG16(2éq.)| 2 mg/mi 37 % 15 %

Tableau 6 : Récapitulatif des essais de condensatienzymatique : XXXG-aF + XXXG
La glycosynthaseliCel7B E197A a été utilisée dans du tampon carbg@aieM ; pH = 10) a 37 °C

Ces résultats montrent donc que l'augmentatioragedportion d’accepteur conduit a
une augmentation de la quantité du tétradécasaden@KXGXXXG (entrée 1 et 2). Ceci est
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une confirmation de résultats précédemment ét&Blimontrant qu’en utilisant le composé
donneurl3 en auto-condensation, un polymere insoluble estdalors qu’en présence d’'une
guantité 5 fois plus importante d’acceptel® que de donneuf3, le composél9 est
majoritairement formé (63 %) au détriment des X@@snasses molaires supeérieures.

Il est important ici d’obtenir le composé&l avec un rendement satisfaisant car ce
composé présente un plus grand intérét pour I'étlete interactions que le compokg
Ainsi, a la suite a ces essais, l'utilisation d’upantité deux fois plus importante d’accepteur
par rapport au donneur semble un bon compromis [htention des deux XGO®9 et 21

en gquantités suffisantes.

Tests préliminaires de condensation enzymatique camposes 14t 17a

Aprés avoir mis au point les conditions d’obtentdias composés XXXGXXXG €9
et XXXGXXXGXXXG 21, les conditions de réaction et notamment les aiéande donneur
et d’accepteur ont été optimisées pour l'obtentdes produits XXLGXXLG 20 et
XXLGXXLGXXLG 22 Un essai dauto-condensation et un essai uttlisan mélange
éguimolaire de donneur et d'accepteur ont été s€smli Les résultats de ces essais

préliminaires sont rassemblés dans le Tableau 7.

Entrée Donneur Accepteur Quantité Rendement Rendement
P d’enzyme | XXLGXXLG 20 | XXLGXXLGXXLG 22_
1 XXLG-oF 14 - 2 mg/ml 37 % 9%
2 XXLG-0oF 14 (1 éq9.)| XXLG 17a(1 éq.)| 4 mg/mi 25 % 16 %

Tableau 7 : Récapitulatif des essais de couplagetenXXLG- aF (14) et XXLG (17a) utilisant la
glycosynthaseHiCel7B E197A

Le fluorure 14, utilisé en auto-condensation, n'a pas conduitaafdrmation de
polymére comme dans le cas du composé non gal&etb3yprobablement a cause d’'une
reconnaissance moindre de ce substrat par I'enziges.proportions des XGO&0 et 22
formés dans ce cas sont trés déséquilibrées. ikatibn d’'un mélange équimolaire de
donneur et d’accepteur monogalactosylés condaitf@arination des oligosaccharides attendus
20 et 22 avec des proportions du méme ordre de grandeisqyils sont obtenus avec

respectivement 25 % et 16 % de rendement. Cestammlsemblent donc plus adaptées a la
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production de ces XGOs en quantités suffisantes pétude des interactions avec la

cellulose.

Couplage enzymatique des composés €518 utilisant la glycosynthase Cel7B
E197A

Comme dans le cas des composés monogalactosgésnditions de couplage ont été
dans un premier temps basées sur les essais argafectués sur I'heptasaccharide XXXG.

Les résultats des couplages des dérivés digaldésoont été uniquement évalués par
CCM, car ces essais, réalisés sur de trés faiblastig¢s de substrat (1-2 mg), n'ont pas été
suivis d’'une étape de purification. Comme dansde précédent, différentes proportions
d’accepteur (1 et 2 €q.) et quantité d’enzyme aéttéstées. De plus, le pH du milieu a
également fait I'objet de modification avec un essgH = 7. Les résultats de ces tests

préliminaires sont rassemblés dans le Tableau 8.

Entrée Donneur Accepteur Qu?mmgif(giii:;z%me pH Trzg]caisoge ?J?nqg:f
1 XXXG-aF 13 (1 éq.) | XXXG16(2 éq.) 43 10 15 h 19et21
2 XXXG-aF 13 - 76 10 3j 19 et insolubles
3 XLLG-0F 15(1 éq.) | XLLG18(2 éq.) 43 10 4] -
4 XLLG-aF 15(1 éq.) | XLLG18 (2 éq.) 487 10 15 h -
5 XLLG-0F 15(1 éq.) | XLLG18(2 éq.) 468 7 15 h -
6 XLLG-oF 15 - 71 10 3j -
7 XXXG-aF 13 (1 éq.) | XLLG18 (2 éq.) 61 10 2j 19
8 XLLG-0F 15(1 éq.) | XXXG16 (2 éq.) 48 10 2j -

Tableau 8 : Essais de couplage enzymatique des dé&s digalactosylés utilisant le mutant Cel7B E197A

La glycosynthase a été utilisée dans du tamporonatb (0,1 M) & 37 °C
* pour ces tests enzymatiques, la formation d’éwelstproduits est uniquement évaluée par CCM

Dans les conditions similaires a I'essai de réféeefentrée 1) et malgré une quantité

plus importante d’enzyme, le fluorure du nonasaddbadigalactosylél5 n'a donné aucun

produit de réaction (entrée 3). Une quantité d’emz\yi0 fois plus importante (entrée 4) ou

une diminution du pH (entrée 5) n'ont pas permis gaccéder aux produits attendus. Le
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fluorure 15 a été alors testé en auto-condensation (entréee8)conditions, qui, dans le cas
des dérivés non galactosylés, conduisent a la tfosmee produits insolubles (entrée 2), n'ont
géneéré la formation d’aucun produit de réaction.

Sachant que les composés non galactosh@ést 16 sont respectivement donneur et
accepteur vis-a-vis de la glycosynthase Cel7B E]199#s essais de couplage entre des
produits non galactosylés et digalactosylés onteffigctués (entrée 7 et 8) afin de savoir
lequel des caractéres donneur ou accepteur degéslatigalactosylés est en cause dans
I'absence de formation de produit de couplage. lderses essais aucun produit de réaction
digalactosylé n’a été observé, ce qui a permiséterohiner que le nonasaccharide n'est ni
donneur ni accepteur vis-a-vis de 'enzyhti€el7B E197A.

L’acces aux dérivés XLLGXLLG et XLLGXLLGXLLG n’estlonc pas envisageable
par l'utilisation de la cellosynthagdiCel7B E197A. Une autre glycosynthase a donc été

testée.

Couplage enzymatique des composéseii8utilisant la glycosynthase PttXET16A
E85A

La xyloglucaneendeotransglycosylase deopulus tremula x tremuloideRttXET16A
a été cristallisée par Johansssiral.'*® La mutation de I'acide carboxylique nucléophile en
alanine donne le mutanPttXET16A E85AM qui pourrait posséder une activité de
glycosynthase. Celle-ci a alors été testée vissades dérivés digalactosylés. Les résultats de

ces essais sont présentés dans le Tableau 9.

Dans un premier temps, l'auto-condensation du dhedk5 a donné lieu a la formation
de I'octadécasaccharide XLLGXLLG (entrée 1). Cemaridaucun oligosaccharide de taille
plus importante ne semble avoir été forme, cordnaént a ce qui avait été observeé lors de la
'auto-condensation du fluorurd3 utilisant le mutant Cel7B E197A. Comme dans le
paragraphe précédent, le couplage des dérivésadigaylés et non galactosylés a été effectué
(entrée 2 et 3). Le dérivEks a bien été reconnu comme donneur par ce mutanméee, le
deérivé18 est un accepteur potentiel. En effet, ces deuxigesst permis d’'obtenir les dérivés
XXXGXLLG et XLLGXXXG, ainsi que les produits corrpendant a une auto-condensation

de fluorures.
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Entrée Donneur Accepteur Quantite d’en_zlyme pH Tgmp; de Prodg|ts
(MY.-Gonneur ) réaction formés*

1 XLLG-aoF 15 - 10 5,6 6] (XLLG)2

. . . XXXGXLLG

2 XXXG-aF13(1éq.) | XLLG18(2éq.) 26 5,6 2] XXXGXXXG

. . . XLLGXXXG

3 XLLG-aF 15(1 éq.) | XXXG16 (2 éq.) 20 5,6 2] XLLGXLLG

Tableau 9 : Essais de couplage enzymatique des dés digalactosylés utilisant la glycosynthase
PttXET16A E85A

La glycosynthase a été utilisée dans du tamporonatb (0,1 M) a 37 °C
* |la formation d’éventuels produits a été analygaespectrométrie de masse des mélanges réacsonnel

Malgré ces essais qualitatifs encourageants, lesitijis de produits formés sont
extrémement faibles et les composants majoritagtas milieu aprés réaction restent
néanmoins les substrats de départ. Il n'a don@gasnvisagé d'utiliser cette enzyme pour
produire des quantités de produit suffisantes pm& étude des interactions de ces XGOs
avec la cellulose, et ce dautant plus que les tggande mutantPttXET16A E85A
disponibles sont relativement faibles. Les XGOseagspondants a (XLLG)ne sont donc pour

I'instant pas accessibles.

Spécificité de reconnaissance d’enzymes agissantesiXGs

D’aprés les essais de condensation enzymatiqueségahvec les différents motifs
élémentaires de XGs de tamarin, il apparait quspkxificité de reconnaissance des deux
glycosynthases utilisées soit sensible a la présdaaésidus galactosyle.

En effet, 'auto-condensation du fluorure XXXék13 a donné lieu a la formation de
produits insolubles, signe d'une activité enzymatigmportante. Or, la méme réaction
enzymatique utilisant le composé monogalactosyléL&XF 14 a permis d'obtenir le
composé XXLGXXLGXXLG mais n'a pas généré la forroatide précipité dans le milieu
indiquant I'absence de XGOs de masse molaire éldwéfn, I'essai auto-condensation du
dérivé digalactosylé XLLGH# 15 n’a donné lieu a aucun produit de couplage camitre
une absence de reconnaissance par I'enzyme. Geézvation améne a la conclusion que,

dans le cas du monomeére digalactosylé, le résidactgayle situé sur l'unité glucose
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pénultiéeme, constitue un obstacle a la reconnaisspar la cellosynthase, car c'est l'unique

différence structurale de ce composé avec I'octdsame XXLG.

Cette modification de I'activité enzymatique poitrra’expliquer par la structure
tridimensionnelle des XGOs. En effet, comme il & énhentionné dans la partie
bibliographique, le squelette glucosidique de X@Gsente la méme structure que la cellulose.
Les résidus glucosyle sont ainsi orientés de 18@SQins par rapport aux autres. Ceci a pour
conséquence une orientation des chaines latéridgnativement de part et d’'autre de la

chaine principale (Figure 35).

bl dxke inle

Figure 35 : Représentation schématique de motifséhentaires de XGs illustrant la position alternée és
chaines latérales par rapport au squelette glucosigue

En conséquence, il est donc possible que la présdecdeux chaines latérales
galactosylées portées par deux résidus glucosydeerts rendent impossible la fixation du
XGO dans le site actif de I'enzyme en raison deessmombrement stérique. Parallélement, la
présence d’'une seule ramification sur l'unité aétgftieme, qui peut alors se positionner en
dehors de la crevasse catalytique, n'empéche piasateon de I'oligosaccharide dans le site
actif de I'enzyme (Figure 36). L'encombrement s{@d est néanmoins plus important qu’en
I'absence de résidus galactosyle ce qui pourrailigxer I'absence de formation de polymere

lors des essais d’auto-condensation.
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Figure 36 : Représentation de I'effet de structureles XGOs et de leurs dérivés fluorés sur la

reconnaissance par I'enzyméliCel7B E197A

Parallelement, il a été montré (8 3.2.3) que letvdg digalactosylé$5 et 18 sont des
substrats du mutant ES85A deR&#XET16A alors qu’ils ne sont ni donneurs ni accepeus-
a-vis de la glycosynthaddiCel7B E197A. Il semble donc que la présence de dbaines
latérales disaccharidiques ne soit pas un obstalzddixation de tels XGOs dans le site actif
de cette enzyme.

Deux autres glycosynthases obtenues a partRttéET16A ont été testées par Piens

et al. **°

par mutation du glutamate, site catalytique nymtée, non plus en alanine mais en
glycine et sérine. Les essais de ces enzymes fuolere du nonasaccharide XLLG préparé
précédemment ont montré que, quelque soit la noatakes résultats sont similaires. Ainsi,
dans les trois cas des multimeres de type (XLL@)t été obtenus et la différence de
réactivité entre ces mutants et la glycosynth4i€el7B E197A a également été confirniée.

Comparativement a I'heptasaccharide XXXG, la cioéi de l'activité enzymatique est
différente (Tableau 10). En effet, la valeur dup@gp k../Km, caractérisant 'efficacité de

'enzyme, est plus importante dans le cas du danme galactosylé. Par rapport a 'enzyme
PItXET16A E85A, I'activité de 'enzymédiCel7B E197A est plus importante sur le produit

non galactosylé, mais celle-ci est nulle dans $edtaproduit digalactosylé.
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Donneur Glycosynthase | Kga (mMin-1) Km (MM) Keal K (MM-1.min-1)
XXXG-oF (13 HiCel7B E197A 5,17+0,41 6,68+1,06 0,77
XXXG-aoF (13) | PttXET16A E85A | 1,06 £0,06] 1,59 +0,36 0,66
XLLG-oF (15) | PttXET16A E85A | 1,44 +0,04| 3,78+0,22 0,38

Tableau 10 : Valeurs des grandeurs cinétiques de tedyse de XXXG-aF (13) par HiCel7B E197A et
XXXG-aF (13) et XLLG- aF (15) par PttXET16A E85A

Malgré ces résultats encourageants, les condititoistention de composés du type
(XLLG), n'ont, pour l'instant, pas été optimisées poumpdser des quantités de produit
nécessaires. Par ailleurs, la faible activit¢ dggogynthases obtenues a partir de la
xyloglucaneendotransglycosylas®ttXET16A nécessite de disposer de quantités d’enzyme

importantes.

3.2.4.Synthese des XGOs modeéles

Suite a la détermination des conditions optimalebtdntion de différentes molécules
cibles choisies, la production de ces XGOs a étecice sur des quantités de produits

suffisantes pour permettre I'étude de leurs intéwas avec la cellulose.

Ainsi, les produits XXXGXXXG19 et XXXGXXXGXXXG 21 ont été obtenus a
'échelle de plusieurs dizaines de milligrammescades rendements de 27 % et 21 %
respectivement par rapport au fluorure, especeééaut puisque, dans ce cas, I'accepteur a
éteé utilisé en exces (2 éq.).

Les produits XXLGXXLG20 et XXLGXXLGXXLG 22 ont quant a eux été isolés a
I'échelle d’'une vingtaine de milligrammes avec dasdements de 25 et 16 % respectivement,
toujours par rapport au fluorure. Dans ce cas llendar et I'accepteur ont été utilisés en
mélange équimolaire.

Les guantités de produits disponibles a la suiteedecondensations enzymatiques sont

indiquées dans le Tableau 11.
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Produit Quantité obtenue | Rendement *
XXXGXXXG 19 52 mg 27 %
XXXGXXXGXXXG 21 62 mg 21 %
XXLGXXLG 20 20 mg 25 %
XXLGXXLGXXLG 22 19 mg 16 %

Tableau 11 : Quantités d'oligosaccharides de struate contrélée obtenus par voie chimio-enzymatique

* les rendements sont déterminés par rapport pdesen défaut dans le cas présent le fluorurgrénah
capacité d’hydrolyse non négligeable

Les difféerents dérivés obtenus ont été purifiés ghapmatographie sur gel de silice.
Ces purifications ont été complexes et parfoistikgenent longues en raison des masses
molaires importantes des XGOs. L'éluant utiliséslate ces purifications constitué d’'un
meélange eau/acétonitrile, a nécessité par la soidiltration sur filtres Millex 0,45 pum pour
retirer la silice entrainée par I'eau contenue ddunant. Des filtres en PVDF, poly(difluoro-
vinylidene), ont été utilisés a la place de filtezscellulose, plus courant mais sur lesquels les

XGOs auraient pu étre retenus.

3.3.Xylogluco-oligosaccharides présentant une zone non

substituée

3.3.1.Introduction

Bien que I'existence de zones non substituées iaudes XGs n’ait pas été prouvée,
linfluence des résidus xylosyle a été étudiéeivo et de tels XGs présentant une déficience
en nombre de ramifications ne semble pas généeraliération du phénotype des plantes
issues de tels mutants. Par ailleurs, Hayashal. ont montré que comparativement aux
XGOs, les cello-oligosaccharides ont une affiniéump la cellulose plus importantg,
probablement en raison de leur similitude de stinect

Ainsi, l'affinité de XGOs présentant une zone nambsgtituée et celle de leurs

homologues trés substitués vis-a-vis de la celylomt été comparées pour confirmer ces
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hypothéses et, en conséquence, situer avec cerfiggdinteractions au niveau du squelette

cellulosique des XGs.

3.3.2.Analyse rétrosynthétique pour I'obtention du
XXXGGGGGXXXG 45

L’obtention du XGO peut se faire par voie chimiegmatique. Cependant, afin
d’éviter les réactions d’auto-condensation desrfltes utilisés lors des réactions de couplage,
il est nécessaire que ceux-ci soit protégés starlgone C-4 de I'extrémité non réductrice.

Ainsi, compte tenu de cette contrainte il est ajwrssible d’envisager I'obtention du

composéls par le schéma rétrosynthétique suivant (Schéma 5)
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Schéma 5 : Rétrosynthése pour I'obtention du compésXXXGGGGGXXXG par voie chimio-enzymatique
utilisant la glycosynthaseHiCel7B E197A
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D’aprés cette analyse, le fluorure adactosyle 36 ainsi que le fluorure d-
cellobiosyle protégé en position"434 doivent étre synthétisés afin de conduire ensatite
composés4l et 43 en utlisant I'heptasaccharidé6 dont l'obtention a été décrite

précédemment.

3.3.3.0btention du LacXXXG-aF 41

Un motif lactosyle introduit en position 4 sur ltedmité non réductrice terminale
d’oligosaccharides constitue un groupement protecté En effet, la présence d’un résidu
galactosyle inhibe la reconnaissance des oligosaickds ainsi protégés comme accepteurs
par les cellosynthases, en raison de la positieadeadu groupement hydroxyle en position 4
terminale. En outre, la présence d’'un tel motif wurxylogluco-oligosaccharide n’altere pas
le caractere donneur de son dérive fluoré vis-agésla glycosynthase Cel7B E197A de
Humicola insolens! Le couplage se fait alors uniquement sur 'oligo$aride accepteur. Si
nécessaire, le motif lactosyle peut ensuite étdrdlysé enzymatiquement grace notamment a
la B-glucosidase digrobactérium spqui hydrolyse successivement les deux unités diif mo
lactosyle (Schéma 652

L’introduction de ce motif lactosyle sur le XXX@5 a également été réalisée par voie
enzymatique et requiert donc la synthese préathbfeuorure du-lactosyle.

AcO RO F
OAc OAc OR RO
O AcO a (0} RO
AcO O\w OAC —_— RO 0 g
OAc OAc OR OR

35R Ac
6R=H
/ xxxe ¢
LacXXXG LacXXXG per-acétylé
37

Schéma 6 : Utilisation du motif lacosyle comme grqaement protecteur

a) i : HF/Pyridine, 0 °C ; ii : acétate d’hydrazif@MF, 50 °C ; b) (MeQNa) MeOH ; c)i: Cel7B E197A, I
carbonate (0,1 M ; pH 10) ; i : Ac20, PyridneVIBP ; d) (MeO,Na"), MeOH ; e)B-glucosidase
d’Agrobactérium sp.T, phosphate (0,1 M ; pH = 7)
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Le lactose peracétylé utilisé était quasi-exclusiert de configuratior, apres

réaction avec l'acide fluorhydriqu@® le fluorure peracétyl®5 34

a été obtenu avec un
rendement de 72 %. Afin de faciliter la purificatidu compos&5, le produit peracétylé
éventuellement restant a été soumis a une déposteamiomérique par traitement du milieu
brut réactionnel avec de l'acétate d’hydrazine dariBMF. Le compos&5 a été caractérisé
par spectrométrie de masse et analyse RMN. En B¥Na présence d’'un doublet dédoublé
a 5,63 ppm représentant 1 proton avec des constdateouplagé; .= 2,4 Hz etly r = 53,4
Hz confirme la présence d'un atome de fluor en tiwsie. En RMN *°C, la nature du
composé3ds a été confirmée par la présence d'un doublet a91@Pm présentant une
constante de couplage der= 226,5 Hz.

Apres déprotection, le fluorure de lactos@é a été engagé dans une réaction de
couplage enzymatique avec la glycosynthdgeel7B E197A. Sans purification préalable, le

mélange a ensuite été peracétylé pour conduir@masaccharida?.

Afin de pouvoir engager le nonasaccharide LacXX>X@dune réaction de couplage
enzymatique comme décrit dans I'analyse rétrosyiagiing, il est nécessaire de synthétiser son
dérivéa-fluoré.

Le composé37 peracétylé a donc été désacétylé sur la positimmare. Aprés un
premier essai utilisant 'acétate d’hydrazine, agadnt & de nombreuses déprotections, une
autre méthode de déprotection anomeére a alorpptigjace sur cet oligosaccharide. Il s’agit

d’'une désacétylation par une lipase supportée (Bahg.
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Ag m Acom
AcO AcO
AcO OAC
O A0 /&O AcO 0 A0 Ac
o AcO o) A%
/@%’w
C
o 37

AcO
AcO OAC on
Q AcO Q  AcO o] Aco
0 AcO \mco
Acgw
Ac E 38

b,c,d

0
HO Q
HO

OH oy

Ty
&w%w%w

Schéma 7 : Obtention du composé-fluoré 41

41

a) 2-méthyl-2-butanol, lipase supportée Novozynitg $8 °C> 80 °C ; b) DAST, CHCl,, -30 °C> T, ; €)
HF/pyridine, -50 °G>-20 °C ; d) (MeQNa"), MeOH, 0 °C

L'utilisation d’'une lipase supportée est une méthdd désacétylation plus douce, or la
réactivité du groupement acétate porté par le carlamomere est plus importante que celle
des autres groupements présents, ainsi dans leltiona qui ont été utilisées, seule la
position anomeére est déprotégée. Cependant lagéaltit Etre attentivement suivie car un
temps de réaction trop long ou une température froportante pourrait induire la
déprotection d’'autres positions. Ainsi, la tempdmta été dans un premier temps fixée a 50
°C puis elle a été augmentée jusqu’a 80 °C proye®s&nt pour accélérer la réaction. Un
contrble réegulier par CCM a permis de constatedigparition du produiB7 au profit du
composé8 qui a ainsi pu étre obtenu avec un rendement @ 88ntre 51 % par la méthode
utilisant I'acétate d’hydrazine. L'analyse RMN drog@uit 38 montre la disparition du doublet
dédoublé a 5,63 ppm et I'apparition d’un triple,&8 ppm.

Les étapes suivantes, qui ont conduit a la formatior fluorure libre4l, sont

identiques a celles précédemment décrites poutelion des produit$3-15 (§ 3.2.2).
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3.3.4.Synthése du fluorure de cellobiosyle protégé en ptien 4 "' 34

Le second précurseur nécessaire a la synthése rdposé44 est le fluorure de
cellobiosyle34. Ce composé est un accepteur de la glycosynthiddel7B E197A, au méme
titre que le fluorure de cellobiosyle non proté@apendant ce dernier, engagé dans une
réaction enzymatique avec I'heptasacchati@lene permettrait pas I'obtention du compd8é
mais donnerait lieu a la formation de cello-oligogwrides. C’est la raison pour laquelle il a
été nécessaire de protéger la positidndé ce disaccharide. La protection exclusive decet

position par le groupement THP a été réalisée eftddes:>*>

Dans un premier temps, les positionset 6' ont été protégées afin de pouvoir par la
suite fonctionnaliser la position'§Schéma 8).

Br
OAc ,OAC A AcO

AcO cO. AcO OAc
AcO O Ao AcO O Ao AcO O AcO
Aco g a Aco J b Reo o OCeCls
— —_—
OAc OAc OAc (@) OAc OAcO
24

Ac

C

o O

OH OAc
OH O ~

d o AcO O
HO Ac
HO. g o) — Aco\m (o)

OH OAc OAc

OH
26 25

Schéma 8 : Protection des positions' %t 6' du cellobiose

a) HBr/CH,COH, 0 °C>T,4 ; b) (GClsO,Na'), acétone, 80 °C ; ¢) i : NaOH ; ii : A8, pyridine, DMAP, 35 °C
; d) (MeO,Na"), MeOH

La bromation en position anomére conduit excluseeinau composé de configuration
a-D car c'est le produit thermodynamiquement le plusble. Le groupement
pentachlorophénolate a alors été introduit excemeient en positiofs par une réaction de
type SN. Ces deux réactions ont été faites sans purificatitermédiaire et le compog4 a
été obtenu avec un rendement de 67 %. L'apparit@signaux caractéristiques des protons
aromatiquesd(> 5,2 ppm) atteste de la nature du progdit

La formation du pont 1,6-anhydro est ensuite efféetsur le glucose I, qui posséde un
bon groupement partant en position anomére, aveendement de 54 %. Les positionset

6 ' ont ainsi été protégées et la désacétylation cadmé du produit25 préalablement
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caractérisé en RMN par la disparition des signaelatifs aux protons et aux carbones
aromatiques, a permis de former le composé |@Be ne présentant plus de signaux

caractéristiques des groupements acétate (15Appm) < 2,09) en RMNH.

Une fois les positions et 6' bloquées il a alors été possible de fonctionnaliser
spécifiquement les positions'4et 6" avec des groupements de réactivité différente&®eh
9)

o o o
OH OAc OAc
OH 0 AcO O AcO g

ng o —2 > AcO o —b 5 Ao o
o HO
on OH o © OAc o OAc
OH
26 27 28

Cc

o)
OAcC
AcO -0
cl cl A o
C'><n/ 0 OAc
o) o)
o
30

Schéma 9 : Protection des positions'4et 6" du cellobiosyle par des groupes protecteurs de régvité

différente
a) Benzaldéhyde, ZnglT, ; b) HBF;, acétonitrile, 7 ; ¢) i : 1-(benzoyloxy)-benzotriazole, Bk ; ii : TCA,
Et:N, CH,Cl,
Afin de protéger spécifiquement les positions"4et 6 ", lintroduction d'un

groupement benzylidene a, dans un premier tempseffgctuée. Seuls les hydroxyles en
position 4" et 6" sont impliqués dans cette réaction car le cyaisiajénéré est un cycle & 6
atomes donc stabilisé. L’acétylation des positidmes restantes a été faite dans un deuxiéme
temps, directement dans le milieu brut réactionteljui a permis I'obtention du comp@é
avec un rendement global de 54 %. La nature deregujp a été vérifiée en RMN par
'apparition de signaux caractéristiques des proteh des carbones aromatiques ainsi que
ceux relatifs aux groupements aceétate.

L’hydrolyse spécifique du benzylidéne a conduitiddrmation du composés, avec
un rendement quantitatif. Les hydroxyle dt 6" ont pu ensuite étre fonctionnalisés.

Tout d’abord, la position 6 a été protégée par un groupement benzoyle. Isatitn

du (benzyloxy)-benzotriazole a permis, en raison coatrainte stérique, une addition
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régiosélective, dont I'efficacité a été controlée RMN par I'apparition des signaux relatifs
aux groupements aromatiques et détermination dae ietégrales.

Puis le trichloroacétate (TCA) a été introduit Bhydroxyle restant, formant ainsi le
produit30.

Ce dernier est caractérisé en RMN. Les signauxpdssns H-4" et H-5" sont plus
déblindés § = 5,27 et 4,13 ppm) que pour le compaB8és = 3,63 et 3,47 ppm) en raison des
groupements électronégatifs introduits. De pluqrésence de signaux relatifs a des protons
aromatiquesd > 7,4 ppm, confirme la présence du groupement dydez Par ailleurs,
plusieurs signaux supplémentaires ont été idestdié RMN'*C dont ceux relatifs aux deux

carbones des groupements carbonyles ajobitéd66,0 et 161,0).

Le fluorure, puis le tétrahydropyranyle ont enspiteétre introduits (Schéma 10).
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Schéma 10 : Obtention du fluorure db-cellobiosyle protégé en position 4

a) i : AcO, CRSG;SI(CHs)s ; i : HBr ;i : Ac,O, AcOH, AcOAg ; b) i : HF/Pyridine, 0 °C ;i : B ; ¢) DHP,
acide camphosulfonique ; d) (Mg®a’), MeOH

L’hydrolyse du pont 1,6-anhydro a permis l'insemtid’'un groupement fluorure en
position anomére. Celle-ci se fait uniguement esitfwm o car le composé peracétydé a été
obtenu préalablement exclusivement en pospiicen passant par le dérixéoromé.

Par hydrolyse du groupement TCA en milieu basiquedmpose82 a été obtenu a
partir du compos&1 avec un rendement de 91 %. La configuration dupos®32 a éte
vérifiée par RMN'H. La présence d'un doublet dédoublé a 5,62 ppractéistique du
proton anomeére présentant une petite constanteodiglage J; » = 2,4 Hz) confirme la
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configuration o et une constante de couplage plus importadte (= 53,1 Hz) est la
conséquence de la présence d’'un groupement fluorure

L’ajout du groupement tétrahydropyrane (THP) arétdisé avec un rendement 95 %
et une désacétylation quantitative conduit au ca®fd attendu, caractérisé uniqguement en
spectrométrie de masse en raison de l'instabilitgupement halogene et de la formation

de deux diastéréoisomeres induite par I'introdurctia groupement THP.

L’ensemble des précurseurs nécessaires a la «wctish » enzymatique du XGO

comportant une zone non substituée a ainsi étéwbte

3.3.5.Utilisation de la glycosynthaseHiCel7B E197A pour I'obtention
du produit 44

Comme mentionné précédemment dans I'étude rétiostygtie du composé4, ce
dernier peut étre obtenu par des condensationsretizyues successives grace a l'utilisation
de la glycosynthaskEiCel7B E197Aavec les précurseurs dont les synthéses viennétme d’
décrites?®

Le fluorure de cellobiosyle protégé en position' 4ermet d’ajouter des motifs
cellobiosyles de facon contrélée a I'extrémité néductrice de I'heptasacchariilé (Schéma
11).
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Schéma 11 : Addition d'un motif cellobiosyle sur heptasaccharide XXXG_16

L’addition enzymatique d'un premier cellobiosyle ivset de [I'hydrolyse du
groupement tétrahydropyrane en milieu acide aésksée avec un rendement de 74 %. Puis,
un second motif a pu étre ajouté dans les mémeditmors avec un rendement de 70 %,
constituant ainsi une succession de quatre régtlicosyle non substitués et conduisant a
'undécasaccharide GGGGXXX@&3. Le choix de la longueur de cette zone non sulgsit
été déterminé en cohérence avec les motifs élémetdes XGs. En effet, les XGs étant
constitués de repétition de XGOs comportant 4 ussglucosyle dans la chaine principale, il
était nécessaire que la longueur de la zone csitiple du composé chimio-enzymatiquement
synthétisé soit proportionnelle a cette valeur.ddmposé possédant 4 motifs cellobiosyles,
soit 8 résidus glucosyle, aurait également pu éymthétisé mais son obtention et plus
particulierement sa purification aurait pu s’avéiéticate en raison de son importante masse

molaire. Par ailleurs, la solubilité d’un tel conspaurait été nettement plus faible.
Le couplage enzymatique entre I'undécasacchddds le nonasaccharide fluoruté

a pu ensuite étre effectué grace a l'utilisationadglycosynthaséliCel7B E197A (Schéma
12).
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Schéma 12 : Obtention par voie chimio-enzymatiqueell'oligosaccharide LacXXXGGGGGXXXG 44

Le produit résultand4 a été obtenu avec un rendement de 71 % aprescptioh par
chromatographie sur gel de silice et filtration 8u45 um. Malgré un rendement correct, la
guantité de produi4 synthétisé est la quantité minimale nécessai@de des interactions.
Or il resterait, a priori, a hydrolyser le motittasyle protecteur pour obtenir le compd&e
Cette réaction n'a pas été réalisée pour ne paseaisine diminution de la quantité de produit
disponible qui pourrait devenir insuffisante poé@tude des interactions. Cependant, afin de
comparer des XGOs comparables, un motif lactos@ee ajouté a I'extrémité non réductrice
des oligosaccharide20 et [XGO} par couplage chimio-enzymatique dans des condition
identiques a celles décrites précédemment (Schémia tilisant le fluorure de lactosysé.

Les rendements correspondant sont rassemblésaltaiddau ci-dessous (Tableau 12).

Donneur Accepteur Produit obtenu Rendement

LacuF 36 (3éq) | XXXGXXXGXXXG 21 | LacXXXGXXXGXXXG 45 71%
LacuF 36 (5 éq) [XGO} Lac[XGO} 46 48 %

Tableau 12 : Rendements des couplages enzymatiquisproduit 36 sur les XGOs_21et [XGO];
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Lors de ces réactions enzymatiques, le donnetdr atiisé en exces afin de faciliter la
purification des produits de couplage. Ceci ne ggpas d’auto-condensation du fluorure en
raison de son absence de caractere accepteunigsaa-la glycosynthasdiCel7B E197A.
L’excés de fluorure n’a pas été déterminé a pruwgis ce compose a été ajouté petit a petit
jusqu’a disparition de l'accepteur évaluée par CQMest en effet préférable d'ajouter le

fluorure par petites quantités afin de minimiser bgdrolyse.

Grace a cette voie de synthése chimio-enzymatidusieprs composés xylogluco-
oligosaccharidiques de structure contrélée onoBténus. Cependant, malgré un bon contréle
de la répartition des ramifications, les XGOs sgtileés sont de tailles relativement faibles.
Une nouvelle approche a donc été abordée pouriobesn XGOs de longueur de chaine plus

importante.

4.Les bola xylogluco-oligosaccharides : un moyen de imer des

XGOs de masse molaire plus élevée ?

Les syntheses chimio-enzymatiques décrites préa@déatm’ont pas permis d’accéder
a des XGOs de tailles supérieures a douze résidessyle sur leur chaine principale. Or
cette longueur semble étre la longueur minimaler padsorption des XGOs sur la
cellulose® Afin de disposer de XGOs de tailles plus impoeanttout en maitrisant la
répartition de ramifications il a été envisagé denem ces derniers au moyen de structures
hybrides constituées de XGOs associés entre euX’ipiarmédiaire d’'un bras espaceur
(Schéma 13).
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QA - QOO QIS - QO

(- (_—

QA>=000 QOO—=300

Schéma 13 : Utilisation de structures hybrides poumimer des XGOs de tailles plus importantes,
enchainement de type téte-a-queue (A) ou de typddéa-téte (B)

Q représente les motifs élémentaires des xyloglucdeesructure de base tétraglucosidique (XXXG, XLXG
@ représente le saccharide réducteur de chaque XGO
< représente le bras espaceur

Le bras espaceur doit pouvoir étre introduit samslifier les caractéristiques des
XGOs et ne doit pas interférer, par sa nature, tEnmteractions XGOs-cellulose.

De plus, il est possible d’envisager un enchain¢mernype téte-a-queue ou bien téte-
a-téte. La possibilité de coupler les deux XGOs-#tjueue permettrait de conserver une
régularité de structure primaire tout le long dilabaligosaccharide. Cependant, le couplage
nécessiterait la fonctionnalisation du saccharideésa I'extrémité non réductrice.
L'introduction d’un groupement azide ou amine esifion 6" d’un motif lactosyle a déja été
réalisée au laboratoire (résultats non publiésyroeite fonctionnalisation, déja complexe sur
ce disaccharide pourrait s’avérer inaccessiblelesirXGOs. Par contre, I'enchainement de
type téte-a-téte est plus accessible car il nesséeeque la fonctionnalisation du carbone

anomere du saccharide réducteur.

4.1.Choix du bras espaceur

Le choix du bras espaceur est assez restreint eotapti des conditions requises. |l
doit pouvoir étre couplé aux XGOs et les structinrgsrides résultantes doivent conserver la
solubilité dans I'eau. En conséquence, les oligpoéy/(étyléne glycol) (OEG et PEG) sont de
bons candidats. Ces composés présentent plusiaunstages, ils sont tout d’abord
commerciaux et plusieurs degrés de polymérisatiom disponibles. lls sont hydrosolubles et

leur fonctionnalisation est relativement simplefinleur flexibilité permettra une certaine
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adaptation conformationnelle de la molécule afin pdgmettre les interactions avec les

chaines de cellulose.

4.2.Stratégie de synthese

Comme précisé en introduction, I'enchainement dasc KGOs sera de type téte-a-
téte. Ceci peut s’averer étre un obstacle auxaotiems XGOs-cellulose car, vis-a-vis d'une
méme microfibrille de cellulose, un des deux XGOlalstructure hybride sera alors orienté
de facon anti-paralléle, comme les chaines deloséiudans la cellulose Il. Ceci pourrait
constitué un obstacle a I'adsorption, c’est pourgptusieurs longueurs de OEG et PEG
doivent étre utilisées, pour conférer a la struiectiiybride des longueurs et des flexibilités
variables permettant d’aborder les différents tygiggeraction envisagés entre la cellulose et
les XGs.

Il est ainsi possible d’utiliser un di(éthylene ¢iy) pour induire des interactions dans
la configuration représentée Figure 37A et déteemalors si I'orientation antiparalléle des
XGOs vis-a-vis de la cellulose est un obstacle @igractions. L'utilisation d'un bras
espaceur plus long de type PEG (Figure 37C) peraitette surmonter cet obstacle. Enfin
I'octa(éthylene glycol) pourrait également permeetie faire abstraction de cette orientation,
susceptible d’étre défavorable, par interaction Xl&©s sur deux microfibrilles de cellulose
différentes (Figure 37B).

Figure 37 : Représentation schématique des interdons entre les structures hybrides XGOPEGXGO et la
cellulose

En fonction de la longueur du bras espaceur diftéeconformations sont susceptibles d'étre adeptée
par les structures hybrides XGOPEGXGO lors desant®ns avec la cellulose

Deux voies de synthese peuvent étre envisagées|pbtention de ces structures
hybrides : une amination réductrice des XGOs par dfgives oligo- poly(éthylene glycol)

diamine ou une cycloaddition catalysée par le eu{wclick-chemistry ») a partir de diazido
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oligo-poly(éthylene glycol) et des XGOs fonctiorieék par une fonction alcyne. Les deux
meéthodes envisagées pour I'obtention des struchylesdes requierent la fonctionnalisation
d’'oligo- et de poly(éthylene glycol) (OEG/PEG) esuls dérivésa,o-diamines oua,o-
diazides.

4.3.Fonctionnalisation des oligo- et poly(éthylene glyt)

Les OEG et PEG possédant des groupements azoturemmes a leurs deux
extrémités ont été synthétisés de maniére identpue les deux premieres étapes, la
formation des composés aminés nécessitant ensugtétape supplémentaire (Schéma 14).

o a o b o
HO OH > 150 OTs > N N3
n n n
n

47
50 8
C
53 ~ 43 54 ~43

Schéma 14 : Voie d'obtention des dérivés{CH,CH,0),CH,CH,N; et NH,(CH,CH»0),CH,CH,NH,
a) TsCl, EsN, CH,CI,, 30 °C ; b) Nal, EtN ; ¢) H,, Pd/C ou HS, pyridine/eau

Plusieurs méthodes de tosylation sont décrites ldditterature utilisant le chlorure de
tosyle associé & une base qui peut étre la pyrtdinéd’ la triéthylamine®® ou encore la
potassé> Dans le cas présent, la triéthylamine a été éédlisomme espéce basique. Les
produits47, 50 et 53 ont ainsi été obtenus avec des rendements refspeetB8 %, 47 % et
100 %.

lIs ont été analysés par spectrométrie de masseaigaon de la polydispersité du
PEG,;, le spectre de masse présente un massif de piespetrmet pas de conclure quant a la
nature du composg3. La structure de ces composés a été confirméammyse RMN'H,

par la présence de deux doublets a 7,7 et 7,3 ppneodstante de couplage 8-9 Hz,
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caractéristiques des protons aromatiques et dhgukdt a 2,4 ppm caractéristiqgue des protons
du groupement méthyle (Figure 38A). L’ensemble sipsctres RMN'H et *°C sont, par

ailleurs, conformes a la littératut&:14°
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Figure 38 : Spectre RMN'H (A) et RMN **C (B) du TsO(CH,CH,0)sTs

Les produits48, 51 et 54, comportant des fonctions azides ont ensuite bténas
conformément & la littératufé® par réaction de I'azoture de sodium dans le DMEcales
rendements compris entre 66 % et 69 %. La disparisur le spectre RMRH et RMN **C,
des signaux caractéristiques du groupement tosydse supposer que les produits formés

sont bien ceux attendus.

La réduction de la fonction azide, a été effecpeiedeux méthodes.
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Le composés4 a été réduit en utilisant du dihydrogéne en présate Pd/C. Une
analyse par spectrométrie de masse n’a pas peenusrtlure quant a la nature du composé
obtenu, toujours en raison de la polydispersitéPdG de départ. En analyse RMN, la
présence d’un singulet élargi a 1,95 ppm caratiguis d'un groupement amine montre que
le produit54 a bien été réduit. Le rendement de cette réaesne 86 %. Cependant, la
présence de charbon dans le catalyseur peut laissedre une adsorption de quantité produit
non négligeable sur celui-ci, malgré les rincagdégthanol a chaud effectués. Une seconde
méthode, utilisant le sulfure d’hydrogéne, ) dans un mélange eau/pyridine a donc été
utilisée pour la réduction des compod8st51.

Les structures des compogiset52 résultants ont été confirmées par spectrométrie de
masse et analyse RMN. En effet, malgré I'absencgghal relatif au groupement amine dans
le cas du compos£9, le signal relatif aux protons -GHsitué eno. de ce méme groupement
est bien déplacé vers les champs forts et le sigtatif aux autres protons vers les champs
faibles, par rapport aux dérivés azotures surpestses RMN'H. Les spectres RMRFC ont
egalement permis de confirmer la nature des conspigsét 52, car le déplacement chimique
du signal relatif au carbone endu groupement amine varie de 50 ppm a 40 ppm ksns
deux cas. Les rendements d’obtention de ces peosioiitt supérieurs a 90 %

La réduction par le sulfure d’hydrogéene s’est davérée étre une méthode plus
efficace et plus fiable que l'utilisation du paliach qui peut entrainer une adsorption du

produit de la réaction sur le charbon contenu tmoatalyseur.

Les précurseurs obtenus a partir d’oligo- et de/(gtthylene glycol) ont ensuite été

utilisés pour la synthése des structures hybrides.

4.4.Synthése des bola xylogluco-oligosaccharides

Deux méthodes peuvent étre envisagées pour sysghéts structures hybrides XGO-
PEG-XGO : I'amination réductrice ou la cycloadditiddans un premier temps, I'amination
réductrice a semblé la méthode la plus adaptéelleane nécessite pas de fonctionnalisation
des XGOs qui pourrait amoindrir les quantités deaayosaccharides disponibles. Puis dans

un deuxieme temps les réactions de cycloadditibrét@ntestées.
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4.4.1. Amination réductrice

L’amination réductrice permet d’obtenir des dérivsligosaccharides sous forme
d’amino-alditol****** Dans un premier temps, I'amine réagit avec le ggment carbonyle,
présent sur la forme ouverte du saccharide réducteas formation d’'une imine par
condensation permet alors de déplacer I'équilibteedes deux formes vers la forme ouverte.
L’'imine se protone ensuite, en milieu acide, enniom, qui est ensuite réduit par le
cyanoborohydrure de sodium, réducteur spécifigueinines. Ces étapes sont représentées

d’'une maniere générale Schéma 15.

+H ® NaBH,CN H
— + —
R1—NH, O/\Rz T Ri—N="R, — R/N\/Rz
-2 1

Schéma 15 : Réaction d’amination réductrice

Plusieurs essais d’amination réductrice ont étécaifs (Tableau 13), avec différentes
amines et différents oligosaccharides. Dans l&r#iture, les aminations réductrices sont
effectuées en présence d'un exces d'amine. Cepgndans le cas présent, les deux
extrémités de 'OEG ou PEG doivent étre fonctiorsgas ce qui exige l'utilisation d'un
exces d'oligosaccharide.

Bien que la mise en ceuvre de cette réaction nemepas de difficulté particuliere
d’apres la littérature, dans le cas présent, éleande tres rares exceptions pres, pas permis
d’accéder aux produits attendus. Cependant, laivééades produits de réaction a I'orcinol
ainsi qu'a l'iode, dans la totalité des essaiss ldanalyse par CCM, laisse supposer qu’ils
comportent une partie saccharidique et une paetiypk éthylene glycol. Les analyses ont été
réalisées par spectrométrie de masse. Dans cectsnes milieux bruts réactionnels ont été
directement analysés mais plusieurs méthodes decption ont été également testées : la
chromatographie sur gel de silice normale ou Ch8iajue la chromatographie sur colonne

d’exclusion.
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Présence Autres produits
Entrée | Oligosaccharide | HNPEG,NH, Réactifs Conditions | du produit S P .
présents
attendu*
_ NaBH;CN 80°C,1h . 2 massifs centrés sur
1 XXG n=43 AcOH 40 Oui 1900, 3700
_ NaBH;CN 80°C,1h 2 massifs centrés sur
2 XXXGXXXG n=43 AcOH 40 Non 1900 et 3900
3 [XGO], n=2 NaBFCN | g 00 31 Oui [XGOINHCH,CH,"
AcOH
4 [XGO], n=2 NaBFCN | g5 o0 1 nuit| — Non [XGONHCH,CH,"
AcOH
5 [XGO] n=2 i) TEOACO | 55 °C, 1 nuit| Présence d’'une quantité de sels trop
2 - i) NaBH, Ta, 8h importante pour une analyse fiable
_ NaBH:;CN R : +
6 GG n=2 ACOH 55 °C, 1 nuit Non GGNHCHCH,
7 [XGO], n=28 NaBHCN 55 °C, 1 nuit Non [XGONHCH,CH,"
AcOH
8 [XGO]; n=2 NaA%ngN 55 °C, 1 nuit Non [XGONHCH,CH,"

Tableau 13 : Récapitulatif des essais d’aminationéductrice

* les produits sont analysés par spectrométrie aesm

Les essais utilisant la diamine dérivée du polylétie glycol) ont permis d’identifier
le produit attendu uniquement dans le cas du paothsride XXG, obtenu lors de
I'hydrolyse des XGs de tamarin (entrée 1), maisaue rendement faible (18 %). L’analyse
par spectrométrie de masse fait apparaitre plisieassifs dans les deux cas (entrée 1 & 2).
Il pourrait s’agir du produit résultant d’'une monbstitution mais la polydispersité du PEG et
sa masse molaire élevée se sont avérées encof@sina obstacle a I'analyse plus précise de
ces produits.

Les di- et octa(éthylene glycol) présentent I'aaget d’étre monodisperses, ce qui
facilite I'analyse des spectres de masses. Tr@aie®nt été effectués pour le couplage du
mélange [XGOJ avec les diamine49 et52, obtenue a partir des di- et octa(éthylene glycol)
A partir des conditions décrites dans la littérat(entrée 3, entrée 4 et entrée 7), seul I'essai
réalise a 80 °C (entrée 3) a permis de synthéliseproduit attendu. L’analyse par
spectrométrie de masse a néanmoins montre, danelascas, la présence d’'un pic qui ne
correspond pas au produit monosubstitué ni au frodublement chargé mais qui pourrait
correspondre a une fragmentation du produit soéifgisavoir : [XGONH(CH,CH,0)'.

L’augmentation de la taille du XGOs n’a pas nors@bouti aux résultats attendus.
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Afin de minimiser la protonation de I'amine qui prit la priver de sa réactivité, la
réaction a été effectuée en deux temps (entré&@abjination a été effectuée en présence de
triethylorthoacétate visant a piéger I'eau préseates le milieu, puis le produit a été réduit en
présence de cyanoborohydrure de sodium. La préskngeantités de sels importantes rend
analyse du milieu complexe mais aucun pic n'a éttecté au-dessus de la valeur

correspondant aux [XG@gn spectrométrie de masse.

Le cellobiose, testé en guise de témoin posititréen6), n'a pas donné plus de
résultats et seul un pic de masse pouvant corrdspan GGNHCHCH, a été observé en

mode négatif.

L’'analyse RMN a été effectuée sur un essai (endéprésentant une quantité de
produit suffisante et I'absence de signal relatifpgoton anomere a été constatée. Bien que
lanalyse RMN soit complexifiée par I'importance sdenasses molaires des produits
considéres, il semble donc que le produit atteridbien été formé. Le pic supplémentaire
observé en spectrométrie de masse, qui correspand, les différents essais, au méme sous-
produit pourrait correspondre a un pic de fragm@nadu produit attendu ou a un produit
polychargé. Néanmoins, l'incertitude quant a laureatdu produit formé et la difficulté de
purification, liée a I'impossibilité d’'utiliser umxcés d’amine, rendent cette méthode peu

fiable pour la construction de ces structures lugdsi

Une deuxieme méthode envisageable pour obtenistrestures est la méthode de

« click-chemistry », cyloaddition catalysée paclgvre.

4.4.2.« Click-chemistry »

La cycloaddition**® d’'un alcyne et d’un azide peut se faire par vae patalytique
mais la stabilité des réactifs nécessite une temtyér de réaction élevée et des temps de
réaction important$’® Afin d’améliorer les conditions de cette réactionpliquant la

l. 47 ont utilisé un

formation d’'une liaison comportant un hétéroatome dolb et a
catalyseur rendant ces réactions beaucoup plusaed au point de les qualifier de « click-

chemistry ».
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Un premier essai de faisabilité de cette réactiétéamis en ceuvre sur un meélange de
dérivés alcynes de XGOs disponibles au laboratbes XGOs présents dans ce mélange sont
les motifs constitutifs des XGs de tamarin (XXXGXRG, XLXG et XLLG). L'azide utilisé
lors de cette réaction est le dérivé poly(éthylgshecol) NsPEG;3N3 54 car celui-ci est
disponible en grande quantité.

?c
N
\ N o
o~ A e
. 9
‘ls OH 24

CusQ,
Ascorbate de sodium

Ac

Ac
I
N
HO o _N /=<N HO
LR O Ao,
N n N\ 7 fe) \55{
OH N HO

Schéma 16 : Réaction de cycloaddition utilisant unatalyseur au cuivre

La réaction de cycloaddition (Schéma 16) a étélyssa par le sulfate de cuivre en
présence d’ascorbate de sodium afin de réduireifedd Cu', espéce catalytique. Sa mise en
ceuvre n'a pas nécessité de conditions particuliéresprés 1 h a 50 °C, une analyse par
chromatographie sur couche mince montrant la dispar des dérives xylogluco-
oligosaccharidiques, a permis d’évaluer que le gitoattendu se formait de maniére quasi-
quantitative. Le produit a ensuite été purifié glaromatographie sur gel de silice. Malgré une
analyse CCM encourageante, la spectrométrie deenmagpas permis d’identifier le produit
attendu. En effet, le massif de pics présent sgpéetre ne correspond ni a I'ajout de deux
motif XGOs ni a I'ajout d’'un seul motif sur le PE€s ne correspond pas non plus au produit
de départ.

Cet essai préliminaire n'a pas permis d'identifarec certitude le produit de la
réaction. Il serait cependant intéressant de reji@aette réaction avec un OEG moins long
et monodisperse pour s’affranchir des problemesatiae et en utilisant des XGOs de tailles
plus importantes afin que les structures hybridesraes soient pertinentes pour I'étude des
interactions. Pour cela, les XGOs ont di étre pi#aiment fonctionnalisés.
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Formation de propargyl-xylogluco-oligosaccharided &t 58

Afin que les XGOs puissent étre couplés par cyadamh, il est nécessaire de les

fonctionnaliser avec un groupement propargyle, auiMe schéma réactionnel ci-dessous
(Schéma 17).

OH
OH OH
HO HO
HO, HO HO, HO
o
HO X\ HO
o °f o
o ] o
OH HO _ArOH OH HO
Q HO a Q HO
80 \OHO o 6'0 \OHO o N/\/
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HO HO
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Schéma 17 : Fonctionnalisation de XGOs par une N-atylpropargylamine
a) PrNH, 40 °C ; b) AgO, MeOH, Tx

Les lots [XGO} et [XGOL ont été utilisés pour cette réaction car les dtémnt
disponibles étaient suffisantes et les longueurshdénes totalement définies.

Apres les étapes dinsertion de la propargylamihel’acétylation, la disparition
compléte de produit de départ en fin de réacti@téamontrée par spectrométrie de masse.
Cependant, l'acétylation de I'amine a entrainé desétylations supplémentaires sur les
hydroxyles saccharidiques, ceux-ci ont été hydésdysn milieu basique. Les rendements de

ces deux réactions sont analogues pour les desixifoKGO, de I'ordre de 50 %. Ces faibles
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rendements peuvent s’expliquer par la nécessitpudéication par précipitation a I'issu de

chacune des deux étapes, ce qui peut générer tredpgroduit.

Cycloaddition (« click-chemistry »)

Les essais de cycloaddition ont été réalisés a pes deux lots de propargylamines
précédents : [XGQNAcPr (7)) et [XGOENAcPr (8). Les faibles quantités de produits
disponibles ont permis de faire uniquement desiesta faisabilité. Le dérivé diazoture
utilisé est le compos&9 obtenu a partir du di(éthyléne glycol).

Ces réactions sont réalisées dans un mélargritanol/eau (1/1 v/v), en présence de
sulfate de cuivre et d’ascorbate de sodium, dordleeréducteur a été évoqué précédemment.
Le mélang&8 n’était que partiellement soluble dans le solvaitisé alors que le mélandgg
a donné une solution limpide. Apres 24h de réagctioréchantillon des milieux réactionnels a
été analysé par spectrométrie de masse. Les tésolteenus sont présentés dans le Tableau
14. Dans le cas du mélangeé (entrée 1) le produit attendu est bien préserz ég8490) mais
la présence d'un pic de masse deux fois plus fddigse penser qu’il reste du produit de
départ ou du produit mono substitué. La difficulf@nalyse de ce milieu réactionnel en
spectrométrie de masse et le fait que les échamgilsoient constitués d'un mélange de
produits ne permettent pas de statuer avec cegtgudl’'une ou l'autre des hypotheses. Dans
le cas du mélangé8 (entrée 2), un seul massif est détecté en speétrinde masse
correspondant au produit de départ ou au produitasubstitué. La réaction a alors été
poursuivie apres rajout de sulfate de cuivre esabebate de sodium mais les résultats

obtenus aprés 24 h de réaction supplémentairesdsaniques aux précédents.

Entrée | Proparaviamine Formation du bola | Pics en spectrométrie| Pics en spectrométrie
pargy -oligosaccharide de masse aprés 24 h| de masse aprés 48 h
1 [XGO].NACcPr oui 2 massifs 2 massifs
(57 (m/z = 2666 et 5490)| (m/z = 2666 et 5490)
> [XGO]sNAcPr Non 1 massif 1 massif
(58 (m/z = 4080) (m/z = 4080)

Tableau 14 : Résultats des analyses par spectromiéide masse des essais de formation de bola-

oligosaccharides par « clik-chemistry » a partir dudi-azido-di(éthyléne glycol) N(OCH,CH,),N349
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D’aprés ces résultats, les essais de « click-chigmispermettent d’obtenir des bola-
oligosaccharides dans le cas de composés solubtes |ld milieu réactionnel. La structure
hybride [XGOLPEG[XGO], a ainsi pu étre obtenue mais en raison des fathlastités de
produit disponible, cette structure a uniguemeatcéractérisée par spectrométrie de masse.

L’insolubilité du composé [XGQNAcPr (568) dans le milieu utilisé est tres

probablement a l'origine de son absence de rég&tivi

Contrairement aux réactions d’amination réductgaen’ont pas permis de mener au
résultat attendu, la voie de synthese de bola-sdigcharides par cycloaddition a permis
d’obtenir une structure hybride. Il est néanmoigsassaire que la propargylamine formée a
partir du substrat xylogluco-oligosaccharidiquet ssbluble dans le milieu réactionnel
considéré, c’est la raison pour laquelle le comg@sébtenu a partir du mélange [XGQOJ'a
pas été couplé au compas®N3(OCH,CH,).Ns. Il pourra alors étre envisagé lors de travaux
ultérieurs de modifier le milieu réactionnel afie germettre la solubilisation de substrats
xylogluco-oligosaccharidiques de masse molaire glesée et de pouvoir synthétiser ainsi
des bola-oligosaccharides de structure variée diifiaat la taille des XGOs et/ou en utilisant
les différents dérivés diazotures d’'OEG et de PE®dgueur variable qui ont été préparés.

Bien que ces bola-oligosaccharides ne soient pas, jaur, disponibles pour I'étude
des interactions XGs-cellulose, la synthése ddasad’'OEG et de PEG ainsi que les tests de
faisabilité de cycloaddition pourront permettre tdiser ces structures pour des travaux

ultérieurs

5. Bilan de la préparation des substrats xyloglucosidiues

L’obtention de XGOs de structure controlée a domé étalisée par plusieurs
approches, soit une approche d’extraction suivagsdcertains cas, d’hydrolyse partielle a

partir de XGs naturels, soit une approche chimmoyeratique
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5.1. Substrats disponibles pour I'étude des interactions

Les différents substrats obtenus peuvent étre édass trois catégories : les XGs
naturels, les XGOs partiellement hydrolysés et X€30s obtenus par synthése chimio-

enzymatique.

* Les XGs naturels disponibles sont : les XGRdbuspariétaux (XGp), les XGs
de Rubusextra-cellulaires (X@ec) et leurs analogues désacétylés gX&qe), les XGs de
tamarin commerciaux (Xfzo0) et les XGs de tamarin extraits de graines {%6p.

» Par hydrolyse partielle, quatre lots de XGOs oétaditenus : XGg,, XGOys,
[XGO], et [XGO}

* Enfin par synthése chimio-enzymatique des XGOs tlectsire totalement
définie ont été obtenus : (XXX@)(XXLG)2, (XXXG)3, (XXLG)3, Lac[XGO}, Lac(XXXG)s
et LacXXXGGGGGXXXG

L’étude des interactions XGs- et XGOs-celluloserayen de ces différents substrats
obtenus devrait permettre d’apporter des réponses irgterrogations qui subsistent sur
I'influence de la structure des XGs sur les inteoms XGs-cellulose au sein de la paroi
primaire. L'intérét de ces structures pour I'étudks interactions est représenté ci-dessous
(Schéma 18)

XGsgp  XGSgec XGsrecdés  XGSr7o0 XGSrigo XGOy,  XGOyus  [XGO], [XGO]s

~ 7

(XXXG) > Degré

d’acétylation o

Résidus -
(XXLG) fucosyle Taille des
XGs
(XXXG) 3 Résidus
galactosyle
(XXLG) 3
Groupement
Zone non

Lac[XGO s lactosyle

 / substituée
Lac(XXXG) 3

LacXXXGG 4XXXG

Schéma 18 : Quelles réponses sur les mécanismesitéiactions XGs-cellulose a partir de quels substta ?
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L’étude des interactions de ces différents compasés la cellulose sera décrite au
Chapitre 3.

5.2. Spécificité des substrats des glycosynthases

Les essais de synthése par voie chimio-enzymatante permis d'apporter des
informations sur la spécificité des glycosynthases.

En effet, I'oligosaccharide XXXG et son dérivé ftacsont respectivement donneur et
accepteur de la glycosynthadeCel7B E197 au point de générer la formation de mpéhes.
Par ailleurs, leurs homologues monogalactosyldatifee au motif constitutif des XGs de
tamarin XXLG, sont également donneur et accept&swis de cette glycosynthase mais
I'activité de ce mutant est moins importante damsas car la formation d’aucun polymere
n'a été observée. Enfin, le dérivé digalactosyld &Let son dérivé fluoré ne sont ni donneur
ni accepteur vis-a-vis de cette glycosynthase.d@atre, il semble que ces derniers soient
reconnus par le mutarPttXET16A EB5A. Ceci illustre la sélectivité des ditbétes
glycosynthases utilisées et pourrait permettre pbager des informations d’ordre
morphologique sur les sites actifs des enzymeédsst

Malgré la reconnaissance des composés digalactosgby la glycosynthase
PttXET16A EB85A, les produits de couplage n'ont étéeas qu'en quantités tres faibles.
D’autres mutants obtenus a partir de cette méme ¥Tégalement été testés (publication
sous presse) mais les résultats ne sont pas saiffisat probants pour envisager la production
de (XLLG), par l'utilisation d’une de ces enzymes.
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CHAPITRE 3 : ETUDE DES INTERACTIONS XYLOGLUCANESCELLULOSE

1. Introduction

Dans le chapitre précédent la préparation de XGE@&Ds modeles a été décrite.
L’affinité de ces substrats pour la cellulose a gusi étre étudiée. Plusieurs méthodes
d’analyse des interactions sont envisageables. ridepé les faibles quantités de substrats
xylogluco-oligosaccharidiques disponibles, le cwee faiblement enthalpique des
interactions et linsolubilit¢ de la cellulose reml certaines méthodes difficilement
applicables.

Dans un premier paragraphe, les différentes teaksiqutilisées pour I'étude des
interactions vont étre décrites et la conséquercsedaines contraintes expérimentales sur le

choix des substrats cellulosiques sera exposée

2. Choix de techniques d’analyse

Compte tenu des contraintes évoquées en introaydtims méthodes principales ont
été retenues pour cette étude : la déterminatisnistghermes d’adsorption, qui permet de
déterminer la quantité de ligand adsorbée sur bstsat donné, la Titration Calorimétrique
Isotherme (ITC) qui donne une information enthalgigur I'adsorption et la RMN du solide
qui permet d’accéder a des données d’'ordre stalcsur les composants impliqués dans les
interactions considérées. Ce paragraphe consisteeprésentation sommaire de la maniere

dont la RMN du solide, les isothermes d’adsorpgbenfin I'I'TC ont été abordées.

2.1.Intérét de I'analyse de composites XGs-cellulose pRMN

Certaines études des interactions XGs-cellulopayiir de composite XGs de tamarin-
cellulose bactérienne par résonance magnétiquéaite| ont été menées précédemment dans
le cadre de la thése de V. SilvestreAinsi, en présence de XGs dans le milieu de cailtur
d’Acetobacter xylinugnces derniers peuvent s’intercaler entre les rfilmitbes de cellulose
au cours de la biosynthése. Lors de ces travaux gepulations de XGs ont été mises en
évidence grace a I'utilisation de milieu de cultappauvri er°C, au sein duquel la quantité
de cet isotope est inférieure a I'abondance naéymgli induit une cellulose ne présentant pas
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de signal en RMN3C. Cependant, les temps d’accumulation, nécessaitebservation des
différentes conformations et mobilités des XGs recats, se sont averés trop élevés pour
permettre une analyse compléte.

Dans ce travail, plusieurs voies ont été aborddies de procéder a une analyse
conformationnelle de composites XGs-cellulose. Damgpremier temps, pour améliorer le
contraste isotopique par rapport aux travaux prEusd les XGs utilisés ont été marqués au
13C et incorporés dans des milieux de cultur&cétobacter xylinunappauvri en*C. Ceci
permet, grace a I'extinction des signaux de lautedle d'observer les signaux relatifs aux
XGs avec une efficacité accrue. Parallélementijligation de cellulose marquégC en
présence de XGs naturels a permis de détecterrdigalées variations conformationnelles de

la cellulose.

Ces analyses nécessitent I'utilisation de quaniitg®rtantes de XGs, ce qui limite le
nombre d’essais réalisables. De plus, les conalasapportées par la RMN sont d’ordre
conformationnel et sont la conséquence de I'obsierval’un état final mais ne permettent
pas de déterminer les mécanismes impliqués. Eféi,seuls XGs marqués atC qui
peuvent étre produits au laboratoire sont ceuRdleus ce qui n'a pas permis d’étudier tous
les parametres envisagés. Il a donc été nécesdaimettre au point d’autres méthodes
d’analyse pouvant apporter des informations comeféaires sur les phénomenes mis en
jeux lors de ces interactions et qui nécessitedestquantités de substrats xyloglucosidiques

plus faibles.

2.2.1sothermes d’adsorption

2.2.1.Description

L’analyse par détermination des isothermes d’adgorpest le moyen le plus simple
d’évaluer la quantité de ligand adsorbée sur urstsabdonné par la détermination de la
concentration d’'une solution de ce ligand avarapes incubation en présence du substrat.
Ces isothermes d'adsorption représentent les i@rgatde la quantité de ligand adsorbé,
normalisée a la masse séche de substrat, en fonddosa concentration en solution a

I'équilibre. Le déroulement de ce type d’expérieasereprésenté ci-dessous (Schéma 19).
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Centrifugation
>

Cellulose Incubationa T °C

(= 3 mg) pendant un temps t

Dosage colorimétrique

. (orcinol) <
(Co-Co)V

Qe—

Mcellulose

Schéma 19 : Schéma illustrant la technique de détmination d’un point d’une isotherme d’adsorption

Cette méthode est simple mais relativement longuesite nécessite la détermination
d’'une dizaine de points par courbe avec des solliinitiales de concentrations variable. Les
concentrations de XGs ou XGOs utilisées sont caseprientre 5 et 2000 pg:méoit un
rapport massique initial par rapport a la cellulgagant de 0,2 % a 70 %. Les quantités de
produits xylogluco-oligosaccharidiques nécessamesont pas tres élevées en raison de la
sensibilité du dosage colorimétrique a l'orcinokcCa été un élément déterminant dans le

choix de cette technique en raison des quantit@gks de XGOs disponibles.

2.2.2.Etudes préliminaires

Etude cinétique

Une étude cinétique a permis de déterminer le tesppimal d’incubation. La Figure
39 représente la cinétique d’adsorption de XGsad®tin sur la BMCC et fait apparaitre une
durée d’incubation pour laquelle l'adsorption estximale de 15 h. Des cinétiques
d’adsorption de XGOs et des cinétiques de XGsfardifites températures ont également été

effectuées, les courbes correspondantes ne sonepassentées car le temps optimal était
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également voisin de 15 h. La température d’adsmrptie semble avoir que peu d’influence
sur la durée d’incubation nécessaire pour atteiftirquilibre. 1l est de toute fagon

indispensable, pour des raisons de reproductilititde comparabilité les essais, d’effectuer
ces derniers dans des conditions rigoureusementigdes. La durée d’incubation de tous les

essais d’isothermes d’adsorption a donc été fixee la
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Figure 39 : Cinétique d’adsorption de XGroo (Co = 100 pg.mf") sur la BMCC & 40 °C

Les points représentés sont des moyennes sur drsalees barres d’erreur tiennent compte de I'etdenies
valeurs

Test d’adsorption non spécifique

Ce test d’adsorption non spécifique consiste aiétue comportement d’un ligand ne
possédant aucune affinité pour la BMCC et a détegns’il existe une adsorption parasite. Le
pullulane, polymere constitué d’unités maltotriesyliées par des liaisonsl,6, ne posséde

1.9 et ne présente pas de propriétés

aucune affinité pour la cellulose |, d’'apres Mishigt a
agrégatives. Ce polysaccharide a donc été testa-vis du lot de BMCC utilisé. Aucune
adsorption significative n'a été détectée ce quintmo qu’il n'y a pas d’adsorption non

spécifique sur la BMCC.

2.2.3.Modeles de Langmuir, de Freundlich et de Scatchard

Afin de proposer une interprétation mécanistique oeesures d’adsorption et d’en

déduire certaines grandeurs caractéristiques tellesla capacité maximale d’adsorption,
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Yy

I'affinité d’adsorption ou encore l'indice d’hét@énéité de la surface, certains modéles

d’adsorption ont été utilisés.

Modele de Langmuir

Le premier modéle considéré a été le modéle de rhaiid*® Les conditions
d’application de ce modéle sont les suivantes :
» |'adsorption doit étre celle d'un gaz ou plus géhé&ment de molécules isolées
indépendantes sur un solide
« il ne doit y avoir gu’un seul type de site d’intetian
« il ne doit pas y avoir dinteraction ligand/ligandnais uniquement

substrat/ligand
Le modéle de Langmuir s’exprime alors sous la forme

Qe = meCe
1+bCe

(1)

ou ge est la quantité de ligand adsorbée normaliséegpgort a la quantité de substrat,
C. la concentration de ligand libre a I'équilibrgy, est la capacité d’adsorption maximale
reliée au palier de I'isotherme let’affinité d’adsorption.

Ce modele peut aussi s’exprimer sous une formarisée :

C_1,C o

G bom om

En outre, soiK, la constante d’adsorption it la constante de dissociation, l'affinité

d’adsorptionb peut alors s’exprimer de la fagon suivante :

Ka
b=— 3
2 3
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Modéle de Freundlich

Un second modeéle, le modéle de Freundfitta ensuite été utilisé. Il s’exprime en loi

de puissance selon I'équation 4 :

0e = mGY" (4)

ou m est une grandeur qui décrit a la fois la capatit&kimale d’adsorptiom, et
I'affinité d’adsorptionb et 1/n caractérise I'hétérogénéité de la surface et vamtee O si le
systeme est hétérogene et 1 pour une surface homogée

L’équation 4 peut également étre linéarisée dadarf suivante :

In(ge) = In(m) +%|n(ce) 5)

Modeéle de Scatchard

Enfin un troisiéme modéle, le modéle de Scatchdrd également été utilisé, bien que
sa pertinence soit contest@&Grace au tracé dg/C. en fonction dej. ce modéle permet
d’apprécier la coopérativité d’'un systeme d’asdamia En effet, si la courbe obtenue est
concave et ne présente donc pas de maximum, dlerest généralement associée a un
mécanisme d’adsorption présentant une hétérogérdstésites et/ou un mécanisme
anticoopératif ou I'adsorption d’'une molécule dgahd diminue la probabilité d’adsorption
de la suivante. Au contraire, si la courbe présantecourbure convexe et un maximum, alors
le mécanisme d'adsorption peut étre considéré coroompératif, ou I'adsorption d'une

molécule favorise I'adsorption de la suivante.

L'utilisation de ces trois modeles a donc permis déduire des isothermes
d’adsorption des données quantitatives. Le modéleLahgmuir a permis de déterminer
'adsorption maximale ainsi que I'affinité pour &ibstrat considéré. Une information sur

'hétérogénéité de la surface a pu étre obtenuarér glu modele de Freundlich grace au
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parameétrel/n. Enfin, le modéle de Scatchard a apporté desnrdtions sur la coopérativité
des mécanismes impliqués dans les interactionsdz@ss.

Dans tous les cas, l'utilisation de ces modeldsstionnées qui en découlent doivent
étre interprétées avec une grande précaution sanrale leurs conditions d'utilisation qui,
dans le cas présent, ne sont pas toujours remphegarticulier le caractere indépendant des
molécules adsorbées. Ces modeles ont été utilisgsgalement a titre comparatif entre les

différents substrats.

La détermination des isothermes d’adsorption est dme technique efficace et qui ne
nécessite que de faibles quantités de substratsi’pealuation de la capacité d’adsorption.
De plus, l'utilisation de modéles d'adsorption pattndans la limite de leur applicabilité,
d'atteindre certaines grandeurs thermodynamigées laux mécanismes d'adsorption ainsi
gue de constater une éventuelle coopérativite. ieéars, il est difficile d'obtenir des
informations enthalpiques, car d’une part la rébdi®e du systeme n’a jusqu’a présent pas
été démontrée avec certitude et d’autre part kectawre enthalpique est faible ce qui, en raison
des imprécisions de mesure, rend cette méthoddigida pour la détermination de données
enthalpiques. Par contre, ceci peut étre approgleétement par la titration calorimétrique

isotherme.

2.3. Titration calorimétrique isotherme (ITC)

La titration calorimétrique, est une méthode thedymamique largement utilisée pour
'étude des interactions entre deux especes, le phuvent en solution a température
constante. Elle permet d’accéder directement aardgurs thermodynamiques du systéme
considéré, telles que, la constante d’associali@) (a stcechiométrienf du complexe ainsi
que I'enthalpie standard de réactiai], I'enthalpie libre 4G), I'entropie @S) et la capacité

calorifique @Cy) qui peut étre déterminée en faisant varier |gptature.

Cette technique a de nombreuses applications cdiétude des interactions protéine-

152,153

protéine’ protéine-ligand>* enzyme-inhibiteur>>**° ou d’association supramoléculaire

de polyméres®’
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2.3.1.Principe de la méthode

Une expérience de titration calorimétrique isothelst réalisée en titrant une solution
de « substrat » contenue dans une cellule, parligard » injecté en plusieurs fois au cours
du temps. Lorsque les deux espéces interagissgnta libération ou absorption d’énergie
thermique. Celle-ci est mesurée grace a la détetinim de la puissance électrique 1).a
fournir pour maintenir la cellule de mesure etddude de référence, contenant le solvant seul,
a la méme température. Ainsi, chaque pic de puisseorrespond a une chaleur absorbée ou
dégagée lors de I'ajout du ligand sur le substrat.

Le dispositif expérimental de I'analyse ITC estresgnté Figure 40. Les deux cellules
sont maintenues dans une enceinte adiabatiquadelition de ligand est effectuée au moyen
d'une seringue de précision pilotée par ordinatéercontenu de la cellule de mesure est

agité par un moteur électrique.

Seringue
d’injection

Enceinte
adiabatique

Cellule de Cellule de
référence mesure

AH (pcal.s?)

Figure 40: Dispositif expérimental de mesure ITC

Plusieurs parameétres peuvent étre modifiés pouimogar I'analyse : vitesse
d’agitation, quantités injectées, vitesse d'injgcti intervalle de temps entre deux

injections....
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2.3.2.Exploitation des résultats

Une série d’injections permet d’obtenir un grapleigaprésentant la compensation de
puissance nécessaire pour maintenir une tempémnstante au cours du temps a l'intérieur
de la cellule de mesure (Figure 41A). La hauteurchaque pic observé sur ce tracé est
proportionnelle a I'évolution de la température slda cellule au cours de linjection.
L’intégration de ces pics permet de déterminerdlation de I'enthalpie de réaction du
systeme (Figure 41B). Ainsi, un pic dirigé vers bas est le signe d'un processus
exothermique alors que dans le sens opposé, leolpservé est la conséquence dun
phénoméne endothermique. La valeur de I'enthalgier&hction est alors respectivement

négative ou positive.
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Figure 41 : Exemple de titrage ITC : le signal brutenregistré au cours de la mesure (A), donne, par

intégration des pics par rapport au temps et normasation a la concentration de ligand, une sigmoid@)

A partir de I'évolution de I'enthalpie en fonctiake la quantité de ligand injectée,
plusieurs valeurs thermodynamiques propres auragsp@&uvent alors étre déterminées.

Si I'on considere gu’il n’y a qu’un seul type déesisoit un équilibre de type :

X+ M — XM

115



CHAPITRE 3 : ETUDE DES INTERACTIONS XYLOGLUCANESCELLULOSE

et si, par ailleursK, désigne la constante d’association,le nombre de sites
complexantVy le volume de la cellulayly et M; les concentrations initiale et a l'instandu
substrat dans la cellulX, et X; les concentrations initiale et a un instadu ligand dans la

cellule et® la fraction de sites occupés par le ligahdlors :

o

Ka=——— (6) et Xt = Xo+ nOM (7
1-©)Xo

Ainsi, les équations (6) et (7) donnent I'équatipradratique suivante :

(8)

92—9{1+ X, 1 }r Xi

=0
nM:  nKaMt nM:

Or, la valeur d&), chaleur totale dégagée est donnée par :

Q = NOMAHV 9)

Ainsi la solution de cette équation (8) inject@msl I'équation (9) permet d’obtenir

'expression :

2
Qo MMAHVGl X 1 (1+Xt+ 1 ) (4% 10)
2 nM:  NKaM: nMe  nKaMt nVk

Soit Q; la chaleur totale dégagée aprés’T¥ injection liée aux paramétres ajustables

Ka, n et4H°, la chaleur dégagée au cours déMSinjection est donc :

AQi=Q + ?/\: [QI +2Qi _1j| -Qi-1 (11)

ou4V; désigne le volume de ligand injecté au cours agekition i.

116



CHAPITRE 3 : ETUDE DES INTERACTIONS XYLOGLUCANESCELLULOSE

Plusieurs analyses ITC réalisées a des tempéraliffésentes peuvent permettre de
déterminer la capacité calorifique d’adsorptiorpadtir de la loi de Kirschoff, a pression et

composition constante :

AH gz_AH ?1 (12)
T.7T.

AC,=

Ces différentes méthodes d’analyse des interac@sscellulose décrites permettent
donc, en théorie, d’accéder a des informations ¢&mgntaires et de rassembler ainsi des
données thermodynamiques et structurales utiles faodétermination de la nature et des

mécanismes d’interaction.

3. Choix et analyse des substrats

Les contraintes expérimentales liées aux technigtiisées requiérent I'adaptation
des substrats en fonction de la technique utilié&é®.compromis a di étre fait entre la
pertinence des substrats par rapport a la pardtaksy les quantités de substrats disponibles

et le comportement de certains substrats utilisésrenes d'agrégation ou d'enchevétrement.

3.1.Substrats cellulosiques

De nombreuses études d’interactions polysacchacelédose ont été réalisées par
détermination des isothermes d’adsorption en atitida cellulose microcristalline de type
Avicel.”** Or, cette derniére présente une importante héégitg en raison de la présence
d’agglomérats, qui peuvent nuire a la reprodudtédbies essais d’adsorption. Par ailleurs, ce
type de cellulose contient des substances sacas® résiduelles autres que la cellulose
elle-méme, ce qui, malgré la détermination de hlaeat amener a augmenter les erreurs de
mesure. Ces inconvénients n'ont pas été constaiés l@ cas de la Cellulose Bactérienne
MicroCristalline (BMCC), obtenue par hydrolyse d@edellulose bactérienne, qui a donc été
choisie pour cette étude. L'érosion des zones anesrpes plus accessibles par hydrolyse
acide conduit a l'individualisation de segments bgenes a partir des rubans initiaux de

cellulose bactérienne. La masse molaire moyennderrdéée par chromatographie

117



CHAPITRE 3 : ETUDE DES INTERACTIONS XYLOGLUCANESCELLULOSE

d’exclusion stérique en milieu LiCl DMAE? (Anne-Laurence Dupont, MHN, Paris), est de
73.10 g.mol*, soit un degré de polymérisation de 450 Cettewadst du méme ordre de
grandeur que les masses molaires de BMCC repatéesla littératuré>**°Par rapport a la
cellulose bactérienne, qui est plus contraignanteaipuler, les chaines sont plus courtes et
la surface spécifique plus importante. De plus, témdance a l'agrégation ou a
'enchevétrement est amoindrie apres hydrolysete@etlulose, dont la surface a été nettoyée
de toutes les impuretés telles que les acides quwenipar exemple, offre un état de pureté
inaccessible dans le cas de fibrilles issues deipavégétales comme la cellulose
microcristalline commerciale de type Avicel. L'adstion de XGs sur ce type de cellulose a
été comparée a lI'adsorption sur la cellulose de Byicel couramment utilisée. La Figure 42

montre bien une adsorption tres largement favodsés le cas de la BMCC.
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Figure 42 : Comparaison de I'adsorption a 40 °C dXGs de tamarin sur la BMCC et la cellulose de type
Avicel

L’adsorption, plus grande dans le cas de la BMC&met donc d’atteindre une
meilleure précision dans les résultats, tout enimigant les quantités de XGOs et XGs
utilisées. Par ailleurs, les composites XGs-cedlelétudiés en RMN dont les résultats seront
présentés ultérieurement (8 6) ont été réalisémrtir ple culture de cellulose bactérienne, ce
qui, dans un souci de cohérence, conforte le ctieila BMCC comme substrat cellulosique

pour la détermination des isothermes d’adsorption.
Par contre, l'utilisation de la BMCC en Titratioralorimétrique Isotherme n’est pas

envisageable. En effet, il est souhaitable, pourype d’analyse, que les deux espéces soient

solubles ou au moins suffisamment bien dispersaes & milieu considéré, d’'une part pour
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permettre une analyse exploitable et dans une m®medsure pour pouvoir nettoyer la cellule
de maniere satisfaisante. Or, la BMCC forme daeaul’une suspension qui flocule tres
facilement. A défaut, pour cette technique, detiqdes de cellulose comportant des charges
a la surface, dénommées « whiskers », ont ét&éasdi Ces particules de cellulose peuvent
étre obtenues par hydrolyse de la cellulose adé&dathlorhydrigue ou bien a l'acide
sulfurique'®*®?La voie d’hydrolyse sulfurique de filtre Whatmaarété utilisée dans le cas
présent. D’apres des analyses en microscopie @hégtre, la morphologie de ces whiskers est

similaire a celle de la BMCC (Figure 43).

Figure 43: Microscopie électronique en transmissioficoloration négative) des deux types de cellulose
utilisés : la BMCC (A) Cédric Gaillard (INRA-Nantes) et les whiskers de cellulose (B) Laurent Heux
(CERMAV-Grenoble)

La présence de charges a la surface des whiskemsiep d’obtenir une dispersion
colloidale dans I'eau pure grace a la répulsiostédstatique interparticulaire. Un degré de
substitution @) de 8,3.10 a été déterminé par dosage conductimétrique ddskevh
(Chapitre 4, 8 2.6). Bien que le caractére chaegewhiskers les différencie également des
microfibrilles des parois, la trés faible proportide charges présentes permet de considérer le
phénomene d’adsorption suffisamment représenfaét tests de variation de la densité de
charge ont été néanmoins réalisés pour confirmée deypothese et seront présentés

ultérieurement (§ 5.2.2).
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3.2.Substrats xyloglucosidiques

En raison de leur solubilité dans I'eau, I'utiliset des substrats xyloglucosidiques est
soumise a moins de contraintes que les substrats.

Cependant, en ITC, I'association de XGs de tamaaiifs, qui ont une masse molaire
moyenne élevée, et des whiskers de cellulose aédtien a la formation d’'agrégats qui
perturbent tres fortement le signal et rendent ssfide I'analyse des données. En
conséqguence, les substrats xyloglucosidiques deasasolaires inférieures ont été utilisés en
ITC et en particulier les fractions obtenues pairblyse partielle et précipitation fractionnée
(Chapitre 2, 8§ 1.2.1) qui ont été préparées entgaamelativement importantes.

L’adaptation des substrats aux techniques utilistedonc permis d’optimiser les
conditions d’analyse des interactions. Cependdirt, de comparer les résultats issus des
différentes méthodes utilisées, pour étudier lésraictions cellulose-XGs, il a été nécessaire
de vérifier que ces derniers n'étaient pas direeterniés a une caracteristique propre du

substrat. Ces vérifications seront décrites dassite de ce document.

4. Influence de la structure des substrats xyloglucodiques sur la

capacité d’interaction

Malgré les nombreuses études qui ont été menéedgraar de déterminer l'influence
de la structure des XGs sur les interactions Xdsiose, certaines conclusions sont
contradictoires. Au cours de ce paragraphe, l'efee de plusieurs caractéristiques
structurales, telles que la masse molaire moyennle degré de substitution, sur la capacité

d’interaction a été étudié.
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4.1.Influence de la masse molaire

4.1.1.1sothermes d’adsorption de difféerents XGs et XGOs

L’influence de la taille des XGOs a été largemdnt&e par différents auteurs comme
il a été mentionné dans le Chapitre 1. Les conmhsssont contradictoires et I'objectif ici a
été de confirmer ou d’infirmer I'existence d’une sea molaire optimale et de déterminer la

structure minimale donnant lieu a des interactions.

Les isothermes d’adsorption ont été déterminées lpsuractions [XGO] et [XGOJ,
issus de XGs de tamarin, ainsi que pour les detsxde XGs natifs, X&Gqo et XGrioo. La
Figure 44 représente ces différentes isothermes.
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Figure 44 : Isothermes d’'adsorption de XGOs et XGde tamarin sur la BMCC a 40 °C

Dans les quatre cas, I'adsorption est croissantoretion de 'augmentation de la
guantité de substrat xyloglucosidique. La capatiésorption maximale est nettement plus
importante pour les [XGQ]que pour la fraction [XGQ] en effet celle-ci varie d’environ 15
M OkGs MGeliuoss. @ 150 Hgss MGenuioss - Pour les deux autres lots utilisés, de masseairesl

plus importantes, la capacité maximale d’adsorpéstndu méme ordre de grandeur.
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Alors que les deux lots de masses molaire impa@tgrésentent une évolution
réguliere de la quantité de XGs adsorbée, I'isotigeobtenue a partir de [XGOinontre un

changement de comportement pour00 pg.mi.

L’'analyse de ces quatre isothermes a permis deircwf I'hypothése d'une
augmentation de la capacité d’adsorption en fonctil® la masse molaire. De plus,
contrairement a I'hypothése évoquée dans la Ittiéza il ne semble y avoir de masse
optimale pour I'adsorption. En effet, les X, de masse molaire moyenne 7 fois plus élevée
gue ceux extraits au laboratoire (X&), s'adsorbent en quantité Iégérement plus imptetan
Or, d’aprés la littératur® cette masse optimale se situerait entre 20yl@iol* et 60.16
g.mol* ceci impliquerait alors que |'adsorption soit déssante en fonction de la masse
molaire pour des valeurs supérieures, ce qui rseép@aobservé ici.

Cette augmentation d’affinité n’est cependant papgrtionnelle a la masse molaire.
En effet, les [XGO] de masse molaire moyenne 2,5.Xpmol* n'ont pas présenté
d’adsorption significative, alors que les [XGQile masse molaire moyenne 3,§.gmol*
ont une adsorption maximale de I'ordre de 15Qg4O1Geiuiose. De plus, malgré une taille
pres de 200 fois plus importante, lesp{§g n'ont été adsorbés qu’en quantité deux fois plus
importante.

Cette grande différence de comportement entreXég)], et les [XGO} a également
été observée lors de la préparation de composéesetiulose bactérienne dans un milieu
contenant des [XGQ]Jou des [XGOJ. En effet, ces derniers ont été observés au sein d
composite par analyse d’'oses neutresx{f&= 0,3 %), alors que cette méme analyse sur la
cellulose obtenue de facon identique, en préseadX@O}, n'a pas permis de détecter la

présence de xylose en quantité significative.

Cette adsorption significative des [XGOinontre que ces derniers constituent la
structure minimale de reconnaissance pour les XGDyposés de motifs élémentaires. Il est
alors envisageable que ces structures constitegrt frains » décrits par Vincken (Figure 45),
lors de ces études d’adsorption de XGs de tamatifsrsur la cellulose microcristalline de

type Avicel.
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Figure 45 : Représentation des différents domaineges XGs de tamarin en interaction avec la cellulos8

L’absence d’adsorption des XGOs comportant deux ifsnoélémentaires est
contradictoire avec la détermination par Hayashil®® de GXXXGol comme motif minimal
susceptible d'interagir avec la cellulose, maisaeoord avec les travaux de Vinckenal %
gui mentionnent que les XGOs constitués de troiifsnélémentaires sont ceux de masses

molaires les plus faibles présentant une adsorgignificative.

Enfin, la présence, sur l'isotherme obtenue a mpakd la fraction [XGOJ, d'un
changement de comportement, & faible concentratigquilibre (G =~ 100 pg.mt), pourrait
étre la conséquence de la présence de deux méeanidmteraction. Il a été nécessaire de
vérifier cette hypothése et I'utilisation des madeprécédemment décrits a été un moyen

pertinent pour exploiter plus en détail les isaties d’adsorption.

4.1.2.Exploitation des données a partir des modéles d’adgption

existants

Afin de quantifier plus précisément 'adsorptioes iImodeles présentés précédemment
(8 2-1-2) ont éte utilisés. La Figure 46 représéasetracés relatifs au modeéle de Langmuir,
dans lesquels le quotient/G est une fonction linéaire de,Mbtenus a partir des courbes
d'adsorption précédentesStant donné sa faible capacité d’adsorption latifsac[XGO0], n'a

pas été prise en compte.

123



CHAPITRE 3 : ETUDE DES INTERACTIONS XYLOGLUCANESCELLULOSE

91 [XGO]5
3,8.10° g.mol*

XGr100

100.10% g.mol*
a

XGr700
700.10% g.mol*

CelQe

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Ce (Hg.mi ™)

Figure 46 : Application du modéle de Langmuir aux $othermes d’adsorption des XGs de tamarin 100.30
g.mol™* et 700.18 g.mol™* et des [XGO}, sur la BMCC

Les courbes obtenues montrent clairement que lenéds relatives aux [XGO)]
présentent une rupture de pente et doivent étreomippées par deux droites alors que les
données obtenues pour les %63 et XGrroo S€ positionnent sur une seule droite. Or, d’apres
le modele de Langmuir la représentation g f(Ce) est linéaire si I'adsorption a lieu sur
un ensemble de sites homogenes, il est donc pesBénvisager que les [XG@$’'adsorbent,
sur la BMCC, via deux sites distincts. Ces tragésaossi permis de déterminer les grandeurs
caractéristiques telles que la capacité maximakdstrption ¢.) ainsi que [affinité

d’interaction p) contenues dans I'équation de Langmuir rappekéiessous :

Ce_ 1  Ce
- 4

(2)
G bom Gm

Le Tableau 15 rassemble les valeurs des paramgdfatfs aux approximations

linéaires (a & et R?), ainsi que les grandeurs qui en découtgnetb).
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XGs ou XGOs a a R2 Om = 1/a b= 1/30n
[XGO]5" 0,0242 0,3369 0,9723 41,3 7,240
[XGO] 5~ 0,0047 2,2724 0,9573 212,8 2,07°10

XGr100 0,0041 0,1024 0,9985 243,9 4,00
XG700 0,0037 0,0838 0,9972 270,3 4,420

Tableau 15 : Coefficients directeurs (g, ordonnées a l'origine () et coefficients de corrélation (R?) des
approximations linéaires relatives a I'applicationdu modéle de Langmuir

* premier site d’adsorption de [XGQ]C. O [0 ; 100]
** second site d’adsorption de [XG§IC, [0 [100 ; 1400]

Bien que les conditions d’application du modéld_.dagmuir ne soient pas totalement
remplies, la comparaison des différentes grandaursi calculées permet d’apporter des
précisions sur les modes d'interaction.

Tout d’abord, I'adsorption des [XG@3$ur la BMCC semble se faire sur deux types de
sites difféerents, le premier présentant une faidpacité maximale d’adsorption et une
constante d’affinité forte et le second présente faible affinité mais une capacité maximale
d’adsorption nettement plus importante. Pour las lde XGigo et XGrzoo la capacité
maximale d’adsorption augmente avec la masse rmoleir I'affinité d’adsorption est
similaire. Il semble que, contrairement aux XGOs tddle plus faible, les XGs natifs
interagissent via un seul type de site appareibdence d’'un des deux types de site dans le
cas des XGs natifs, de masses molaires plus impestgpeut étre due soit au fait que les XGs
natifs, en raison de leur longueur de chaine, 3sef# apparaitre qu’'une moyenne des
différents sites disponibles, soit au fait qu’étahis longs, les XGs natifs ne peuvent pas
acceéder a certains sites. Il est alors possibleviBager deux sites d’interaction présents sur la
BMCC, un site facilement accessible par les XGQdedbrte affinité qui pourrait se situer au
niveau des rainures de la BMCC présentes le losgdd&rents éléments constitutifs ou en
bout d'unité et un second a la surface de la aalil(Annexe 10). En effet, 'affinité
représente le rapport entre les constantes d'aggmtiet de dissociation. Une constante
d’affinité plus forte signifie donc une difficultéplus grande pour les chaines
xyloglucosidiques a se dissocier de la cellulossj est cohérent avec la localisation des
interactions de forte affinité dans des espaceguexil’accessibilité réduite des rainures
pourrait également expliquer I'absence de ce typsitk lors de I'étude de l'adsorption des

XGs natifs, trop long pour pénétrer dans ces espdaes sites d’interaction présents a la
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surface du substrat cellulosique sont, au contraaceessibles pour tous les substrats
xyloglucosidiques. Ceci est cohérent avec l'ordee gtandeur de la capacité maximale
d’adsorption pour ce site de surface qui est idertidans les trois cas et comprise entre 210
et 270 pgssMGellulose -

Il est alors possible de représenter I'adsorptiesn XIGOs et des XGs sur la BMCC de

la fagon suivante (Figure 47) :

S ==

ARvA

Figure 47 : Représentation des deux sites d’inter¢éion de la BMCC vis a vis des [XGO] (A) et des XGs de

tamarin (B)

En complément du modéle de Langmuir, I'applicatedhn modele de Freundlich a
permis de confirmer la présence de deux sites dfptlen des [XGQJj sur la BMCC. En
effet, le tracé de I'isotherme a I'échelle loganiique fait apparaitre deux droites (Figure 48).

In (qe)
w

In (Ce)

Figure 48 : Application du modéle de Freundlich a’adsorption de [XGO]; sur la BMCC
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Les données relatives aux approximations linéa{ees & et R?), ainsi que les

grandeurs qui en découlem étn) sont rassemblées dans le Tableau 16.

a & R? Ih=a | m=exp(a)
[XGO]s" | 1,9312| 0,6298| 0,9837 1,9 1,9
[XGO]s*" | 0,4596 | 1,7626| 0,9843 0,5 5,8
XGr7e0 | 0,4700 | 2,8546| 0,8799 0,5 17,4

Tableau 16 : Données caractéristiques de I'adsorpin des XGrqg et [XGO]; sur la BMCC déterminées a

partir du modeéle de Freundlich

Les valeurs du coefficiemh déterminées par ce modeéle confirment bien queusgr
adsorbant du site 2 de la BMCC est nettement plymitant que pour le site 1 envers les
[XGO]s. Il semble donc que le modele de Freundlich cordiles conclusions déduites du
modéle de Langmuir. Les valeurs du param&tnene sont quant a elle pas significatives car,
malgré leur différence, aucune n’est proche deighesd’homogénéité de la surface ou de
'unité, caractérisant I’hnétérogénéité de cellet@s valeurs relatives aux X&@o et XGrioo
sont similaires. Seuls les coefficients issus dasndes obtenues a partir des pifg sont
mentionnés dans le Tableau 16. La valeur du pararhét est identique a celle déterminée
pour le site 2 des [XG@Le qui confirme que ces deux adsorptions ontdrebbablement sur
le méme site de la cellulose. La valeurrd@st quant a elle plus élevée pour lestgen

raison de leur meilleure affinité qui a été déméatprécédemment (§ 4.1.1).

Le modele de Scatchard, appliqué aux donnéesvetatiux XGrqo et aux [XGO}
partiellement hydrolysés, a également permis detrenein évidence une différence de
comportement de ces deux substrats. Le trac&/@e ¥ f(qe) est représenté pour les X
ainsi que pour les [XGQJur la Figure 49.

Dans le cas des X, identique a celui des X@o (non représenté), la représentation
de @/C. en fonction de ga fait apparaitre un maximum, ce qui est indidditih mécanisme
d’interaction coopératif. Par ailleurs, l'applicati de ce méme modele a I'adsorption de
[XGO]3 ne présente pas d’extremum et I'allure de la cew$t concave, ce qui, d’aprés ce
modeéle, est caractéristique d’'un mécanisme anté@adip ou I'adsorption d’'une molécule de

XGs prévaut sur la suivante.
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Figure 49 : Application du modéle de Scatchard auisothermes d’adsorption de XGygg, My = 700.18
g.mol™ (A) et de [XGOJ;, M,, = 3,8.16 g.mol™* (B) sur la BMCC

L’adsorption des XGs de tailles variables a donenie de vérifier que la capacité
d’adsorption est croissante en fonction de la masskire des XGs et XGOs étudiés. De
plus, les XGOs comportant douze résidus glucosytdg ks structures minimales capables
d’interagir avec la cellulose. Par ailleurs, I'dpption des modéles de Langmuir et de
Freundlich a mis en évidence la présence d’'unerptigo hétérogene des XGOs via deux
types de site. Le modele de Scatchard a quant gehanis de conclure a la coopérativité de
'adsorption de XGroo et a l'anticoopérativité des [XG@]de masse molaire moyenne

nettement plus faible.

4.2.Influence du degré de substitution

4.2.1.XGs de structure

Les XGs de structure utilisés sont les XGsRigbusdont I'extraction a été décrite
précédemment (Chapite 2, 82.1). Ces XGs de steigioésentent la particularité d’étre
fucosylés contrairement aux XGs de réserve, dantXiés de tamarin. Deux lots ont été
étudies, les XGs dRubusExtra-Cellulaires (XGec) et les XGs d&RubusPariétaux (XGp).

Les isothermes d’adsorption correspondantes spnégentées Figure 50 et comparées a celle

obtenue pour les Xfzoo de masse molaire moyenne équivalente auxpXG
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Figure 50 : Isothermes d’adsorption de XGs d®ubusExtra-Cellulaires (XGgec) et deRubusPariétaux

(XGgp) sur la BMCC a 40 °C comparées a celle des %Go

Les isothermes obtenues dans les trois cas préseme allure générale comparable

mais des niveaux de capacité d’adsorption maxirddférents. Ainsi, les X@p possédent

une capacité d’adsorption maximale de 35QadMGeiuose. SUPErieure aux X@Ggo (250

HOkas MGeluioss.). Les XGrec, de masse molaire moyenne plus faible, préseqtearit & eux

I'adsorption maximale la plus faible, de I'ordre HE0 pGcs Mteluiose

La comparaison des isothermes relatives aux¢@e masse molaire 30.31§.mol*

et aux X&xp de masse molaire quatre fois plus importantestiéu I'amélioration de la

capacité d’adsorption en fonction de la masse melai de I'absence de masse molaire

optimale.

Par ailleurs, la capacité d’adsorption desgX@st de 350 p@sMGeiuoss., alOrs que

les XGr100, de masse molaire moyenne similaire, n’interagisagec la BMCC qu’a hauteur

de 250 pgesMGeiuose. La différence de capacité d’adsorption n’est dpas liée, dans ce

cas, a la taille des molécules mais trés probablerada différence de composition des

chaines latérales ou a leur répartition. Le Tableamassemble les proportions d’oses neutres

ainsi que les masses molaires moyennes et lesesdie polydispersité de ces XGs

déterminés lors du chapitre précédent (ChapitBl2] et 1.2).
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Oses Neutres rexclusion sirique

Glc Xyl Gal Fuc M., (g.mol") Ip

XGr 100 1,1 1,0 0,4 - 100.10 1,7
XGrec 1,4 1,0 0,4 0,2 30.70 1,5
XGre 1,3 1,0 0,4 0,3 110.%0 4,1

Tableau 17 : Récapitulatif des caractéristiques de¥Gs de tamarin extraits de graines, des Xfzc et des
XGrp

L’analyse de la composition en oses neutres a ®aqie les chaines latérales sont
légérement moins nombreuses sur lesgX@ue sur les X@oo Ceci laisse supposer que
'augmentation du nombre de résidus glucosyle ndrstifués est favorable aux interactions,
mais la faible difféerence observée ne peut padfigprst’une telle variation de la capacité
d’adsorption. La composition et la répartition ddgines latérales sont quant a elles des
facteurs certainement plus influents. La présereeédidus fucosyle au niveau des chaines
latérales des XGs deubusapparait comme la différence la plus importantesetes derniers
et les XG100 Cependant, une variation de répartition de cesfi@ations peut également étre
la cause de la variation de capacité d’adsorptibservée. La proportion de résidus
galactosyle est identique dans le cas desi @t XGgp, cependant les Xgp, possedent des
résidus fucosyle et donc un tiers de chaines lagteasaccharidiques. Ainsi, 'augmentation
de la longueur des chaines latérales pourrait ifgeoladsorption des XGs par modification

de leur conformation comme mentionné dans la dittée’®°

4.2.2.Influence des résidus galactosyle

En raison de linsolubilité dans l'eau des XGs d@enarin de masses molaires
importantes dégalactosylés, I'étude de l'influedes résidus galactosyle sur I'adsorption des
XGs sur la cellulose n'a pu se faire que sur degsaccharides.

Par ailleurs, la synthése chimio-enzymatique a geda disposer de XGOs présentant
un taux de substitution et une position des résghlactosyle bien définis. Les isothermes
d’adsorption des composés (XXX3ER1) et (XXLG); (22) sur la BMCC sont représentées

sur la Figure 51.
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Figure 51 : Isothermes d’adsorption des composés @sentant un degré de galactosylation variable sual
BMCC a 40 °C

Les données représentées sont des moyennes da daeatce valeurs, suivant les isothermes considédéat
rendent compte les barres d’erreur. L’approximatigarithmique n’a pas été représentée en raisdectet de
ce modele par rapport aux données expérimentales.

Comme attendu, l'adsorption augmente avec la mamstire. Les capacités
d’adsorption des XGOs obtenus par voie chimio-eratigune sont du méme ordre de
grandeur que leur homologue obtenus par hydrogsegmatique : [XGQJet [XGOk.

Les isothermes relatives aux molécules de chaineipale octasaccharidique ne sont
pas tres regulieres en raison de la faible capd@ptsorption de ces composeés qui induit des

erreurs de mesure conséquentes.

Par comparaison des isothermes obtenues a partkX¢G), (19) et (XXLG), (20)
d'une part, et (XXXG3) (21) et (XXLG); (22) d'autre part, il ne semble pas y avoir de
variation de la capacité d’adsorption en préserceegidus galactosyle. En effet, bien que les
isothermes relatives aux produits galactosylésnsalans les deux cas Iégérement au-dessus
de leurs homologues ne présentant pas de cha®raléadisaccharidique, cet écart est de
I'ordre de grandeur des barres d’erreur ce quiiiigque les résidus galactosyle n’ont pas
d’'influence sur la capacité d'adsorption. La légamélioration de I'adsorption pour le

meélange [XGOJ, comportant des XGOs de degré de substitutionésidus galactosyle
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supérieur, pourrait étre interprétée comme unerdéégdluence favorable de ces résidus sur
'adsorption. Cependant, cette faible variationgsbablement due a I'hétérogénéité de cette
fraction d’autant plus que la faiblesse de l'adsorp génere des incertitudes de mesure

importantes.

Ainsi, contrairement aux essais réalisesivo,'®® la présence de résidus galactosyle
n'a pas été déterminée comme essentielle, damasslele I'adsorption de XGOs comportant
douze résidus glucosyle sur la BMCC. Cette difféeepeut étre la conséquence de la faible
substitution en résidus galactosyle mais les cogp@sLLG), n'ont pas pu étre obtenus par
voie chimio-enzymatique. Cette conclusion peut égaint refléter I'indépendance de
I'adsorption par rapport au taux de galactosylatidans ce cas, les observatidnsvivo
seraient la conséquence d’un phénomene conconditentiminution du nombre de chaines

disaccharidiques.

4.2.3.Présence d’'une zone non substituée : quelle conséque sur la

capacité d’adsorption ?

La synthese du compodéd présentant une zone non substituée a été abandémies
du chapitre précédent (Chapitre 2, § 2.3). Il yrasintionné que le groupement lactosyle
présent a I'extrémité non réductrice de ce commieéait pas été hydrolysé afin de disposer
de suffisamment de produit pour I'étude des intéwas. La comparaison des capacités
d’adsorption du composd4 et du Lac(XXXG) (46) a été effectuée afin de controler
'éventuelle influence du groupement lactosyle. Emgure 52 représente les isothermes
d’adsorption obtenues avec les composeés : (XXX@L), Lac(XXXG); (46) et Lac
XXXGGgXXXG (44) sur la BMCC.
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Figure 52 : Isothermes d’adsorption des composés EXXXGGGGGXXXG, Lac(XXXG) 3 et (XXXG); sur
la BMCC &40 °C

D’aprés ces isothermes, le groupement lactosylepa& d’influence sur la capacité
d’interaction. En effet, les quantités de (XXXGQ21) et Lac(XXXG) (46) adsorbées sont
identiques, en particulier pour des concentratitiéquilibre inférieures & 300 pg.thbu les
barres d’erreurs sont les plus faibles.

La présence d’'une zone non substituée n’a pas emédéd quantité de XGOs adsorbés.
En effet, les isothermes d'adsorption relatives goroduits LacXXXGGXXXG et
Lac(XXXG); sont identiques. Lors de la comparaison de ladigpd’'adsorption des Xgp
par rapport aux X@oo (8 4.2.1), la présence d'une quantité de résidusogyle non
substitués plus importante dans le cas degpé@ait été évoquée pour expliquer en partie la
meilleure capacité d’adsorption de ces derniersemhble que cette hypothese ne soit plus si
pertinente. Néanmoins, la longueur de la zone nbstguée de 4 résidus glucosyle, ne suffit
peut-étre pas a générer une variation d’adsorgignificative, pouvant étre visible sur les
isothermes d’adsorption. L’augmentation de la lengude la zone non substituée et la
synthese par voie chimio-enzymatique de XGOs camtemne succession de 8 résidus
glucosyle pourrait étre envisagée mais la solébilians I'eau de tels composés sera

vraisemblablement assez faible.
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4.3.Influence des groupements acétate

Peu de références sont présentes dans la littératuncernant le taux d’acétate. Pour
les XGs deRubus le taux de sulfate est estimé a 5 % molaire, @menordre de grandeur que
pour les XGs de mentté&* mais nettement plus faible que dans ceux d’érébleinfluence
des groupements acétate sur l'adsorption a étéiéétysar comparaison de la capacité
d’adsorption des X&ec avec leurs homologues désacétylésrGaes Les isothermes

correspondantes sont représentées Figure 53.
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Figure 53 : Isothermes d’adsorption des XGec et XGgrec qesSur la BMCC a 40 °C, I'agrandissement des

isothermes pour G O [0 ; 250] est représenté en bas a droite

La forme globale des isothermes ne semble pas medpar la désacétylation.
Cependant, a faible concentration a I'équilibremdme ou les barres d’erreur sont
minimales, l'adsorption des X{c aceétylés semble supérieure a celle desgtGigs
Néanmoins, il est indispensable d'avoir a l'espyite lors de la désacétylation des
modifications structurales annexes se sont praslwimme, la diminution de la masse
molaire moyenne ainsi que laugmentation de la @ropn de résidus glucosyle non
substitués. Il apparait alors difficile d’évaluarrgelle influence des groupements acétate sur
la capacité d’interaction, d’autant plus qu’indég@mment du degré d’acétylation, les deux
autres modifications structurales induites pardaagétylation ont des effets contraires sur la

capacité d’'adsorption.
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Si I'acétylation a une influence, il est probabiéaije soit faible et favorable pour des
valeurs de € inférieures & 250 pg.ml Il aurait été nécessaire de disposer derp¢G
désaceétylés de structure identique a celle degXi@itiaux. Une désacétylation plus douce et

un contrdle rigoureux de I'absence de groupemeaséiate serait a envisager.

4 .4.Effet de la structure des XGs : conclusion

La comparaison de l'adsorption des difféerents XG&X@Os sur la BMCC a donc
permis de dégager plusieurs tendances quant &duémde des différents parametres sur la
capacité d'interaction. Si linfluence de l'acétytan n’a pas pu étre déterminée avec
certitude, I'étude de I'impact des autres paransesteucturaux a donné lieu a des résultats
sans ambiguité.

Tout d’abord, 'adsorption augmente en fonctiolalmasse molaire et une succession
de trois motifs élémentaires est nécessaire posgrobr des interactions. Le nombre de sites
d’adsorption impliqués dans les interactions dépmnth nature du substrat xyloglucosidique.
Les XGOs interagissent tres probablement via detes slistincts contre un seul pour les
XGs.

De plus, la diminution du nombre des chaines I|wgraet/ou leur caractere
trisaccharidiques, favorisent les interactions. Rdleurs, la présence d'une zone non
substituée comportant 4 résidus glucosyle ne nmeogdis la capacité d’adsorption. Ainsi, soit
les XGgp possedent des zones non substituées comportantipld résidus glucosyle, soit
c’est le caractere trisaccharidique des chainésalas qui engendre une amélioration de la

capacité d’adsorption.

Afin de compléter I'analyse des interactions XGHubese, une étude enthalpique a
été réalisée pour tenter de déterminer les mécasismpliqués dans la formation du réseau

XGs-cellulose.

5. Etude enthalpique des interactions

Peu de travaux ont été effectués sur le caracrttalpique des interactions XGs-

cellulose. Dans la littérature, le phénomene d’guismn de XG de tamarin sur de la cellulose
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microcristalline de type Avicel est décrit commearétun phénomeéne peu enthalpique et
exothermiqué™*

Une étude des variations de la capacité d’adsermiofonction de la température et
une analyse par Titration Calorimétrique Isotheromé été effectuées afin de préciser les

phénomenes enthalpiques mis en jeu.

5.1.Influence de la température sur la capacité d’adsqition

Dans un premier temps, l'aspect enthalpique desrantions a été exploré par
détermination des isothermes d’adsorption destGsur la BMCC a différentes
températures. Quatre températures ont été teste¥s, 25 °C, 40 °C et 60 °C (Figure 54).
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Figure 54 : Isothermes d’'adsorption de XGqo sur la BMCC a 60 °C, 40 °C, 25 °C et4 °C. Les cthes &4 4

et 60 °C ont été agrandies pour £ [0 ; 15] et représentées en bas a droite

A 25 °C et a 40 °C les quantités adsorbées sostpir@éches et la différence est de
I'ordre de grandeur des barres d’erreur. Cettddaibriation de la capacité d’adsorption avec
la température confirme le caractere peu enthadpitps interactions.

Les isothermes obtenues a 4 °C et a 60 °C ont depérpermis d’observer sans
ambiguité que plus la température augmente, padsdrption des XGs de tamarin sur la
BMCC est favorisée, ce qui signifie que I'ensembles phénoménes mis en jeu est
globalement endothermique. En effet, d’aprés latimt de van 't Hoff (13), a pression

constante, I'adsorption est défavorisée par augaientde la température si I'ensemble des
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phénoménes impliqués est globalement exothermigiwersement dans le cas de processus
globalement endothermique. Tout se passe donc casniigguilibre cherchait a s'opposer a

la variation de T selon le principe de Le Chatelier

d(inK) _ AH
dT  RT?

(13)

Ceci va & I'encontre des résultats précédemmentiésdl’ Cependant, la cellulose
utilisée lors de ces essais est la cellulose mistadline de type Avicel.

A faibles concentrations a I'équilibre {€ 10 pg.mf"), la quantité de XGs adsorbée a
4 °C est plus importante qu'a 60 °C. Il est donuigsageable que deux sites d’adsorption
soient présents, un pour lequel l'adsorption seeaxibthermique et impliqué a faible
concentration a I'équilibre et un second endothguaimis en jeu a plus forte concentration.
L’existence de ces deux phénomenes doit néanmai@énfirmée. L'analyse ITC semble

un moyen pertinent pour approfondir cette analygkadpique.

5.2.Analyse par titration calorimétrique isotherme (ITC)

Comme mentionné précédemment, les essais ITC éntéalisés en utilisant des
XGOs de tamarin et non les XGs natifs, car ceuduisent la formation d’agglomérats
perturbant fortement le signal ITC. Par ailleusyjours afin d’éviter les perturbations du
signal ITC, les whiskers de cellulose ont été pésféa la BMCC car ils produisent des
suspensions stables dans 'eau. Afin de compesa@sultats obtenus par détermination des
isothermes d'adsorption, effectuées sur la BMCGCgcales analyses ITC utilisant des
whiskers de cellulose, il est nécessaire de réalise étude comparative entre ces deux

substrats.

5.2.1.Tests préliminaires

Tout d’abord, une étude comparative des capacigidsarption des X&oo sur la
BMCC et sur les whiskers de cellulose a été réalispartir des isothermes d’adsorption. Les

whiskers forment une suspension colloidale damsile qui ne permet pas de les centrifuger,
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comme le prévoit le mode opératoire (8 2.2.1). dioac été nécessaire, une fois I'incubation
terminée d’ajouter une proportion suffisante d'waodution de NaCl permettant I'écrantage
des charges et la précipitation des whiskers. lmpeawaison de l'isotherme ainsi obtenue et
de celle effectuée avec la BMCC (Figure 55) a pghei conclure que I'adsorption, rapportée
a la masse seche de substrat cellulosique, esiqdersur ces deux types de cellulose.
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Figure 55 : Comparaison de I'adsorption des XGs deamarin sur la BMCC et sur les whiskers de cellulos

précipités aprés incubation par une solution de NalC

L’'ajout de sel, lors de la précipitation de whiskeest susceptible d’avoir des
conséqguences sur les interactions XGs-cellulose. dd s'assurer qu'une quantité importante
de NaCl ne modifie pas la quantité de XGs adsonnés,isotherme d'adsorption de XGs sur
de la BMCC a également été établie avec ajout del.Na Figure 56 comporte le tracé de

ces isothermes.
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Figure 56 : Isothermes d’adsorption des XGs de tama sur la BMCC avec et sans ajout de NacCl
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Ces essais montrent que l'adsorption ne varie pasprésence d’'une quantité
importante de NaCl. Ceci a ensuite permis de coaechvec certitude que la capacité
d’adsorption des XGs de tamarin sur la BMCC etlesiwhiskers de cellulose est identique.
Les résultats issus de la détermination des isoéberd’'adsorption pourront donc étre

comparés aux résultats ITC qui vont étre exposéprés.

5.2.2.Analyse ITC: confirmation de la présence des deux

phénoménes

Les XGOs utilisés ont été les X@&en raison de leur disponibilité en grande quantité.

Un premier essai utilisant de forte concentrationX&Oy, (75 mg.mt'), représenté
Figure 57, fait apparaitre deux phénomenes, un ekdiautre endothermique. Le premier
phénomeéne observé est exothermique, alors queotegsus endothermique intervient pour
des proportions plus importantes en X{pOl est cependant possible que ces deux

phénomenes se superposent.

Temps (min)

0 50 100 150 20(
T T T T T T T T

Figure 57 : Thermogramme de titration calorimétrique isotherme de whiskers de cellulose (53 mg:Hl
par XGOy, (75 mg.ml%)

Aux faibles proportions de XG, les phénoménes impliqués dans les interactions
sont globalement exothermiques alors qu’ils sordodmermiques a des proportions plus
élevées. Ceci est en accord avec les conclusianarddyses des isothermes d’adsorption, ou
la présence de deux phénomenes, I'un exothermidaiblas G et un second endothermique

pour des proportions plus élevées, a été observée.
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La saturation précoce des sites d’adsorption lercet essai ITC effectué avec des
injections de solution trop concentrée en XGOs erengt pas de déduire de ces données une
courbe enthalpique satisfaisante. Les concentiatitihsées ont donc été diminuées. Dans un
premier temps, seule la concentration des XGOg diatinuée (Figure 58A) mais, en raison
des faibles quantités de whiskers disponiblesolecentration de la suspension du substrat

cellulosique a di aussi étre abaissée (Figure 58B).
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Figure 58 : Résultats d'ITC des whiskers (53 mg.ri) par des XGOy, (19 mg.mI*) (A) et des whiskers (17
mg.ml™) par des XGOy, (10 mg.mi?) (B)

Sur ces thermogrammes, les deux phénomeénes endajber et exothermique ont
également été identifiés, ce qui se traduit, séwvdlution enthalpique, par la présence d’'un
maximum. Ce maximum varie de 0,3 & 0,12 kcakgag' lorsque la concentration des XGOs
utilisée diminue de 19 & 10 mg:flL'utilisation d’une concentration plus faible %GO, a
permis de retarder la saturation qui ne se propluis & la 8™ injection mais a la F'°
(Figure 58A) voire a la 20%injection (Figure 58B). De méme, la diminution sitanée des

guantités des XGOs et de whiskers de cellulosessi donné lieu a une évolution enthalpique
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satisfaisante mais a, comme attendu, été accompalnée baisse de la valeur du maximum
de la courbe enthalpique (Figure 58B).

Ces résultats confirment la présence de deux phé&mesrndéja mis en évidence lors de
la détermination des isothermes a différentes teatpés. Le phénoméne exothermique se
produit majoritairement en début de titration, alque le phénomeéene endothermique a lieu a
plus fortes proportions en substrat xyloglucosidigupomme dans le cas des isothermes

d’adsorption.

Afin d’écarter I'hypothese qu’un des phénomenesgriidans le cas des analyses ITC,
étre lié a la charge du substrat cellulosiquesdtjlies whiskers de cellulose ont été désulfatés
a différentes températures (20 °C, 40 °C, 60 °@rC). Le taux de charge n'a pu étre
déterminé par dosage des groupements sulfates isanrales trop faibles quantités
d’échantillons disponibles. Néanmoins, une évatuatiisuelle de la variation d’opacité des
suspensions permet de confirmer la désulfatatiomadeiere qualitative. En effet, I'opacité
des échantillons, augmentent avec la températudgsigdfatation, en raison de la diminution
de la quantité de charges donc de la diminutionréjeslsions électrostatiques provocant une
augmentation de la capacité de floculation.

Les courbes de variation de I'enthalpie obtenuedipration de ces différents lots de

whiskers désulfatés par une solution de Xg3®nt représentées sur la Figure 59.
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Figure 59 : Variation enthalpique de la titration de whiskers désulfatés a 20 °C, 40 °C, 60 °C et 80 (12
mg.ml™%) par une solution de XGOg3 (10 mg.mi?)
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Ces courbes sont toutes superposées, ce qui pefgwrter toute hypothése de
phénomene lié a la présence de charges, ceci sjegppar la faible quantité de charge

présente a la surface des whiskers avant désidfatdt = 8,3.10%).

Par ailleurs, le phénoméne endothermique, se aduipour des proportions en
substrat xyloglucosidique plus importantes, eshapiquement défavorable pour des raisons
qui seront examinées au paragraphe suivant. Aafisi,de vérifier que ce processus est bien

relatif aux interactions, une concentration trepamante de XGg, a été testée (Figure 60).

Temps (min)
0 50 100 150 200 250
10—
<
0 054 4
©
[&]
3
0,04 .
T T T
0,10 - =
., 008 -
8 .
3 0,06 -
>
- [} -
E. 0,04 ] .
T 0,02 - -
kv 1 e Y T
0,00 .
0,02 . .
-0,04 y : x

0,0 0.5
Rapport massique

Figure 60 : ITC d’'une suspension de whiskers de delose (17 mg.mf) par une solution de XGOs, (75

mg.ml™Y)

Lors des essais précédents, les rapports des dmataars initiales
[XGO]y/[cellulose} variaient entre 0,3 (Figure 58A) et 1,4 (Figurg.3Jans le cas présenté
ci-dessus (Figure 60), ce rapport atteint 4,0 eest alors évident que le phénomene
endothermique est fonction de la concentratioradlution de XGOs. En effet, la saturation
est atteinte plus rapidement dans le cas préseistlimathalpie maximale du systeme n’est

pas modifiée. Ceci permet de confirmer que le ph@m® endothermique, observé
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préecédemment, est lui aussi lié aux interactionss-X@lulose. Les deux phénomeénes

observés sont donc tres probablement relatifs mexactions XGs-cellulose.

Jusqgu’alors, seul le phénomene exothermique av@ig¥oqué en particulier par de
Lima et al.*** Un tel processus est enthalpiquement favorabled@prés la relation de
Gibbs-Helmholtz, a température et pression constdigivolution spontanée d’'un systéme est

régie par la fonction d’état (8) :
AG = AH -TAS (8)
ou G est I'enthalpie libreH I'enthalpie etSI'entropie de la réaction.

Ainsi, pour qu’'un phénomeéne ait lieu, il est néeggset suffisant que la variation
d’enthalpie libre, c’est-a-direlH-TA4S, soit négative, une valeur négative 4ld est donc
favorable.

Le second phénoméne, endothermique, devrait éms gbuverné par la variation
d’entropie. Ainsi, si le termgH est positif alors il est nécessaire pour que Enpmeéne ait
lieu que le termedS soit positif et que le systeme se désorganiseoamscdu processus
endothermique. Le gain d’entropie ne peut pasaitribué a la chaine xyloglucosidique, qui,
suite a I'adhésion sur la surface de la cellulosé, plutdt son entropie diminuer par rapport a
son état initial de dispersion dans le solvantesifluctuations de conformation de la pelote
sont nettement favorisées. Par contre, cette augiiamd’entropie peut s’expliquer par une
modification de la structuration du solvant, commest le cas dans les interactions
hydrophobes, mais également par une modificatiola denformation des chaines de surface

des cristaux cellulosiques. Ceci pourra étre cordipar analyse RMN.

5.3.Enthalpie d'interaction : identification des phénonenes

observés

La détermination des isothermes d’adsorption arpadet XGrzoo 2 permis de montrer

gue la capacité d’adsorption est identique sumntaiskers et la BMCC. De plus, quelque soit
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la technique ou les substrats xyloglucosidiquelisési, deux phénomenes ont été observés.
Néanmoins, I'ITC a été effectuée en utilisant d€30s et non pas des XGs de forte masse
molaire. En conséquence, il est possible que lemnmgmes observés en ITC, en utilisant des
whiskers de cellulose et les X@®et ceux identifiés grace a la détermination detheymes
d’adsorption a partir de Xfzoo sur la BMCC, ne soient pas nécessairement de matoee.
Une comparaison plus approfondie de ces deux méshadonc été effectuée afin de préciser

les mécanismes de ces processus d’interaction.

Le phénoméne exothermique observé dans les dewawss XGs en isothermes
d’adsorption et avec les XGOs, en isothermes digtiem et en ITC, est tres probablement
lié au méme processus d’interaction pour les deinstsats xyloglucosidiques a savoir leur

adsorption a la surface de la cellulose.

Les phénomenes endothermiques ne sont, quant Zetxinement pas liés au méme
processus dans les deux cas. En effet, les iso#isedadsorption a différentes températures
utilisant les XG0 ont montré que le mécanisme endothermique esmeitt plus important
gue le processus exothermique. Dans le cas des X&th®asrvé en ITC, le phénoméne
endothermique est quant a lui plus faible que leanisme exothermique. La plus faible
contribution endothermique pour les XGOs compaeatient au XGs a été confirmé par la
détermination des isothermes d’adsorption sur dé®©X a deux températures différentes
(Figure 61) qui a montré une dépendance en temypérabtoirement plus faible que pour le
substrat de masse molaire moyenne plus élevéenpégaecédemment (8§ 5.1 ; Figure 54).
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Figure 61 : Isothermes d’adsorption de [XGOj} sur la BMCC a 4 °C et 70°C
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Il est donc probable que les phénoménes endotheesigientifiés dans ces deux cas
ne soient pas les mémes suivant qu’il s’agit de X&g$orte masse molaire moyenne ou des
XGOs.

Dans le cas des XGOs et comme mentionné précéden{genl.2) le phénomene
exothermique serait lié a I'adsorption des XGOsaasurface de la cellulose alors que le
phénomene endothermique serait relatif a 'adsonptie XGOs dans les rainures du substrat
cellulosique.

Pour les XGs la nature du phénoméne exothermiqueraéisemblablement similaire
au processus décrit pour les XGOs. Cependant, omantele processus endothermique, la
taille importante de ce substrat ne lui permetgmpénétrer dans d’éventuelles rainures. Or,
certaines études récentes sur I'adsorption de posnnon-ioniques tels que les poly(vinyle
alcool) (PVA) et les poly(éthylene glycol) (PEG)rsune surface de verre de porosité
controlée'®® font état d’un processus endothermique d’associantre différentes chaines de
polymeéres. De plus, la détermination approximatieda proportion de XGs par rapport a la
surface de cellulose disponible dans le cas dediqudion de XGs sur la BMCC a 40 °C laisse
supposer gu’une quantité trois fois plus importateeXGs par rapport a la surface disponible
a été retenue. Tout cela semble corroborer I'hygsshd’'une association de chaines de XGs
entre elles. Concernant les XGOs, il est peu prebgbe ces derniers s’auto-associent en
raison de leurs faibles masses molaires moyennesi @€l était le cas, la contribution
enthalpique de ce processus, serait négligeable.

Les deux phénoménes endothermiques observés nd@unpas liés a des processus
similaires. Une représentation de I'adsorption deOs et de XGs a donc été envisagée
(Figure 62).
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Figure 62 : Représentation schématique de I'adsorfmn de XGOs (A) et de XGs (B) sur la cellulose

Le caractére endothermique des deux processus €&wvoqecessite une forte
contribution entropique, bien que celle-ci ait é&gligée dans les travaux de modélisation
moléculaire'®? L’augmentation de I'entropie est indispensabla &éalisation du processus,
comme évoquée précédemment (8 5.2.2). Dans le casX@Os (Figure 62A), le gain
d’entropie est probablement la conséquence d'ictierss hydrophobes des XGOs pénétrant
dans les rainures de la cellulose qui libérentrdekecules de solvant augmentant ainsi leur
désordre donc l'entropie. Dans le cas des XGs (Eig62B), un réarrangement
tridimensionnel des chaines de XGs présentes urflace pourrait s’'ajouter a 'augmentation
d’entropie du solvant.

Le processus exothermique est quant a lui probasiegouverné par des interactions

de type électrostatique, se produisant a la sudada cellulose.

Apres la mise au point délicate des conditions expntales en raison de la nature
des substrats, ces études enthalpiques ont perappodter plusieurs informations précises
sur les interactions XGs-cellulose. Le caractére pathalpique des interactions XGs-
cellulose, qui rend ces analyses relativement cexegsl, a été confirmé et trois processus
d’interaction ont été identifiés : I'adsorptionadurface de la cellulose, I'adsorption dans les

rainures de ce substrat et I'auto-association Hakes de XGs.
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6. Etude des interactions par résonance magnétique niéaire (RMN)

La RMN du solide est une technique bien adaptéétade des interactions car elle
apporte des informations relatives aux conformatiamsi qu'a la mobilité des espéces
impliquées. Ces études en RMN du solide ont étbséés a I'INRA de Nantes sur des
composites XGs-Cellulose Bactérienne (CB) de cetdrisotopique variable. Dans la suite de
ce paragraphe, lorsque les composés utilisés adohis en*C, la mention ¢°C » apparait a
la suite du composé. De méme, la mentidfCw> indique un composé appauvri’éd, c'est-
a-dire comportant une proportion de cet isotopériafire a I'abondance naturelle. Lorsque
rien n’est mentionné, le composé utilisé est d'alamce naturelle eXiC.

Suite aux premiers essais réalisés, a partir domposite XG7ocCB *°C, deux
populations de xylose ont été observé&sine population susceptible de correspondre aux
XGs en interaction directe avec la cellulose et deexiéme population probablement
représentative des portions de XGs non liees &llalase (boucles, queues, ponts). Ces
observations ont pu étre faites grace a I'appasemient de la cellulose &fC, qui a permis
d’éteindre les signaux correspondants en RMN ehaliger avec plus de précision les
sighaux relatifs aux XGs. Les spectres des comg®iG70-CB et XGr700CB **C sont
présentés en Annexe 11. Cependant, la faible piiopode *C dans les XGs d’abondance
naturelle implique des temps d’accumulation extr@e@ longs pour obtenir un spectre
RMN et ne permet donc pas d’envisager une analgsalifférences de mobilité des résidus
saccharidiques.

Afin de surmonter cette difficulté, de nouveauxags®nt été réalisés en utilisant des
XGs marqués 10 %'C produits & partir dRubus fruticosuspuis engagés dans une culture de
cellulose®®C, pour former un composite Xg: **C-CB *C. Les spectres de RMN du solide
des XGeec *C et du composite X&c *C-CB *°C sont présentés en Annexe 12. Les analyses
effectuées a partir de ce composite ont permis aletner la présence d’'une seule population
de XGgec Ainsi, alors que les X&Goo ont fait apparaitre deux populations, qui ont été
assimilées aux «trains » et aux « boucles » forpagsles XGs, les Xgec n‘ont montré
gu'un seul type de population. Ceci peut étre laséguence de la longueur moindre des
XGrec, qui ne seraient alors pas suffisamment longs gouner des boucles. Afin de

confirmer cette différence entre les X et XGrzoo précédemment étudiés, une analyse de
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mobilité a été effectuée. L'objectif était de déierer I'existence ou non de résidus
glycosyles de mobilité différente, les moins mobi@uvant étre localisés au niveau de la
surface de la cellulose et directement en intevactwvec celle-ci et les plus mobiles

constituant les boucles ou les queues évoquéadipeken (Figure 45).

Ces analyses de différence de mobilité, réaliséesxeitation directe en faisant varier
le délai de répétition, sont présentées en AnnéxeElles ont tout d’abord montré que les
ramifications des XGs présentes au sein du congagditen particulier le résidu fucosyle, ont
une mobilité plus importante que le squelette glimze. Cette observation permet de
confirmer la flexibilité des chaines latérales etacaliser avec certitude les interactions entre
les résidus glucosyle des XGs et ceux de la celul&Cependant, aucune différence de
mobilité n'a été observée au sein des résidus glleodes XGec. La présence de deux
populations observées sur les spectres RMN duesbi@ des composites %G-CB *°C
observée lors des travaux précédents, n’a donpgpatre confirmée. Il n’est cependant pas
possible de statuer sur I'absence de boucles eéareslde X&ec car celles-ci pourraient étre
minoritaires et n'avoir que des conséquences misinddficilement observables, sur les
analyses de mobilité. Il est néanmoins probablelguaille des XGec soit favorable a un

régime d’adsorption de type « tuiles », intermédiantre les « trains » et les « boucles ».

Enfin, 'utilisation de composites X&G=CB **C a permis d'observer exclusivement
les signaux de la cellulose en présence de XGs letsdcomparer a ceux de la cellulose seule.
La présence dé’C en abondance naturelle au sein des XGs du cotapesi quasiment
masquée par IEC de la cellulose en raison des faibles quantiééX@s incorporées. Ainsi,
la comparaison de ces deux échantillons n'a mogtré de trés faibles différences de
conformation des C-6 exposés a la surface de lalagd. Il n’'y a donc quasiment pas de
réarrangement au niveau de celle-ci pour favolisgeraction avec les XGs.

7. Etude des interactions XGs-cellulose : bilan

Dans un premier temps et grace a la diversité disstmts xyloglucosidiques
disponibles, plusieurs résultats ont pu étre olstenpartir des isothermes d’adsorption. Tout
d’abord, 'augmentation de la masse molaire a umfugnce favorable sur la quantité

adsorbée et une longueur minimale de douze régjdussyle est requise pour générer des
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interactions. Cette longueur correspond probabléraenelle de zones adsorbées de type
« trains ». De plus, bien que le caractere intgnsedu résidu fucosyle ne semble pas avoir
d’'influence, la présence de chaines latéralesctisaidiques ainsi que, dans une moindre
mesure, la répartition des ramifications de gKGaméliorent fortement la capacité

d’adsorption. Puisque le degré de galactosylatiarpas d’influence sur I'affinité des XGOs

pour la cellulose, seule la présence de chainésalas trisaccharidiqgues permet aux XGs
d’adopter une conformation favorable aux interardjoen accord avec des travaux

antérieurs?®

Deux types de sites distincts ont été observésder$adsorption de XGOs sur la
BMCC grace a l'utilisation de difféerents modeleadbsorption, et en particulier le modele de
Langmuir. Par ailleurs, I'application du modéle 8Seatchard a montré que le mécanisme
d’adsorption de XGs serait coopératif, contrairetréercelui de I'adsorption de XGOs. Le
schéma ci-dessous (Schéma 20) rassemble les domslusoncernant linfluence des
différentes caractéristiques structurales des X@OXGs par rapport aux objectifs fixés
(Chapitre 2, § 5.1, Schéma 18).

XG REC XGREC dés XGRP XGT7OO XGT100 [XGO] 2 [XGO] 3
(XXXG). struc?uiilg]sglr?tc:%%r;hées M, élevée : Forte augmentation
" de la capacité d'adsorption XGOT . = « trai
(XXLG) , de conclure sur linfluence Pas de masse molaire optimale [ Ja = «trains »

Pas de taille optimale
Augmentation de

de l'acétylation

(XXXG) 3 I'adsorption avec la taille

Résidus galactosyle :
(XXLG) 3 Pas de variation de la

capacité d'adsorption Pas d'influence
Lac[XGO], du groupement

lactosyle
Lac(XXXG) 3
Pas d’influence

de la zone non
substituée

LacXXXGG ;XXXG

Schéma 20 : Récapitulatif de l'influence des diffé@ants parameétres structuraux des XGOs et XGs

déterminée grace a l'utilisation de substrats présgant des caractéristiques diverses et bien défirge
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L’analyse enthalpique a été effectuée a partir eexaypes d’expérimentation : la
détermination d’isothermes d’adsorption a difféesnt températures et la titration
calorimétrique isotherme. Tout d'abord, le caraetdaiblement enthalpique de ces
interactions a été confirmé, ce qui signifie qukeseci sont peu sensibles aux variations de
température. Ceci parait relativement cohérent agegui se produit au sein de la plante. En
effet, le réseau XG-cellulose est garant du maintie la structure de la plante, or il semble
plus que nécessaire que celui-ci ne soit pas afstéulors de variation de température
comme, par exemple, lors des cycles jour-nuit.

Par ailleurs, ces analyses enthalpiques ont égatemis en évidence trois processus
intervenant lors de I'adsorption de substrats Xylogsidiques sur la cellulose : I'adsorption
de XGOs et de XGs a la surface, qui est un prosessothermique alors que I'adsorption de
XGOs dans les rainures de la cellulose tout comawtd-association de chaines de XGs sur
des chaines déja adsorbées, ont été déterminésecétant des phénomenes endothermiques.
Ces phénomenes endothermiques n’avaient jusqusemrrgpas été observés. La capacité
d’interaction sur ces sites est donc accrue pamautption de la température pouvant
conduire a un renforcement du réseau.

Enfin, des variations de contraste isotopique arims d’analyser des composites
XGs-cellulose en RMN du solide. Ces analyses RMN wmontré une différence de
comportement entre les %&ao, €tudiés lors de travaux antérieurs, qui sontgmtsssous deux
formes au sein du composite, et lesg&E&pour lesquels une seule population est présente.
Cette différence de comportement est liée a leetadlstreinte des Xggc qui ne permet sans
doute plus la formation de boucles. De plus, lacstire de la cellulose au sein du composite
n'a pas varié, ce qui signifierait que le gain epiue nécessaire a la réalisation des

processus endothermiques est plutoét un gain equegsur le solvant.
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1. Solvants, enzymes et substrats commerciaux

1.1.Solvants

Le dichlorométhane est distillé sur pentoxyde desphore, au moyen d’une fontaine
a solvants et la pyridine sur hydroxyde de potassaprés avoir été maintenue une nuit sur
celui-ci.

Une fois distillés, les solvants sont conservéstanns moléculaire ou hydroxyde de
potassium.

L’eau utilisée dans les modes opératoires déczi8t § 2.3 est dé-ionisée. Pour les

modes opératoires décrits § 3, I'eau est déiorusédistillée.

1.2.Enzymes

Le mélange de cellulases 3042 A techoderma reeseest un don de la société
Genencor International (New-York, Etats-Unis)

La cellulase Cel7B dé&richoderma reesg U.mg') est commercialisée par la société
Fluka (Buchs SG, Suisse)

La cellulase Cel5A (61 U.mY ainsi que 1-b-galactosidase &spergillus nige(112
U.mg?) et lap-p-galactosidase (lactase) Héuyveromyces fragili§100 U.ml*, 3,6 U.mg")
ont été offertes par la société Megazyme (Bragntie)

L’enzyme mutée Cel7B E197A ddéumicola insolens été fournie par les Drs Martin
Schilein et Jesper Vind (Novozyme, Danemark)

L’enzyme mutée XET16A E85A deopulus tremula x tremuloidesété produite dans
I'équipe du Prof T. Teeri (Département de Biotedbg®, KTH, Stockholm, Suéde)
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1.3. Substrats cellulosique et xyloglucosidique commeraiux

Cellulose microcristalline Avicel

La cellulose microcristalline Avicel utilisée est PH-101 commercialisée par Fluka
(Buchs SG, Suisse).

XGs de tamarin commerciaux

Les XGs commercialisés par Dainippon Pharmaceuii@sdka, Japon) sont extraits de
graines deTamarindus indica Les catégories utilisées au cours de ces trawamt la
catégorie 3A selon la nomenclature de Dainippole, présente les XGs insolubles dans
'eau froide mais solubles a chaud, typiguemeninirba 75 °C, et la catégorie 3S solubles a

froid mais générant une solution de forte viscosité

2. Caractérisations physicochimiques

2.1.Méthodes générales

Les pouvoirs rotatoires sont mesurés, a 25 °Csgolarimetre Perkin EImer 341.

Les spectres de masse basse résolution ont étduéeau CERMAYV sur un appareil
qguadripolaire NERMAG R 10-10C version 2000 en mageer les méthodes d’ionisation de
type bombardement par des atomes rapides (FABaretigsorption chimique (DCI), sur un
spectrometre Waters Micromass ZQ pour la méthadeistion de type électrospray (ES) et
sur un appareil Bruker Autoflex pour la techniqualNDI.

Les mesures de masses exactes par spectrométnasie haute résolution ont été
réalisées sur un spectrometre ZQ 4000 (technigeetréspray) par le service d’analyse

chimigue du Laboratoire des Glucides d’Amiens (UBER9).
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2.2.Chromatographies

Chromatographie sur couche mince (CCM)

L'avancement des réactions est suivi par chromapbgg sur couche mince (CCM)
sur plaque de gel de silice (Merk 684 en utilisant des systémes d'éluants appropriés. L
CCM sont révélées par différents révélateurs entfon des produits présents :

- par irradiation sous lumiére UW. (= 254 nm) pour les produits comportant des
groupements aromatiques

- par trempage dans un révélateur acide (acide spu/méthanol/eau ; 5/45/45)
et/ou révélateur orcinol (1 g orcinol solubiliséndain mélange éthanol/eau/acide sulfurique ;
72,5/22,5/3) puis chauffage a 300 °C pour les ca@psaccharidiques

- par mise en contact avec des vapeurs d’iode paumpteduits contenant les
groupements éthyléne glycol

- par trempage dans un révélateur a la ninhydrirgs(g,de ninhydrine dans 100 mi

d’acétone) puis chauffage a 300 °C pour les congpasénés.

Colonne chromatographique

Les séparations par chromatographie sur silice alermeont réalisées a la pression
atmosphérique (colonne ouverte) ou sous pressiain domprimé (colonne rapide) sur
colonne de gel de silice (Merk Geduran Sl 60; 40489 avec I'éluant indiqué aux endroits
appropriés.

Les séparations par chromatographie sur gel dee diil8 sont réalisées en utilisant
des cartouches de silice pré-préparées (SEpRak préalablement conditionnées dans I'eau.

Les gammes d’éluants utilisées sont mentionnéegadroits appropriés.
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2.3.RMN

Appareillage et calibration

Les spectres RMN en milieu liquide ont été réalsésdes appareils Bruker AC300
(sonde dualH-'*C) et Avance 400 (sonde & détection directe QNP Brhes manipulations
ont été effectuées a 298 K sur le spectrometreaxdiaiivance 400 et a 303 K sur I'appareil
Bruker AC300.

Les déplacements chimique® éont exprimés en partie par million (ppm) eniseiht
comme référence les solvants mentionnés lors dali/ae du spectre. Pour les composeés
libres, les échantillons sont analysés aprés éehprgon-deutérium par lyophilisation dans
'eau lourde a 99,9 %. La mesure est effectuée tlaas lourde. La référence utilisée est
alors le pic de HOD pour les spectres protons qgt@ as = 4,79 ppm). Les produits
protégés et/ou solubles dans le chloroforme scallya@s en utilisant le chloroforme deutérié
comme solvant. La référence utilisée est aloradeas du CHC} pour les spectres proton
(étalonné @ = 7,24 ppm) ou la raie centrale du triplet cormgfant au signal de CDgbour
les spectres carbones (étaloné=a77,2 ppm).

Les constantes de coupladg gont exprimées en Hertz (Hz).

Les expériences bidimensionnelles homo- et hétéiéames sont calibrées par

analogie avec les spectres monodimensionnels pomdants.

Expériences utilisées

Cing principales expériences ont été utilisées fpeuaractérisation des produits :

- RMN 'H : permet d’obtenir les valeurs des déplacemdritaiques, des couplages
et des valeurs d’intégration relatives aux prote&sa molécule étudiée.

- RMN 'C: comme pour I'expérience précédente, il s'agit d’avoir des
informations sur les déplacements chimiques demaigrelatifs aux carbones de la molécule
étudiée.

- DEPT-135 (Distortionless Ehancement by Polarizatibransfer) permet de
différencier les carbones quaternaires et les cabsecondaires des carbones liés a un

nombre impair de protons (tertiaires et primaires).
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- COSY (COrrelated SpectrometrY) : met en évidensenlegyaux de méme nature
(protons dans le cas présent) possédant entrenecouplage.

-  HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlatioqermet de visualiser deux
noyaux de nature différente possédant entre euxouplage fort. Les visualisations des
corrélations>*C/* H, réalisées dans le cas présent permet d’assdweue proton au carbone

auquel est lié.

Notations

La notation utilisée pour spécifier la multipliciides signaux est la suivante: s
(singulet), se (singulet élargi), d (doublet), dtbyblet dédoublé), ddd (doublet de doublet
dédoublé), t (triplet), q (quadruplet) et m (massifmultiplet).

Les protons et les carbones aromatiques sont rieggaent notés kom. €t Garom:

Pour les XGOs, I'attribution des signaux RMN edtefan utilisant les abréviations des
différents saccharides. Par ailleurs, les résitiusogyle sont numérotés par ordre croissant de
I'extrémité réductrice a I'extrémité non réductridenfin, les résidus portés par les chaines

latérales portent le méme numeéro que le résidwgide qu’ils substituent.

o’ Xyl Il

Galll RQ
Xyl IV 5 ;
RO S: O:

RO OR
OR, OR
w % w%&/ =y
Sgﬁ? Xyl Il
Gal Glc Vv Glc IV Glc 1l Glc 1l Glc |

2.4.Dosage des oses neutres

Les proportions de sucres neutres sont détermipgéeshromatographie en phase

gazeuse (CPG) des acétates d'alditols correspandant
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Les acétates d'alditols sont obtenus par hydrodesel mg d'échantillon par une
solution d'acide sulfuriqgue (13 N, 180 ul) pendart 30 a 30 °C. La solution est ensuite
diluée jusqu'a une concentration d'acide sulfurdgid M par une solution aqueuse contenant
environ 0,5 mg de myo-inositol pesé exactementsqurira d'étalon interne. Le mélange est
alors maintenu a 100 °C pendant 6 h. Apres nesdtédn par une pate de carbonate de
baryum dans l'eau, le milieu est filtré afin d'éher I'excés de carbonate de baryum ainsi que
le sulfate de baryum formé. Puis le pH du filtrat g&usté a pH = 9 au moyen d'une solution
d'ammoniaque 4 %. Les monosaccharides sont aldwstsépendant une nuit a température
ambiante en présence de borohydrure de sodium @0 Aprés neutralisation par une
solution d'acide acétique 50 % le milieu est évagosec, puis coévaporé 3 fois au méthanol
chlorhydrique (MeOH/HCI ; 100/1). Le résidu sec eatétylé par un mélange
pyridine/anhydride acétique (1/1; 1,2 ml) 1 h #useou une nuit a température ambiante.
L'excés d'anhydride acétique est ensuite hydroy$eoid avant d'évaporer a sec puis de
coévaporer a sec 3 fois a I'eau distillée.

Les oses, sous la forme de leurs acétates d'alditstespondants ainsi formés sont
analysés par CPG sur un chromatographe Hewlet-RR&E&D0A équipé d'une colonne en
silice fondue (30 m x 0,53 mm) imprégnée d'un fupleco 2380 (3 %) et d'un détecteur a
ionisation de flamme (FID) couplé a un intégratelawlett-Packard 3395. Le gaz vecteur
utilisé est de l'azote U. Les conditions expérirakast sont les suivantes :

- température d'injection : 260 °C

- température de colonne : 3 min a 195 °C ; 19:°225°C par incréments de 2,5
°C.mir*; 3 min & 225°C

- température de détection : 280 °C

- débit d'azote (Y : 4 ml.miri*

Les acétates d'alditols sont identifiés par companades temps de rétention a ceux
d'un témoin contenant les oses : rhamnose, fucykese, arabinose, mannose, galactose et
glucose et le myo-inositol préalablement réduitsogtylés.

2.5.Détermination des masses molaires moyennes par SEC

Les analyses de masses molaires moyennes par ¢hgraghie d’exclusion stérique
(SEC) sont effectuées a 30 °C sur un appareil Watanstitué de trois détecteurs en ligne, un

détecteur viscosimétrique, un réfractometre difféet et un détecteur a diffusion de lumiere
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MALLS (Multi-Angle Laser Light Scattering) DSP-F (att Technology-USA). Les
colonnes Shodex B802/B803, pour les masses molaifésieures a 1.10 g.mol* et

B805/B806 pour les masses molaires comprises éritf8 et 1.10 g.mol* sont montées en
série. L’éluant utilisé est une solution de nitrdie sodium (NaN@; 0,1 M) contenant de

I'azoture de sodium (2 %), le débit de I'éluanté@fxé & 0,5 ml.miH.

2.6.Dosage de charges des whiskers

La détermination du taux de charge des whiskefais@ar dosage conductimétrique
par une solution de soude. La suspension de wisisderconcentration massique connue, est
diluée dans un volume d’eau suffisant pour immel@ézctrode. Ainsi, a 2 ml de suspension
(17,5 mg.mt") sont ajoutés 20 ml d’eau distillée. Puis le desast effectué par une solution
de NaOH de concentration 2:10/ & I'aide d’'un conductimétre de type CDM 210 aing
électrode CDM 614T. La suspension est agitée touioag du dosage. La Figure 63

représente la courbe de dosage obtenue dans ldesawhiskers de cellulose de papier

Whatman.
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Figure 63 : Courbe de dosage conductimétrique d’unsuspension de whiskers de papier coton Whatman
(1,6 mg.ml* ; 22 ml) par une solution de NaOH (2.1 M)

A I'équivalence, la relation suivante (14) est fiés :

Veq X Csoude= Ncellulose X ds (14)
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ou Vegq est le volume équivalent de la sou@gugeSa concentratiomeeiiuiose /€ NOMbre
de moles de résidus de glucoselge degré de substitution, c'est-a-dire le nombagothes
de soufre par unité glucose. REuse€St donné par la relation :

Meellulose
Ncellulose= ———— (15)

|\/lmoy
OU Meeliuiose €St la masse séche de nanocristaux que I'on dddg.g la masse molaire
moyenne d'un résidu de glucose au sein du type d@elase considéréMmoy Vvérifie

I'équation (16) :

ou 162 g.mot et 242 g.mét sont respectivement les masses molaires d'uné unit
glucose seule et d'une unité sulfatée. Les équat{@d) et (15) permettent de déduire
'expression dels :
Veq * CsoudeX Mmoy

ds= (17)
Meellulose

Le systeme de deux équations a deux inconriest M) formeé par les équations
(16) et (17) peut alors étre résolu. La masse mlaioyenne est ainsi calculée d’'apres la
relation suivante :
162

Mmoy = (18)
1- 80 x Veq x Csoude

Mcellulose

Puis le degré de substitutiods)( est calculé grace a I'équation (17). Enfin, lextae

soufre, 7, est donné par la relation suivante :

32 x ds
e =— (19)

I\/lmoy

ol 32 g.mof est la masse molaire du soufre.
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3. Préparation des substrats cellulosiques et extracm des XGs

naturels

3.1.Cellulose

3.1.1.Cellulose bactérienne (CB)

Conditions de culture

hY

La cellulose bactérienne est produite a partir de douche bactérienne
Gluconacetobacter xylinuATCC 53524). Cette souche a été choisie pourésastance a
I'agitation, garantissant une meilleure homogénditémilieu et son absence de caractére
acidifiant car elle ne produit pas d’'acide glucamgElle est conservée a -80 °C dans un
mélange de 0,5 ml d’'une culture active de bact@ti€s5 ml d’une solution stérile de glycérol
a 50 %.

Le milieu de culture décrit par Hestrin et Schrafirdont la composition est reportée
en Annexe 5 est utilisé. Il est ensemencé a pditine aliquote d'une pré-culture de
Gluconacetobacter xylinUATCC 53524) dans un milieu identique prélevée ltgzparition
de la biosynthese de la cellulose. La celluloseeasuite récupérée apres 5 a 7 jours de

culture a 20 °C.

Broyage en milieu humide

Ces échantillons de cellulose sont alors broyés«aaring blendor » par 4 a 6
broyages de quelques secondes, en présence de mgacettant d’améliorer le broyage et

d'éviter 'échauffement.
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Plasmolyse et lyse des cellules

Le mélange broyé obtenu est centrifugé puis redigpaelans une solution de
saccharose a 25 %. Afin de provoquer la plasmadgsecellules bactériennes, la suspension
est conservée environ 15 min avec une faible amitatfin de favoriser I'imbibition interne.
Bien que leendaglucanases soient toujours actives, leur l'acieist limitée par la pression
osmotique. Apres centrifugation, le culot est ré&rapet redispersé rapidement dans un
volume suffisant d’eau. Plusieurs cycles de lavagesrifugation (4 °C, 10 min, 20.16)

sont alors nécessaires.

Le culot est repris dans du tampon Tris-HCI (30 mpH = 8) contenant de 'EDTA
(10 mM) et du SodiumDodécylSulfate (SDS ; 1 %).

La protéinase K, préalablement dispersée dansibke faolume de solution ’EDTA
utilisée précédemment est alors ajoutée (0,01 mg,l). Le milieu est alors maintenu a
37 °C pendant 3 h minimum. La réaction enzymatiggtestoppée par refroidissement rapide

de la solution dans un bain d’eau glacée.

Traitement a la soude

Apres lavage et centrifugation, la cellulose espdisée dans une solution de soude
(0,1 M) puis chauffée a 90 °C pendant 30 min. Lagehsolide est alors lavée a I'eau et
centrifugée jusqu’a neutralisation du surnageants mlialysée en présence d'azoture de
sodium. La cellulose bactérienne (CB) ainsi obtezgteconservée humide a 4 °C.

3.1.2.Cellulose bactérienne micro-cristalline (BMCC)

Hydrolyse de la cellulose bactérienne (CB)

La BMCC est préparée & partir de CB par hydrolys@aide chlorhydrique®’ Le
culot de CB humide obtenu aprés traitement a lalesdqanviron 3 % de matiére séche) est
dispersé dans une solution de HCI (2,5 M, 100 bed)mélange est porté a refluxygk = 100
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°C) pendant 1 h. Puis apres centrifugation (4 ®rin, 20 00Qy), et retrait du surnageant,
'hydrolyse est poursuivie pendant 30 min a refldans les mémes conditions que
précédemment avec renouvellement du HCI. Les dpégtde centrifugation et de
renouvellement de HCI sont réitérées une secorideSuaite a ces trois phases d’hydrolyse, le
milieu est lavé et centrifugé (4 °C, 10 min, 20 00 plusieurs fois a l'eau jusqu’a
neutralisation du surnageant, puis le ringcage @siptété par dialyse en présence d’'azoture de

sodium.

Blanchiment par traitement a la potasse

La BMCC ainsi obtenue présente parfois une |égel@ ation grise. Apres dialyse, les
microfibrilles sont dispersées dans une solutiorK@H (5 % dans I'eau) et le milieu est
maintenu une nuit sous faible agitation. La phadieles est ensuite rincée a I'eau distillée par
centrifugation puis dispersée dans une solutiorchlerite de sodium (17 @) dans un
tampon acétate (0,2 M ; pH = 4,5). La suspensibmaless maintenue a 80 °C pendant 6 h en
changeant la solution toutes les 2 h. La phasdesebt rincée a I'eau distillée puis dialysée en
présence d’'azoture de sodium. La BMCC est alorsitgee et conservée humide a 4 °C.

3.1.3.Whiskers

Les feuilles de papier Whatman grade 20 Chr sooow@ees finement. Une pulpe est
obtenue par broyage dans I'eau distillée au « \gdlendor ». La phase solide est filtrée et
essorée. La pulpe essorée est dispersée (1 a ar%)ude solution d’acide sulfurique 65 %
(w/w) préalablement refroidi en maintenant le flaodans un bain de glace fondante. Le
mélange est traité a nouveau au « waring blengmmneant 15 min, l'auto-échauffement est
évalué a 60 °C environ. La suspension est paskBendogénéiseur haute pression (Manton-
Gaulin, 15MR-8TBA), 15 passages a 500 bars sodiséSatout en évitant d'atteindre des
températures supérieures a 90 °C. La suspensianadecristaux obtenue est dialysée contre

de I'eau distillée
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3.1.4.Whiskers désulfatés

La suspension de whiskers de papier (17 miy;mMl,5 ml) est introduite dans un tube
en verre muni de bouchon comportant un joint etortéfPuis apres l'addition d’acide
trifluoroacétique (10 M ; 0,5 ml), le milieu est m&nu pendant 2 h 30 a 20 °C, 40 °C, 60 °C
ou 80 °C en fonction des échantillons. Les diffesegthantillons sont ensuite refroidis dans

un bain de glace avant d'étre dialysés contreeil(seuil de coupure = 6-8*mol™).

3.2.Préparation de XGs et XGOs par extraction et/ou hytblyse

3.2.1.XGs de tamarin extraits de graines

D'autres XGs ont été extraits de graines de tamseion la méthode de Kooima#.
Apres avoir 6té le tégument des graines, cellesni finement broyées, puis le milieu est
extrait & I'éthanol (80 %), & reflux pendant 6 lprés centrifugation (2.£@, 30 min, 10 °C)
le culot est repris dans I'eau, et est extrait & h00 °C. Le mélange est alors a nouveau
centrifugé et traité a I'eau comme précédemmenteg\prois extractions successives, les
surnageants sont réunis et le précipité généréagdition d'éthanol (3 fois le volume du
mélange) est récupére, dialysé et lyophilisé. L&s Xinsi récupérés sont ultrafiltrés sur
membrane Amicon de seuil de coupure 1®.xpmol'. Le rétentat est la fraction

ultérieurement utilisée.

3.2.2.XGs deRubus fruticosts

Culture de cellules

Les cultures des cellules dRubus fruticosugronce) sont été effectuées par Marie-
France Marais (CERMAYV). Les cellules issues de salst mises en culture en milieu de
Heller liquide et supplémenté avec de la vitamide(B mg.mf") et du glucose (0,11 M). La

culture est maintenue par repiquage des cellulg®sdes trois semaines. Une aliquote de
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suspension (20 ml) est ensuite transférée dansl & milieu fraichement préparé dans des
erlenmeyers de 250 ml. Les cellules sont mainteraresulture pendant 24 jours apres
inoculation. Les cellules sont séparées du milegwture par filtration sur verre fritté n° 2 et

lavées a I'eau.

XGs de Rubus pariétaux (Xp)

L’extraction des pectines a partir des parois ddsiles végétales se fait en plusieurs
étapes. Dans un premier temps le matériel parfétaliron 5 g sec) est mis en suspension
dans une solution d'EDTA (2 % MBDTA ; 500 ml; pH = 5) pendant 2 h a 70 °C sous
agitation douce. Puis les parois cellulaires sdtreés sur verre fritté n° 2. Le résidu de
filtration est ensuite soumis a deux extractionscessives a I'oxalate d’ammonium (0,5 % ;
500 ml ; pH = 6,5) pendant 2 h a 80 °C. Le matéésiduel est filtré. Enfin I'élimination
finale des pectines consiste en un traitement anhlgdrure de sodium (1 % NaBH500 ml)

a 20 °C pendant 15 h sous azote. Apres filtratienmgsidu est mis en suspension dans une
solution d’hydroxyde de sodium (2,5 N ; 500 miy&tintenu sous faible agitation pendant 6
h a 20 °C sous azote, le mélange est filtré puiédilu de filtration est soumis a une nouvelle
extraction dans les méme conditions pendant 16 ds. filtrats sont ensuite rassemblés,
dialysés et lyophilisés. Les XGs sont ensuite mgiket ultrafiltrés sur membrane Amicon
(10.1G g.mol™)

XGs de Rubus extra-cellulaires (X{c)

La culture des cellules deubus fruticosugst filtrée sur verre fritté n° 2. Le filtrat
ainsi récupéré est centrifugé (31 25 min, 10 °C) une premiére fois, puis, aprésyrie
congélation/décongélation, le milieu est a nouvesntrifugé dans les mémes conditions. Le
surnageant est alors ultrafiltré sur membrane Mifitt (seuil de coupure = 10.1@.mol™).
Les polysaccharides acides présents dans le réfdhta10.1G g.mol*) sont alors précipités
au moyen d’une solution de sulfate de cuivre (Cu3@b, 20 ml.150 mbuion’) pendant 4 h &
4°C. Apres élimination de ces polysaccharides patrifugation (3 00@, 25 min, 10 °C), le
surnageant est précipité a I'éthanol 96 % (éthaahifion ; 3/1). Le résidu solide est récupéré
par centrifugation (3.50y, 25 min, 10 °C), puis les ions présents sont @émipar dialyse et
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le mélange xyloglucanes-arabinogalactanes est ij@phCe mélange est ensuite solubilisé
dans le tampon phosphate (10 mM, pH = 7) puis kE$xdcomposés sont séparés par
fractionnement sur résine échangeuse d’anions (DBa&Rhadex A50, 5 g.100 mg:e’)
préalablement réhydratée et lavée au tampon phtesphprés 1 h de mise en contact de la
résine et du soluté, les XGs solubles sont réecapgaé filtration du mélange sur verre fritte.
La fraction est alors lyophilisée puis ultrafiltréar membrane Amicon (seuil de coupure =
10.10 g.mol%). Le rétentat contenant les XGs de masse supériedd.18 g.mol* est alors

lyophilisé.

XGs de Rubus extra-cellulaires enrichis éfC (XGrec13d

Pour la préparation des Xg&rci3c le glucose utilisé lors de la culture des cefiule
végétales est du glucose marqué-gli(10 %). Excepté cette différence, le mode opémto

utilisé est identique a celui décrit pour I'obtemntides XGec décrit au paragraphe précédent.

3.2.3.Désacétylation des XGec

Les XGrec (300 mg) sont désacétylés par addition d'une mwlude soude (0,1 M ; 50
ml). Le mélange est maintenu 2 h sous agitationégifiant la valeur du pH (pH# 10). Le
milieu est ensuite neutralisé par I'acide acétifp@ %) et ultrafiltré (seuil de coupure =

10.10 g.mol*) avant d'étre lyophilisé.

3.2.4.Hydrolyse partielle de XGs

Hydrolyse partielle et séparation par précipitation

Ces fractions de XGs de tamarin partiellement Hydges sont obtenues, apres
hydrolyse, par précipitation dans un mélange eativanél de différentes proportions.

Ainsi, les XGs de tamarin de catégorie 3S sonthslisés (2 g.) dans une solution de
tampon acétate (0,1 M ; pH = 4,5) par chauffagenB0a 50 °C sous agitation puis une nuit a

température ambiante toujours sous agitation. Aptrait des insolubles par centrifugation
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(20.1G g; 10 min; 25 °C) le surnageant est récupéré erdiysé par kndeglucanase
Cel5A (5 pl.100 nit ; 61 U.mg"). L'attaque enzymatique est poursuivie 10 min £G0et
stoppée ensuite par immersion dans un bain d’eailldrte pendant 10 min. La solution est
ensuite refroidie puis les XGOs formés sont séparefonction de leur masse molaire par

précipitation fractionnée a 4 °C en utilisant letinaéol.

Vol. H,O | Vol. MeOH | % MeOH (viv) | M, (g.mol?)

1 0,33
0,43 2.1d
0,50
0,66 1.1%
0,75

N = = T N N
a w N P oW

0,83

Les deux fractions utilisées dans ces travaux tmtfractions XG@, et XGQys;
précipitées avec des mélanges de proportions riggec eau/méthanol ; 1/2 et 4/3. Les
masses molaires moyennes mentionnées dans le uatile@ssus ont été déterminées par

spectrométrie de masse (8§ 3.1.1) et par chromatbigral’exclusion stérique (8 3.1.4).

Hydrolyse partielle et séparation par chromatograptsur gel de silice

Les XGs de tamarin de catégorie 3A (1,5 g) sorgadis dans I'eau (150 ml) sous
agitation a 35 °C pendant une nuit puis 15 min a°60 La solution ainsi obtenue est
introduite dans une cellule d’ultrafiltration muniéune membrane en polyéthersulfone de
seuil de coupure 10.1@.mol*. La cellulase d&richoderma reseef5 U.mg"; 5.2 mg) est
alors ajoutée au milieu. L'’hydrolyse est ainsi efifiée de maniere concomitante a
l'ultrafiltration pendant deux jours. Le filtrat ra8i récupéré et concentré puis séché en
présence de silice. Ce mélange est déposé suraloene de silice. Une élution par le
gradient (eau/acétonitrile ; 20/80, puis 25/75@%8) permet d'isoler trois fractions : [XGQ]
(474 mq) ; [XGO} (407 mg) et [XGO] (170 mg).

Les trois fractions [XGQ] [XGO]J,, [XGO]s;, sont analysées en spectrométrie de

masse. Ces analyses confirment que les fractiorGOJX [XGO], et [XGO}, sont
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constituées exclusivement de XGOs comportant réispetent 4, 8 et 12 résidus glucosyle

sur leur chaine principale.

4. Syntheses et Caractérisations

La nomenclature utilisée a été adaptée de celldigaulen anglais : "International
Union of Pure and Applied Chemistry and Internatiotynion of Biochemistry and
Molecular Biology" (1997) Nomenclature of Carbohstdrs,J. Carbohydr. Chem16, 1191-
1280.

[(2,3,4-Tri-O-acétyl-a-D-xylopyranosyl)-(1-2>6)]-(2,3,4-tri-O-acétyl$-D-glucopyranosyl)-
(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-acétyl-
B-D-glucopyranosyl)-(12>4)-1,2,3,6-tétraO-acétyl-a,p-D-glucopyranose ()

AcO R AcO Q
AcO AcO
AcO AcO
o OAc O AcO OAc
O AcO O AcO
AcO O o) fo)
AcO < o AcO o)
OAc OAc
AcO o OAc

AcO. o

Mode opératoire A

Les xyloglucanes (Dainippon, catégorie 3A) de graide tamarin (7,5 g) sont mis en
suspension dans l'eau (1 I). Le milieu est maintwous agitation 2 h a 60 °C. Une fois les
XGs solubilisés et aprés retour a 37 °C, la cedila042A (Genencor) est ajoutée (563 pl)
ainsi que l'azoture de sodium (100 mg). Le milistiiacubé 20 h a 37 °C, porté a ébullition
20 min dans un bain d’huile préalablement chauffé28 °C, puis ramené a température
ambiante. LaB-D-galactosidase @&spergillus niger(350 ul; 20,1 mg) est alors introduite
dans le milieu. Apres 24 h sous agitation a 60 I"€zyme est dénaturée en portant a
ébullition pendant 20 min, le milieu qui est ensujtophilisé.

Le résidu (6,4 g) est solubilisé dans la pyridid@Qd(ml) puis I'anhydride acétique (100

ml) ainsi qu'une quantité catalytigue de DMAP sajdutés a 0 °C. Apres une nuit, sous
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agitation a température ambiante, a I'abri de laiéwe, le milieu réactionnel est précipité
dans une quantité importante d’eau glacée. Le mitéaést filtré sur Celif® solubilisé dans
du dichlorométhane puis séché sur sulfate de sodinimgdre. Aprés concentration le milieu
est coévaporé plusieurs fois au toluene. La patific est réalisée par chromatographie
rapide sur gel de silice (acétate d'éthyle/éthepéeole ; 3/2 puis 2/1). Le produit® est

obtenu avec un rendement massique de 40 %.

Le produit1l est également obtenu comme produit secondairedersa synthese

d’autres composes.

Mode opératoire B

Le produitl est obtenu avec un rendement massique de 5 %aéoF®btention du

produit2 utilisant la-D-galactosidase &spergillus niger

Mode opératoire C

Le produitl est obtenu avec un rendement massique de 10 %ldofsbtention du
produit2 utilisant la préparation enzymatique 3042B.

Mode opératoire D

Le produitl est obtenu avec un rendement massique de 7 %aéol®btention du

produit3.
Spectre de masséMALDI) : m/z = 1925 [M+Na]

RMN *H (CDCls, 400 MHz) :5 (ppm) = 6.17 (dJ1 2= 3.7 Hz, 0.2H, H-£*°"), 5.64 (dJ; =
8.2 Hz, 0.8H, H-£° ), 5.40-5.33 (m, 3H, H-§ =¥ . VY - 5 50.5.00 (m, 7H, H-P'"

" H-3 Glc 1B, 11, 111, vV H-4 Gle |v) - 5.00-4.76 (M, 10H, H-§'c IV, Xyl vV H-2 Glc 1, IV, Xyl I, 11, vV H-4
XLILNVY - 4 68-4.64 (m, 3H, H-F°" H-26°" 1"y - 4 49 (d, J = 7.9 Hz, 0.2H, HE* ") ;
4.48 (d, J = 7.9 Hz, 0.8H, H") ; 4.36 (dd Js 6a= 1.8 HZ etlga 6p= 10.8 Hz, 1H, H-6&"

|) - 4.11-3.89 (m, 8H. H_&Icll, |||, H_SaXyI L g g Glc lo, |v, H_6aG|cII, |||, H_6bG|c |) - 3.82-3.63
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(m’ 11H, H_4G|C |' H_5 Glc |ﬁ, Glc 11, XyI |V, H_Sbel I, 1 ' H_6 Glc |V' H'6bG|C 11, |||) ’ 3'32 (m’ 1H, H_
56y 2.10-19.4 (m, 60H, B;CO)

RMN **C (CDCls;, 100 MHz) :5 (ppm) = 170.5-168.8 (C4€0) ; 100.8, 100.7, 100.6, 100.4
(C-1CeM VY- 973 97.2 (C-I"" ") 96.1 (C-1""V); 91.4 (C-1°°") ; 88.5 (C-1°° " ;
76.4,75.4,75.3, 74.9, 74.8, 73.5, 73.5 (2C), 72297, 72.2, 72.0, 72.0, 71.8, 71.0, 70.9,
708, 706, 696, 694 (3C), 693, 692 (ZC) (@92”, I, 1V et Xyl 11, 11, IV , C_3GIC I, 1, 11 1V et Xyl I,

11, IV, C_4G|c 1, 1, 10 1V et Xyl 1, 1, 1V , C-SGIC 1, 10, 111, IV) : 67.5 (C_6G|c IV) : 65.7 (C_63lc III) : 65.3 (C-
6" 62.1 (C-6°°"); 61.8 (C-6°°'%) : 59.3,59.1, 58.9 (CH'" "V 21.0-20.7
(CH5CO)

Les attributions des signaux en RMN et RMN °C ont été effectuées grace a des
analyses de type COSY et HMQC.

[(2,3,4-Tri-O-acétyl-a-D-xylopyranosyl)-(1-2>6)]-(2,3,4-tri-O-acétyl$-D-glucopyranosyl)-
(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4,6-tétraO-acétyl$-D-galactopyranosyl)-(1> 2)-(3,4-di-O-
aceétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-acétyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-1,2,3,6-

tétra-O-acétyl-a,p-D-glucopyranose (2

AcO

AcO
OAC_oac
(o]
o AcO
AcO’ S : \ e}
VYo OAc O
AcO o)
(0] o OAc o AcO OAc
AcO %:O 0 AcO
AcO AcO )
OAc o o
o OAc OAc
AcO
AcO 3

Mode opératoire A

Apres solubilisation dans I'eau (1 |) des xyloglnea (Dainippon, catégorie 3A) de
graines de tamarin (10,2 g) sous agitation a 6pe@lant 2 h, la cellulase 3042A (Genencor)
est ajoutée (2,7 ml) ainsi que I'azoture de sodiuenmilieu est incubé pendant une nuit a 37
°C, porté a ébullition 20 min dans un bain d’huyleéalablement chauffé a 120 °C, puis

ramené a température ambiante. Apres acidificaigpH = 4-5 par I'acide acétique (50 %
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dans I'eau), Ig3-D-galactosidase éspergillus niger(10 ul; 0,4 mg) est introduite dans le
milieu. Apres 48 h a 25 °C sous agitation, de lagasidase est a nouveau ajoutée (18 pul;
0,6 mg) et le milieu est maintenu a nouveau 48us sgitation a température ambiante avant
d’étre porté a ébullition pour dénaturer 'enzymesdyophilisé.

Le mélange lyophilisé est solubilisé dans la pyed{300 ml). L'anhydride acétique
(150 ml) est ajouté avec précaution a 0 °C ainsh@’quantité catalytique de DMAP. Le
milieu est maintenu une nuit a température ambisois agitation et a I'abri de la lumiere. Le
produit est ensuite précipité dans de I'eau glé2dk puis est filtré sur Celifea I'aide d’'un
blchner. Aprés solubilisation dans le dichlorome#de milieu est lavé avec a I'eau puis
séché sur sulfate de sodium anhydre et concengéesApurification par chromatographie
rapide sur gel de silice (acétate d’éthyle/éthepdteole ; 2/1), le produl? est obtenu avec un

rendement massique de 45 %.

Mode opératoire B

L’hydrolyse des xyloglucanes de graines de tam@@01 mg) en solution (250 ml)
utilisant la cellulase 3042 A (1,8 ml) est identga celle réalisée dans le mode opératoire A.
Aprés désactivation de la cellulase par ébullitidm, préparation enzymatique 3042B
(Genencor) est ajoutée (250 ul) dans le milieuegtiincubé une nuit a 25 °C sous agitation.
L’enzyme est désactivée en portant le milieu réaciel a e€bullition pendant 10 min, puis
celui-ci est centrifugé et lyophilisé.

L’acétylation, dans la pyridine (17 ml) utilisariarihydride acétique (10 ml) et une
quantité catalytigue de DMAP, est opérée de fagomlare a celle décrite dans le mode
opératoire A. Le produi2 est obtenu, apres purification par chromatogragpele sur gel de

silice (acétone/toluene ; 1/3), avec un rendemerssique de 48 %.
Spectre de masséMALDI) : m/z = 2214 [M+Na]

Spectre de masse haute résolutigfES") : Co1H12:061Na
m/z = 2213,6287 ; M/geor. = 2213,6342

RMN *H (CDCl;, 400 MHz) :8 (ppm) = 6.19 (dJ;,= 3.7 Hz, 0.4H, H-£*'"%) : 5.65 (d,J; »
=8.2 Hz, 0.6H, H-£°®) : 5.44-5.30 (m, 4H, H-§'° e VXY LILIVY . 5 534 82 (m, 15H, H-1
Xyl I, 11, v H_2 Glc 1, 11, Gal ll H_3 Glc |ﬁ, 11, 11, Gal ll H_4 Glc IV, Xyl I, 1, 1V, Gal ||) . 4 80_4 63 (m 6H H'l
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Glc I, |V' H_2 Glc I, 1V, Xyl 111, |V) , 4.59'4.46 (m, 3H, H_f|C I, Gal ||' H_6aG|C |) ’ 4'15_4'12 (m' 2H,
H-6 %1 - 4.12-3.61 (M, 21H, H-3", H-4Clc L ML (5 Gle LI IV, Xy L 1L 1V, Gal il -y g Gle 1,
V H-6b%"°": 3.44 (m, 1H, H-5°") ; 2.08-1.95 (m, 69H, B;CO)

RMN C (CDCl;, 100 MHz) : (ppm) = 170.7-169.5 (C4€0) ; 101.7, 101.6 (2s, C¥")

: 100.8, 100.7, 100.6, 100.5 (4s, €' V. Gallly - 98 4, 98.3,97.5 (3s, C'"'") : 96.1 (C-
1Ny 91.7 (C-1°° ") : 89.2 (C-1°°°') ; 75.9, 75.8, 75.7, 75.6, 75.3, 75.0, 74.4, 74329,
73.8, 73.4, 73.3, 72.7, 72.5, 72.4, 72.1, 72.09,711.5, 71.1, 70.9, 70.8, 70.7, 70.5, 69.7,
696, 694, 693, 692 (C_Cic LILIL 1V, Xyl L, 1L 1V, Gal ll : C-3 Glc LILIL 1V, Xyl 1, 11, 1V, Gal i : C-4 Glc
LILHL, IV, Xyl L 1 1V, Gal ll : C-SGIC LILIL, 1V, Gal II) : 68.4, 683, 67.6, 67.1, 656, 655(@'—%' 11, IV) :
61.4 (C-6%¥" : 61.9 (C-6°°") ;: 61.6 (C-6°° ") ; 59.3 (2C), 59.0 (C-B'" "V - 21.2-20.6
(CHsCO)

Les attributions des signaux en RMN et RMN *3C ont été effectuées grace a des
analyses de type COSY et HMQC.

[(2,3,4-Tri-O-acétyl-a-D-xylopyranosyl)-(1-2>6)]-(2,3,4-tri-O-acétylf$-D-glucopyranosyl)-
(12>4)-[(2,3,4,6-tétra-O-acétylp-p-galactopyranosyl)- (2> 2)-(3,4-di-O-acétyl-u-D-
xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-acétylf-D-glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4,6-tétraO-
acetyl$-p-galactopyranosyl)-(1>2)-(3,4-di-O-acétyl-a-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-
O-acétyl$-p-glucopyranosyl)-(1>4)-1,2,3,6-tétraO-acétyl-u,p-D-glucopyranose (3

AcO,
OAc OAc AcQ
o]
o AcO
AcO'
AcO

OAcO o
AcO o © OAc
. o A(%O OA(:o 0 AcO OAc
Ac ¢} OAc OAc
o}

(@)

(@)

OAc
OAc
OAc O
OAc

AcO" OAc

Les xyloglucanes de graines de tamarin (7,5 g) sohtbilisés dans I'eau (1 I) sous
agitation 2 h a 60 °C. Apreés retour a 37 °C lautale 3042A (Genencor) est ajoutée (1,35

ml) ainsi que I'azoture de sodium (100 mg). Le euilest incubé 4 h a 37 °C, puis lyophilisé.
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Le résidu est solubilisé dans la pyridine (220 dnhydride acétique (110 ml) ainsi
gu’une guantité catalytigue de DMAP sont ajoutd® . Aprés une nuit, sous agitation a
température ambiante, a I'abri de la lumiére, |diemiréactionnel est précipité dans une
quantité importante d'eau glacée. Le précipité fds€ sur Celit€, solubilisé dans du
dichlorométhane puis séché sur sulfate de sodiumdre. Aprés concentration le milieu est
coévaporé plusieurs fois au toluéne. La purificatist réalisée par chromatographie rapide
sur gel de silice (acétone/toluéne ; 2/1). Le pib@® est obtenu avec un rendement

massique de 37 %.
Spectre de masséMALDI) : m/z = 2502 [M+Na]

Spectre de masse haute résolutigiES") : CrodH1380soNa
m/z = 2501,7173 ; m/geor. = 2501,7187

RMN 'H (CDCls;, 400 MHz) :8 (ppm) = 6.20 (dJ; »= 3.7 Hz, 0.4H, H-£*') : 5.64 (d,J.»
= 8.2 Hz, 0.6H, H-° ") : 5.44-531 (m, 6H, H-§'¢'» V. IV Ty g Galll iy - 5 945 09
(m 6H H_ZGaI I, 1l H'3 Glc |B, 11, 11 H_4 Glc |V) . 5 01_4 88 (m 11H H_iyl I, 1, IV H_2 Glc I, 1, 1
H-3 Gt g XL LWy - 4 80-4.75 (m, 3H, H-F°"Y, H-2 GIc® V- "V ) 4.68-4.51(m,
5H, H-1 ¢! Galll 1l "y 6361y - 4 15-4.06 (m, 5H, H-6" ", H-6b°"") : 3.96-3.46 (m,
22H H_2Xy| ||, 11 H_4 Glc |, ||, 1 H_5 Glc |, |||, |V, Xyl ||, |||, |V, Gal ||, | H_6 Glc ||, |||, |V) . 3 43 (m 1H
H-5 ¢! : 2.14-1.95 (m, 78H, BsCO)

RMN *C (CDCl;, 100 MHz) :8 (ppm) = 170.7-169.0 (C}€0O) ; 101.6, 101.5 (C-8" "y ;
101.0, 100.7, 100 .6 (C°" "V : 98.8, 98.7, 98.6 (C-P'" ") : 96.5 (C-7"V) ; 91.8 (C-
16y . 89.2 (C-1°°") ; 77.4, 76.0, 75.9, 75.4, 75.3, 74.6, 73.9, 78382, 73.1, 72.7, 72.5,
72.4,72.2 (2C), 71.8 (2C), 71.4, 71.3 (2C), 70@8, 70.7, 69.7, 69.6, 69.4 (2C), 69.1 (2C),
683 (ZC), 678, 671 (ZC), 665, 645 (él_(‘? 1, 10 1V, Xyl L 0 v, Gal i, ’ C_3GIC I, 10 10,1V, Xyl I,

I, 1V, Gal i, 1l , C_4G|c 1, 0L 1 1V, Xyl L, 1, Gal i, , C_5G|c 1, 11, 11, 1V, Gal i, 1l ' C_6G|c 11, 11, IV) : 61.7 (C-
6°°%) : 61.5 (C-6°°") : 61.4,61.3 (C-6*"":59.4 (2C), 58.9 (C-B"'" " VY. 21.1-20.7
(CH5CO)

Les attributions des signaux en RMN et RMN *°C ont été effectuées grace a des
analyses de type COSY et HMQC.
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[(2,3,4-Tri-O-acétyl-a-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3,4-tri-O-acétyl$-D-glucopyranosyl)-
(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1>6)]-(2,3-di-O-acétyl-
B-D-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-tri-O-acétyl-a,p-D-glucopyranose (3%

AcO O AcO Q
AcO AcO
AcO o) AcO

o OAc O o AcO OH
AcO 50 o ACO
AcO o AcO 19)
OAc OAc
AcO o OAc
AcO. o)

Le produitl (3,6 g; 1,89 mmol) est solubilisé dans le DMF (60). Le milieu est
porté a 50 °C avant d’ajouter I'acétate d’hydraz{@84 mg ; 3,08 mmol ; 1,6 éq.), il est
ensuite maintenu 1 h sous agitation a 50 °C. Agite§on dans 'acétate d’éthyle, le mélange
est lavé avec une solution saturée de chlorureodei® (3 x 100 ml), puis séché sur sulfate
de sodium anhydre, concentré et coévaporé au ®lfnte a une chromatographie rapide
sur gel de silice (acétone/toluéne ; 2/3), I'héraiabs'*® est obtenu avec un rendement de 60
%

Spectre de masséMALDI) : m/z = 2460 [M+Na]

RMN 'H (CDCh, 400 MHz) :5 (ppm) = 5.59-5.26 (m, 5H, H-§¢', H-3 &¢I 1L IVy .
5.19-5.10 (m, 2H, H-8°" V) : 5.08-5.02 (m, 5H, H-F'c B XYL 3 Glell g Gle V. Xyl
"y 4.99 (d,J = 3.6 Hz, 1H, H-T¥"") ; 4.94 (dd,J = 5.3 Hz el = 9.8 Hz, 1H, H-4¥'"*
VY:4.97 (ddJ = 5.7 etd = 10.1, 1H, H-4Y""° V) : 4,89, 4.85 (2d) = 10.1 Hz et] = 10.2
HZ, 1H, H_ZGIC I) : 4.83-4.61 (m, 9H, H_flc 1, 11, IV, H-2 Gle I, 11, v, Xyl 1, 11, 1V ) : 452 (d, J= 7.9
Hz, 0.3H, H-1°°") ; 4.40 (ddJs 6a= 1.7 Hz etlgaeo= 12.0 Hz, 1H, H-6&"") ; 4.27 (m, 0.7H,
H-5 €+ 4.13 (dd Js 6o = 3.8 HZ etlgaep= 12.1 Hz, 1H, H-6(5°") : 4.01-3.87 (m, 7H, H-4
Gle I, " H-5 Glc v H-53°Y I Uy H-6a%'c ! |v) : 3.85-3.72 (m, 5H, H-%'c ' H-5 Glc Ip, Glc ' H-5a
IV H-5p* M Heb ¢ M) : 3.69-3.58 (m, 5H, H-5 " H-5p™"V H-epCc " V). 3.47
(m, 1H, H-5%°" ; 2.10-19.4 (m, 57H, B;CO)

Les attributions des signaux en RMN ont été effectuées grace a des analyses de type
COSY et HMQC.
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[(2,3,4-Tri-O-acétyl-a-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3,4-tri-O-acétyl$-D-glucopyranosyl)-
(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4,6-tétraO-acétyl$-D-galactopyranosyl)- (1> 2)-(3,4-di-O-
aceétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-acétyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-tri-
O-aceétyl-u,p-D-glucopyranose (3

AcO

OAc_opc G
o)
o AcO
AcO o
03 S :; \ OAC O
AcO o)

% o OAc o AcO OH
AcO A0 o AcO
AcO g R o} g
OAc o} OAc OAc
AcO
AcO. o

Le produit5 est obtenu a partir du produit peracétgléuivant le mode opératoire
d’obtention du produié. Une chromatographie rapide sur gel de silicet¢eaicyclohexane ;

4/5), permet d’obtenir 'hémiacétalavec un rendement de 99 %.
Spectre de mass@MALDI) : m/z = 2172 [M+Nal]

Spectre de masse haute résolutiqiieS") : CaoH1200s0Na
m/z = 2171,6187 ; Mlgeor. = 2171,6237

RMN H (CDCl;, 400 MHz) :5 (ppm) = 5.57-5.28 (m, 5H, H-4¢ ', H-3 Cc V. XLl Vy .
5.40 (t,d = 9.3 Hz, 1H, H-3°") ; 5.37-5.28 (m, 4H, H-8° VL. VY - 5 50.4.87 (m, 13H,
H-1 Xyl 11, 11, 1V , H-2 Glc |, 1l, Gal II’ H-3 Glc II, III’ H-4 Glc Iv, Xyl I, 11, 1V, Gal II) : 484-466 (m, 8H, H-1
Gle 1lI, IV, Gal ||, H-2 Gle 11, v, Xyl 1, IV H-3 Gal ||) - 4.56 (d,J = 8.1 Hz, 1H, H_flcll) - 4.52 (des,ea
= 1.9 Hz etlsaep= 11.9 Hz, 1H, H6&'"® ") ; 4.23-4.05 (m, 5H, H-5°' H-6 @ " H-6aC" "
H-6b Glc |) - 4.02-3.74 (m' 13H, H_éyl ||, H-4 Gle 1, 11, |||' H-5 Gle IV, Xyl lll, Gal ||, H_5a><y| ||, H-6 Glc
||’ H-6a%° |v’ H-6bGIC'”) © 3.70-3.60 (m, 5H, H-§lc 1, Xyl |v’ H-5p ||’ H-6bC’ |v) - 3.48 (m,
1H, H-5%°") : 2.09-1.95 (m, 66H, B5CO)

RMN **C (CDCls, 100 MHz) :5 (ppm) = 170.7-168.8 (C}€O) ; 101.8 (2C) (C-Fr " ca'thy .
100.7 (2C) (C-1°°" V), 99.7 (C-1°") : 98.4, 97.5, 96.1 (C-P'" " V) : 76.4, 76.3, 75.6,
75.4, 75.0, 74.5, 73.9, 73.5, 72.6, 72.2 (2C), ;72119 (2C), 71.5, 70.9 (2C), 70.5, 69.6, 69.5
(3C), 69.3 (3C), 68.5, 68.3, 67.6, 67.2, 65.8, 6471 (C-25°" M I V. Xy WLV, Galll 53 Gle
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CHAPITRE4 : PARTIE EXPERIMENTALE

1,1, 1V, Xyl 1, 1V, Gal i Glc I, I, 1, v, Xyl 11, 1, 1v, Gal ll Glc I, I, 111, v, Gal Il Glc 11, 11, IVy .
y , C-4 y , C-5 , C-6 )

62.1, 61.6 (C-6"°" " - 59 3 59.0 (2C) (C-#"'"" V) 21.2-20.57CH5CO)

Les attributions des signaux en RMN et RMN °C ont été effectuées grace a des
analyses de type COSY et HMQC.

[(2,3,4-Tri-O-acétyl-a-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3,4-tri-O-acétyl$-D-glucopyranosyl)-
(12>4)-[(2,3,4,6-tetraO-aceétyl$-D-galactopyranosyl)-(1> 2)-(3,4-di-O-acétyl-a-D-
xylopyranosyl)-(1-2>6)]-(2,3-di-O-acétyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4,6-tétraO-
aceétyl$-p-galactopyranosyl)-(1>2)-(3,4-di-O-acétyl-a-D-xylopyranosyl)-(1-2>6)]-(2,3-di-
O-acétyl$-p-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-tri-O-acétyl-a,p-D-glucopyranose (6

AcO,

AcO

OAC_oac AcO
%&
Acozol o)
ACO OAcO
AcO o
o OAG,  OH
AcO A0 O ASO
AcO o AcO

e
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Le produit peracétyl8 (770 mg ; 0,31 mmol) est dilué dans du DMF (9 od.milieu
est ensuite porté a 50 °C avant I'addition d'aeétdtydrazine (58 mg ; 0,63 mmol ; 2 €q.). La
réaction est maintenue a 50 °C et sous agitatiodag@ 30 min puis le milieu est dilué avec
de l'acétate d'éthyle (15 ml). Le mélange est Ew&c une solution saturée de chlorure de
sodium (3 x 40 ml), séché sur sulfate de sodiuny@dmhpuis concentré et coévaporé au
toluene. Aprés purification par chromatographieidepsur gel de silice (acétone/toluéne ;
2/3), le produi (444 mg ; 0,18 mmol) est obtenu avec un rendee’i8 %.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 2460 [M+Na]

Spectre de masse haute résolutiqeS") : CroiH1360ssNa
m/z = 2459,7144 ; Mlgeor. = 2459,7082
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RMN H (CDCls, 400 MHz): § (ppm) = 5.59-5.27 (m, 7H, H9¢' H-3Clc V. VLIV "y 4
Galll iy - 522.5.08 (m, 6H, H-82' """ 3Gt LIl [ 4GV - 501484 (m, 11H, H-}”
11, 11, 1V H-2 Glc I, 11, 1 H-3 Gal ll, 11l H-4 Xyl I, 11, 1V ) -4 81-4 48 (m 7H H_TIC 1, 101, 1V, Gal 1, i H-
2 Glc eV VY- 4,49 (dd Js 6a= 1.5 HZ etleaep= 11.0 Hz, 1H, H-6§° ") ; 4.27-4.07 (m,
5H H_GGaI 1, 1l H_6bG|c |) . 3 89'3 52 (m 23H H_éyl 11, 11 H_4 Glc 1,10 1 H_5 Glc 1, 1, 1L 1V, XyI 11,
V. Galll W .6 S 1 V) - 2.09-1.95 (m, 78H, B5CO) ; 1.79 (br, 1H, @)

RMN C (CDCl;, 100 MHz): & (ppm) = 170.7-169.0 (C}€O) ; 101.7, 101.6 (C-F* " ") ;
100.9, 100.6 (2C) (C-§°" ™y 98.7,98.6 (C-1*" " : 96.4 (C-2'V) : 90.3 (C-1°}) ;
76.0, 75.9, 75.7, 75.4, 74.9, 74.8, 74.7, 73.71,782.9, 72.6, 72.4, 72.1 (2C), 72.0, 71.9,
71.8, 71.6, 71.4, 71.3, 70.9, 70.8 (2C), 69.4, §3@), 69.2, 69.1, 68.6, 68.5, 68.3, 68.2, (C-2
Gle I, 11, 1, v, Xyl 1, 1, 1v, Gal i, 1l C-3 Glc I, 11, 1, v, Xyl 1, 1L 1V, Gal 1, 1l C_4G|c I, 00 1, IV, Xyl L 1V, Gall

|||, C_5G|C 1, 10, 11, 1V, Gal i, |||) ’ 67.7 (C_6G|C |V) ’ 67.2 (C_6G|C |||) ’ 67.1 (C_6G|C ||) , 62.1 (C_6G|C

') 61.4 (2C) (C-6°¥ " ") : 61.3 (C-6°° ") ; 59.4, 58.9 (2C) (C-&'" " V) 21.2-20.7
(CHsCO)

Les attributions des signaux en RMN et RMN °C ont été effectuées grace a des
analyses de type COSY et HMQC.

Fluorure de [(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1-2>6)]-(2,3,4-tri-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1>6)]-(2,3-di-O-acétyl-
B-D-glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1-2>6)]-(2,3-di-O-

acétyl$-p-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-tri-O-acétyl-a,p-d-glucopyranosyle (J*2°

AcO R AcO Q
AcO AcO
AcO AcO
(0] o OAc O o AcO F
AcO o o AcO o o)
C C
AcO (@] OAc
AcO. o)

L’hémiacétald (1,2 g ; 645 umol ; 1 éq) est solubilisé dansi¢dhldrométhane (25 ml)
puis le milieu est refroidi a -30 °C. Le DAST (4f0; 3,4 mmol ; 5 éq.) est ensuite ajouté. Le
mélange est maintenu 1 h sous agitation a -30 i€ yme nuit & température ambiante. Le
DAST est alors neutralisé avec du méthanol (1 mis ge milieu est concentré. Apres
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chromatographie rapide sur gel de silice (acétatthyle/éther de pétrole ; 3/1),
préalablement conditionnée avec de la triéthylami@eroduit7*?® (1,1 g ; 569 mmol) est

obtenu avec un rendement de 88 %.
Spectre de masséMALDI) : m/z = 1886 [M+Na]

RMN *3C (CDCls;, 100 MHz): & (ppm) =170.5-168.8 (C4€0) ; 105.4 (dJcr = 217.3 Hz, C-
1Y :100.8, 100.7, 100.6 (CL°" " V) : 97.4, 97.3 (C-?'" ") : 96.1 (C-T'V) ; 75.9,
75.3, 75.2 (C-#*°" """y . 74.0, 74.9, 73.5, 73.0, 72.9, 72.6, 72.1 (ZQ)0, 71.9, 71.8, 71.2,
70.9 (2C), 70.6, 69.6, 69.4 (3C), 69.3, 69.2 (AT e 1 I W XYL LIV Fe_gGlel, 11 11l 1V, Xyl

1, 1, |v’ C-4 8¢ V. Xyl L, v . C-5 Glc I, I, 11, |v) £ 67.6 (C_6G|C |v) - 65.8 (C_6G|C |||) £ 65.2 (C_GGI
"):62.1 (C-6°°Y : 59.3, 59.1, 59.0 (CH'" "V - 21.1-20.7 CH3CO)

Fluorure de [(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1-2>6)]-(2,3,4-tri-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-acétyl-
B-D-glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4,6-tétraO-acétyl$-D-galactopyranosyl)-(1>2)-(3,4-di-
O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-acétyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-
tri- O-acétyl-a,p-D-glucopyranosyle (8§

Le produit 8 est obtenu a partir de I'hémiacétal suivant le mode opératoire

d’obtention du produi¥ avec un rendement de 97 %.
Spectre de masséMALDI) : m/z = 2172 [M+Na]

Spectre de masse haute résolutiqiieS") : CaoH11d050FNa
m/z = 2173,6245 ; Mfgeor.= 2173,6193
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RMN *H (CDCls, 400 MHz) :5 (ppm) = 5.62 (ddJ1 = 2.7 Hz etlcr = 53.0 Hz, 0.4H, H-1
Glelny - 5.44 (1,0 = 9.0 Hz, 1H, H-3°Y) ;: 5.41-5.26 (m, 4H, H-F'° " H-3 Gl V. 2L 1L VY -
5 20_ 4 88 (m 13 H H_iyl 1, 1, IV H-2 Glc I, Il, Gal 1l H-3 Glc 11, 1 H-4 Glec IV, Xyl 11, 11, IV, Gal II) .
4 86_4 66 (m 8H H_flC 1, 1V, Gal ll H_2 Glc 1, 1V, Xyl 1, v H'3 Gal ||) . 4 63'4 58 (m 2H H_flc
" H6a%"") ; 4.13-4.08 (m, 2H, H-6*") ; 4.05-3.96 (m, 3H, H-5°' H-6a%"" H-6b®""):
V H-6b®"° ") : 3.66-3.63 (M, 5H, H-5§'°" YV H5p"Y ! H.gp Gy 3.49 (m, 1H, H-5
Glely - 2.101.94 (m, 66H, B;CO)

RMN *3C (CDCls;, 100 MHz) :8 (ppm) = 170.7-168.7 (C4€0), 106.1 (dJc r = 215.0 Hz, C-
1%+ 104.1 (d, Jor=229.0 Hz, C-£*°) ; 101.7 (C-1°*" ; 100.8 (2C), 100.5 (C4°"
VY- 982 (C-1"): 97.5 (C-1'"MY; 96.1 (C-1V): 755, 75.4, 75.2 (C-4° "y,
74.4 (2C), 73.9, 73.5 (2C), 72.4 (2C), 72.1 (3®@,07(2C), 71.5, 70.9 (2C), 70.5, 69.6, 69.4
(3C), 69.3 (2C), 69.2, 68.4 (2C), 67.8, 67.1 (892 1, 10, 1V, Xyl L, 1, 1V, Gal 1l ’ C-38le L 1L, v, Xyl

11, 1, 1V, Gal II’ C_4GIC IV, Xyl I, I, IV, Gal II’ C_5GIC 1, 10, 11, 1V, Gal II, C_6GIC IV) : 655 (ZC) (C_éalc 11, III) :
62.0, 61.3 (C-6°" % - 592 59.1,58.9 (CH'""V): 21.1-20.5CH;CO)

Fluorure de [(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1-26)]-(2,3,4-tri-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4,6-tétraO-acétyl-$-D-galactopyranosyl)-(1>2)-(3,4-di-O-
aceétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-acétyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4,6-
tétra-O-acétyl$-p-galactopyranosyl)-(2>2)-(3,4-di-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-
(2,3-di-O-acétyl$-p-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-tri-O-acétyl-u,p-D-glucopyranosyle (9

Le produit 9 est obtenu a partir de I'hémiacétél suivant le mode opératoire
d’obtention du produifZ. Le produit9 est obtenu aprés chromatographie rapide sur gel de
silice (acétate d'éthyle/toluéne ; 3/1 ; dépbt@ seec un rendement de 97 %.
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Spectre de masse haute résolutigiES") : CroiH13:0s7FNa
m/z = 2461,6978 ; M/geor. = 2461,7038

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) :5 (ppm) = 5.62 (ddJi 2= 2.7 Hz,Jufr = 53.0 Hz ; 0.2, H-f"°
Ia)  5.45-5.34 (m, 6H, H-§'C la, IV, Xyl 1, 1, vV H-4 Gal I, |||) - 5.23-5.10 (m, 7H, H-f§' B H-2Ga
I g Gle B IL Iy 4 Gle |v) © 5.05-4.90 (m, 11H, HOPH LV g o Gle b Iy g Galll iy
4V - 4.80-4.77 (m, 3H, H-£°Y, H-2 GIc®* ™ ™V ). 471 (m, 1H, H-£° ") ;
4.61-4.55 (m, 4H, H-Flo - Gallh Ty gaCleh - 417-4.03 (m, 5H, H-64 " " H-6b ") ;
3.97-3.62 (m, 21H, -yt H-4 Gle I, I, -5 Gle I, 111, 1v, Xyl 1L, 111, 1v, Gal Ii, 11I H-6 Gle 11, "H-
6a°") ; 3.56 (ddJs 6o = 3.9 Hz elsaen= 12.1 Hz, 1H, H-615°") ; 3.48 (m, 1H, H-5"°") ;
2.14-1.93 (m, 75H, B;CO)

RMN **C (CDCls;, 100 MHz) :8 (ppm) = 170.4-168.8 (C4€O) ; 106.2 (dJcr = 217.0 Hz,
C-1°°%:101.5, 101.4 (C-£'" ") ; 100.8, 100.6 (2C) (C-4°" ") ; 98.7, 98.5 (C-1""
"+ 96.3 (C-T™V); 76.9 (2C), 75.7, 75.2, 74.9, 74.8, 74.4 (2@)7773.1, 73.0, 72.9, 72.6

(2C), 72.1, 72.0, 71.7 (2C), 71.3, 71.2, 70.9, 72Q), 69.6, 69.3 (3C), 69.1 (2C), 68.2, 68.1

I, 0L IV, Xy L, v, Gal i, i Glc I, I, 1L, 1V, Xyl 11, 11, 1V, Gal I,
(2C), 67.7, 66.1, 67.0, 66.6 (CZ2 ,C-3

III’ C_4Glc 1,10 10, 1V, Xy G v, Gal i, i ’ C_5Glc 1, 10, 11, 1V, Gal I, III’ C_6Glc 11, I, IV) : 61.2 (3C) (C_6Glc
L Galll iy - 59 2 (2C), 58.7 (C-¥'" " V) : 21.0-20.3 CH3CO)

Fluorure de [(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1-2>6)]-(2,3,4-tri-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1>6)]-(2,3-di-O-acétyl-
B-D-glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-a-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-
aceétyl$-p-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-tri-O-acétyl-u-D-glucopyranosyle (10

o
AcO AcO
AcO AcO
OAc O
AcO O A0 0 ACO
AcO 19) AcO
OAc

Le fluorure7 (52 mg ; 28 umol) est introduit a I'état solidenslaun récipient en

plastique puis placé a -50 °C sous agitation. Léange HF/pyridine (7/3 ; v/v) est alors

ajouté (1 ml) et le refroidissement est arrété niagitation est maintenue. La température
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remonte alors lentement pendant 2 h 30 jusqu’a®*€lQ.e milieu réactionnel est dilué dans
du dichlorométhane (5 ml), puis versé lentementsdame solution d'ammoniaque (3 M)
maintenue dans un bain de glace. La solution @stitxau dichlorométhane puis lavée avec
une solution d'’hydrogénocarbonate de sodium eh esdfthée sur sulfate de sodium anhydre
puis concentrée. Le produif™® (40 mg ; 22 umol), purifié par chromatographieidepsur

gel de silice (acétate d'éthyle/toluene ; 2/1)pbstnu avec un rendement de 77 %.
Spectre de masséMALDI) : m/z = 1885 [M+Na]

RMN H (CDCls;, 400 MHz): & (ppm) = 5.60 (ddJ; > = 2.7 Hz etlyr = 53.0 Hz, 1H, H-£"°
" :5.43 (t,J = 9.4 Hz, 1H, H-F"") ; 5.39-5.33 (m, 3H, H-®'" "V} . 518-5.12 (m, 2H, H-
36 VY- 5.09-5.02 (m, 5H, H-P'" 1 H-3Ce!l {4 GV XYy - 5 00-4.91 (m, 4H, H-T
V H-26! H.4Y VY - 4 88, 4.83 (2dd] = 3.4 Hz et) = 10.2 Hz, 2H, H-Z¥'" ") : 4.80-
4.76 (m, 3H, H-1°°"V H-2 eV XMIVY -4 714,64 (m, 3H, H-F°", H-26°" Y - 451 (dJ
= 7.9 Hz, 1H, H-1°°") ; 4.47 (ddJs 6a= 1.9 Hz etsa o= 12.3 Hz, 1H, H6&" ") ; 4.12 (dd,
Js.60= 4.4 Hz etlgaep= 12.2 Hz, 1H, H6I5") ; 4.07-3.89 (m, 8H, H- " H-5CV H.
5 Y I . H-6a%c |||) © 3.85-3.68 (M, 7H, H_&Icl, H-5 Glc m H-53% v H-5p°Y ! " H-6a
GV H-eb®° "y ; 3.66-3.61 (m, 3H, H-58" ", H-6b " ¢ My - 336 (m, 1H, H-5° ") ;
2.11-1.94 (m, 57H, B;CO)

RMN *3C (CDCls;, 100 MHz) :8 (ppm) =170.7-168.8 (C4#€0) ; 103.8 (dJc r = 228.2 Hz, C-
1Y :100.8 (C-1°°") : 100.6 (C-1°°"V) ; 100.3 (C-1°°") ; 97.4, 97.3 (C-T¥'" ") ; 96.1
(C-1"VYy; 75.8, 75.4, 75.3 (C-4°""""y: 74.9, 74.8, 73.5, 72.9, 72.8, 72.2, 72.0 (2C),
71.8, 70.9 (2C), 70.7 (2C), 70.6, 69.7, 69.6, §9@), 69.3, 69.2 (2C) (C-2c" !l 1!l V. Xyl 1L .

IV, C-3GIC I, 1, 1V, Xyl L, 1V ' C_4G|c IV, Xyl L1, IV , C_5G|c 1, 1, 1, IV) : 67.5 (C_6G|c IV) : 658, 65.5
(C-6¢'""y: 61,5 (C-6°" ; 59.3,59.2, 59.0 (CB'" "V : 21.1-20.7 CH;CO)
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Fluorure de [(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3,4-tri-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1>6)]-(2,3-di-O-acétyl-
B-D-glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4,6-tétraO-acétyl$-D-galactopyranosyl)-(2>2)-(3,4-di-
O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-acétyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-
tri- O-acétyl-a-D-glucopyranosyle (1)

AcO,

AcO
OAC_oac
(o]
o AcO
(0]
A(,:Aoc o S : : OAc O
AcO o) F
o OAc AcO
AcO Q AcO o Q  Aco
AcO I o o] 4
OAc OAc
ACO o OAc
AcO. J

Dans un premier temps, le mode opératoire d’oliardu produitlO est reproduit sur
le mélange d’anomeére8 (1,45 g, 674 umol). Cependant, il reste apresfipation du
composéB-fluoruré. L'anomérisation est a nouveau effectdéas des conditions similaires
mais a une température de 0 °C et pendant 45 e .élapes de lavage sont identiques et
apres une purification par chromatographie rapidegsl de silice (acétate d'éthyle/toluene ;
2/1), préalablement conditionnée avec de la trlathine, le produitLl (765 mg, 356 pmol)
est obtenu avec un rendement de 53 %.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 2174 [M+Na]

Spectre de masse haute résolutiqiieS") : CaoH11d050FNa
m/z = 2173,6218 ; Migeor. = 2173,6193

[a]o =+ 57 €= 1.0, chloroforme)

RMN H (CDCls;, 400 MHz) :5 (ppm) = 5.62 (ddJ > = 2.7 Hz etlc = 53.1 Hz, 1H, H-£"°
" :5.44 (t,J = 9.8 Hz, 1H, H-$°") ; 5.42-5.27 (m, 4H, H-§°<V: XYL ILNVY - 5 21.4.86 (m,
13 H, H_1Xy| I, 1, |v, H-2 Glc 1, Il, Gal ||' H-3 Glc I, |||' H-4 Glc IV, Xyl II, 1lI, IV, Gal ||) - 4.83-4.65 (m, 8H.
H-1 Cle Ml V. Galll g 5 Gl lll IV, Xyl Il IV ) 3 Gal ||) - 4.61-4.56 (M, 2H, H-£°" Hea®* |) - 4.15-
4.12 (m, 2H, H-6°¥"): 4.10-3.98 (m, 3H, H-5° ' H-6a®°" H-6b°"°": 3.96-3.74 (m,
13H, H-2X " H-4 Gc L .5 Gle Iv, Xyl 11l, Gal " H-53 " H-6 GIcII, H-6a°" v H-6b &'° |||) ;
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CHAPITRE4 : PARTIE EXPERIMENTALE

3.71-3.60 (m, 5H, H-§" "XV H 5 1 6p S VY - 3.42 (m, 1H, H-5"°") ; 2.17-1.94
(m, 66H, GH5CO)

RMN **C (CDCls;, 100 MHz) :5 (ppm) = 170.7-168.7 (C4€0), 103.9 (d,Jc r = 227.6 Hz, C-
1¢h:101.5 (C-1°®" ; 100.8, 100.6, 100.5 (CS """ V) : 98.5 (C-2'") ; 97.5 (C-1V

"y 96.1 (C-1¥'V); 75.9, 75.6, 75.2 (C-4°" """y : 74.4 (2C), 74.0, 73.5, 73.2, 72.5, 72.1
(2C), 72.0, 71.9, 71.5, 71.2, 70.9, 70.7, 70.65,769.6, 69.5 (2C), 69.4 (2C), 69.3, 69.2 (2C),
684, 671 (C_flc 1,00 1, 1V, Xyl 1, L v, Gal i , C-BGIC 1, 10, 1, 1V, Xyl L 1, 1, Gal i ' C_4G|c IV, Xyl II, 11, IV,

Gal " C-g5Glc L 11,1V, Gal ||) - 67.6 (C_GGIC |v) - 66.7, 66.5 (C_éBIC I, |||) - 61.4 (2C) (C_6Glc I, Gal

" 59.3 (2C), 59.0 (C-¥"" "V : 21.2-20.5CH;CO)

Les attributions des signaux en RMRC ont été effectuées grace a des analyses de
type DEPT-135.

Fluorure de [(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1-2>6)]-(2,3,4-tri-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4,6-tétraO-acétyl-$-D-galactopyranosyl)-(1>2)-(3,4-di-O-
aceétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1-2>6)]-(2,3-di-O-acétyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4,6-
tétra-O-acétyl$-p-galactopyranosyl)-(2>2)-(3,4-di-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1-2>6)]-
(2,3-di-O-acétyl$-p-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-tri-O-acétyl-u-D-glucopyranosyle (12

AcO,

AcO _oac AcQ
0
o AcO
LA = aco ©07)°
AcOq OAc © AcOT
AcQ O AcO Q. AcO
e o
Ao 4 o K
OAc 0O OAc  “OAc
o
(o) OAc

OAc

OAc O
AcO AcO” OAc

Le produit12 est obtenu a partir du mélange d’anomer@g357 mg, 146 pumol)
suivant le mode opératoire d’obtention du prod@itLe produitl2 (299 mg, 122 umol) est
obtenu aprés chromatographie rapide sur gel dm gdicétate d’éthyle/toluéne ; 2/1), avec un
rendement de 84 %.

Spectre de mass@MALDI) : m/z = 2462 [M+Na]
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Spectre de masse haute résolutiqiieS") : C0iH13:0s7FNa
m/z = 2461,7021 ; M/geor. = 2461,7038

[a]o =+ 40 € = 1.0, chloroforme)

RMN *H (CDCls, 400 MHz) :3 (ppm) = 5.62 (dd}, »= 2.4 Hz,Jur = 53.1 Hz ; 1H, H-£*
|)  5.46-5.33 (m, 6H, H-§'C lou IV, Xyl I, 1, vV H-4 Gal I, |||) - 5.25-5.09 (m, 6H, H-52 Il " H-3
Gle 1B, 1, " H-4 Gle |v) - 5.05-4.90 (M, 10H, H L, v H-2 Gle I, -3 Gal I, -4 Xyl 11, 1,
VY : 4.86 (m, 1H, H-2'°") ; 4.80-4.77 (m, 3H, H-£°" H-2 GIcC VYV ) - 471 (dJ.,=
8,5 Hz, 1H, H-1°°") ; 4.61-4.55 (m, 4H, H-F°" G 1y_656Ich - 4,17-4.03 (m, 5H, H-6
Gal I, III, H_6bG|c I) : 3.97-3.62 (m' 21H, H_éyl 11, 1 , H-4 Glc |, Il III' H-5 Glc I, I, v, Xyl 11, 11, 1V, Gal 1,
" H-6%" M H-6a%° ") ; 3.56 (ddJsep= 3.9 Hz etleasp= 12.1 Hz, 1H, H-6(5 ") : 3.47
(m, 1H, H-5%°" ; 2.15-1.95 (m, 75H, B;CO)

RMN **C (CDCl;, 100 MHz) :5 (ppm) = 170.7-169.4 (C}€O) ; 103.0 (dJcr = 226.0 Hz,
C-1¢°%:101.5, 101.4 (C-£¥" "y 100.9, 100.7, 100.6 (C*" ™V - 98.9, 98.8 (C-1
"y 96.4 (C-1'V) : 77.4, 76.1, 75.8, 75.2, 75.0, 74.5, 74.3, 7382, 73.1, 72.6, 72.4,
72.1 (2C), 71.7 (2C), 71.4, 71.3, 70.9, 70.8 (ZD)7, 69.8, 69.4, 69.3 (2C), 69.2 (2C), 68.9,
683 (ZC), 679, 671 (ZC), 666, 664 (é|_02| 1, 1L 1V, Xyl L L, v, Gal i, i , C-BGIC I, 10 10,1V, Xyl I,

I, v, Gal I, 1l ' C-4 Gle I, 11, 1, v, Xyl 1, 11, v, Gal 1, 1 , C-5 Glc I, 11, 1, 1v, Gal Il III, C-6 Gle 11, 1l IV) : 614,

61.3 (2C) (C-67¢" €@ty - 59 4 (2C), 58.9 (C-B'" " V) : 21.2-20.3 CH3CO)

Les attributions des signaux en RMN et RMN °C ont été effectuées grace a des
analyses de type COSY et HMQC.

184



CHAPITRE4 : PARTIE EXPERIMENTALE

Fluorure de [a-D-xylopyranosyl-(1-2>6)]-B-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-
(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-
(1->4)-a-D-glucopyranosyle (13

Q o
HO
F,!,%/m‘ HO
HO HO F
o o OH (@] HO
HO HO Q HO
(e o o
Ho d Ho &
OH o OH OH
HO
RI=A
HO. o)

Le produit peracétyld0 (570 mg ; 306 umol) est repris dans le méthar®ini). Le
mélange est maintenu a 0 °C sous agitation. Apildgi@an de méthanolate de sodium 1 M
(382 ul ; 1,2 éq.), le milieu est maintenu sougatign une nuit. Le précipité observé est
filtré et repris dans I'eau, puis lyophilisé. Lérft est neutralisé avec la résine Amberlite IR-
120, puis évaporé et lyophilisé. Le prodl@?® (315 mg ; 296 pmol) est alors obtenu avec un

rendement de 97 %.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 1087 [M+Nal]

Fluorure de [a-D-xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-
(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1->4)-[B-D-galactopyranosyl-(1>2)-a-D-xylopyranosyl-
(1->6)]-D-glucopyranosyl-(1>4)-a-D-glucopyranosyle (14

Le produit peracétyléll (603 mg ; 280 umol) est désacétylé suivant le mode
opératoire utilisé pour I'obtention du produi8. Le produit14 (343 mg; 280 umol) est

obtenu avec un rendement quantitatif.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 1249 [M+Nal]
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Spectre de masse haute résolutigiES") : C4sH750s7FNa
m/z = 1249,3895 ; m/geor. = 1249,3869

Fluorure de [a-D-xylopyranosyl-(1-2>6)]-B-D-glucopyranosyl-(1>4)-[p-D-
galactopyranosyl-(1>2)-a-D-xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[p-D-
galactopyranosyl-(1>2)-a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-a-D-
glucopyranosyle (1%

HO OH

HM
%Hw éw w

Le produit peracétylé2 (89 mg ; 36,3 umol) est désacétylé suivant le nogoiatoire
utilisé pour I'obtention du produit3. Le produitl5 (47 mg ; 33,6 pumol) est obtenu avec un

rendement de 93 %.
Spectre de masséMALDI) : m/z = 1412 [M+Nal]

Spectre de masse haute résolutiqieS") : Cs1Hgs04FNa
m/z = 1411,4430 ; Mfgeor. = 1411,4397

[a-D-Xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-D-
glucopyranosyle (16 XXXG

s
% wg& Ww
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Le produit peracétylé (500 mg ; 263 pmol) est désacétylé suivant le nugatoire

utilisé pour I'obtention du produit3. Le produit16'° (280 mg ; 263 pmol) est obtenu avec

un rendement quantitatif.

Spectre de mass€éES') : m/z = 1085 [M+Nal]
Spectre de masséS) : m/z = 1061 [M-H]

[a-D-Xylopyranosyl-(1->6)]-B-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-

glucopyranosyl-(1->4)-[p-D-galactopyranosyl-(1>2)-a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-D-glucopyranosyle (173 XXLG

HO

HO

OH OH HO
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Le produit2 (70 mg ; 32,0 pumol) est désacétylé suivant le nogEatoire utilisé pour

'obtention du produitl3, aprés 6h d’agitation, la réaction est traitéecade la résine

Amberlite IR-120. Le produiLt7a (29 mg ; 23,7 pmol) est obtenu, apreés lyophilsatavec

un rendement de 74 %.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 1247 [M+Nal]
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[a-D-Xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[B-D-galactopyranosyl-(1> 2)-a-
D-xylopyranosyl-(1->6)]-B-D-glucopyranosyl-(1->4)-[p-D-galactopyranosyl-(1>2)-a-D-
xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-D-glucopyranosyle (18 XLLG

O. OH
m‘OH
OH O
HO Ho® OH

Le produit3 (184 mg ; 74,2 pmol) est désacétylé suivant le angpkratoire utilisé
pour I'obtention du produitl3. Le produit1l8 (98 mg; 70,7 umol) est obtenu avec un

rendement de 95 %.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 1409 [M+Na]

[a-D-Xylopyranosyl-(1->6)]-B-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-D-glucopyranose (19 XXXGXXXG

wao m wam o

A une solution del6 (201 mg; 189 umol ; 2 éqg.) dans du tampon caitteoftal M ;
pH = 10), est ajouté le fluoruds (100 mg ; 94 umol ; 1 éq.), puis 'enzyme muité€el7B
E197A (6 mg). Aprés 40 h a 37 °C sous agitationmieu est dilué avec un mélange
acétonitrile/eau (7/3) et 2 ml de silice sont agsuaivant d’évaporer a sec. Le mélange est

alors purifié par chromatographie rapide sur gelsitiee (acétonitrile/eau ; 7/3 puis 65/35
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puis 6/4 puis 5/5). Aprés filtration sur 0,45 pm,produitl9’ (52 mg ; 25 umol) est obtenu

avec un rendement de 27 %.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 2129 [M+Na]

[a-D-Xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[p-D-galactopyranosyl-(1> 2)-a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[p-D-
galactopyranosyl-(1>2)-a-D-xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-dD-
glucopyranosyle (20 XXLGXXLG

% wg& w ﬁww ﬁ i

A une solution de compod&a (40 mg; 32,7 umol ; 1 é€q.) et de fluord4 (40 mg ;

32,6 umol ; 1 éq.) dans du tampon carbonate (0;JpM = 10 ; 1,5 ml) est ajoutée I'enzyme
mutéeHiCel7B E197A (3 mg). Aprés une nuit sous agitatioB7a°C, de I'enzyme Cel7B
E197A est rajoutée (3 mg) puis le milieu est a mawvmaintenu sous agitation a 37 °C
pendant 48 h. Le milieu est ensuite dilué avec étange acétonitrile/eau (7/3 ; 3 ml) puis 1
ml de silice est ajouté avant d’évaporer a secptaaluit est purifié par chromatographie
rapide sur gel de silice (acétonitrile/eau ; 7/&@5/35 puis 6/4 puis 5/5). Apres filtration sur
0,45 um, le produi20 (25 mg ; 10,3 umol) est obtenu avec un rendemeB2d%.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 2454 [M+Nal]

Spectre de masse haute résolutigfES") : CooH15007sNa
m/z = 2453,7938 ; M/geor. = 2453,7822
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[a-D-Xylopyranosyl-(1->6)]-B-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-§-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-#-D-
glucopyranosyl-(1>4)-p-b-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-D-glucopyranose (2]
XXXGXXXGXXXG

128
1

Le produit21™° (62 mg; 19,7 umol) est obtenu lors de la syntlhs&omposél9

avec un rendement de 21 %.
Spectre de masséMALDI) : m/z = 3175 [M+Nal]

Spectre de masse haute résolutiqeS") : Cy17H104007Na
m/z = 3174,0113; m/geor. = 3174,0146
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[a-D-Xylopyranosyl-(1->6)]-B-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1->4)-[p-D-galactopyranosyl-(1>2)-a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1->4)-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[B-D-
galactopyranosyl-(+>2)-a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[p-D-galactopyranosyl-(1>2)-a-D-
xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-D-glucopyranosyle (22
XXLGXXLGXXLG

HO,

Hggm‘ HO&D& $ /wmmo' HO&O& $° Homo &\

Le produit22 (19 mg ; 5,2 umol) est obtenu lors de la syntliitseompos@0 avec un

rendement de 16 %.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 3661 [M+Nal]
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[a-D-Xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[B-D-galactopyranosyl-(1> 2)-a-
D-xylopyranosyl-(1->6)]-B-D-glucopyranosyl-(1->4)-[p-D-galactopyranosyl-(1>2)-a-D-
xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)--D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[p-D-galactopyranosyl- (3> 2)-a-D-
xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1->4)-[p-D-galactopyranosyl-(+>2)-a-D-
xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-D-glucopyranosyle (23 XLLGXLLG

HO OH_ %
my B S
maw& ’ mmmgw & o

o
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(¢} OH o OH
OH OH
OH O OH O

HO
HO" oH Ho HO' oH

Le produit fluorél5 (2 mg ; 1,5 pmol) est solubilisé dans une solutientampon
acétate 0,05 M ; pH = 5,6 (400 pl). Puis une sotuti'enzymePttXET16A E85A dans le
tampon acétate (1 mg.i)lest ajoutée (20 pl ; 0,02 mg). Le milieu réaatieinest placé a 25
°C sous agitation pendant 48 h. Le milieu est d&ddtrrégulierement par CCM
(acétonitrile/eau ; 7/3). Le produl3 est obtenu en quantité trés faible et ne peut étre

caractérisé que par spectrométrie de masse.
Spectre de masse du mélang®ALDI) : m/z = 2780 [M+Nal]

(2,3,4,6-TetraO-acetyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-tri-O-acétyl$-D-
glucopyranoside de pentachlorophényle (24)

AcO
AcO Q ACO
AcO

Le cellobiose peracétylé (40,0 g; 58,9 mmol ; ) ést solubilisé dans 200 ml de
dichlorométhane fraichement distillé, placé sogemret maintenu a 0 °C. La solution a 33 %

d’acide bromhydrique dans I'acide acétique (200 ed) alors ajoutée goutte a goutte au
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moyen d’une ampoule a brome, toujours sous argprnesiaddition, le milieu est maintenu
sous agitation a 0 °C pendant 45 min, puis 2 hrgppéeature ambiante avant d’étre lavé avec
de I'eau glacée (200 ml) puis avec une solutionréatd’hydrogénocarbonate de sodium (3 x
200 ml), séché sur sulfate de sodium anhydreg fdtrévaporé a température ambiante.

Le solide obtenu est alors repris dans I'acéto®® (hl) puis le pentachlorophénolate
de sodium (41,0 g ; 90,2 mmol ; 1,5 éq) est ajaueémilieu est maintenu a reflux ¢, = 80
°C) sous agitation pendant 5 h. Aprées retour a &atpre ambiante, le milieu est filtré sur
Celite® puis évaporé avant d'étre repris dans le dichl@étbane, lavé a I'eau (3 x 400 ml),
séché sur sulfate de sodium anhydre, filtré et @évapAprés solubilisation dans I'acétate
d’éthyle (150 ml), le produit est recristallisé ddihexane (90 ml). Le filtrat est purifié par
chromatographie rapide sur gel de silice (acétatihygle/éther de pétrole ; 2/3) en effectuant

un dépobt a sec. Le prodad (34,8 g ; 39,5 mmol) est obtenu avec un rendemhe®7 %.

Spectre de masséFAB) : m/z = 907 [M+Na]

Spectre de mass@MALDI) : m/z = 907 [M+Na]

RMN *H (CDCls, 400 MHz): & (ppm) = 5.30-5.28 (m, 1H, H-2; 5.24 (dJ = 8.6 Hz, 1H,
H-3"):5.18 (d,J = 7.5 Hz, 1H, H-1) ; 5.11 (d,J = 9.3 Hz, 1H, H-3') ; 5.04 (t,J = 9.6 Hz,
1H, H-4") ; 4.89 (ddJ = 8.0 Hz et) = 9.3 Hz, 1H, H-2') ; 4.50 (d,J = 7.9 Hz, 1H, H-1") ;
4.40 (dd, J = 2.3 Hz et J = 12.0 Hz, 1H, HY%a4.34 (dd, J = 4.4 Hz et J = 12.5 Hz, 1H, H-6a
") : 4.12-4.01 (m, 2H, H-6b") ; 3.87 (t, J = 9.3 Hz, 1H, H-}: 3.64 (qd, J = 2.0 Hz et J =
9.8 Hz, 1H, H-58') ; 3.51 (qd, J = 2.6 Hz et J = 9.8 Hz, 1H, 1)-52.07 (s, 6H), 2.04 (s, 3H),
2.03 (s, 3H), 1.99 (s,3H), 1.97 (s, 3H), 1.95 (&) @CHsCO)

RMN *3C (CDCls, 100 MHz): & (ppm) = 170.7, 170.4, 170.2, 170.0, 169.7, 16968.1
(CHsCO) ; 149.0, 133.0 (2C), 131.6, 129.6(2C){® ; 101.0 (C-1, 100.8 (C-1) ; 76.3 (C-
4"y ;73.3(C-5);73.0(C-3");72.4(C-3);722(C-5"; 71.8 (C-2);71.7 (C-2"); 67.9
(C-4"):61.7 (C-6"); 61.1 (C-6) ; 21.0, 20.9, 20.9, 20.8 (2C), 20.8 (2CH:CO)

Les attributions des signaux en RMN et RMN °C ont été effectuées grace a des
analyses de type COSY et HMQC.
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(2,3,4,6-TetraO-acetyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3-di-O-acétyl-1,6-anhydrof-p-
glucopyranose (2%

o
OAc

Aco AcO O
C
Acomo
OAc OAc

Le produit24 (34,6 g ; 39,1 mmol) est chauffé a reflux sousadigin dans une solution
(250 ml) de soude 4 M, pendant 24 h. Aprés retotengpérature ambiante, le milieu est
acidifié jusqu’a pH = 4 avec une solution d’acidéfrique 1 M, le précipité formé est alors
filtré sur Celit€, puis le milieu est neutralisé avec une soluti@mnoniaque 1 M, avant
d’étre concentré aux trois quarts. Le produit é@steddans le méthanol et le précipité formé
est filtré sur Celit®. Cette opération est répétée jusqu’a une absenpeédipité par addition
de méthanol. Le milieu est alors concentré et qo@néaplusieurs fois au toluéne, puis a la
pyridine avant d’étre repris dans un mélange pyatinhydride acétique (1/1 v/v ; 420 ml).
Apreés introduction d’une quantité catalytique de AR} le milieu est acétylé a 35 °C, sous
agitation et a I'abri de la lumiére pendant unet.niiexcés d’anhydride acétique est détruit
par addition de méthanol (160 ml) a froid, puisridieu est concentré et coévaporé plusieurs
fois au toluéne. Le solide ainsi obtenu est regaiss le dichlorométhane puis la solution est
lavée a I'eau (300 ml) puis avec une solution sstu’hydrogénosulfate de potassium (300
ml) puis avec une solution saturée d’hydrogénogat® de sodium (300 ml). Les phases
organiques sont alors séchées sur sulfate de saatitnydre puis filtrées et concentrées. Le
produit est recristallisé dans I'éthanol et lerdilt de recristallisation est purifié par
chromatographie rapide sur gel de silice (acétatthyle/éther de pétrole ; 4/6 puis 4/5). Le
produit25'° (12,2 g ; 21,1 mmol) est ainsi obtenu avec uneemeht de 54 %.

Spectre de masséDCI) : m/z = 594 [M+NH]"

RMN *H (CDCls, 400 MHz) :8 (ppm) = 5.43 (se, 1H, H-}; 5.22-5.15 (m, 2H, H-3") ;
5.06-4.98 (m, 2H, H-2, H-4") ; 4.84 (dJ = 4.2 Hz, 1H, H-1) ; 4.56 (dJ = 5.4 Hz, 1H, H-
4" :4.52 (s, 1H, H-2) ; 4.20 (ddJs, ¢a= 4.8 Hz etlsa 6p= 12.3 Hz, 1H, H-64) ; 4.07 (dd Js
b= 2.4 Hz etlg 6= 12.0 Hz, 1H, H-68) ; 3.94 (dJ = 7.2, 1H, H-64) ; 3.80-3.75 (m, 2H,
H-5" H-6b') ; 3.51 (s, 1H, H-5) ; 2.09, 2.08 (2s, 6H;HsCO ") ; 2.08, 2.02, 1.99, 1.97 (4s,
12H, CHsCcO")
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RMN **C (CDCh, 100 MHz) :8 (ppm) = 170.9, 170.5, 170.2, 169.7, 169.6, 16813;CO) ;
100.9, 99.3 (C-1 ") ; 77.4 (C-5) ; 74.0 (C-4) ; 73.2 (C-3") ; 72.4 (C-5") ; 71.6 (C-2") ;
69.2 (C-3) ; 68.7 (C-2) ; 68.3 (C-4") ; 65.2 (C-6') ; 62.2 (C-6") ; 21.2, 21.0, 20.8 (3C),
20.8 CH3CO)

Les attributions des signaux en RMN et RMN *°C ont été effectuées grace a des
analyses de type COSY et HMQC.

B-D-Glucopyranosyl-(1->4)-1,6-anhydrof-D-glucopyranose (26

o)
OH
HO O
HO
Ho;?o
oM OH

L’anhydro-cellobiose acétylg5 (12,2 g ; 21,1 mmol) est désacétylé en solutiors da
méthanol (150 ml), I'addition de méthanolate deiwadl M (2 ml ; 2 mmol) s’effectue a 0
°C, puis le milieu est maintenu sous agitation p@nd h a température ambiante. Apres
neutralisation avec de la résine Amberlite IR-1fRffation et évaporation, le solide est séché
sur pentoxyde de phosphore sous vide. L'anhydrolzielse26 (6,72 g ; 20,7 mmol) est ainsi

obtenu avec un rendement de 98 %.
Spectre de masséES) : m/z = 347 [M+Na]

RMN 'H (CDCls;, 400 MHz): & (ppm) = 5.37 (se, 1H, H-}; 4.69 (m, 1H, H-8) ; 4.52 (d,J
= 7.9 Hz, 1H, H-1") ; 4.01 (ddJ5, 6a= 0.9 Hz etlsa 6= 7.8 Hz, 1H, H-63) ; 3.84 (ddJs, ¢a=
2.2 Hz etJsa 6p= 12.3 Hz, 1H, H-6d) ; 3.78 (m, 1H, H-3) ; 3.75 (se, 1H, H-4 ; 3.70 (dd,
Js, 6a= 5.9 Hz etlga 6= 7.8 Hz, 1H, H-6b) ; 3.64 (ddJs ¢a= 5.9 Hz etlga 6v= 12.3 Hz, 1H,
H-6b") ; 3.47 (se, 1H, H-) ; 3.42 (dJ = 9.3 Hz, 1H, H-3') ; 3.37 (m, 1H, H-8) ; 3.31 (m,
1H, H-4") ; 3.26 (ddJ= 7.9 Hz et)= 9.3 Hz, 1H, H-2")

RMN *°C (CDCl, 100 MHz): § (ppm) = 102.0 (C-1) ; 102.0 (C-1) ; 78.2 (C-4)) ; 76.7
(c-5"); 76.1 (C-3"); 74.6 (C-5) ; 73.6 (C-2") ; 72.0 (C-3) ; 70.4 (C-2) ; 70.3 (C-4") ;

65.7 (C-6) ; 61.4 (C-6")
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Les attributions des signaux en RMN et RMN *3C ont été effectuées grace a des
analyses de type COSY et HMQC.

(2,3-Di-O-acétyl-4,6O-benzylidéne$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3-di-O-acétyl-1,6-
anhydro-B-D-glucopyranose (27

o
b OAc
AcO O
a c AcO
b dp g°
o OAc
c

L’anhydro-cellobiose6 (6,72 g ; 20,7 mmol ; 1 éq) est introduit dansbafion sous
argon contenant le chlorure de zinc (5,8 g ; 42yoim 2 éq) préalablement séché sous vide a
la flamme. Puis addition du benzaldéhyde (200 ip®7 mol) fraichement distillé. Le milieu
est maintenu sous argon, sous agitation a tempérammbiante pendant 20 h puis versé dans
une ampoule a décanter contenant de I'eau glaaie ldtexane. La phase aqueuse est lavée a
I'hexane (3 x 100 ml) et la phase organique estérta I'eau (2 x 100 ml). Le mélange des
phases aqueuses est ensuite rapidement neutraséuae solution d’ammoniaque, puis
lyophilisé.

Le mélange Ilyophilisé est ensuite acétylé avec urmlamge anhydride
acétigue/pyridine (1/2 v/v ; 270 ml) en présenagd’ quantité catalytique de DMAP, ajoutée
a 0 °C, sous agitation pendant une nuit a temp&ratmbiante a I'abri de la lumiére. Le
milieu est ensuite précipité dans une grande géaditeau glacée puis filtré sur Cefitet
repris dans le dichlorométhane, séché sur sulfatsadlium anhydre, filtré et évaporé. Le
produit27** (6,5 g ; 11,2 mmol) est obtenu aprés purificapan chromatographie sur gel de
silice (acétate d'éthyle/éther de pétrole ; 1/Bcaun rendement de 54 %.

Spectre de masse (E$: m/z = 603 [M+Na]
RMN *H (CDCl, 400 MHz): & (ppm) = 7.52-7.33 (m, 5H, & ; 5.48 (s, 1H, PhB) ; 5.43
(se, 1H, H-1) ; 5.31 (t,J = 9.4 Hz, 1H, H-3") ; 5.07 (t,J = 8.9 Hz, 1H, H-3) ; 5.06 (d,J =

2.1 Hz, 1H, H-2") ; 4.88 (d,J = 7.9 Hz, 1H, H-1') ; 4.58 (m, 1H, H-8) ; 4.51 (d,J = 1.0
Hz, 1H, H-2") ; 4.36-4.31 (m, 1H, H-5) : 3.97 (ddJs ¢ = 0.7 Hz etz 6= 7.6 Hz, 1H, H-6a
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") : 3.80 (ddJs, 6 = 5.8 Hz etlsa6p= 7.6 Hz, 1H, H-68) ; 3.73-3.65 (m, 2H, H-4, H-6a) ;
3.60-3.56 (m, 2H, H-4 H-6b") ; 2.12, 2.10, 2.05, 2.03 (m, 12H, CA

RMN *3C (CDCls, 100 MHz) :8 (ppm) = 170.5, 170.2, 169.6, 169GACH;,) ; 134.7, 129.5
(2C), 129.4, 128.5 (2C) (em ; 101.8 (PEH) ; 100.5 (C-1") ; 99.4 (C-1) ; 78.3 (C-4") ;
76.0 (C-4") : 73.4 (C-5) ; 72.4 (C-3 ou C-2") ; 72.0 (C-3") ; 69.7 (C-2" ou C-3") ; 68.9
(C-2"):68.6 (C-5') ;: 66.8 (C-6) ; 65.1 (C-6") ; 21.2, 21.1, 21.0, 20.8 (GEO)

Les attributions des signaux en RMN et RMN °C ont été effectuées grace a des
analyses de type COSY et HMQC.

(2,3-Di-O-acétyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3-di-O-acétyl-1,6-anhydro$-D-
glucopyranose (28

(@]
OAc

Acor PO o
HO. & o
OAc
OH

Le produit27 (6,5 g; 11,2 mmol ; 1 éq) est dilué dans I'acétida (190 ml) avant
d’'ajouter d’acide tétrafluoroborique (HBRH,O; 35 % v/iv; 3,5 ml). Aprés 15 min
d’agitation a température ambiante, le milieu esttralisé avec la triéthylamine (3,6 ml) puis
concentré. Le produ28 (5,5 g ; 11,1 mmol) est obtenu aprés chromatogeaipide sur gel

de silice avec un rendement de 99 %.
Spectre de masséDCI) : m/z = 594 [M+NH]"

RMN 'H (CDCk, 400 MHz): & (ppm) = 5.42 (se, 1H, H-}; 5.15 (se, 1H, H-3 ; 5.01 (t,J
= 9.5 Hz, 1H, H-3') ; 4.91 (ddJ = 7.8 Hz et = 9.6 Hz, 1H, H-2') ; 4.74 (d,J= 7.9 Hz, 1H,
H-1") ; 453 (d,J = 5.5 Hz, 1H, H-4 ou H-5') ; 4.46 (se, 1H, H-) ; 3.94 (d,J = 7.6Hz,
1H, H-6a") ; 3.89 (ddJs ¢ = 2.6 Hz etlsa 6p= 12 .2 Hz, 1H, H-64) ; 3.77 (ddJs ¢ = 5.9 Hz
etJsaep= 7.5 Hz, 1H, H-6B) ; 3.74 (ddJs, 6 = 5.8 Hz etlsasn= 7.5 Hz, 1H, H-61) ; 3.63 (t,
J = 9.6 Hz, 1H, H-4) ; 3.50 (se, 1H, H-50u H-4") ; 3.47 (m, 1H, H-8") : 2.66 (se, ©) ;
2.12, 2.09, 2.06, 2.02 (m, 12H, CEE)
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RMN *3C (CDCl;, 100 MHz): & (ppm) = 171.7, 170.7, 170.1, 169@JCHs) ; 100.8 (C-1")

: 99.1 (C-1) ; 76.7 (C-5") ; 76.2 (C-5 ou C-4"); 76.1 (C-3") ; 73.9 (C-4 ou C-5');71.7
(c-2":69.7 (C-3) ; 69.5 (C-4") : 69.0 (C-2) ; 65.1 (C-6) ; 62.4 (C-6") ; 21.2, 21.1,
21.0, 20.9 (CHCO)

Les attributions des signaux en RMN et RMN *°C ont été effectuées grace a des
analyses de type COSY et HMQC.

(2,3-Di-O-acétyl-6-O-benzoyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3-di-O-acétyl-1,6-anhydrof-

D-glucopyranose (29
(@]
OAc
Ao AcO O
C
HO%\ o oi "
0]
fo) C
zdbb
[ a

b

Le diol 28 (5,5 g; 11,1 mmol ; 1 éq.) est solubilisé danditlorométhane (90 ml)
avant addition du 1-(benzoyloxy)-benzotriazole 2@; 11,8 mmol; 1,05 éq.) et de la
triethylamine (1,9 ml; 13,6 mmol; 1,2 éqg.). Aprd® h sous agitation a température
ambiante, le milieu réactionnel est dilué dansi¢hldrométhane, puis lavé avec une solution
saturée d’hydrogénocarbonate de sodium (1 x 200s@thé sur sulfate de sodium anhydre,
filtré et concentré, puis purifié par chromatogiapmapide sur gel de silice (acétate
d’éthyle/éther de pétrole 1/1 puis 3/2). Le pro@9i{4,36 g ; 7,3 mmol) est alors obtenu avec

un rendement de 65 %.
Spectre de masséDCI) : m/z = 614 [M+NH]"

RMN *H (CDCls;, 300 MHz): & (ppm) = 8.01-7.98 (M, 2H, 44m. J ; 7.55 (t,J = 7.5 Hz, 1H,
Harom, 3 5 7.41 (t,J = 7.3 Hz, 2H, Brom. 9 ; 5.39 (s, 1H) ; 5.15 (s, 1H) ; 5.05 Jt= 8.5, 1H) ;
4.95 (t,J = 8.5, 1H) ; 4.85 (dJ = 3.9, 1H) ; 4.69 (dd] = 4,4 Hz et] = 12,0 Hz, 1H) ; 4.55-
4.48 (m, 3H) ; 3.89 (dJ = 7.8, 1H) ; 3.75-3.70 (m, 1H) ; 3.63 (dbiz 4.5 Hz et J = 9.5 Hz,
1H) ; 3.51 (s, 1H) ; 3.12 (d,= 5.1 Hz, 1H) ; 2.06-1.98 (m, 12HHZCO)
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RMN *3C (CDCls, 75 MHz): & (ppm) = 171.4, 170.1, 169.6, 169.4 ({I1D) ; 167.1 (PEO)
:133.6 (Grom. 3 ; 129.9 (2C, Gom.d ; 129.6 (Grom.d ; 128.6 (2C, Gomy ; 100.7, 99.1 (C-1
Y. 76.9, 75.7, 74.8, 73.9, 71.5, 69.6, 69.0, 6892" ", c-3"" c-4"" c-5""): 65.1, 63.5
(C-6""); 20.9-20.8 CH5CO)

(2,3-Di-O-acétyl-6-O-benzoyl-4O-trichloroacétyl- p-b-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3-di-O-
acétyl-1,6-anhydro$-p-glucopyranose (30)

o
OAc
AcO O
clcl A o
C|><I]/ © OAc
0 0Bz

Le produit29 (2,88 g ; 4,83 mmol ; 1 éq.) est solubilisé danslithlorométhane (40
ml) et placé a 0 °C sous agitation, avant d’'ajoleehlorure de trichloroacétyle (1,2 ml ; 10,8
mmol ; 2,2 éq.) ainsi que la triethylamine (1,5;ml0,8 mmol; 2,2 éq.). Le milieu est
maintenu 15 min a 0 °C, puis 30 min a températarbiante. Il est ensuite dilué dans 40 ml
de dichlorométhane puis lavé avec une solutionréatd’hydrogénocarbonate de sodium,
séché sur sulfate de sodium anhydre, filtré et eomé. Aprés purification par
chromatographie rapide sur gel de silice (acétathyle/éther de pétrole ; 1/1), le produit
30'*2 est obtenu avec un rendement de 89 % (3,19 d.;mBol).

RMN *H (CDCls, 400 MHz): & (ppm) = 8.02-7.99 (m, 2H, dm. J ; 7.58-7.53 (M, 1H, Kom
)} 7.45-7.41 (m, 2H, Kom o ; 5.41 (se, 1H, H-1) : 5.40 (tJ = 9.4 Hz, 1H, H-3) ; 5.27 (t,

= 9.8 Hz,1H, H-4") ; 5.19 (se, 1H, H-3 ; 5.06 (t,J = 8.7 Hz, 1H, H-2") ; 4.99 (d,J = 8.1
Hz, 1H, H-1") ; 4.57 (ddJs, 6a= 2.0 Hz etlsa o= 12.5 Hz, 1H, H-64) ; 4.56 (m, 1H, H-5
" : 4.50 (se, 1H, H-9) ; 4.37 (ddJs, 6a= 5.0 Hz etlsa ep= 12.5 Hz, 1H, H-61) ; 4.13-4.10
(m, 1H, H-5") ; 3.88 (ddJs, 6a= 0.8 Hz etlgs o= 7.7 Hz, 1H, H-68) ; 3.74 (ddJs ¢a= 5.8
Hz etJsa 6= 7.7 Hz, 1H, H-6B) ; 3.51 (se, 1H, H-4 : 2.02 (s, 6H), 1.99 (s, 3H), 1.96 (s,
3H) (COH5)

RMN *3C (CDCl, 100 MHz): & (ppm) = 170.1, 170.0, 169.9, 169.8QCH;); 166.0
(PhCO) ; 161.0 (CJCCO) ; 133.6 (Grom. 2 ; 129.9 (2C, Gom.d ; 129.6 (Grom. 9 ; 128.7 (2C,
Carom. 9 ; 101.2 (C-1") ; 99.1 (C-1) ; 77.8 (C-4) ; 74.0 (C-5) ; 72.7 (C-4") ; 72.4 (C-3") ;
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71.9 (C-5"; 71.8 (C-2") ; 69.5 (C-3) ; 68.7 (C-2) ; 65.2 (C-6) ; 62.3 (C-6") ; 21.0, 20.9,
20.8, 20.7 CHsCO)

Les attributions des signaux en RMN et RMN °C ont été effectuées grace a des
analyses de type COSY et HMQC.

(2,3-Di-O-acetyl-6-O-benzoyl-4O-trichloroacétyl- B-b-glucopyranosyl)-(1>4)-1,2,3,6-
tétra-O-acétylf-D-glucopyranose (3]

2

(0]

o
a >Jl\o Q  acor~55
CI” ~cl Aco Om OAc
AcO OAC

Dans une solution d’anhydro-cellobid3@(3,6 g ; 4,86 mmol ; 1 ég.) dans I'anhydride
acétique (81 ml), le triflate de triéthylsilyle @41l ; 0,62 mmol ; 0,1 éq.) est ajouté a 0 °C
sous agitation. L’agitation ainsi que la tempématde O °C sont maintenues pendant 30 min,
avant de verser le milieu réactionnel dans unetisolusaturée d’hydrogénocarbonate de
sodium (250 ml) et le maintenir 1 h sous agitattotempérature ambiante. Le milieu est
ensuite extrait au dichlorométhane (200 ml), paigla I'eau (2 x 200 ml). La phase aqueuse
ayant alors un pH = 1, la phase organique est aeaaulavée avec une solution saturée
d’hydrogénocarbonate de sodium (1 x 200 ml) puisdveau a I'eau, avant d’étre séchée sur
sulfate de sodium anhydre et évaporee.

Le mélange d’anomeres ainsi obtenu est solubibses de dichlorométhane puis placé
a 0 °C et I'acide bromhydrique a 33 % dans l'a@détique (17 ml) est ajouté goutte a goutte
au moyen d’une ampoule a brome. Aprées 1 h a 0 °“8@ahin a température ambiante, le
milieu est dilué dans le dichlorométhane, lavéead’ (1 x 100 ml), puis avec une solution
saturée d’hydrogénocarbonate de sodium (3 x 100Wmkg fois séché sur sulfate de sodium,
le produit est filtré et évaporé. Le mélange esuéa acétylé dans un mélange anhydride
acétigue/pyridine (1/1 v/v ; 60 ml) en présencecétate d’'argent (1,52 g ; 9,1 mmol ; 2 éq.),
sous agitation pendant une nuit & température amebida solution est filtrée sur Celfte
puis diluée dans le dichlorométhane, lavée a I'glmeée puis avec une solution saturée

d’hydrogénocarbonate de sodium glacée. La phasmigpge est alors séchée sur sulfate de
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sodium anhydre, filtrée et concentrée. Apres maiion par chromatographie rapide sur gel
de silice (acétate d'éthyle/éther de pétrole ; ,2i8)produit31**? (1,96 g ; 2,3 mmol) est

obtenu avec un rendement de 47 %.
Spectre de mass@MALDI) : m/z = 865 [M+Na]

RMN *H (CDCl;, 300 MHz) :5 (ppm) = 8.03 (dJ = 7.8 Hz, 2H, Hrom 9 ; 7.59 (t,J = 7.8
Hz, 1H, Hyom. 3 ; 7.48 (t,J = 7.8 Hz, 2H, Hom. 9 ; 5.63 (d,J = 8.4 Hz, 1H) ; 5.36-5.17 (m,
3H) ; 5.02-4.94 (M, 2H) ; 4.61-4.57 (m, 2H) ; 4@®@l,J = 1.5 Hz et = 12.0 Hz, 1H) ; 4.38
(dd,J = 4.2 Hz et = 12.6 Hz, 1H) ; 4.09 (dd, = 4.6 Hz et] = 12.0 Hz, 1H) ; 3.93 (m, 1H) ;
3.80 (t, J = 9.3 Hz, 1H) ; 3.72 (m, 1H) ; 2.148.(8,18H, Gi5CO)

RMN *3C (CDCls;, 75 MHz) :8 (ppm) = 170.4, 169.9, 169.8, 169.5, 169.2, 16819;CO) ;
166.0 (PICO) ; 160.8 (CICCO) ; 133.8 (Grom.d ; 129.9 (2C, Gom.d ; 129.3 (Grom.J ; 128.8
(2C, Guom.p) ; 101.0, 91.8 (C-1") ; 76.3, 73.7, 72.5 (2C), 72.3, 71.9, 71.6, 7¢=( ", C-3
Wc-4M" c-5"":62.1,61.6 (C-8") ; 20.9-20.6 CHsCO)

Fluorure de (2,3-di-O-acétyl-6-O-benzoyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-tri-O-acétyl-

5

(o)

F
o AcO
AcO
HO
AcO o o
AcO OAC

a-D-glucopyranosyle (32

Le composé solid&€1 (1,60 g; 1,90 mmol) est placé a 0 °C dans unpigai en
plastique sous agitation. Suite a l'addition d’'ulamge HF/pyridine (7/3, viv; 9 ml) le
milieu est maintenu 2 h sous agitation a 0 °C.dlat®n est diluée dans le dicholorométhane,
neutralisée dans une solution d’ammoniaque (3 Mintamaue a 0 °C, puis extraite au
dichlorométhane, lavée avec une solution satur@gdddgénocarbonate de sodium (3 x 100
ml). La phase organique est ensuite séchée swatesude sodium, filtrée et concentrée. Le

mélange est ensuite purifié par chromatographiedeagur gel de silice préalablement
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conditionné avec de la triéthylamine (acétate gléféther de pétrole ; 1/2). Le prod@g'*?
(1,14 g ; 1,73 mmol) est alors obtenu avec un nereaé de 91 %.

Spectre de masséDCI) : m/z = 676 [M+NH]"

RMN 'H (CDCls ; 300 MHz): & (ppm) = 8.02 (d)) = 8.1 Hz, 2H, Hrwom. 9 ; 7,59 (t,J = 7.3
Hz, 1H, Hiom. 3 ; 7.23 (t, J = 7.3 Hz, 2H, ddm. 9 ; 5.62 (ddJ; 2 = 2.4 Hz ety ¢ = 53.1 Hz,
1H, H-1") ; 5.43 (t,J = 9.8 Hz, 1H) ; 4.99 (] = 9.3 Hz, 1H) ; 4.89-4.83 (m, 1H) ; 4.79 (dd,
= 3,0 Hz et) = 10.2 Hz, 1H) ; 4.72 (dd)} = 3,6 Hz et) = 12.1 Hz, 1H) ; 4.55-4.50 (m, 3H) ;
4.16-4.03 (m, 3H) ; 3.80 (8, = 9.8 Hz, 1H) ; & 3.67-3.56 (m, 1H) ; 3.15 (s&{)02.08, 2.05,
2.02, 2.01, 1.97 (5s, 15HHZCO)

RMN *3C (CDCl ; 75 MHz): & (ppm) = 171.5, 170.4, 170.3, 169.7, 169.3 {CH) ; 167.3
(PhCO) ; 133.9 (Grom. 3 ; 130.0 (2C, Gom.d ; 129.4 (Grom. J ; 128.7 (2C, Gom. 1) ; 103.9 (d,
Jo,F= 229.0 Hz, C-1) ; 101.1 (C-1") ; 75.8, 74.8, 71.7, 71.0, 71.0, 70.8, 70.5, 66818 (C-
2! ¢3! ¢4t c-5"");63.3,61.4(C-8")

Fluorure de (2,3-di-O-acétyl-6-O-benzoyl-4-O-tétrahydropyranyl- p-D-glucopyranosyl)-
(12>4)-2,3,6-tri-O-acétyl-u-D-glucopyranosyle (33

O ;
o) F
o AcO
0" o 50
AcO 1)
AcO OAc

A une solution de fluorure de cellobio8 (1,14 g; 1,73 mmol ; 1 éq.) dans le
dichlorométhane (10 ml) sont ajoutés le dihydropgrdraichement distillé (690 ul; 7,56
mmol ; 4 éq.) et I'acide camphosulfonique (29 mb,25 mmol ; 0,07 ég.). Le milieu
réactionnel est maintenu 1 h sous agitation a testyo@ ambiante puis il est dilué dans le
dichlorométhane et versé dans une ampoule a décemtéenant de I'eau glacée. Apres
extraction au dichlorométhane, le milieu est lav&eca une solution saturée
d’hydrogénocarbonate de sodium puis a I'eau. Las@lmganique est séchée sur sulfate de
sodium anhydre, filtrée et concentrée. Le mélarggeuerifié par chromatographie rapide sur
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gel de silice (acétate d’éthyle/éther de pétr@g3), puis recristallisé dans I'éthanol absolu.
Le produit33'*?(1,22 g ; 1,65 mmol) est obtenu avec un rendemie®s %.

Spectre de masséDCI) : m/z = 760 [M+NH]"

Fluorure de (4-O-tétrahydropyranyl- p-D-glucopyranosyl)-(1>4)-a-D-glucopyranosyle
(39

OH F
o HO
HO
(0] %o 0. 4
HO OH

Le fluorure de cellobiosg3 (201 mg; 271 umol; 1 éq.) est solubilisé dans le
méthanol (18 ml) et placé a 0 °C, sous agitatisantaddition d’'une solution de méthanolate
de sodium (1 M ; 270 ul ; 270 umol ; 1 éq.). Leienilest maintenu 8 h a 0 °C puis une nuit a
température ambiante. La solution est alors nésélavec de la résine Amberlite IR-120

puis filtrée et concentrée. Apres addition de 15eau glacée, le milieu est lavé a I'éther (2
4112

x 30 ml) puis la phase aqueuse est lyophiliségrbduit (116 mg ; 271 pumol) est alors

obtenu avec un rendement quantitatif.

Spectre de masséES') : m/z = 451 [M+Na]

Fluorure de (2,3,4,6-tétraO-acétylf-D-galactopyranosyl)-(2>4)-2,3,6-tri-O-acétyl-a-D-
glucopyranosyle (3%

AcO OAc

F
AcO
Q  AcO
AcO @) &
AcO OAc

Le lactose peracétylé (3,0 g; 4,42 mmol) est dhib solide dans un flacon en
plastique, puis placé sous agitation a 0 °C. Leangg HF/pyridine (7/3 v/v ; 12 ml) est alors
ajouté et la température est maintenue pendand ® AC sous agitation. Le milieu est alors
dilué au dichlorométhane puis versé dans une saligiacée d’ammoniaque (3 M). Aprés

extraction au dichlorométhane, la phase organigstela/ée avec une solution saturée
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d’hydrogénocarbonate de sodium (3 x 150 ml), séchéesulfate de sodium, filtrée et
évaporée.

Le mélange est ensuite repris dans le DMF (20 impoeté & 50 °C avant I'addition
d’acétate d’hydrazine (30 mg; 0,33 mmol). La terapée et I'agitation sont maintenues
pendant 20 min, puis le milieu est dilué a 'acg@dethyle, lavé avec une solution saturée de
chlorure de sodium (2 x 40 ml) puis a I'eau (1 xml). La phase organique est alors séchée
sur sulfate de sodium anhydre, filtrée et concenprdis coévaporée plusieurs fois au toluéne
avant que le mélange soit purifié par chromatogeaphpide sur gel de silice (acétate
d’éthyle/éther de pétrole ; 1/1) préalablement dothée avec de la triethylamine. Le
fluorure35** (2,03 g ; 3,18 mmol) est alors obtenu avec uneeraht de 72 %.

Spectre de masséDCI) : m/z = 656 [M+NH]"

RMN 'H (CDCl; ; 300 MHz): & (ppm) = 5.64 (ddJy 2= 2.8 Hz etlyr = 53.0 Hz, 1H, H-1
Gy 5.46 (t,J = 9.8 Hz, 1H, H-F) ; 5.33 (t,J = 3.4 Hz, 1H, H-£%) ; 5.09 (ddJ = 7.9 Hz
etJ = 10.4 Hz, 1H, H-2* : 4.93 (ddJ = 3.4 Hz el = 10.4 Hz, 1H, H-$%) ; 4.86 (ddd,) =

2.8 Hz,J = 10.2 Hz etl = 24.2 Hz, 1H, H-%") : 4.53-4.48 (m, 1H, H-64°) ; 4.48 (dJ=7.8
Hz, 1H, H-1%%) ; 4.15-4.03 (m, 4H, H-5 Glc, H-68°, H-6 ®®); 3.86 (m, 1H, H-5%) ; 3.83
(t, J=9.7 Hz, 1H, H-#") ; 2.13, 2.11, 2.07, 2.04 (6H), 2.02, 1.94 (634 2CH;CO)

RMN **C (CDCL; 75 MHz): § (ppm) = 170.6, 170.5, 170.4 (2C), 170.3, 169.69.16
(CH3CO) ; 103.9 (dJc £ = 228.0 Hz, C-£% ; 101.0 (C-1°%) ; 75.3 (C-4°°) ; 71.2 (C-5°%) ;
71.0 (C-5°) ; 70.9 (dJ = 4,3 Hz, 1H, C-3"); 70.6 (d,J = 24.4 Hz, C-£") ; 69.3 (C-2°%) ;
69.2 (C-3°°) ; 66.8 (C-4°) ; 61.5 (C-6°°) ; 61.1 (C-6°%) ; 21.03, 21.00, 20.85, 20.83 (2C),
20.78, 20.7 CHsCO)

Les attributions des signaux en RMN et RMN *°C ont été effectuées grace a des
analyses de type COSY et HMQC.

Fluorure de p-pD-galactopyranosyl-(1>4)-a-D-glucopyranosyle (36

HO OH HO F
5;0 c|)_|o
HO I
HO OH
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Le fluorure35 (454 mg ; 712 umol) est solubilisé dans le méthétmml), puis placé
a 0 °C avant addition d’une solution de méthandlgtsodium (1 M ; 300 ul ; 300 umol ; 2,4
€q.). Le milieu est maintenu 5 h sous agitation OLe précipité observé est filtré puis
lyophilisé. Le filtrat est neutralisé avec de lain@ Amberlite IR 120 puis filtré, évaporé et
lyophilisé. Le fluorure libre86 (229 mg ; 664 umol) est ainsi obtenu avec un nexeé¢ de 93
%.

Spectre de mass€é=S|): m/z = 367 [M+Na]

(2,3,4,6-TetraO-acetyl$-p-galactopyranosyl)-(1>4)-(2,3,6-tri-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-acétyl-
B-D-glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-a-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-
aceétyl$-p-glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)- (1> 6)]-(2,3-
di-O-acétyl-$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-1,2,3,6-tétraO-acétyl-a,p-D-glucopyranose (37)

Q o]
AcO
A e
AcO
oA a0 200 Aco A 0 AcO OAc
Q  AcO o O AcO o O Aco
AcO o 0O o}
J Aco & Aco &
AcO OAc AcO o AcO OAc
AcO
AcO o)

A une solution de fluorur86 (98 mg ; 285 umol ; 1,2 éq.), dans une solutionpian
carbonate/bicarbonate (0,1 M ; pH = 10 ; 5 ml)asutté I'heptasaccharidib (252 mg ; 237
pmol ; 1 éq.) ainsi que I'enzyme mutéeCel7B E197A (1,6 mg). Le milieu réactionnel est
placé a 37 °C sous agitation pendant une nuit, fpaii® avec une résine mixte et lyophilisé.
Le mélange est ensuite acétylé par un mélangeipgfahhydride acétique (2/1 ; v/iv ; 30 ml)
en présence de DMAP en quantité catalytique, péndannuit, sous agitation, a température
ambiante, a l'abri de la lumiére, puis 2 h a 50 E@nhydride acétique en exces est alors
estérifié par addition de méthanol (6 ml) a frowisple milieu est concentré et coévaporé
plusieurs fois au toluene. Le résidu est alorsisegans le dichlorométhane puis filtré. Le
filtrat est ensuite purifié par chromatographieidapsur gel de silice (acétone/toluéne ; 1/3).

Le compos&7 (317 mg ; 128 pmol) est alors obtenu avec un raedée de 54 %.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 2503 [M+Nal]
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(2,3,4,6-TetraO-acetyl$-D-galactopyranosyl)-(1>4)-(2,3,6-tri-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1>6)]-(2,3-di-O-acétyl-
B-D-glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-
aceétyl$-p-glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-
di-O-acetyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-tri-O-acétyl-D-glucopyranose (33

AcO
Bﬁ ACM
AcO  OAc
¢ AcO QO Aco 0 AcO
0 AcO mco
AcO. o)

Mode opératoire A

Le produit peracétyl&87 (63 mg ; 25,4 umol ; 1,0 éq.) est solubilisé denBMF (1
ml) et placé sous agitation a 50 °C et I'acétateydfazine (5 mg; 54,3 umol ; 2,1 éq.) est
ajouté. Le milieu est maintenu a 50 °C sous agitgiendant 25 min puis dilué dans I'acétate
d’éthyle. Apres lavage avec une solution saturéehiterure de sodium puis a I'eau, séchage
sur sulfate de sodium anhydre, concentration efigation par chromatographie rapide sur
gel de silice (acétone/toluéne ; 1/3 puis 2/3prieduit 38"%% (31 mg ; 12,7 pmol) est obtenu
avec un rendement de 50 %.

Mode opératoire B

Le produit peracétyl87 (11 mg ; 4,4 umol) est solubilisé a chaud darseéthyl-2-
butanol (1 ml) puis le milieu est placé a 50 °Cssagitation avant addition de la lipase (20
mgq). L’agitation et la température sont maintenpesdant 70 h. Puis addition de 80 mg de
lipase supplémentaire et maintien de la tempéraduréd °C pendant 36 h. Le milieu
réactionnel est ensuite filtré puis lavé au diahoéthane et concentré. Apres purification par
chromatographie rapide sur gel de silice (acétohwhe ; 1/3 puis 1/2) le proddB (9mg ;

3,7 umol) est obtenu avec un rendement de 84 %.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 1925 [M+Na]
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Fluorure de (2,3,4,6-tétraO-acétyl$-p-galactopyranosyl)-(:>4)-(2,3,6-tri-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1>6)]-(2,3-di-O-acétyl-
B-D-glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-
aceétyl$-p-glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-
di-O-acetyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-tri-O-acétyl-a,p-D-glucopyranosyle (39

AcO Q
AcO
AcO  OAc
S ACO O AcO o] ACO
O AcO mco
AcO o)

Le compose8 (32 mg ; 13,1 umol ; 1,0 éq.) est solubilisé dandichlorométhane (2
ml) et placé a -30 °C. Le DAST (20 upl; 151 umd1,5 éq.) est ensuite ajouté puis le
refroidissement arrété et I'agitation maintenue daent une nuit. Quelques gouttes de
méthanol sont ensuite ajoutées pour détruire I'exde DAST avant que le produit soit
concentré. |l est ensuite purifié par chromatogi@pdpide sur gel de silice (acétone/toluene ;
1/3). Le produiB9'?® (30 mg ; 12,3 umol) est alors obtenu avec un e de 94 %.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 2463 [M+Na]

Fluorure de (2,3,4,6-tétraO-acétyl$-p-galactopyranosyl)-(:>4)-(2,3,6-tri-O-acétyl$-D-
glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1>6)]-(2,3-di-O-acétyl-
B-D-glucopyranosyl)-(12>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-di-O-
acetyl$-p-glucopyranosyl)-(1>4)-[(2,3,4-tri-O-acétyl-u-D-xylopyranosyl)-(1->6)]-(2,3-
di-O-acetyl$-D-glucopyranosyl)-(1>4)-2,3,6-tri-O-acétyl-u-D-glucopyranosyle (40

AcO
AcO  OAc F
¢ AcO O AgO Q ACO
O AcO mco
AcO. J

Le mélange d’anomere39 (73 mg; 29,9 umol) est introduit dans un récipien
plastique et placé a -50 °C sous agitation. Unatisol HF/pyridine (7/3 ; viv; 1,5 ml) est

207



CHAPITRE4 : PARTIE EXPERIMENTALE

alors versée dans le milieu. Celui-ci est maintéBumin a -50 °C puis ramené a -10 °C

pendant 2 h 30. Il est ensuite dilué avec du dionh@&thane avant d’étre neutralisé par une
solution d’ammoniaque 3 N glacée. Le milieu résulest ensuite extrait au dichlorométhane
puis lavé avec une solution d’hydrogénocarbonatsatitum saturée (3 x 50 ml). La phase
organique est séchée sur sulfate de sodium anhpdie concentrée. Apres deux

chromatographies rapides sur gel de silice préatadht conditionnée avec de la

triéthylamine (acétone/toluéne ; 1/3 et acétonadtoé ; 1/5 puis 1/4) 'anomeéd®+?® (33 mg ;

13,3 pmol) est obtenu avec un rendement de 45 %.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 2461 [M+Nal]

Fluorure de p-D-galactopyranosyl-(1>4)-p-D-glucopyranosyl)-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-a-D-
glucopyranosyle (4}

Q

Q
HO
HH%VA HM
HO HO F
o HO % o Mo HO
Q  Ho o Q Ho o O HO
HO o & vo o & ro o 4
HO OH HO o HO OH
HO
L=
HO. &

Le produit peracétyld0 (65 mg ; 26,6 pmol ; 1 éq.) est solubilisé dansnéthanol (8
ml) et placé a 0 °C dans un bain de glace. Aprd#iad de méthanolate de sodium 1 M (26
pl; 26 umol ; 1 €q.), le milieu est maintenu &0pendant 12 h. Le précipité formé est filtré
puis repris dans I'eau et lyophilisé alors qudlteat est neutralisé avec de la résine Amberlite
IR120 puis filtré, évaporé et repris dans I'eaurandiétre lyophilisé a son tour. Le produit

libre 41 est obtenu avec un rendement quantitatif.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 1411 [M+Nal]
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B-D-Glucopyranosyl-(1->4)-$-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1-2>6)]-B-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-D-glucopyranosyle (42 GGXXXG

L’heptasaccharidel6 (40 mg; 37,7 umol; 1 ég.) est solubilisé dans snlution
tampon carbonate/bicarbonate (0,1 M ; pH = 10 ;[P puis le fluorure34 (21 mg; 49
pmol ; 1,3 éq.) est ajouté ainsi que de I'enzyméémdiCel7B E197A(1,6 mg). Le milieu
est ensuite placé a 37 °C et maintenu a cette tatopé sous agitation pendant une nuit. La
réaction n’étant pas terminée, du fluor@4e(4 mg ; 9,3 umol ; 0,2 €g.) est ajouté ainsi gele d
'enzyme (1 mg). Le milieu est & nouveau mainter®r &C sous agitation pendant 8 h. Apres
quoi il est dilué dans 4 ml d’eau. Le groupemetratéydropyranyle est alors hydrolyisésitu
par addition de quelques gouttes d’'une solutiomid&achlorhydrique (1 M), en maintenant
pendant 10 min le milieu a pH = 1 puis en neutaalisavec de la triéthylamine. La
déprotection n’étant pas totale, le processus ddlyse est répété une deuxieme puis une
troisieme fois. Le mélange est ensuite évaporéiquius fois en présence d'eau puis
lyophilisé. Il est ensuite repris dans I'eau etporé a sec en présence de silice et le résidu
obtenu est déposé sur une colonne de gel de sfl@s purification par chromatographie
rapide sur gel de silice (acétonitrile/eau ; 8/&5pU3) le nonasaccharide'?® (39 mg ; 28,1
pmol) est obtenu avec un rendement de 75 %.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 1409 [M+Nal]
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B-D-Glucopyranosyl-(1->4)-$-D-glucopyranosyl-(1>4)-$-D-glucopyranosyl-(1>4)-B-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-D-glucopyranosyle (43 GGGGXXXG

m mm

L’undécasaccharidé3 est obtenu a partir du nonasacchadgdé45 mg ; 32,4 umol ; 1
€g.) et du fluorurg4 (18 mg ; 42,1 umol ; 1,3 éqg.) selon la méthoddiotion du composé
42 utilisant 'enzyme mutéeliCel7B E197A (4 mg). Le compog8'*® (39 mg ; 22,8 pmol)
est obtenu, aprés purification par chromatograpdypéde sur gel de silice (acétonitrile/eau ;

8/2 puis 7/3), avec un rendement de 70 %.
Spectre de masséMALDI) : m/z = 1734 [M+Nal]

Spectre de masse haute résolutigiES") : CszH1060s3FNa
m/z = 1733,5525 ; m/geor. = 1733,5497

B-D-Galactopyranosyl-(1>4)-p-D-glucopyranosyl)-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1-2>6)]-g-
D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-g-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)--D-glucopyranosyl$-D-
glucopyranosyl-(1>4)-p-b-glucopyranosyl-(1>4)-p-b-glucopyranosyl-(1>4)--D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]--D-
glucopyranosyl-(12>4)-bD-glucopyranosyle (44 LacXXXGGGGGXXXG

o o mm 12 m o H%Bﬂ tﬂ
hw% w&m LA AT LR T % wﬁe& e
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Le fluorure4l (21 mg; 15,1 umol ; 1,3 éq.) ainsi que I'undécabaride43 (20 mg ;
11,7 umol ; 1 éq.) sont solubilisés dans une soiutampon carbonate/bicarbonate (0,1 M ; 3
ml) puis apres addition de I'enzyme mutdiCel7B E197A (6 mg), le milieu est placé sous
agitation a 37 °C pendant une nuit. Le milieu estute dessalé avec de la résine mixte puis
filtré. Le produit est reprécipité plusieurs fois méthanol, purifié par chromatographie rapide
sur gel de silice (acétonitrile/eau ; 7/3) et élsur filtre PVDF 0,45 um. Le prodult} (26

mg ; 8,4 umol) est ainsi obtenu avec un rendemeri2 &o.

Spectre de masséMALDI) : m/z = 3102 [M+Nal]

Spectre de masse haute résolutiqeS") : Cy14H10000sNa
m/z = 3101,9858 ; M/gesor. = 3101,9934

[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-B-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-B-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-p-D-
glucopyranosyl$-bp-glucopyranosyl-(1>4)-p-b-glucopyranosyl-(1>4)-p-b-
glucopyranosyl-(1->4)-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-D-glucopyranosyle (45
XXXGGGGGXXXG

w&%w@mswam%wgmsw@m%w@msw

Le composé44 (1,5 mg; 0,5 umol) en solution dans I'eau (10 edt soumis a
I'action de la lactase de€luyveromyces fragiliugs0 ul). Aprés 2 h d’incubation a 37 °C sous
agitation et dénaturation de I'enzyme par additierguelques gouttes de méthanol, le milieu
et analysé en CCM et en spectrométrie de mass€QM ne montre pas la présence de

lactose et I'analyse par spectrométrie de massirmenque celui-ci n'a pas été hydrolysé.
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B-D-Galactopyranosyl-(1>4)-p-D-glucopyranosyl)-(1>4)-[a-D-Xylopyranosyl-(1->6)]-p-
D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)--D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1->4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-$-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-
xylopyranosyl-(1-6)]-p-D-glucopyranosyl-(1>4)-[a-D-xylopyranosyl-(1->6)]-p-D-
glucopyranosyl-(1>4)-D-glucopyranose (4% LacXXXGXXXGXXXG

o on H /B&‘ H%/m' ",if&m EH?' %’m, ,,h%m
&H\Zgﬂ\ &%WQMSWQ%%WQ%SWQM%WQMSJ;@” o

Le compos&l (35 mg; 11 umol) est solubilisé dans le tampabaate (0,1 M ; pH
= 9,7 ; 3 ml). Puis aprés addition du fluori86é (9 mg; 26 umol, 2éq.) et de I'enzyme
HiCel7B E197A (2 mg), le milieu est maintenu 24 h7a°g sous agitation. Le couplage
n’étant pas terminé, de I'enzyme est a nouveautégo(ll mg) et le milieu est a nouveau
maintenu 24 h a 37 °C sous agitation. Il est eadtiiué dans un mélange acétonitrile/eau ;
7/3 (5ml) puis évaporé a sec en présence de sflfp@s purification par chromatographie sur
colonne ouverte de gel de silice (acétonitrile/e@(B) et filtration sur filtre PVDF (0,45 pum)

le produit46 (28 mg ; 8 umol) est obtenu avec un rendementLdé 7

Spectre de masséMALDI) : m/z = 3498 [M+Nal]

Lac[XGO] 3 (47)

HO
o o OH o Ho OH

OH OH OH
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Le produit47 est obtenu a partir du mélange [XG@}0 mg; 10 umol ; 1 éq.) et du
fluorure36 (16 mg ; 50 umol ; 5 ég.) selon la méthode d’ofid@ndu composéb en utilisant
'enzyme mutéeHiCel7B E197A (3 mg). Le compogd (21 mg ; 5 umol) est obtenu, apres
purification par chromatographie sur colonne owvelt gel de silice (acétonitrile/eau ; 8/2
puis 7/3), et filtration sur filtre PVDF (0,45 prayec un rendement de 48 %.

1,5-Di-(tosyloxy)-3-oxapentane [Ts(OCKHCH,),0Ts] (49

b a
c b
A O o Y ¢
P I N \S\
o O// o

Le di(éthylene glycol) commercial (1 g; 6,94 mmadst solubilisé dans le
dichlorométhane (50 ml). Puis le chlorure de tog{ieé g ; 52,6 mmol ; 8 éq.) ainsi que la
triethylamine (6 ml; 44,3 mmol ; 6 €g.) sont agaita température ambiante. Le mélange
réactionnel est maintenu 15 h sous agitation a éeatypre ambiante puis 24 h a 30 °C. Aprés
dilution dans le dichlorométhane (100 ml), le miliest lavé avec de I'eau, une solution
d’acide chlorhydrique 1 N (2 x 200 ml), une solatisaturée d’hydrogénocarbonate de
sodium (200 ml) et enfin a I'eau. La phase orgamigst séchée sur sulfate de sodium anhydre
puis concentrée. Du dichlorométhane (5 ml) estt@jpuis le milieu est placé dans un bain de
glace avant d’étre reprécipité a I'éther diéthylid®0 ml). Le précipité est filtré sur blichner

puis séché. Le produd8™® (2,87 g ; 6.94 mmol) est obtenu avec un rendempestitatif.
Spectre de mass€ES') : m/z = 437 [M+Na]
RMN H (CDCl3 ; 400 MHz) :6 (ppm) =7.73 (td, J=1.8 Hz et J = 8.5 Hz, 45,k J ; 7.33

(td, J = 2.3 Hz et J = 8.5 Hz, 4Habh 9 ; 4.07 (M, 4H, TsOB,CH;0) ; 3.59 (m, 4H,
TSOCHCH,0) ; 2.43 (s, 6H, E3Ph)
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RMN C (CDCk ; 100 MHz) :5 (ppm) = 145.6 (2C, Som. 3 ; 133.4 (2C, Gom. 9 ; 130.4
(4C, Guom. 1) ; 128.5 (4C, Gom. J ; 69.2 (2C, TSOCKCHO) ; 68.9 (2C, TsSOH,CH,0) :
21.5 (2C,CHsPh)

1,5-Diazido-3-oxapentane [B(OCH,CH>)2Ns] (49)

NN

Le ditosylate48 (1,5 g; 3,6 mmol) est solubilisé dans le DMF dvaddition de
'azoture de sodium (1,4 g; 21,5 mmol ; 6 éq.).r#ieu est placé sous agitation a 60 °C.
Apres 24 h, il présente une coloration jaune/oragigan fort précipiteé. Le DMF est alors
évaporé puis coévaporé plusieurs fois au toluére.niilieu est alors repris dans le
dichlorométhane et les sels présents sont filtegsb&ichner. Le filtrat est concentré et le
mélange est purifié par chromatographie rapidet¢ae#oluene ; 0/1 puis 1/5). Le produit
491 (380 mg ; 2,4 mmol) est ainsi obtenu avec un revete de 67 %.

RMN *H (CDCl ; 300 MHz): § (ppm) = 3.65 (tJ = 5.1 Hz, 4H, €&,0) : 3.38 (tJ = 5.1 Hz,
4H, NsCH,CH,0)

RMN C (CDCl; ; 75 MHz): & (ppm) = 70.0 (2CCH-0) ; 50.6 (2C, NCH,)

1,5-Diamino-3-oxapentane [NH(OCH>CH5).NH] (50)

H,N NH
N TN

Le produit49 (28 mg ; 179 umol) est solubilisé dans un mélawepyridine ; 1/1 (5
ml) et placé sous argon. Apres barbotage sf& péndant 30 min, le milieu est maintenu sous
agitation a température ambiante pendant une lreiinélange est ensuite neutralisé a I'acide
acétiqgue 2 N, puis concentré et coévaporé a l'agant d’étre lyophilisé. Le produs0 (17

mg ; 163 umol) est obtenu avec un rendement de.91 %
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Spectre de masséES') : m/z = 105 [M+H]

Spectre de masse haute résolutifieS") : C4H1aN,0
m/z = 105,1035 ; m/ggor.= 105,1028

RMN H (D,0 ; 300 MHz): & (ppm) = 3.77 (t, J = 6 Hz, 4H,HZO) ; 3.15 (t, J = 6 Hz, 4H,
NH,CH>)

RMN C (D,O ; 75 MHz): § (ppm) = 65.9 (2CCH,0) ; 37.1 (2C, NCH>)

1,23-Di-(tosyloxy)-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricse [Ts(OCH,CH,)sOTs] (51

TsO. OTs
(0]
7

L’octa(éthylene glycol) commercial (409 mg ; 1,1éhoi ; 1 éq.) est solubilisé dans du
dichlorométhane (10 ml). Aprés addition de chlordeetosyle, préalablement recristallisé
dans le cyclohexane, (1,06 g ; 5,58 mmol ; 5 égdeetriethylamine (0,8 ml; 5,8 mmol ; 5
€g.) le milieu est maintenu une nuit sous agitattoriempérature ambiante. Le milieu
réactionnel est ensuite dilué dans le dichloronmhpuis lavé a I'eau (50 ml), avec un
solution d’acide chlorhydrique 1 N (2 x 50 ml), aveune solution saturée
d’hydrogénocarbonate de sodium (50 ml) puis a l'é&uml). Aprés séchage sur sulfate de
sodium et filtration, les phases organiques sosgem@blées et concentrées puis purifiées par
chromatographie rapide sur gel de silice (AcOEt/BR. puis 5/1). Le produfi1**° (351 mg ;

0,52 mmol) est alors isolé avec un rendement d&47
Spectre de masséES) : m/z = 701 [M+Na]
RMN *H (CDCl; ; 400 MHz): & (ppm) = 7.73 (dJ = 8.3 Hz, 4H, Hom. J ; 7.29 (d,J = 8.0

Hz, 4H, Hyom. n ; 4.09 (t,J = 4.8 Hz, 4H, TsO#Hy,) ; 3.62 (t,J = 4.9 Hz, 4H, TsOCKCH>) ;
3.57-3.52 (m, 24H, OB,CH,0), 2.39 (s, 6H, B3Ph)
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RMN C (CDCls ; 100 MHz) :& (ppm) = 144.3 (2C, Gom ) ; 132.5 (2C, Gom. 9 ; 129.3
(4C, Guom. ), 127.5 (4C, Gom 9§ : 71.2 (2C), 71.1(2C), 71.0 (6C), 70.9 (2C)
(CH,OCH,CH,0CH,) ; 69.8 (2C, TSOCECH,) ; 69.2 (2C, TsGH,) ; 21.8 CHa-Ph)

1,23-Diazido-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosane;(NCH>CH2)sN3] (52)

N3\/\é /\%/m
o)
7

Le produit51 (355 mg ; 0,52 mmol ; 1 €q.) est solubilisé danBMF (7 ml) a 60 °C.
Aprés addition d’azoture de sodium, le milieu estintenu a 60 °C sous agitation pendant
une nuit. Le DMF est ensuite évaporé sous pompaléitps et le milieu est coévaporé au
toluene. Le milieu est ensuite repris dans le dicrthéthane est lavé a I'eau (2 x 60 ml) puis
séché sur sulfate de sodium, filtré et concehieénélange est purifié par chromatographie
rapide sur gel de silice (acétone/toluene ; 1/8)ptoduit52 (137 mg ; 0,33 mmol) est obtenu

avec un rendement de 63 %.
Spectre de masséMALDI) : m/z = 443 [M+Na]

RMN 'H (CDCl; ; 300 MHz): & (ppm) = 3.61 (tJ = 6.0 Hz, 4H, NCH,CH)) ; 3.59 (t,J = 3
Hz, 24H, OG4,CH.0) ; 3.32 (tJ = 6.0 Hz, 4H, NCH,)

RMN *°C (CDCl; 75 MHz): § (ppm) = 70.8 (4C), 70.7 (6C) @,CH,0) ; 70.1 (2C,

N30H2CH20CH2) ; 53.6 (ZC, NCHzCHZ) : 50.8 (ZC, NCHg)

1,23-Diamino-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosaneHNOCH>CH3)sNH>] (53)
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Le produit52 (72 mg; 171 umol) est réduit selon le mode opé&eatdécrit pour
'obtention du produit50. La diamine53 (50 mg; 136 pmol) est ainsi obtenue avec un
rendement de 80 %.

Spectre de masséES') : m/z = 369 [M+H]

Spectre de masse haute résolutiqieS") : CieHz7/N-O;
m/z = 369,2610 ; M/gsor.= 369,2601

RMN H (D;0 ; 300 MHz): & (ppm) = 3.78 (m, 24H, O&,CH,0) : 3.73 (t,J = 5.4 Hz, 4H,
NH,CH,CH,) ; 3.07 (t,J = 5.1, 4H, NHCH,CH,) ; 1.97 (s, 4H, M)

RMN 3C (D,0: 100 MHz): & (ppm) = 70.7 (2C), 70.6 (8C) (M,CH,0): 70.5 (2C,
NH2CH2CH20CH2) ; 69.8 (ZC, NHCHgCHg) :40.3 (ZC, NHCHz)

a-o-Ditosyloxy-poly(éthylene glycol) [Ts(OCHCH,),0OTs] (54)

TsO OTs
O
n

Le composés4 est obtenu a partir du poly(éthylene glycol) contiz de masse
molaire moyenne environ 2000 g.ifo{10 g: 5,2 mmol; 1 éq.) selon la méthode de
tosylation décrite pour la synthése du comptséipres lavages, séchage et concentration, le
produit obtenu est une huile jaune. Du dichlororagén (20 ml) est ajouté, puis le milieu est
placé dans un bain de glace avant d’'étre reprécipit’éther diéthylique (250 ml). Le

-----

produit54 (10,2 g ; 4 ,6 mmol) est ainsi obtenu avec un eemeht de 88 %.
Spectre de masséMALDI) : m/z = 2241 [M+Na] (valeur médiane du massif)

RMN H (CDCl ; 400 MHz): § (ppm) = 7.75 (d,) = 8.3 Hz, 4H, Hrom. J ; 7.33 (d,J = 8.0
Hz, 4H, Hrom 9 ; 4.11 (t,J = 4.9 Hz, 4H, TsOH,) ; 3.64 (t,J = 4.8 Hz, 4H, TSOCHCH,) ;
3.62-3.56 (M, 192H, CY¥DCH,CH,OCHy) ; 2.41 (s, 6H, Ei3-Ph)

217



CHAPITRE4 : PARTIE EXPERIMENTALE

RMN C (CDCls ; 100 MHz): & (ppm) = 144.9 (2C, Gom. 3 ; 133.2 (2C, Gom. 9 ; 129.9
(4C, Guom. ), 128.1 (4C, Gom. J ; 70.9-70.4 (CHOCH,CH,0CH,) ; 69.4 (2C, TSOCHCH,) ;
68.8 (2C, Ts@H,) ; 21.8 CHs-Ph)

a,0-Diazido-poly(éthylene glycol) [N(OCH2CH3)nN3] (55)

N3 N3
[e)
n

La synthése du produi5 est réalisée a partir du compds€(9,1 g ; 4,09 mmol ; 1
€d.) en suivant le mode opératoire décrit pourtéabion du produi9. Apres élimination des
sels par filtration sur buchner. Le filtrat est centré et I'huile jaune obtenue est déposée sur
une colonne de gel de silice. Aprés purification gaomatographie rapide sur gel de silice,
(dichlorométhane/méthanol ; 96/4 puis 95/5 puislOf)/le produit55 est obtenu avec un
rendement de 78 %. Il est alors reprécipité dathdr diéthylique. Le produis (5,6 g ; 2,84

mmol) est finalement obtenu avec un rendement d#.69
Spectre de masséMALDI) : m/z = 1983 [M+Na] (valeur médiane du massif)

RMN 'H (CDCls ; 400 MHz): & (ppm) = 3.65-3.57 (m, 192H, @G) ; 3.35 (t,J = 5.1 Hz,
4H, NsCHy)

RMN YC (CDCl;: 100 MHz): & (ppm) = 70.8-70.7 (OB,); 70.2 (NCH,CH,) : 50.8
(N3CHy)

a,0-Diamino-poly(éthyléne glycol) [NH(OCH>CH2),NH;] (56)

Le produit55 (268 mg ; 0,14 mmol) est solubilisé dans I'éthaid@ ml) a 40 °C. Puis

addition du catalyseur Pd/C 10 % (70 mg). Apréesersisus argon du systeme, le milieu est
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placé sous atmosphere d’hydrogene) (bendant 24 h a température ambiante. Le milieu es
filtré sur Celit® et rincé & I'éthanol & chaud, concentré et coééapol’eau avant d’étre
lyophilisé. Le produit6 (233 mg ; 0,12 mmol) est alors obtenu avec unaeraht de 86 %.

Spectre de mass@MALDI) : m/z = 1785 [M+Na] (valeur médiane du massif)

RMN 'H (CDCls; 400 MHz) :§ (ppm) = 3.63-3.54 (m, 196H,H3O) ; 2.78 (t,J = 5.4 Hz,
4H, NH,CH,) ; 1.82 (se, M)

RMN *C (CDCl; ; 100 MHz) :5 (ppm) = 70.8-70.5 (0B,) ; 49.4 (NHCH,)

N-Acétyl-N-propargyl-oligoxyloglucosyle amine [XGO}NACPr (57)

HO oA ° 0 HO 7~ 32
OW\OHO OW\N/\%
(e} (e) |
H OH OH
o Ac
OH [— —m
0,
OH
HO avecn+m=7

Au mélange [XGO] (10 mg ; 3,8 umol) obtenu précédemment (§ 2.3dp@utée la
propargylamine (0,5 ml; 7,8 mmol) puis le miliest anaintenu sous agitation a 40 °C
pendant 48 h. Aprés dilution dans un mélange Me@Hlorométhane (1/2 v/v; 1ml) qui
entraine la précipitation, le milieu est centrifygasieurs fois. L’'amine est ensuite acétylée
par un mélange A©/MeOH (1/1 v/iv; 1 ml) a température ambiante @end3 j. Apres
précipitation au dichlorométhane et centrifugatienmilieu est lyophilisé. Le mélandge (6
mg ; 2,0 umol) est ainsi obtenu avec un rendemeBid.
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N-Acétyl-N-propargyl-oligoxyloglucosyle amine [XGO}RNACcPr (58)

OH HO

HO Q HO
Ow "ot OW\N/\%
0 0
H OH |

OH

Ac
OH [— —Im
Q,
OH avecn+m=11

Le mélange58 est obtenu a partir du mélange [XGQLO mg; 2,5 pumol) dont

'obtention a été décrite précédemment (8§ 2.3.4)lpanéthode décrite pour I'obtention du

mélanges7. Ainsi le mélang®8 (5 mg ; 1,3 pmol) est obtenu avec un rendemebBdi.

Structure hybride [XGO] 2(CH2CH,0),[XGO], (59 et [XGO]3(CH,CH,0),[XGO] 3 (60

Deux solutions sont préparées dans un mélabgéanol/eau ; 1/1 : une solution &
diazide49 (1 mg.ml*) et une solution Sd’ascorbate de sodium (2 mg:jl Une solution $
de sulfate de cuivre dans I'eau (0,3 mg-rest également préparée. Les mélarkye® mg ;
2 umol) et58 (5 mg ; 1,3 pmol) sont ensuite respectivementtsiidés dans 440 ul (1 pmol)
et dispersés dans 280 pl (0,7 umol) de solutionP8is apres addition de la solutiop S
respectivement 160 pl (1,6 umol) et 104 ul (1,0 prebS respectivement 86 ul (0,2 pmol)
et 58 pl (0,1 pmol) les deux milieux réactionnadgtsincubés a température ambiante sous
agitation pendant 24 h. Puis aprés un nouvel anidde la solution Srespectivement 160 pl
et 104 ul et Srespectivement 86 ul et 58 pl les deux milieuxctiéanels sont incubés a
nouveau 24 h a température ambiante et sous agitais mélanges réactionnels ne sont pas

purifiés en raison des trop faibles quantités delpit disponibles

Spectre de mass¢MALDI) : milieu A : m/z = 2666 [M+Nd] (composés?7) et m/z = 5490
[M+Na]* (compos&9) ; milieu B : m/z = 4079 [M+Nd](compos&8)
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5. Etude des interactions

5.1.Détermination des isothermes d'adsorption

Les isothermes d'adsorption sont déterminées graxecalculs des quantités de XG
adsorbés sur la cellulose en fonction de la conagom en XG dans le surnageant apres
adsorption.

La BMCC humide (10-20 % w/w), préalablement diak/ggour Oter tout trace
d’azoture de sodium et conditionnée dans de I'esatemant du thimerosal (0,02 % w/w), est
introduite dans un eppendorf (environ exactementng). Parallélement, plusieurs solutions
de XGs ou XGOs de concentrations variables (5-309éni") sont préparées a partir d’'une
solution mére dans de I'eau contenant du thimer@saR % w/w). Dans chaque eppendorf
sont introduites les solutions de XGOs ou XGs (. La BMCC est ensuite mise en
suspension par agitation au vortex en ajoutant dgieurtrois billes de verres facilitant la
dispersion. Les mélanges sont ensuite placés suraue agitante et incubés a 4, 25, 40, 60
ou 70 °C pendant 15 h. Les échantillons sont emsaintrifugés (15 min, 20.3d), puis 1 ml
de surnageant est prélevé en prenant garde a ékétatrainer la cellulose auquel cas les
solutions sont filtrées sur filtres PVDF 0,45 um.

Les différentes solutions de substrat xyloglucagids (solutions initiales et
surnageants) sont ensuite dosées par la méthoaseesotaux’* Les solutions initiales sont
diluées de facon a ne pas excéder 20@:4gl™ et les surnageants correspondants ont dilués
de maniere identique. Puis les solutions sont dog@eun analyseur automatique procédant a
I'hydrolyse totale par une solution a I'orcinol furique (700 ml HO ; 1,4 | HSO,; 2,3 g
orcinol) puis détection de la quantité d’oses parphotométre a 420 nm. La quantité de
substrat adsorbé est déterminée par différence émtquantité présente dans le surnageant
(substrat non adsorbé) et la quantité dans laisnlititiale. Un blanc est réalisé pour évaluer
la quantité de sucre relarguée par la cellulose@rbant la cellulose dans de I'eau contenant
du thimerosal (0,02 % w/w) sans substrat xyloglidiqgae. Deux ou quatre mesures sont
réalisées pour un point donné, en fonction destgaarde substrat disponibles, la moyenne

ainsi que les barres erreur peuvent ensuite éraléas.

221



CHAPITRE4 : PARTIE EXPERIMENTALE

5.2.Titration calorimétrique isotherme (ITC)

Les titrations calorimétriques isothermes sontiséabk a 25 °C sur un appareil VP-ITC
de Microcal (Northampton, MA, USA). La suspensianwhiskers de cellulose (1,4 ml) de
concentration variable (12 a 53 mg.ml-1) est intrtel dans la cellule de mesure. Puis de
faibles quantités successives de solutions de X@@psquement 10 pl) de concentrations
variables (2-75 mg.ml-1 dans I'eau) sont injectdass la cellule au moyen d’une seringue
rotative. La solution est agitée dans la cellulelpaotation de cette seringue a 300 rpm. Le
volume de chaque injection est de 10 pul et I'inddlieventre deux injections est de 300 a 720 s,
afin de permettre une bonne rééquilibration duesyst La premiére injection est trés souvent
faussée, en conséquence elle est, le plus soduard,a 5 pl et le point correspondant est
retiré de la courbe enthalpique. La chaleur deidilupeut étre soustraite a la chaleur globale.
Les variations enthalpiques sont alors calculéesgggport a la quantité de XGOs injectée

dans la cellule ITC.

5.3.Biosynthese des composites XGs-cellulose bactérienn

Les différents milieux de culture sont ensemenqggaréir d’une aliquote de pré-culture
de Gluconacetobater xylinusn milieu Hestrin & Schramm prélevée dés I'apjaritde la
cellulose. Dans le cas des milieux minimum, la beudoit étre préalablement séparée du
milieu de préculture qui est un milieu H & S.

Les cultures sont réalisées en présence de 5 %Ggecénrichi ou pas efC ou de
XGt700. Les composites sont récupérés apres 5 a 7 joncsiblation a 20 °C en milieuH & S

et aprés 3 jours d’incubation en milieux minimurppauvris ou enrichis efC

Les composites ainsi obtenus sont purifiés pardgeyen milieu humide, plasmolyse
et lyse des glycoprotéines, comme dans le cas dmllalose bactérienne (§8 2.2.2), le
traitement a la soude n’est pas effectué sur lagosites pour éviter la désorption de XGOs
ou XGs. Apres centrifugation et dialyse, les conitpgssont conservés en présence d’azoture

de sodium.

222



CHAPITRE4 : PARTIE EXPERIMENTALE

5.4.Résonance magnétique nucléaire du solide

Les expériences de RMN du solide @G sont réalisées sur un spectrométre Bruker
DMX-400 opérant a la fréquence du carbone de 100182 et équipé d’'une sonde CP/MAS,
4 mm. La vitesse de rotation & I'angle magique ([®&mngle Spinning) est fixée & 7.36iz
et les expériences sont réalisées a 20 °C. Lesrepales composites XGs-CB sont réalisés en
milieu humide pour une meilleure résolution et lwals aprés mesure de déviation du champ
sur le spectre de '’Adamantan& £ 38,55 ppm). Deux types d’expérience RMIC sont

réalisés :

-  CPIMAS: cette expérience permet grace a linclinaisof’'é@shantillon ¢ = 54,7
°) d’éliminer les interactions dipolaires et quadtaires ainsi que l'anisotropie du
déplacement chimique, et grace a la polarisatiarisée, de transférer la polarisation

importante de 1H au 13C faiblement polarisé etidendier ainsi les temps d’acquisition.

- T.4,/MAS : toujours sous rotation a I'angle magique, il #&gi d’analyser les
temps de relaxation des différents carbones et détuire une éventuelle différence de
mobilité. En effet, plus le carbone considéré esbite et plus sa relaxation sera rapide donc
plus le temps de relaxation correspondant serdefdifversement si le carbone est trés peu

mobile, son temps de relaxation sera important.
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Conclusion

Le travail réalisé dans le cadre de cette thesa poer but la compréhension des
interactions a I'échelle moléculaire de deux défg@dints constituants de la paroi végétale, les
xyloglucanes (XGs) et la cellulose. Ces étudesI'siluence de la structure des XGs dans
I'architecture de la paroi pourraient permettreragonaliserin plantades modifications afin
d’améliorer la biotransformation de la biomasse étélg. L’article, dont un extrait est
présenté ci-dessous, paru dans le magazine eurdpdamnecherche, illustre quelgues uns des

domaines d’application.

Le pari végétal de la biomasse
L’extraction des huiles des plantes oléagineuses laisse, ..., de c6té une bonne part de la biomasse constituée de
polymeres protéiques et glucidiques, qu'il deviendrait rentable de valoriser. Cette logique intégrée, visant a tirer parti de
la totalité des substances des plantes est poussée a I'extréme dans le concept de bioraffinerie visant a produire des
dizaines de produits chimiques a partir des résidus de la paroi végétale.

5 L’enjeu est de taille car cette paroi rigide entourant les cellules végétales représente 85
% de la biomasse produite par I'agriculture. « La paroi végétale a pour fonction de
soutenir et de protéger la plante et est de ce fait résistante a la dégradation par les micro-
organismes. |l faut donc recourir a des traitements chimiques colteux en énergie ou a
une dégradation enzymatique complexe, pour dégrader les trois types de polymeéres qui
composent la paroi : la cellulose - molécule organique la plus abondante sur terre -,
I’'hémicellulose et la lignine » souligne I'Allemand Ralf Mdller, .... Cette dégradation chimique ou enzymatique vise a
décomposer ces polymeéres en petites molécules qui pourront ensuite étre réassemblées au gré de Iimagination des
chimistes : biocarburant a partir du glucose de la cellulose, résines ou solvants a partir du xylose de I'hémicellulose ou
encore emulsifiants et adhésifs a partir des phénols de la lignine.
Un important effort fondamental de compréhension de la structure de la paroi végétale, et en particulier des moyens de
valoriser a des colts économiquement compétitifs est cependant nécessaire avant que ce grand dessein de la chimie
verte puisse se concrétiser. Les bioraffineries qui succéderont peut-étre un jour aux usines pétrochimiques des
terminaux pétroliers se préparent aujourd’hui dans les laboratoires fondamentaux de biologie végétale.

Mikhail Stein

research*eu n52 p.28 ; JUIN 2007

La compréhension des interactions XGs-celluloseggule réseau majeur de la paroi
primaire d’'un point de vue structural, apparait omerune thématique d’importance, comme
le montrent les nombreuses recherches effectuées sens. Il appartient a chacun de faire un
choix de l'approche a utiliser pour aborder undgjet. Dans le cadre du travail qui vient
d’étre présenté, I'étudm vitro a été retenue, en raison de la possibilité de paépa de
substrats pertinents. En effet, cette approch& &mtisagée a de nombreuses reprises par le
passé mais elle se heurtait immanquablement a oblgpne de définition des substrats
utilisés. Afin de tenter de lever ces verrous, Jatlsése chimio-enzymatique a été utilisée

pour I'obtention des substrats xyloglucosidiques.

La préparation de substrats naturels et d’oligdsaides issus d’hydrolyses partielles

a été realisée a partir de XGs de tamarin et de d&Rubus Certaines caractéristiques
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intéressantes ont été obtenues. Des composésgleelonde chaine principale variable et des
XGs présentant une modification de la substitutardu degré d’acétylation ont été préparés
par extraction et hydrolyses enzymatiques. Pour pb&er la gamme de substrats
xyloglucosidiques, des XGOs de structure totalerdéfihie ont été chimio-enzymatiquement
synthétisés. Dans cette étude, I'utilisation dgliawosynthasediCel7B E197A, s’est avérée
un outil puissant pour la construction de tels XGOspendant, si certaines structures, et en
particulier (XXXG), (XXLG)3 et XXXGGXXXG, ont pu étre obtenues, la synthese de
XGOs plus longs et/ou de degrés de substitutiogrseyrs, s’est heurtée a deux principaux
obstacles.

Tout d’abord, la synthése de XGOs de structurerols@ et de masse molaire plus
elevée tel que le (XXX@)est complexe en raison de difficultés de purifarat En effet, la
purification par chromatographie sur gel de siliesf quasiment impossible a cause de
I'affinité trés importante de cet XGO, et de cealagues de substitution différente, pour la
silice.

Le second obstacle rencontré au cours de ces sgsttehimio-enzymatiques est la
spécificité d’activité de I'enzyméliCel7B E197A qui n’a pas permis I'oligomérisation du
motif XLLG. Des essais avec d’autres glycosynthasegn particulier [@ttXET16A E85A,
ont donné des résultats encourageants mais lestioosddoivent étre optimisées pour
pouvoir envisager la production de quantité de pitoduffisante. Cet échec a néanmoins

permis de préciser les topologies des sites algitses deux glycosynthases.

Une étude détaillée des interactions de ces différeubstrats avec la cellulose a été

menée a l'aide de plusieurs techniques complémesitai

La détermination des isothermes d’adsorption, satilt la cellulose bactérienne
microcristalline (BMCC), a permis de mettre en évide I'importance de certains éléments
structuraux des xyloglucanes. L'influence favorabls-a-vis de la quantité adsorbée, de
'augmentation de masse molaire, et de la présdacehaines latérales trisaccharidiques ou
plus vraisemblablement de leur répartition a étérdéinée. Le mécanisme d’interaction est
egalement fonction de la longueur de la chainecjrabe. En effet, le modele de Scatchard a
permis de conclure a un mécanisme coopératif pEiinteractions impliquant des XGs de
tamarin natifs mais cette caractéristique n’est plérifiée pour les XGOs de masse molaire
moyenne 3.19g.mol™. L'acétylation semble quant & elle n’avoir questpeu de conséquence
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sur la capacité d'adsorption. De méme, la présative résidu galactosyle par motif
constitutif ou d’'une zone non substituée, de quaégdus glucosyle, ne modifient pas
I'affinité des XGOs pour la BMCC. Ce type de raméfiion permet donc une solubilisation
des XGs et prévient contre une éventuelle aggldio@ramais ne semble pas avoir
directement d’influence sur la capacité d’interaati

Une approche enthalpique, par titration calorinéei et étude des isothermes
d’adsorption a différentes températures, a permeisndntrer I'existence de plusieurs sites
d’adsorption sur la BMCC. En effet, outre les iatgions en surface de la cellulose, qui ont
lieu quelque soit la masse molaire des substralzgkycosidiques, les XGOs de masse
molaire moindre semblent capables de se loger dassrainures de la BMCC par un
processus endothermique probablement de type hydbep Les XGs sont, quant a eux, trop
longs pour pénétrer dans ces rainures. lls génégalement un mécanisme endothermique
mais celui-ci est d0 a leur auto-association, cas®ociation n’est pas observée dans le cas
des XGOs en raison de leur faible masse molairen Bjue la BMCC ne soit pas
représentative de la cellulose des parois végéti@esnteractions se produisant a sa surface
sont probablement représentatives de ce qui poawair lieu au sein de la paroi. De plus, il
est possible qu’au niveau des défauts de la cebubariétale les interactions soient de nature

différente de celles se produisant en surface de®fibrilles cristallines.

Les analyses RMN effectuées a partir de cellulqggeaavrie en*>C et de XGs de
Rubusmarqués>C ont permis d’observer une mobilité plus imporeashtl résidu fucosyle par
rapport aux autres saccharides présents, laissasepque les interactions se situent loin de
ce résidu et donc au niveau du squelette celluleste XGs. Par ailleurs, en faisant varier le
contraste isotopique grace a l'utilisation de ldubese marquée>C et de XGs naturels,
aucune modification de conformation n’est obsemudrela cellulose. Enfin, contairement aux
XGr700, Utilisés lors d’analyses RMN antérieures, unelesgopulation de XGs semble
présente avec les Xg& plus courts (M = 30.16 g.mol%), ce qui peut laisser penser que
ceux-ci, sont plutét soumis a un régime d’adsorptie type « tuiles » qu'a la formation de
boucles (Figure 64).
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Régime « trains » Régime « tuiles » Régime « boucles »

Figure 64 : Régime d'interactions envisageables danction de la longueur du substrat xyloglucosidiqe

Si ces études n'ont pas permis d’aboutir a un méacan définitif des interactions
XGs-cellulose au sein de la paroi végétale, ell@snganmoins mis en évidence certaines
tendances concernant l'influence de parametreststaux des XGs. Ces influences ont pu
étre déterminées grace a l'obtention de substiaiesn définis et a la mise en ceuvre de
meéthodes d’analyse des interactions suffisammentdildes et ne nécessitant que de faibles

quantités de produits.
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Perspectives

Lors de la poursuite de ce projet, d’autres compgseurraient étre produits pour
confirmer certaines tendances. Tout d’abord, ilrpotétre envisagé de défucosyler les XGs
de Rubuspar l'acide oxaligue ou au moyen d’'une.-fucosidase, afin de déterminer si la
meilleure affinité de ce substrat est due a I'exise de chaines latérales trisaccharidiques, ou
bien si seule la répartition de ces chaines lag®gt en cause.

Par ailleurs, I'utilisation de glycosynthases dédificité différente pourrait permettre
de synthétiser des composés de type (XLL&)de confirmer I'absence d’influence des
résidus galactosyle.

La préparation de XGOs présentant une zone norisidesplus longue peut aussi étre
intéressante pour expliquer les mécanismes d’ictierg mais I'insolubilité de composés trop
peu substitués peut rendre leur synthese difficile.

L’absence de taille de XGOs intermédiaires entr&Q§; et les XGs naturels n’a pas
été un obstacle pour cette étude mais une gamnermdposés de taille variable pourrait
permettre de déterminer l'influence de la longuder chaine sur les différents régimes
d’adsorption (trains, tuiles et boucles). L’obtentide composés de type [XGQourrait, par
exemple, étre réalisée mais en utilisant un moyepudification autre que la chromatographie
sur gel de silice, comme la chromatographie d’'esiolu

Les bola-oligosaccharides, XGO-PEG-XGO, seraieatefgent une bonne alternative
a la production de XGOs plus longs. A ce jour,descurseurs ont pu étre synthétisés et suite
a I'échec de la méthode de couplage par aminadiductrice, des tests de « click-chemistry »
ont été effectués. Ces derniers se sont avérésfpasais il serait a présent nécessaire de
synthétiser des quantités de produits plus imptataafin de pouvoir tester ces produits en

interaction avec la cellulose.

Les méthodes envisageables pour I'étude des iti@macsont nombreuses. Des choix
ont été faits au cours de ce travail mais il estadgent possible d’utiliser d’autres techniques.
La SPR pourrait ainsi étre envisagée. Cette méthédessite cependant de fixer un des deux
substrats sur la surface d'or, ceci peut étre géalipar exemple, par un couplage
streptavidinéiotine. La streptavidine est une protéine quidstabe spontanément sur
beaucoup de surfaces dont les métaux. Par aillellesposséde une trés forte reconnaissance
pour la biotine. En introduisant un groupement ihimta I'extrémité des XGs il est donc
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possible de greffer ces derniers sur une surfaoe gféalablement fonctionnalisée par la
streptavidine. Il est alors possible d’accéder fiétintes grandeurs cinétiques. Ce type de
couplage est déja utilisé, entre autre, pour I'étdds interactions protéine/sucre. Un simple
dépot des XGs suivi d'un séchage peut égalemeneétrisagé si I'adhésion est suffisante.

Une analyse AFM pourrait également étre réaliség goantifier I'affinité des XGOs
ou XGs pour la cellulose. Dans ce cas, les substgtoglucosidiques possédant un
groupement thiol sur l'extrémité réductrice pouwsrdi étre fixés a une pointe d’AFM
recouverte d'or. La pointe d’AFM peut égalementeémnctionnalisée par des fonctions
amines qui pourraient ensuite réagir avec I'exttéméductrice des oligosaccharides. La
cellulose serait ensuite déposée sur la surfacmahitage AFM par dépdét et séchage pour
comparer l'affinité des différents XGs et XGOs ersvia cellulose.

Ces méthodes nécessiteraient donc des étapes regppdéres de synthese ainsi que
des mises au point expérimentales mais pourraienhgttre d’apporter des informations
complémentaires sur l'affinité de substrats xylegkidiques pour difféerents types de

cellulose.

D’'un point de vue personnel, ce sujet de rechemedisciplinaire m’a permis
d’acquérir des compétences diverses, dans un prégni@s a travers le regard du chimiste et
la chimie des oligosaccharides, en particuliemtiéye complexe entre la chimie organique
des glucides et la chimie des polyméres, puis densecond temps par les approches du
physico-chimiste, qui m'étaient, jusqu’a présenaims familieres, avec la mise en ceuvre de
techniques d’analyses diverses nécessitant patésisdaptations expérimentales en fonction
des substrats utilisés.

Malgré les difficultés de ce travail aux interfaces différents domaines, ces trois
années m’ont permis de développer des savoirsrehese chimio-enzymatique et extraction
de polysaccharides, ainsi qu’en chimie analytidq@eplus, la collaboration entre I'INRA et le
CERMAV m’a donné l'opportunité de travailler dansud environnements différents qui
m’ont apporté chacun des connaissances tant plarescientifigue qu’humain.

Ce projet maura donc permis de définir avec ples mrécisions mon projet
professionnel que je souhaiterais poursuivre ethege saccharidique. Le travail de synthese
chimio-enzymatique m’a donné l'opportunité d’acquétes compétences en chimie des
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oligosaccharides et I'approche physico-chimique, teavers des différentes méthodes
d'analyse que jai pu utliser, me permet de digpode connaissances utiles pour la

caractérisation de produits organiques et d’assayebl

Ces travaux ont donné lieu aux communications stigures suivantes :

Communication orales et posters :

e 2003-2006 : Communication orale annuelle aux coksogdu GDR-AMV

e 2006 : Poster « Studies of interactions betweergtytans and cellulose:
model of the primary cell wall » Summer Course Giaences (Wageningen, Pays-Bas)

» 2007 : Poster « Chemo-enzymatically synthesisedgkyto-oligosaccharides
for interaction studies with model celluloses: thedynamical approaches » International

fungal/plants cell wall meeting (Biarritz, France)

Publications :

» Kathleen Piens, Maria Henriksson, Fredrika Gullfdgrie Lopez, Régis Fauré,
Farid M. Ibatullin, Tuula T. Teeri, Hugues Driguaad Harry Brumer Glycosynthase activity
of hybrid aspen xyloglucaendatransglycosylasé@ttXET 16-34 nucleophile mutantSrg.
Biomol. Chem(sous presse)

e Marie Lopez, Hervé Bizot, Alain Buléon and HuguesrigDez
Chemoenzymatic Synthesis of Xylogluco-Oligosacaesi and their Interactions with
Cellulose (en préparation)

e Marie Lopez, Hervé Bizot, Gérard Chambat, MarierEm Marais, Marie-
Christine Ralet, Hugues Driguez and Alain Buléonloglucans-Cellulose interactions:
enthalpic study and influence of side chains anteoutar weight (en préparation)

233






REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Références bibliographiques

N. Carpita; M. McCann The cell wall BBiochemistry & Molecular Biology of Plant8uchanan, B.,
Gruissem, W., Jones, R., Eds.; ASER(Q p 52-108

H. Chanzy Aspects of cellulose structur€&bilulose sources and exploitatioBllis Horwood Ltd.199Q p
3-12

J.-P. Vincken; H. A. Schols; R. J. F. J. Oomd. C. McCann; P. Ulvskov; A. G. J. Voragen; R. &
Visser, If Homogalacturonan Were a Side Chain o&Rhogalacturonan I. Implications for Cell Wall
ArchitecturePlant Physiol2003,132(4), 1781-1789

A. G. J. Voragen, Pilnik, W., Thibault, J, Axelos, M. A. V. and Renard, C. M. G. C PectinsFood
polysaccharidesStephen A. M., D. Y., Ed.; Marcel Dekker: Londr&eyaume-Uni1995,Vol. 1Q p 287-
339

L. G. Wilson; S. C. Fry, Extensin a majorl eedll glycoproteinPlant, Cell & Environmen1986,9(4), 239-
260

A. Bacic; H. Du; B. A. Stone; A. E. Clarkerabinogalactan proteins: a family of cell-surfaged a
extracellular matrix plant proteoglycaBssays in Biochemisty996,31, 91-101

M. McNeil; A. G. Darvill; S. C. Fry; P. Albsheim, Structure and Function of the Primary Cedlllg/of
PlantsAnnu. Rev. Biochem984,53(1), 625-663

N. G. Lewis; E. Yamamoto, Lignin: OccurrenBéggenesis and Biodegradatidmnu. Rev. Plant Physiol.
Plant Mol. Biol.1990,41(1), 455-496

M.-C. Ralet; G. Andre-Leroux; B. QuemenerFJ.Thibault, Sugar beetBéta vulgariy pectins are
covalently cross-linked through diferulic bridgesthe cell wallPhytochem2005,66(24), 2800-2814

Y. Kato; D. J. Nevins, Isolation and idemt#iion of O-(5-O-feruloyl-a-arabinofuranosyl)-H->3)-O-3-
xylopyranosyl-(1-->4)-xylopyranose as a componehZea shoot cell-wall<Carbohydr. Res1985, 137,
139-150

T. Ishii, Structure and functions of feruladd polysaccharidédant Sci.1997,1272), 111-127

D. M. Gibeaut; N. C. Carpita, Biosynthesisptdnt cell wall polysacchariddsASEB J.1994,8(12), 904-
915

N. C. Carpita; D. M. Gibeaut, Structural misdef primary cell walls in flowering plants: costncy of
molecular structure with the physical propertieshaf walls during growtPlant J.1993,3(1), 1-30

W.-R. Scheible; M. Pauly, Glycosyltransfesaaad cell wall biosynthesis: novel players andgints Curr.
Opin. Plant Biol.2004,7(3), 285-295

B. Henrissat, CAZy ~ Carbohydrate-Active emé&ghttp://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/

Y. Nishiyama; P. Langan; H. Chanzy, Crystau&ure and Hydrogen-Bonding System in Cellulg8e |
from Synchrotron X-ray and Neutron Fiber Diffractid. Am. Chem. So2002,124(31), 9074-9082

Y. Nishiyama; U. J. Kim; D. Y. Kim; K. S. Kaimata; R. P. May; P. Langan, Periodic Disordenglo
Ramie Cellulose Microfibril8iomacromolecule2003,4(4), 1013-1017

T. H. Giddings, Jr.; D. L. Brower; L. A. Stadin, Visualization of particle complexes in thiagma

membrane oMicrasterias denticulataassociated with the formation of cellulose fibrits primary and
secondary cell walld. Cell Biol.1980,84(2), 327-339

235



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

K. Okuda; L. Tsekos; R. M. Brown, Cellulosérafibril assembly inErythrocladia subintegra Rosenv.
An ideal system for understanding the relationdfépiveen synthesizing complexes (TCs) and micrdfibri
crystallizationProtoplasmal994,180(1), 49-58

J. Sugiyama; H. Chanzy; J. F. Revol, On thlarjiy of cellulose in the cell wall of Valonidlanta 1994,
193(2), 260-265

D. P. Delmer, Cellulose Biosynthesis: Exgjtiimes for a difficult field of studyAnnu. Rev. Plant Physiol.
Plant Mol. Biol.1999,50(1), 245-276

E. Canale-Parola, Biology of the sugar-fertingnSarcinaéBacteriol. Rev1970,34(1), 82-97

A. J. Brown, The chemical action of pure igalion of bacterium acetdl. Am. Chem. So0&886,49, 432-
439

S. Hestrin; M. Aschner, Synthesis of cellaldwy resting cells oficetobacter xylinuniNature 1947,159,
64-65

S. Hestrin; M. Schramm, Synthesis of cellelbgAcetobacter xylinumll. Preparation of freeze-dried cells
capable of polymerizing glucose to cellul@&echem. J1954,58(2), 345-352

H. P. Fink, Investigation of the supramolecutructure of never dried bacterial cellulddacromol. Symp.
1997,120, 207-217

C. H. Haigler; M. Benziman Cellulose and otimatural polymer systems. Biogenesis, Structuré an
degradation, Brown, R. M. J., Ed.; Plenum PressvNerk - London,1982 p 273

P. Ross; R. Mayer; M. Benziman, Cellulosespimhesis and function in bacteméicrobiol. Rev.1991,
55(1), 35-58

J.-C. Portais; A.-M. Delort, Carbohydrate lgyg in micro-organisms: what can 13C-NMR tell US2MS
Microbiol. Rev.2002,26(4), 375-402

R. M. Brown, The Biosynthesis of Cellulakévlacromol. Sci.-Pure Appl. Che#996,33(10), 1345-1373
S. Kimura; W. Laosinchai; T. Itoh; X. Cui; ®. Linder; R. M. Brown, Jr., Immunogold Labeling o
Rosette Terminal Cellulose-Synthesizing Complerabé Vascular Plantigna angularisPlant Cell1999,
11(11), 2075-2086

J. Lai-Kee-Him; H. Chanzy; M. Muller; J.-LuRux; T. Imai; V. Buloneln Vitro Versusin Vivo Cellulose
Microfibrils from Plant Primary Wall Synthases: &ttural Differences]. Biol. Chem.2002, 277(40),
36931-36939

D. P. Delmer; Y. Amor, Cellulose BiosyntheRiant Cell1995,7(7), 987-1000

J. E. Burn; C. H. Hocart; R. J. Birch; A. Cork; R. E. Williamson, Functional Analysis of tllulose
Synthase Genes CesAl, CesA2, and CesA8abidopsisPlant Physiol2002,1292), 797-807

B. Henrissat, A classification of glycosyldnglases based on amino acid sequence similait@hem. J.
1991,280(2), 309-316

T. Desprez; S. Vernhettes; M. Fagard; G. &gér; T. Desnos; E. Aletti; N. Py; S. Pelletier; Hofte,
Resistance against Herbicide Isoxaben and Celluleficiency Caused by Distinct Mutations in Same
Cellulose Synthase Isoform CESREant Physiol2002,1282), 482-490

N. G. Taylor; S. Laurie; S. R. Turner, MuléipCellulose Synthase Catalytic Subunits Are Regliior
Cellulose Synthesis iArabidopsisPlant Cell2000,12(12), 2529-2540

P. Albersheim; A. Darvill; K. Roberts; L. Ataehelin; J. E. Varner, Do the Structures of Qedll
Polysaccharides Define Their Mode of SyntheBikht Physiol.1997,1131), 1-3

236



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

N. Carpita; C. Vergara, Botany: Enhanced:etiRe for Cellulos&ciencel998,2795351), 672-673

I. M. Saxena; R. M. Brown, Jr.; M. Fevre; R.Geremia; B. Henrissat, Multidomain architectufef3-
glycosyl transferases: implications for mechanisraationJ. Bacteriol.1995,177(6), 1419-1424

D. R. Lane; A. Wiedemeier; L. Peng; H. Hoffe;Vernhettes; T. Desprez; C. H. Hocart; R. JCIBIfT. I.
Baskin; J. E. Burn; T. Arioli; A. S. Betzner; R. Williamson, Temperature-Sensitive Alleles of RSWak
the KORRIGAN Endo-1,4-Glucanase to Cellulose Synthesis and Cytokinesifrabidopsis Plant
Physiol.2001,126(1), 278-288

S. Pagant; A. Bichet; K. Sugimoto; O. LerduXe Desprez; M. McCann; P. Lerouge; S. Vernhettés
Hofte, KOBITO1 Encodes a Novel Plasma Membranedirdtiecessary for Normal Synthesis of Cellulose
during Cell Expansion in Arabidopgiant Cell2002,14(9), 2001-2013

M. S. Doblin; I. Kurek; D. Jacob-Wilk; D. Belmer, Cellulose Biosynthesis in Plants: from Gete
Rosettedlant Cell Physiol2002,43(12), 1407-1420

S. C. Fry, The Structure and Functions ofoglican]. Exp. Bot1989,40(1), 1-11

T. Hayashi, Xyloglucans in the Primary CelaMAnnu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Bidl989,40(1),
139-168

W. S. York; V. S. Kumar Kolli; R. Orlando; FAlbersheim; A. G. Darvill, The structures of
arabinoxyloglucans produced by solanaceous plaatsohydr. Res1996,285 99-128

J.-P. Vincken; G. Beldman; A. G. J. Vorag8npstrate specificity of endoglucanases: what deters
xyloglucanase activity€arbohydr. Res1997,2984), 299-310

E. M. Kerr; S. C. Fry, Pre-formed xyloglucaarsd xylans increase in molecular weight in threstirtt
compartments of a maize cell-suspension cuRla@ta2003,217(2), 327-339

R. Yokoyama; J. K. C. Rose; K. Nishitani, Air@ising Diversity and Abundance of Xyloglucan
Endotransglucosylase/Hydrolases in Rice. Classifinaand Expression AnalysiBlant Physiol. 2004,
134(3), 1088-1099

S. C. Fry; W. S. York; P. Albersheim; A. Dérv. Hayashi; J. P. Joseleau; Y. Kato; E. P.dmres; G. A.
Maclachlan; M. McNeil; A. J. Mort; J. S. G. Reid; H. Seitz; R. R. Selvendran; A. G. J. VoragenRA.
White, An unambiguous nomenclature for xyloglucanied oligosaccharideghysiol. Plant.1993,89(1),
1-3

W. S. York; H. van Halbeek; A. G. Darvill; FAlbersheim, Structural analysis of xyloglucan
oligosaccharides b{H NMR spectroscopy and fast-atom-bombardment naast®metryCarbohydr. Res.
1990,200, 9-31

S. C. Fry, Primary cell wall metabolism: kimg the careers of wall polymers in living plarglls New
Phytol.2004,161(3), 641-675

A. R. White; Y. Xin; V. Pezeshk, Xyloglucatugosyltransferase in Golgi membranes from Pisutivsa
(pea)Biochem. J1993,294(1), 231-238

R. Gordon; G. Maclachlan, Incorporation of R{B*C]Glucose into Xyloglucan by Pea Membrardant
Physiol.1989,91(1), 373-378

A. Faik; N. J. Price; N. V. Raikhel; K. Keégs An Arabidopsis gene encoding arxylosyltransferase
involved in xyloglucan biosynthesiroc. Natl. Acad. Sci. U.S.2002,9%11), 7797-7802

R. Fauré; D. Cavalier; K. Keegstra; S. Cottdz Driguez, Glycosynthase-Assisted Synthesis gfoX
Gluco-Oligosaccharide Probes forXylosyltransferasegur. J. Org. Chen2007,2007126), 4313-4319

237



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

D. M. Cavalier; K. Keegstra, Two Xyloglucaryl¥syltransferases Catalyze the Addition of Mukipl
Xylosyl Residues to CellohexaodeBiol. Chem2006,281(45), 34197-34207

A. Faik; C. Chileshe; J. Sterling; G. Maclach Xyloglucan Galactosyl- and Fucosyltransferastvities
from Pea Epicotyl Microsome@lant Physiol.1997,114(1), 245-254

A. Camirand; D. Brummell; G. Maclachlan, Fsglation of Xyloglucan: Localization of the Transise in
Dictyosomes of Pea Stem Ceftant Physiol.1987,84(3), 753-756

G. F. Zhang; L. A. Staehelin, Functional Camimentation of the Golgi Apparatus of Plant Cells:
Immunocytochemical Analysis of High-Pressure Frezemd Freeze-Substituted Sycamore Maple
Suspension Culture Cel®ant Physiol. 1992,99(3), 1070-1083

M. C. McCann; B. Wells; K. Roberts, Complgxit the spatial localization and length distriloutiof plant
cell wall matrix polysaccharidelk Micros.1992,166, 123-136

W. S. York; A. G. Darvill; P. Albersheim, lilition of 2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid-Stimulate
Elongation of Pea Stem Segments by a Xyloglucagd®&ccharid®lant Physiol.1984,75(2), 295-297

G. J. McDougall; S. C. Fry, Anti-Auxin Acttyiof Xyloglucan Oligosaccharides: the Réle of Gyewther
than the Terminah-L-Fucose Residué. Exp. Bot1989,40(2), 233-238

D. Desveaux; A. Faik; G. Maclachlan, Fucasylsferase and the Biosynthesis of Storage andtStal
Xyloglucan in Developing Nasturtium Fruidant Physiol.1998,11§3), 885-894

J. Sampedro; C. Sieiro; G. Revilla; T. Goazdlilla; I. Zarra, Cloning and Expression Pattefra Gene
Encoding ana-Xylosidase Active against Xyloglucan Oligosaccties fromArabidopsisPlant Physiol.
2001,126(2), 910-920

N. Iglesias; J. A. Abelenda; M. Rodino; JmBadro; G. Revilla; I. Zarra, Apoplastic GlycosidasActive
Against Xyloglucan OligosaccharidesAfabidopsis thaliandlant Cell Physiol2006,47(1), 55-63

J. M. Labavitch; P. M. Ray, Relationship betw Promotion of Xyloglucan Metabolism and Inductadf
Elongation by Indoleacetic Acidlant Physiol1974,54(4), 499-502

D. J. Cosgrove, Cell Wall Loosening by ExpasPlant Physiol.1998,1182), 333-339

S. C. Fry; R. C. Smith; K. F. Renwick; D. Nartin; S. K. Hodge; K. J. Matthews, Xyloglucan
endotransglycosylase, a new wall-loosening enzyctieiy from plantsBiochem. J1992,2823), 821-828

K. Nishitani; R. Tominaga, Endo-xyloglucaartsferase, a novel class of glycosyltransferadectitalyzes
transfer of a segment of xyloglucan molecule totl@oxyloglucan moleculd. Biol. Chem1992,267(29),
21058-21064

R. Fauré; M. Saura-Valls; I. Brumer, H.; Aamas; S. Cottaz; H. Driguez, Synthesis of a Lipraf
Xylogluco-oligosaccharides for Acrive-Site MappinfyXyloglucan endo-TransglycosylageOrg. Chem.
2006,71, 5151-5161

M. Saura-Valls; R. Fauré; S. Ragas; K. PighsBrumer; T. T. Teeri; S. Cottaz; H. Driguez; Rlanas,
Kinetic analysis using low-molecular mass xylogluedigosaccharides defines the catalytic mechamtm
aPopulusxyloglucan endotransglycosylaB@chem. J2006,395, 99-106

K. Keegstra; K. W. Talmadge; W. D. BauerAlersheim, The Structure of Plant Cell Walls: W Model
of the Walls of Suspension-cultured Sycamore (Bdised on the Interconnections of the Macromolecular
Component®lant Physiol1973,51(1), 188-197

B. S. Valent; P. Albersheim, The StructurePtéint Cell Walls: V. On the Binding of Xyloglucan
Cellulose Fiber®lant Physiol1974,54(1), 105-108

238



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

M. C. McCann; B. Wells; K. Roberts, Direcswalization of cross-links in the primary plantlcgall J.
Cell Sci.1990,96(2), 323-334

T. J. Bootten; P. J. Harris; L. D. Melton;HR.Newman, Solid-state 13C-NMR spectroscopy shibasthe
xyloglucans in the primary cell walls of mung beafigna radiata L.) occur in different domains: amne
model for xyloglucan-cellulose interactions in el wall J. Exp. Bot2004,55(397), 571-583

O. Baron-Epel; P. K. Gharyal; M. Schindleecths as mediators of wall porosity in soybeafsdelanta
1988,1753), 389-395

J. E. Thompson; S. C. Fry, Evidence for cembllinkage between xyloglucan and acidic pectims i
suspension-cultured rose cellanta2000,211(2), 275-286

A. W. Zykwinska; M.-C. J. Ralet; C. D. Gamiéd.-F. J. Thibault, Evidence fém Vitro Binding of Pectin
Side Chains to Cellulogelant Physiol2005,1391), 397-407

S. Morris; S. Hanna; M. J. Miles, The sekerably of plant cell wall components by single-ncale force
spectroscopy and Monte Carlo modellignotechnolog004,(9), 1296-1301

M. Pauly; P. Albersheim; A. Darvill; W. S. Mg Molecular domains of the cellulose/xyloglucastwork
in the cell walls of higher plan®lant J.1999,20(6), 629-639

J. K. C. Rose; A. B. Bennett, Cooperativeasiembly of the cellulose-xyloglucan network ofnplaell
walls: parallels between cell expansion and fipiémingTrends Plant Scil999,4(5), 176-183

T. Hayashi; G. Maclachlan, Pea Xyloglucan @edlulose: I. Macromolecular Organizati®ant Physiol.
1984,75(3), 596-604

W. D. Reiter; C. C. S. Chapple; C. R. SonlerviAltered growth and cell walls in a fucose-déeft
mutant ofArabidopsisSciencel993,261(5124), 1032-1035

G. F. Vanzin; M. Madson; N. C. Carpita; N. Raikhel; K. Keegstra; W.-D. Reiter, The mur2 muatah
Arabidopsis thaliandacks fucosylated xyloglucan because of a lesiofucosyltransferase AtFUTRroc.
Natl. Acad. Sci. U.S.£2002,99(5), 3340-3345

E. Zablackis; W. S. York; M. Pauly; S. Hantué. D. Reiter; C. C. Chapple; P. Albersheim; A.riil,
Substitution of L-fucose by L-galactose in cell lsadf Arabidopsis murBciencel996,2725269), 1808-
1810

M. Madson; C. Dunand; X. Li; R. Verma; G.Vanzin; J. Caplan; D. A. Shoue; N. C. Carpita; W.-D
Reiter, The MUR3 Gene &rabidopsisEncodes a Xyloglucan Galactosyltransferase Thevtdutionarily
Related to Animal Exostosiridant Cell2003,15(7), 1662-1670

E. Nguema-Ona; C. Andeme-Onzighi; S. Aboughgene; M. Bardor; T. Ishii; P. Lerouge; A. Driobic
Therebl-1Mutation of Arabidopsis. Effect on the Structureld_ocalization of Galactose-Containing Cell
Wall PolysaccharideBlant Physiol2006,140(4), 1406-1417

T. Hayashi; T. Takeda; K. Ogawa; Y. Mitsujdhffects of the Degree of Polymerization on thad#ig of
Xyloglucans to Cellulos®lant Cell Physiol1994,35(6), 893-899

J. P. Vincken; A. de Keizer; G. Beldman; A.\®ragen, Fractionation of xyloglucan fragments &meir
interaction with cellulos@lant Physiol.1995,1084), 1579-1585

T. Hayashi; K. Ogawa; Y. Mitsuishi, Charaization of the adsorption of Xyloglucan to CelluddBlant
Cell Physiol.1994,35(8), 1199-1205

D. U. de Lima; M. S. Buckeridge, Interactioetween cellulose and storage xyloglucans: theiénite of
the degree of galactosylati@arbohydr. Polym2001,46(2), 157-163

239



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

93. G. Chambat; M. Karmous; M. Costes; M. PicardP. Joseleau, Variation of xyloglucan substtuti
pattern affects the sorption on celluloses witliedént degrees of crystallinit@ellulose2005,12(2), 117-
125

94. T. Hayashi; M. P. F. Marsden; D. P. Delmesa Xyloglucan and Cellulose: VI. Xyloglucan-Cellséo
Interactionsn Vitro andin Vivo Plant Physiol.1987,83(2), 384-389

95. T. Mishima; M. Hisamatsu; W. S. York; K. Teighi; T. Yamada, Adhesion @@-glucans to cellulose
Carbohydr. Res1998,3083-4), 389-395

96. S. E. C. Whitney; J. E. Brigham; A. H. Darkk; S. G. Reid; M. J. Gidley, In vitro assembly of
cellulose/xyloglucan networks: ultrastructural andlecular aspectlant J.1995,8(4), 491-504

97. E. Chanliaud; J. de Silva; B. Strongitharm;J&ronimidis; M. J. Gidley, Mechanical effectsptént cell
wall enzymes on cellulose/xyloglucan composként J.2004,38(1), 27-37

98. M. Kacurakova; A. C. Smith; M. J. Gidley; R. Wilson, Molecular interactions in bacterial cétise
composites studied by 1D FT-IR and dynamic 2D FTsjiectroscopyCarbohydr. Res2002, 337(12),
1145-1153

99. S. E. C. Whitney; J. E. Brigham; A. H. Darke;S. G. Reid; M. J. Gidley, Structural aspectshaf
interaction of mannan-based polysaccharides witltebial celluloseCarbohydr. Res1998,3073-4), 299-
309

100. S. Levy; W. S. York; R. Stuike-Prill; B. Mgty L. A. Staehelin, Simulations of the static ahshamic
molecular conformations of xyloglucan. The roletled fucosylated sidechain in surface-specific didat
folding Plant J.1991,1(2), 195-215

101. S. Levy; G. Maclachlan; L. A. Staehelin, &glucan sidechains modulate binding to cellulosenduin
vitro binding assays as predicted by conformatialyalamics simulationBlant J.1997,11(3), 373-386

102. J. Hanus; K. Mazeau, The xyloglucan-cellellassembly at the atomic scBiepolymers2006,82(1), 59-
73

103. M. L. Sinnott, Catalytic mechanism of enzgmlycosyl transfeChem. Rev1990,90(7), 1171-1202
104. G. Davies; B. Henrissat, Structures and meisins of glycosyl hydrolas&tructure1995,3(9), 853-859
105. D. E. J. Koshland, Stereochemistry and n@shaof enzymatic reactioBiol. Rev.1953,28, 416-436

106. S. G. Withers; I. P. Street, Identificatioiha covalenti-D-glucopyranosyl enzyme intermediate formed
on af-glucosidasel. Am. Chem. So&988,110(25), 8551-8553

107. H. Prade; L. F. Mackenzie; S. G. Witherszyimatic synthesis of disaccharides usigyobacterium sp.
B-glucosidase&Carbohydr. Res1997,3053-4), 371-381

108. B. Sauerbrei; J. Thiem, Galactosylation ghdosylation by use of-galactosidasdetrahedron Lett.
1992,33(2), 201-204

109. E. Bankova; N. Bakalova; S. Petrova; D. Kplé&nzymatic synthesis of Oligosaccharides and
Alkylglycosides in water-organc media via transglyglation of LactoseBiotechnol. & Biotechnol. Eg.
2006 114-119

110. L. F. Mackenzie; Q. Wang; R. A. J. Warren;G Withers, Glycosynthases: Mutant Glycosidases f
Oligosaccharide SynthesisAm. Chem. So&998,120(22), 5583-5584

111. S. Fort; V. Boyer; L. Greffe; G. J. Davi€s; Moroz; L. Christiansen; M. Shiilein; S. Cottaz;Btiguez,

Highly Efficient Synthesis of(1-4)-Oligo- and -Polysaccharides Using a Mutanliutzse.J. Am. Chem.
S0c.2000,122, 5429-5437

240



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

112. S. Fort; L. Christiansen; M. Schulein; Stt&€n H. Driguez, Stepwise synthesis of cellodestrassisted
by mutant cellulasésr. J. Chem2000,40, 217-221

113. V. Boyer; S. Fort; T. P. Frandsen; M. Sciil&. Cottaz; H. Driguez, Chemoenzymatic Synthesia
Bifunctionalized Cellohexaoside as a Specific Subst for the Sensitive Assay of Cellulase by
Fluorescence Quenchif@hem. Eur. J2002,8(6), 1389-1394

114. D. U. de Lima; W. Loh; M. S. Buckeridge, ¥glucan-cellulose interaction depends on the s@ieshand
molecular weight of xyloglucaRlant Physiol. Biochen2004,42(5), 389-394

115. G. Chambat; N. Cartier; A. Lebfévre; M.-Famdis; J. P. Joseleau, Changes in cell wall and@sditular
polysaccharides during the culture cycle of Rubugidosus cells in suspension cultupéant Physiol.
Biochem1997,35(8), 655-664

116. J. P. Joseleau; N. Cartier; G. Chambat; &k;K. Ruel, Structural features and biologicatiaty of
xyloglucans from suspension-cultured plant cBllschimie1992,74(1), 81-88

117. G. Chambat; N. Cartier; J. P. Joseleau,aEgtiular polysaccharides from suspension-cultuelts of
Rubus fructicosus. Structure of a galactoglucomaimd hydrocoll1987,1, 555-556

118. N. Cartier; G. Chambat; J.-P. Joseleau, Wall and extracellular galactoglucomannans frospsusion-
cultured Rubus fruticosus celhytochem1988,27(5), 1361-1364

119. N. Cartier; G. Chambat; J.-P. Joseleau, rabiaogalactan from the culture medium of Rubusidosus
cells in suspensio@arbohydr. Res1987,168(2), 275-283

120. A. Faik; G. Chambat; J. P. Joseleau, Chaingesall-bound polysaccharidase activities durihg tulture
cycle of a Rubus fruticosus cell suspendiunJ. Biol. Macromol1995,17(6), 381-386

121. G. O. Aspinall; J. A. Molloy; J. W. T. Craigxtracellular polysaccharides from suspensiotucetl
sycamore cell€an. J. Biocheml 969,47, 1063-1070

122. M. Glicksmarrood HydrocolloidsCrc Pr | LIc,1983,Vol. 3,208 p

123. V. Silvestre Etude des interactions entr€ddlulose et les Xyloglucanes via des systemeséfesdde
parois végétales primaires, ThéBaculté des Sciences et Techniques (Naj266¢,164 p

124. W. S. York; L. K. Harvey; R. Guillen; P. Aihseim; A. G. Darvill, Structural analysis of taimd seed
xyloglucan oligosaccharides usifiggalactosidase digestion and spectroscopic met@aabohydr. Res.
1993,248 285-301

125. G. Excoffier; D. Gagnaire; J.-P. Utille, Qdowe sélective par I'hydrazine des groupementsylését
anomeres de résidus glycosyles acét@agohydr. Res1975,39(2), 368-373

126. P. J. Card; G. S. Reddy, Fluorinated carbadigs. 2. Selective fluorination of gluco- and
mannopyranosides. Use of 2-D NMR for structuraigasaents]). Org. Chem1983,48(24), 4734-4743

127. T. K. Lindhorst; C. Braun; S. G. Withersn8eses of 4'-deoxy-[alpha]-maltosy! fluoride arieéoxya-
maltotriosyl fluoride as probes of [alpha]-glucaamisferase mechanisr@srbohydr. Res1995,26§1), 93-
106

128. R. Fauré Synthéses chimio-enzymatique degkyto-oligosaccharides pour I'étude des enzymes
intervenant dans le métabolisme des xyloglucankessd@Université Joseph Fourier (Grenob}&004,261

p

129. P. Johansson; S. Denman; H. Brumer; A. MlaKaH. Henriksson; T. Bergfors; T. T. Teeri; T. fones,
Crystallization and preliminary X-ray analysis okygoglucan endotransglycosylase from Populus ttamu
tremuloidesActa Crystallogr. Sect. R003,59(3), 535-537

241



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

130. K. Piens; M. Henriksson; F. Gulifot; M. LapeR. Fauré; F. M. lbatullin; T. T. Teeri; H. Drigg; H.
Brumer, Glycosynthase activity of hybrid aspen xjlwan endo-transglycosylas€ttXET16-34
nucleophile mutant®rg. Biomol. Chem2007, sous presse

131. S.-l. Shoda; T. Kawasaki; K. Obata; S. K@y, A facile enzymatic synthesis of cellooligadearide
derivatives using-lactosyl fluorideCarbohydr. Res1993,2491), 127-137

132. M. N. Namchuk; S. G. Withers, Mechanism girédbacteriunf-glucosidase: kinetic analysis of the role
of noncovalent enzyme/substrate interactiBimehemistryl995,34(49), 16194-16202

133. M. Hayashi; S. Hashimoto; R. Noyori, Sim@imnthesis of glucosyl fluorid€hem. Lett1984 1747-1750

134. J. Junnemann; J. Thiem; C. Pedersen, Faygilthesis of acetylated glycosyl fluorides derivexin di-
and tri-saccharideSarbohydr. Res1993,2491), 91-94

135. Y. Ichikawa; A. Manaka; H. Kuzuhara, Disciriation between the 2,3- an 2',3'-hydroxyl groups o
maltose and cellobiose through their specific mtda Carbohydr. Res1985,138 55-64

136. E. P. Kyba; R. C. Helgeson; K. Madan; G.@®dkel; T. L. Tarnowski; S. S. Moore; D. J. Cram,stio
guest complexation. 1. Concept and illustratioAm. Chem. Sot977,99(8), 2564-2571

137. A. Richard; V. Marchi-Artzner; M.-N. Lallo2yl.-J. Brienne; F. Artzner; T. Gulik-Krzywicki; M.
Guedeau-Boudeville; J.-M. Lehn, Fusogenic supraoutde vesicle systems induced by metal ion binding
to amphiphilic ligand®roc. Natl. Acad. Sci. U.S.2004,101(43), 15279-15284

138. W. W. Harding; M. Hodge; Z. Wang; W. L. Wwetton; D. Parrish; J. R. Deschamps; T. E. Prisinza
Enantioselective synthesis of (2R,3R)- and (2SBHEB-chlorophenyl)-(2-
methoxyphenoxy)methyl]morpholineetrahedron: Asymmeti3005,16(13), 2249-2256

139. E. M. D. Keegstra; J. W. Zwikker; M. R. Rpels. W. Jenneskens, A highly selective synthedis o
monodisperse oligo(ethylene glycols)Org. Chem1992,57(24), 6678-6680

140. Y. Chen; G. L. Baker, Synthesis and Properif ABA Amphiphiles]. Org. Chem1999,64(18), 6870-
6873

141. J. R. Thomas; X. Liu; P. J. HergenrothereSipecific Ligands for RNA Hairpin Loops Am. Chem.
S0c.2005,127(36), 12434-12435

142. S. Hase; T. Ikenaka; Y. Matsushima, Strectumalyses of oligosaccharides by tagging of tbadieg end
sugars with a fluorescent compouBidchem. Biophys. Res. Commii678,85(1), 257-263

143. E. Coles; V. N. Reinhold; S. A. Carr, Flsment labeling of carbohydrates and analysis byidiq
chromatography. Comparison of derivatives using moaiosis oligosaccharidesarbohydr. Res1985,
139 1-11

144. C. Dumon; E. Samain; B. Priem, Assessmenh®fTwo Helicobacter pyloria-1,3-Fucosyltransferase
Ortholog Genes for the Large-Scale Synthesis ofis¥wuman Milk Oligosaccharides by Metabolically
EngineeredEscherichia colBiotechnol. Progr2004,20(2), 412-419

145. R. Huisgen, 1,3-Dipolar cycloadditions. T®oncerted nature of 1,3-dipolar cycloadditions ahd
guestion of diradical intermediatdsOrg. Chem1976,41(3), 403-419

146. A. R. Katritzky; S. K. Singh, Synthesis 6fCarbamoyl-1,2,3-triazoles by Microwave-Induced-1,3
Dipolar Cycloaddition of Organic Azides to AcetylelmidesJ. Org. Chem2002,67(25), 9077-9079

147. H. C. Kolb; M. G. F. K.; B. Sharpless, Cli€hemistry: Diverse Chemical Function from a FewoGo
ReactionsAngew. Chem. Int. E@001,40(11), 2004-2021

148. |. Langmuir, The Adsorption of Gases on plaanrfaces of Glass, Mica and PlatindmAm. Chem. Soc.
1918,40(9), 1361-1403

242



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

149. H. Freundlici€olloid and Capillary ChemistryE.P. Dutton and Co: New-York928,883 p

150. G. Scatchard, The attraction of proteinssfoall molecules and io@snn. N.Y. Acad. Scl949,51, 660-
672

151. D. K. Yuryev, Absurd trivial errors in Sch#rd plot analysittp://www.orc.ru/~yur77/absurd.htm

152. A. Velazquez-Campoy; S. A. Leavitt; E. FegiCharacterization of protein - protein intei@ts by
isothermal titration calorimetrylethods Mol. Biol2004,261(Protein-Protein Interactions), 35-54

153. J. C. D. Houtman; P. H. Brown; B. Bowden; Yamaguchi; E. Appella; L. E. Samelson; P. Schuck,
Studying multisite binary and ternary protein iaigtions by global analysis of isothermal titration
calorimetry data in SEDPHAT: Application to adappootein complexes in cell signalifyotein Sci2007,
16(1), 30-42

154. T. K. Dam; C. F. Brewer, Thermodynamic S¢sdof Lectin-Carbohydrate Interactions by Isothdrma
Titration CalorimetryChem. Rev2002,1022), 387-430

155. S. D. Spencer; R. B. Raffa, Isothermal Tira Calorimetric Study of RNase-A Kinetics (cCMP 3'-
CMP) Involving End-Product InhibitioRharm. Res2004,21(9), 1642-1647

156. E. Poduch; A. M. Bello; S. Tang; M. Fujihadb. F. Pai; L. P. Kotra, Design of Inhibitors ©fotidine
Monophosphate Decarboxylase Using Bioisosteric &eghent and Determination of Inhibition Kinetits
Med. Chem2006,49(16), 4937-4945

157. A. Arnaud; L. Bouteiller, Isothermal Titrati Calorimetry of Supramolecular Polymé@ngmuir2004,
20(16), 6858-6863

158. A.-L. Dupont; G. Harrison, Conformation adrddc determination of cellulose iN,N-dimethylacetamide
containing lithium chloride&Carbohydr. Polym2004,58(3), 233-243

159. P. Valjamae; V. Sild; A. Nutt; G. Petterss@n Johansson, Acid hydrolysis of bacterial celbal reveals
different modes of synergistic action between ¢atibydrolase | and endoglucanas&dr. J. Biochem.
1999,266(2), 327-334

160. M. Srisodsuk; K. Kleman-Leyer; S. Keranen;KI Kirk; T. T. Teeri, Modes of action on cottomch
bacterial cellulose of a homologous endoglucanasgtacanase pair from Trichoderma reeEeir. J.
Biochem1998,251(3), 885-892

161. J. Araki; M. Wada; S. Kuga; T. Okano, Infiae of surface charge on viscosity behavior ofutadle
microcrystal suspensiah Wood Scil999,45(3), 258-261

162. X. M. Dong; J.-F. Revol; D. G. Gray, Effeftmicrocrystallite preparation conditions on tleenfation of
colloid crystals of cellulos€ellulose1998,5(1), 19-32

163. M. J. Pena; P. Ryden; M. Madson; A. C. SniithC. Carpita, The galactose residues of xylagtuare
essential to maintain mechanical strength of theamy cell walls inArabidopsisduring growthPlant
Physiol.2004,134(1), 443-451

164. K. Maruyama; C. Goto; M. Numata; T. Suzuki;Nakagawa; T. Hoshino; T. Uchiyama, O-acetylated
xyloglucan in extracellular polysaccharides fronl-saspension cultures of MenthRhytochem.1996,
41(5), 1309-1314

165. W. S. York; J. E. Oates; H. van HalbeekGADarvill; P. Albersheim; P. R. Tiller; A. Dell,dcation of

the O-acetyl substituents on a nonasaccharide tiegeanit of sycamore extracellular xyloglucan
Carbohydr. Res1988,1731), 113-132

243



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

166. M. Wisniewska; S. Chibowski; T. Urban, Theeniperature Influence on the Adsorption and
Electrokinetical Properties in the Nonionic Polyf@Emtrolled Porosity Glass (CPG) Systéfater. Chem.
Phys.2007, doi:10.1016/j.matchemphys.2007.02.010

167. N. R. Gilkes; E. Jervis; B. Henrissat; Bkdet; R. C. Miller, Jr.; R. A. Warren; D. G. Kilbur The
adsorption of a bacterial cellulase and its twdaisal domains to crystalline cellulodeBiol. Chem1992,
267(10), 6743-6749

168. P. Kooiman, The constitution BdmarindusamyloidRec. Trav. Chim1961,80, 849-865

169. L. Greffe; L. Bessueille; V. Bulone; H. Bram Synthesis, preliminary characterization, angliagtion of
novel surfactants from highly branched xyloglucéigasaccharide&lycobiology2005,15(4), 437-445

170. M. Kloosterman; M. J. V. d. M. Dees, G. A.;H. Van Boom, Mild procedures for the synthegi4,6-
anhydroaldohexopyranosBecl. Trav. Chim. Pays-Bd4985,104, 116-119

171. M. Tollier; J. P. Robin, Adaptation de lathaile a l'orcinol sulfurique au dosage automatidae
glucides neutres totaux : conditions d'applicatoml extraits d'orginie végétafenn. Technol. Agric1979,
28 1-15

172. R. Heller, Recherches sur la nutrition naf@rdes tissus végétaux cultividsvitro Ann. Sci. Nat. Bot.
Biol. Veg.1953,14, 1-233

244



ANNEXES

Annexes

Annexe 1 : Liste deS @bIrEVIALIONS ...........cooomiiiiiiiee ittt e s e e et e e e s s snnteeeeeessnnnneaees] I
ANNEXE 2 1 TADIE IES FIQUIES ... .ottt e e e oo e e ettt ettt e et e e aaaaaaaaaaeaaaaaaaannns ]
ANNEXE 3 : TaDIE UES SCNEMAS. ... ettt e e e e e e e st e e e e s e estbeeeeeeeansnes VI
Annexe 4 : Table des TableauX .......cccc.uuiiiiiiiiiiiaiaae e e e e e e seeeeenreeeeeeeeeeeeeeeeeeees ML
Annexe 5 : Composition des différents milieux dBI@ ULIlISES..............vvvvviiiiiiiiiiiiieeeeee s VIl
Annexe 6 : Spectre de masse MALDI des fractions X68D XGO /0. ..uuuurrrrrmriiriiiiiierieeeeeeeeeeseessessennnsseeeeeens X
Annexe 7 : Analyse RMN dU COMPOBE......cuuiiiiiiiieeeeee e i e s iee et er e e e e e e e e e e e e e s s s s s s naeen e aaaeeeeeereeaaeaaenas Xl
Annexe 8 : Analyse RMN AU COMPOBE.........uiiiiiiiieeeeeeeieiiesceecetrerrrereeeeaae e e e s s e s s e s sssansreebaeaeernereeaaaees Xl
Annexe 9 : Analyse RMN du COMPOSBR...........cocoiiiiiiiiieiiiiiiiite e et ee e e et e e e s s sabaeeeeesssnseaeeeeesannrseeaean Xl
Annexe 10 : Microscopie Electronique en Transmig80BT) de BMCC..........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiceeee e, XV
Annexe 11 : Spectre RMRC (CP-MAS) des composites %/CB et XGr7o0/CB *2C ......ooovvveeieerieen, XV
Annexe 12 : Spectre RMRC de XGrec °C et du composite Xgec P C/ICBYC....vvvviieeeeeeeeeeeeeeeeen, XVI
Annexe 13 : RMN’C (SPE-MAS) du composite %@ CICBYC......cooviiiieeeeeeeeeeeee e XVII
Annexe 14 : Principe de la Résonance PlasmonigqBidace (SPR).......cccccvveeeeeeeii i ccceeeeeeec s XVII

245






ANNEXES

Annexel : Liste des abréviations

A : Alanine
Ac : Acétyle
Ac,0 : Anhydride acétique

AFM : Microscopie a Force Atomique

BMCC : Cellulose Bactérienne MicroCristalline

Bz : Benzoyle

CB : Cellulose Bactérienne

CCM : Chromatographie sur Couche Mince
COSY : Correlated spectroscopy

CP : Polarisation croisée

DAST (Diethyl amino)sulfur trifluoride

DCI : lonisation par désorption chimique

DEPT : Distortionless Enhancement by Polarisatican$fert
DHP : Dihydropyrane

DMAP : Diméthylaminopyridine

DMF : Diméthylformamide

€q. : équivalent(s)
ES : ElectroSpray
EN : Triéthylamine

FAB : Bombardement par des atomes rapides

Fuc :L-fucose

Gal :p-galactose
Glc : b-glucose

HMQC : Heteronuclear Multiple Quantum Correlation
HiCel7B : Cellulase 7B ddumicola insolens

ITC : Titration calorimétrique isotherme
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Kcat: cOnstante catalytique

Kwm : constante de Michaelis
| : litre

MALDI : lonisation par Désorption Laser Assistée patrice

MAS : rotation a ’Angle Magique
OEG : Oligo(éthylene glycol)

PEG : Poly(éthylene glycol)
Ph : phényle
PttXET16A : XyloglucaneEnda Transglycosylase 16A deopulus tremula x tremuloides

RMN : Résonance magnétique nucléaire

SEC : Chromatographie d’exclusion stérique
SPR : Résonance plasmonique de surface

Ta : Température ambiante
TCA : Trichloroacétyle
THP : Tétrahydropyranyle

T, : solution tampon
UDP : Uridine DiPhosphate

XET : XyloglucaneEndo Transglycosylase

XGOs : XyloGluco-Oligosaccharides

[XGO] : XyloGluco-Oligosaccharide(s) comportant trearésidus glucosyle

XGs : XyloGlucanes

XGgec : XyloGlucanes d&ubusExtra-Cellulaires

XGgp : XyloGlucanes d®ubusPariétaux

XGr100: XyloGlucanes de graines de Tamarin de masseimatyenne 100.£ay.mol*
XGr700: XyloGlucanes de Tamarin commerciaux de massaineainoyenne 700.2@.mor*

Xyl : D-xylose
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Annexe 5 : Composition des différents milieux de dture utilisés

Milieu Hestrin & Schramm 2°

Espéce du milieu

Concentration (g}

Peptone
Extrait de levure
NaHPO,
Acide citrique
Cycloheximidine

Glucose

HCI

5

5

2,7
1,15
0,1

20

Quantité nécessaire pour
ajusterlepH a5

VIl

Milieu explicite appauvri *C

Espéce du milieu

Concentration (g}

(NH4)2S0,
KH,PO,
NaHPO,,2 H,O
MgSO,,7 H,0
FeSQ,7 H,0
H3BO;
Nicotinamide
Inositol
Celtone *
Mélange de vitamineg
Ethanol*
Cycloheximidine

Glucose*

2
2,5
3
0,5
2.10°
2,5.10°
0,6.18
2,510
4
10 ml
8,5
0,1
20

*

spece appauvrie efC



ANNEXES

Milieu explicite enrichi *°C

Espéce du milieu

Concentration (g}

(NH4)2S0,
KH,PO,
NaHPQ,, 2 H,O
MgSO;, 7 H,O
FeSQ, 7 H,O
H3BO;
Nicotinamide
Inositol
Celtone
Mélange de vitamineg

Ethanol
Acide citrique
Cycloheximidine

Glucose*

2
2,5
3
0,5
2.10°
2,5.10°
0,6.18
2,510

10 ml
10
1,3
0,1
20

* Le glucose est enrichi €niC 10 %

Milieu de Heller 172

Espéce du milieu

Concentration (g}

KClI
NaNG;
MgSO,, 7 H,0
NaH,PO,, H,O
CaClb
AlCl3, 6 HO
CuSQ, 5 H,0
HsBO;

Kl

MnSQ,, H,0

NaCl
, 6 HO

ZnSQ, 7 KO
FeCk, 6H,0

Thiamine, HCI

Glucose

0,75
0,6
0,122
0,108
0,057
5,4.10°
0,3.1¢
0,001
0,1.10
0,75.1¢
0,3.10°
0,001
0,001
0,001
30
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Intens. [a.u.]

Intens. [a.u.]

Annexe 6 : Spectre de masse MALDI des fractions XGf3 et XGO;,

) ™
- <
5
] 3 XGOy3
6000 -] ;
5000
4000
) ol
1 0
(2]
1 o
<
3000 | o
1 ~
®
1 n
@
4 o
hl
2000
1 ©
- <
(<]
4 N
-
4 -
1000 - &
© ©
] Ir) 9 o)
@ 5 8 e
1 < Q g § N
1 2 o 3 )
Lf i [ |
0 1 i A ll l
T T T T T T T T T T T T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500
m/z
x104
4 o
<
1 g XGO
~ 1/2
-
2.0 ©
®
4 o
n
(2]
J ~
g —
0
§ 2
3 3
1.5 ! ]
-
o
1 N
4 o
0
[32]
4 o wn
n <
S R
E
1042
N
N
11 « S
S e
4 m ~
Y R
0.5 9 N
o ~
4 (<)) ~
N Ll (2]
N g 5 =
" o -
g g
¥ 7
PR PR Y
nn
L B S S A S S S e R S S
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
m/z



ANNEXES

Annexe 7 : Analyse RMN du composé 3
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Annexe 8 : Analyse RMN du composé 6
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Annexe 9 : Analyse RMN du composé 12
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Annexe 10 : Microscopie Electronique en TransmissofMET) de BMCC

BMCC - MET coloration négative — Jean-Luc PutauERBIAV, Grenoble)
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Annexe 11 : Spectre RMN®C (CP-MAS) des composites X&od/CB et XGr70d/CB *°C

Spectre RMN (CP-MAS)
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Annexe 12 : Spectre RMN’C de XGgec *°C et du composite XGec **C/CB **C
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ANNEXES

Annexe 13 : RMN"C (SPE-MAS) du composite XGec -*C/CB **C

Spectre RMN (SEP-MAS) Ul ‘
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Spectre RMN (SEP-MAS) /Uﬂ \
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Annexe 14 : Principe de la Résonance Plasmonique 8arface (SPR)
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Je n'ai pas cru bon de vous faire part de cette citation en exergue, afin de ne pas décourager le
potentiel lecteur dés la premiére page. Ne pouvant néanmoins pas passer outre, c'est donc pour

récompenser le lecteur courageux que je vous fais part de cette savoureuse réflexion :

" La théorie, c'est quand on sait tout et que rien ne fonctionne. La pratique, c'est quand tout fonctionne
et que personne ne sait pourquoi. Ici, nous avons réuni théorie et pratique : Rien ne fonctionne... et
personne ne Sait pourquoi ! "

Albert Einstein









Hydrolyses et Synthése chimio-enzymatiques appligas a la préparation de xylogluco-
oligosaccharides pour I'étude des interactions xyfpucanes-cellulose

L e réseau xyloglucanes-cellulose est la structureupte de la paroi primaire des cellules végétales
chez les plantes supérieures. Les interactiong e@as deux polysaccharides ont été examinées
lors de travaux antérieurs, mais le manque de ibstarfaitement caractérisés limite ces études.

La préparation d’'une gamme de xylogluco-oligosaddia branchés complexes par synthése
chimio-enzymatique, utilisant la glycosynthase ®eE197A, associée a des xyloglucanes naturels
obtenus par extraction et hydrolyse enzymatiqu@einis I'étude de linfluence de nombreuses
caracteéristiques structurales de ces hémicellulssedeur capacité d’interaction avec la cellulose

Afin d'évaluer I'impact de ces paramétres, plussetechniques ont été mise en ceuvre. La
détermination d’isothermes d’adsorption a illustrge amélioration de la capacité d’adsorption par
augmentation de la masse molaire et une tailldquet a partir de laquelle I'adsorption est
significative. Les résidus galactosyle et xylosglent pas montré de conséquences majeures sur ces
interactions contrairement aux résidus fucosyle spmblent favorables, bien que la variation de
répartition des ramifications puisse également étrgeu. La titration calorimétrique isotherme a
montreé la présence de deux types de sites identiilmme : (i) site de surface exothermique esii®
endothermique localisé au niveau des rainures dellidose, dans le cas des substrats de faibleemas
molaire ou a l'auto-association dans le cas desghytanes natifs. Enfin, une analyse RMN du solide
de composites xyloglucanes-cellulose de contrast¢opique variable a mis en évidence la
conservation de la grande mobilité des chainesala aprés adsorption ainsi qu'une absence de
modification conformationnelle des signhaux relatitsx chaines de surface de la cellulose.

Mots clés: xyloglucanes, cellulose, interactions, synthetemio-enzymatique, glycosynthase,
isothermes d'adsorption, ITC, RMN

Hydrolysis and chemo-enzymatic Synthesis to prepaneylogluco-oligosaccharides for study of
xyloglucans-cellulose interactions

yloglucans-cellulose network is the load-bearimyicttire of the high plant primary cell wall.
Physical chemistry studies of their interactionguiee well characterized substrates which
remain a challenge.

Preparation of a range of well defined complex bhaa xylogluco-oligosaccharides was
carried out by chemo-enzymatic synthesis including use of the glycosynthase Cel7B E197A.
Together with xyloglucans obtained by extractiod agdrolysis, these substrates enabled to examine
the influence of different structural parameterstadse hemicelluloses on their interaction capacity
toward cellulose.

In order to evaluate impact of these parametexgraktechniques were used. Determination
of adsorption isotherms illustrated the improvemehtadsorption capacity with larger molecular
weight chains, prone to loop formation, and a aaltisize, from which adsorption is significant.
Moreover, when short flexible side chains extenfiech simple xylosyl residue to longer xylog34-
1,2-galactosyl branches no significant changes whserved while further fucosylation did correlate
with an improved affinity as far as the branchesriiution did not interfere.

Based on an isothermal titration calorimetry apphotwo affinity sites with minor thermal
effects were tentatively identified as: (i) readibccessible exothermal surface sites and (i)
endothermal sites of lower accessibility in slitrgmity of cellulose for lower molecular weight
substrates, and as self association for nativeidras

In addition, a solid state NMR investigation, takiadvantage of enrichment or depletior®in
C, underlined the conserved higher mobility of lengide chains even after adsorption. Optimal
length of XGs adsorbed train was also determiney. #arely detectable changes in cellulosic surface
chains conformations were observed.

Key words: xyloglucan, cellulose, interactions, chemo-enziyjonsynthesis, glycosynthase, adsorption
isotherm, ITC, NMR



