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Introduction 

Le foie est un organe essentiel de notre organisme, il assure de nombreuses fonctions 
vitales : métabolisme, production d’énergie et de sucs, filtration du sang… Un 
dysfonctionnement hépatique est de ce fait lourd en conséquences sur la santé. Or, de 
nombreuses maladies touchant cet organe ne disposent pas de traitement efficace. Ceci est 
notamment dû à l’insuffisance de l’accumulation des agents thérapeutiques dans les cellules 
affectée, ainsi que leur manque de spécificité, entraînant des effets secondaires.1 Une 
solution séduisante à ce problème est le ciblage des agents thérapeutiques vers la cible 
biologique d’intérêt, dans le but de localiser leur action : c’est ce qu’on appelle la 
vectorisation. Face à l’augmentation continuelle de l’incidence des maladies hépatiques, la 
recherche d’un système de ciblage des hépatocytes, cellules composant majoritairement le 
foie, est urgente.2  

Le ciblage des hépatocytes est facilité par la forte irrigation du foie, la perméabilité des 
vaisseaux alimentant cet organe et le fort niveau d’expression de transporteurs et 
récepteurs à la surface de ces cellules. En particulier, le récepteur aux asialoglycoprotéines, 
dit ASGP-R, suscite un intérêt croissant.3 L’ASGP-R est abondamment et presque 
exclusivement exprimé à la surface des hépatocytes, ce qui garantit une vectorisation 
efficace et sélective ces cellules.4,5 Cette protéine membranaire fait partie de la famille des 
lectines : elle reconnait avec une forte affinité et sélectivité des ligands portant des sucres, 
qu’elle internalise dans la cellule par endocytose. Le ciblage de lectines est une stratégie 
thérapeutique intéressante, notamment pour la vectorisation de médicaments.6,7 
Il nécessite la conception de ligands, ou « vecteurs », de structure multivalente parfaitement 
adaptée à la géométrie de la lectine pour une affinité et une sélectivité de reconnaissance 
optimales.6,8,9 De nombreuses plateformes multivalentes développées à cet effet sont 
décrites dans la littérature.10 

Le foie est également responsable de la régulation du cuivre (Cu), métal indispensable 
au fonctionnement d’enzymes telles que la superoxyde dismutase (SOD1) impliquée dans la 
respiration. Il arrive qu’une mutation bouleverse cet équilibre finement régulée par diverse 
protéines. C’est le cas de la maladie rare de Wilson, caractérisée par une incapacité des 
hépatocytes à excréter le Cu correctement. Il en résulte une accumulation de Cu qui conduit 
à de nombreux dommages tissulaires. Les traitements administrés à ce jour sont des 
chélateurs de Cu, afin de promouvoir l’excrétion de ce métal ; cependant ils provoquent 
beaucoup d’effets secondaires.11 

Dans ce contexte, Delangle et al. proposent une stratégie innovante, consistant à 
piéger le Cu exclusivement dans les cellules hépatiques. Des chélateurs du Cu(I) ont été 
conçus et vectorisés vers les hépatocytes par l’intermédiaire de la lectine ASGP-R, qui 
représente une cible de choix pour l’internalisation des molécules actives dans ces cellules. 
Ces molécules sont des glycoconjugués : elles sont composées d’une unité de chélation du 
Cu(I) inspirée des protéines de l’homéostasie du Cu, fonctionnalisée par des unités 
glycosidiques reconnues par les ASGP-R. Elles ont montré leur capacité à faire diminuer le 
taux de Cu intracellulaire.12,13 Ce projet a été initié avec les travaux de thèse du Dr A. Pujol, 
qui ont permis le développement de deux familles de composés.14 Depuis, il fait l’objet de 
travaux incessants dans des domaines aussi diversifiés que la chimie inorganique, organique 
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ainsi que la biologie cellulaire et animale. Les propriétés de chélation des candidats 
médicament ont été abondement étudiées et optimisées. Leur internalisation dans les 
cellules hépatiques a fait l’objet de ce travail de thèse, qui s’est concentré sur l’interaction 
biomoléculaire entre les glyconconjugués et la lectine ASGP-R. Les mécanismes 
d’internalisation ont été élucidés et l’efficacité d’internalisation des glycoconjugués 
quantifiée dans les hépatocytes humains. Cette analyse a également permis d’identifier les 
paramètres de structure moléculaire influençant l’efficacité d’internalisation afin de 
concevoir le meilleur candidat médicament possible. 

Pour cela, j’ai pris part à un travail hautement collaboratif, dans le cadre du Labex 
ARCANE. Il m’a été permis de réaliser mon projet de thèse au sein de quatre laboratoires 
d’expertises différentes, et ainsi développer des compétences complémentaires : 

 
- J’ai effectué la synthèse de composé de la famille T au laboratoire de 

Reconnaissance Ionique et Chimie de Coordination (RICC) du Service de Chimie 

Inorganique et Biologique (SCIB) (INAC, CEA Grenoble), qui est par ailleurs le 

laboratoire porteur du projet.  

 

- J’ai d’autre part accompli la synthèse des composés de la famille CP au sein de 

l’équipe d’Ingénierie et Interactions Bio-Moléculaires (I2BM) du Département de 

Chimie Moléculaire (DCM) (UJF, Grenoble). 

 
 

- J’ai réalisé la culture cellulaire et les expériences de cytométrie en flux au 

Laboratoire de Chimie et Biologie des Métaux (LCBM) de l’institut de Recherche 

en Technologies et Sciences pour le Vivant (iRTSV) (CEA, Grenoble). 

 

- Enfin, j’ai eu l’occasion de participer à une étude de l’interaction glycoconjugué-

lectine par modélisation moléculaire, au Centre de Recherche sur les 

Macromolécules Végétales (CERMAV-CNRS, Grenoble). 

 
Ce manuscrit débute par une présentation générale du projet, indispensable à la 

compréhension du contexte, des avancées et des enjeux de l’ensemble des travaux réalisés 
sur le sujet. Le chapitre I présente la maladie de Wilson et l’homéostasie du Cu, la 
conception et l’optimisation des chélateurs de Cu ainsi que la stratégie de vectorisation et 
l’élaboration des glycoconjugués. La littérature dans le domaine de la vectorisation vers le 
foie étant très abondante, les exemples les plus pertinents pour ce travail ont été 
sélectionnés. Le chapitre II décrit ensuite les objectifs de ce travail de thèse et la méthode 
mise au point pour les atteindre. Les synthèses et études d’internalisation des 
glycoconjugués dans les cellules hépatiques humaines sont développées dans les chapitres III 
et IV. Enfin, les meilleurs glycoconjugués de chaque famille sont comparés dans le 
chapitre V, afin d’identifier le système de vectorisation le plus efficace, avant de conclure sur 
les apports de cette étude.  
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Chapitre I-  

Vectorisation de chélateurs du Cu(I) vers la 

lectine ASGP-R pour la détoxication du foie  

La vectorisation de molécules thérapeutiques vers leur cible biologique d’intérêt 
répond au problème majeur auquel se heurte la conception de médicaments : celui des 
effets secondaires du fait de leur manque de spécificité. Les lectines sont des récepteurs 
biologiques attrayants pour la vectorisation parce qu’elles reconnaissent des ligands 
spécifiques avec une grande affinité et sélectivité. Ces protéines, présentes chez les 
végétaux et animaux, assurent des fonctions diverses en interagissant avec des sucres ou 
oligosaccharides. Pour la vectorisation vers le foie en particulier, le récepteur aux 
asialoglycoprotéines (ASGP-R) est une cible de choix parce qu’il est abondamment et 
majoritairement exprimée à la surface des hépatocytes.  

Dans la cadre de la maladie de Wilson, une stratégie a été mise au point afin de 
vectoriser spécifiquement des chélateurs de cuivre vers les cellules hépatiques et ainsi 
détoxiquer le foie des patients. Ces chélateurs ont été conçus sur le modèle des protéines 
impliquées dans l’homéostasie du cuivre. Fonctionnalisés par des unités saccharidiques 
adéquates, ils sont reconnus et internalisés dans les hépatocytes pour une action localisée 
et spécifique. Cette stratégie innovante développée par Delangle et al., à la fois bio-inspirée 
et bio-ciblée, est présentée en détail dans ce chapitre. Ayant fait l’objet de nombreuses 
années de recherche dans des domaines variés mais complémentaires, les différents aspects 
de ce projet sont traités dans le but d’apporter une compréhension globale. 

 

 Le cuivre et la maladie de Wilson I -

I.1) La maladie de Wilson : définition et épidémiologie 

La maladie de Wilson est une maladie orpheline, caractérisée par une accumulation de 
cuivre (Cu) principalement dans le foie et le système nerveux central. Les patients sont 
atteints de symptômes hépatiques, neurologiques ou psychiatriques, mais les manifestations 
cliniques sont nombreuses et difficiles à interpréter. Cette maladie génétique autosomique 
récessive résulte d’une mutation portée par un chromosome non sexuel, appelé 
autosome.11,15 Elle touche donc autant les hommes que les femmes, et la mutation des deux 
allèles du gène est requise pour contracter la maladie : un individu hétérozygote ne portant 
qu’une seule mutation n’est donc pas affecté par la maladie (figure 1).16  

Découverte en 1912 par Kinnier Wilson,17 le lien n’a été fait entre cette pathologie et 
une rupture de l’homéostasie du Cu qu’à partir des années 1940.18 Absorbé dans 
l’alimentation, le Cu est acheminé vers le foie où il est alors distribué au reste de l’organisme 
via la circulation sanguine ou éliminé vers les fèces en cas d’excès. Chez les sujets atteints de 
la maladie de Wilson, le foie est incapable d’évacuer le Cu. Ce métal libre toxique s’accumule 
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alors et occasionne de sévères dommages non seulement sur les tissus hépatiques mais 
aussi sur le système nerveux central. La mutation responsable de cette pathologie a été 
identifiée en 1993.15,19,20 Elle touche le gène codant pour un transporteur de métaux, 
l’ATP7B, porté par le chromosome 13. Au sein de cellules hépatiques, cette protéine est 
responsable de l’excrétion du cuivre en cas d’excès et de son incorporation dans des 
protéines circulantes pour sa distribution au reste de l’organisme. 

 
 

Figure 1 : Schéma de la transmission de la maladie de Wilson, maladie génétique autosomique récessive due à 
une mutation portée par le chromosome 13. Le terme autosomique signifie que la mutation affecte un chromosome non 
sexuel ; les individus des deux sexes ont donc la même probabilité d’être porteurs. Le terme récessif indique que la 
mutation doit toucher les deux allèles du gène pour développer la maladie. 

La maladie de Wilson est rare, elle affecte 1 individu sur 30 000 à 40 000 dans le 
monde, et la fréquence des hétérozygotes, porteurs d’un allèle muté, est de 
1/90 naissances.11 En France, le nombre de nouveaux cas par an appelé incidence est estimé 
entre 1 / 30 000 à 1 / 100 000.21  

 

I.2) Biologie du cuivre et physiopathologie 

Le Cu est présent dans tous les organismes vivants et participe à leur fonctionnement. 
Son homéostasie est finement régulée par des mécanismes impliquant diverses protéines 
œuvrant à son transport, son stockage et son acheminement spécifique vers diverses cibles 
biologiques. Le Cu est néanmoins responsable des dommages cellulaires observés dans la 
maladie de Wilson. Comprendre les mécanismes mis en œuvre pour sa régulation est donc 
primordial afin de traiter efficacement la pathologie.22-24  

 

I.2.a - Le cuivre et la vie 

Le Cu est essentiel à la vie parce qu’il est impliqué en tant que cofacteur dans de 
nombreuses réactions enzymatiques. Par exemple il est utilisé dans chaque cellule de notre 
organisme par la cytochrome c oxydase (CcO) servant à la respiration ou encore la super 
oxyde dismutase (SOD1) intervenant dans la lutte contre le stress oxydant.22  
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Le Cu est un métal de transition de configuration électronique [Ar] 3d10 4s1 et de 
numéro atomique 29. Dans le corps, il oscille entre deux états d’oxydation : l’ion cuivrique 
Cu(II), et l’ion cuivreux Cu(I). Ces différents états d’oxydation lui confèrent des propriétés 
oxydo-réductrices, permettant son activité catalytique.  

Le Cu libre est toxique pour l’organisme parce qu’il catalyse des réactions de type 
Fenton formant les espèces réactives de l’oxygène comme HO●.22 Ces espèces réactives 
conduisent à la destruction des tissus par stress oxydant. De plus, il induit l’apoptose des 
cellules en inactivant la protéine anti-apoptotique XIAP (« X-linked inhibitor of apoptosis »).25 

Dans l’organisme, le Cu n’est donc pas sous forme libre mais il est incorporé à des 
macromolécules (figure 2). Il est transporté dans la circulation sous forme de complexes 
avec des protéines telles que l’albumine, la céruloplasmine, et des acides aminés comme 
l’histidine. Dans les cellules, il est transporté par des métallochaperonnes et piégé 
notamment par les métallothionéines. Les acides aminés impliqués dans la coordination du 
cuivre sont : 

- les acides aminés soufrés, la cystéine (Cys) et la méthionine (Met),  
- les acides aminés portant des fonctions amines, l’histidine (His) et la lysine (Lys),  
- les acides aminés portant des fonctions carboxylates, avec le glutamate (Glu) et 

l’aspartate (Asp).  
Enfin les atomes d’oxygène et d’azote des extrémités terminales et des liaisons amides 

sont également impliqués dans sa coordination. Nous reviendrons sur les sites de 
coordination et caractéristiques de chélation du cuivre de ces protéines ultérieurement. 

 

 
 

Figure 2 : Les différents états du Cu dans l’organisme. 

Les dérèglements de l’homéostasie du cuivre provoquent diverses pathologies. Une 
surcharge en Cu tout comme une carence a des effets néfastes pour l’organisme. 
L’accumulation de cuivre, observée dans la maladie de Wilson, entraîne de graves lésions 
hépatiques et neurologiques, tandis que l’impossibilité d’assimiler le cuivre, caractérisant la 
maladie de Menkes, empêche le développement normal de l’organisme et conduit à de très 
faibles espérances de vie de l’ordre de quelques années seulement. De plus, le Cu est 
suspecté d’être impliqué dans plusieurs maladies neurodégénératives, comme les maladies à 
Prion, maladies d’Alzheimer ou encore de Parkinson.26  
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I.2.b - Métabolisme du cuivre 

Un organisme humain adulte contient environ 72 mg de cuivre et en absorbe 
0,8 mg/j.24,26,27 L’organe crucial responsable de l’homéostasie du cuivre est le foie : il 
distribue ce métal dans l’organisme et l’élimine en cas d’excès.22  

Le cuivre est absorbé dans l’intestin grêle par les entérocytes sous l’action de l’ATP7A, 
une ATP-ase transportant le Cu grâce à l’énergie libérée par la rupture d’une liaison 
phosphate de l’ATP.28 Puis il est incorporé à des protéines, en particulier l’albumine, pour 
ensuite être acheminé vers le foie via la circulation portale (figure 3).  

 
Figure 3 : Schéma de la distribution du Cu dans l’organisme ; CP : Céruloplasmine, His : Histidine.  

Le foie possède de nombreux rôles : métabolisme, filtration du sang, production 
d’énergie et de sucs… C’est le seul organe à être irrigué à la fois par la circulation portale et 
la circulation systémique. Il est composé majoritairement de cellules hépatiques 
parenchymateuses, dites hépatocytes, correspondant à environ 80% du volume du foie, et 
d’autres types cellulaires minoritaires comme les cellules de Kupffer. Ces cellules sont 
organisées en lobules hépatiques (figure 4). 

 

 
 

Figure 4 : Organisation d’un lobule hépatique vu du dessus à gauche, et zoom sur trois lames hépatiques à droite. 
Un lobule est composé d’une multitude d’hépatocytes organisés en lames hépatiques, de manière radiale par rapport à 
la veine centrale (centre du lobule, en violet). Ces lames sont irriguées par les artérioles hépatiques (sang oxygéné en 
provenance du cœur, en rouge) et les veinules portales (en provenance de l’intestin, en bleu), puis le sang repart par la 
veine centrale. Les déchets sont évacués au sein des canalicules biliaires, formés entre les hépatocytes. Les hépatocytes 
sont des cellules polarisées : une de leurs faces est en contact avec le sang pour l’absorption et la libération de molécules 
dans la circulation ; l’autre est en contact avec les canalicules biliaires pour l’élimination. 
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Les hépatocytes sont des cellules polarisées possédant des mécanismes d’absorption 
par face sinusoïdale, en contact avec la circulation, et des mécanismes d’excrétion par les 
canalicules biliaires (figure 4 et figure 5).  

 
Dans le foie, le Cu est internalisé au sein des hépatocytes par le transporteur 

spécifique « copper transporteur 1 » (CTR-1) situé à la membrane sinusoïdale en contact 
avec le sang. 

Puis il est pris en charge par des protéines cytosoliques : les métallochaperonnes. Il en 
existe plusieurs avec des rôles bien définis, comme la protéine CCS1 délivrant le cuivre à 
l’enzyme SOD1 mentionnée précédemment ou la métallochaperonne Atox1 chargée 
d’apporter le Cu spécifiquement à la protéine ATP7B (figure 5). 

L’ATP7B est une pompe à Cu(I) également appelée protéine de Wilson car son 
dérèglement est à l’origine de la maladie de Wilson. Elle transporte le cuivre du cytoplasme 
vers l’intérieur du Golgi où il est alors incorporé à des protéines de sécrétion, en particulier 
la céruloplasmine.  

Enfin, la céruloplasmine transporte le cuivre dans la circulation sanguine. Elle est 
majoritairement produite et excrétée par le foie. Le complexe Cu-céruloplasmine, dit 
holocéruloplasmine, est libéré dans la circulation sanguine pour la distribution du cuivre au 
reste de l’organisme (figure 5).22,23 

 

 
 

Figure 5 : Schéma reproduit à partir de Delangle et al., Dalton Trans., 2012, 41, 635922 représentant les 
mécanismes de prise en charge Cu dans les hépatocytes. 

En cas d’excès de cuivre, plusieurs mécanismes se mettent en place, impliquant un 
changement de localisation des protéines décrites précédemment. Dans un premier temps, 
si la concentration extracellulaire en Cu excède le micromolaire, l’entrée de cuivre est 
limitée par la suppression de CTR1 à la membrane plasmique. Cette protéine est internalisée 
dans des vésicules de manière réversible.23,24 

Lors d’une surcharge en cuivre intracellulaire, l’ATP7B se délocalise suite à son 
hyperphosphorylation. Cette protéine est intégrée à des vésicules chargées en Cu qui se 
déplacent à la membrane basale autour des canalicules. Après fusion des vésicules avec la 
membrane, l’ATP7B procède à l’excrétion du cuivre vers la bile, qui est ensuite éliminé de 
l’organisme via les fèces (figure 5).  

 
L’excès de cuivre dans le cytoplasme est piégé par des métallothionéines. Ces 

protéines comportent jusqu'à 20 Cys grâce auxquelles elles forment des clusters de Cu(I), 
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plus stables que ceux formés avec le Zn(II) également présent dans le cytoplasme. En cas 
d’excès de Cu, le Zn est donc remplacé par du Cu ; jusqu’à 12 Cu non échangeable peuvent 
être ainsi piégés au sein des métallothionéines. Le Zn ainsi libéré induit la synthèse de 
nouvelles métallothionéines.24  
 

I.2.c - Physiopathologie de la maladie de Wilson 

Chez les patients atteints de la maladie de Wilson, une mutation conduit au 
dysfonctionnement de l’ATP7B. Comme nous l’avons vu, cette protéine est chargée de 
l’élimination du cuivre vers le pôle biliaire de l’hépatocyte ainsi que de la distribution du 
cuivre dans l’organisme via son incorporation dans la céruloplasmine. Les cellules 
hépatiques ne sont alors plus capables d’évacuer le cuivre, qui s’accumule dans le 
cytoplasme sous forme libre ou lié aux métallothionéines. Comme l’ATP7B est également 
impliquée dans la synthèse de la céruloplasmine, une diminution de la concentration en 
céruloplasmine sérique est observée.11 

La surcharge en Cu affecte également d’autres zones de l’organisme, en particulier les 
tissus cérébraux, provoquant une myriade d’effets cliniques. 

 

I.3) Diagnostic et symptômes 

Le diagnostic de la maladie de Wilson est basé sur une combinaison de signes cliniques 
phénotypiques, et d’anomalies biochimiques, histologiques et génétiques.29,30  Il est difficile 
à établir du fait de l’hétérogénéité des signes cliniques et du manque de spécificité des 
paramètres biologiques qui se révèlent parfois contradictoires.31 La maladie peut rester 
silencieuse de nombreuses années, mais se manifeste le plus fréquemment entre 5 et 
35 ans, par des symptômes hépatiques chez l’enfant et neurologiques à partir de 
l’adolescence.11,32  

Les symptômes de la maladie de Wilson font l’objet de revues fréquemment mises à 
jour.29,31,33-35 Il est à noter qu’un sujet présentant un ou plusieurs symptômes décrits ci-après 
n’est pas nécessairement porteur de la maladie de Wilson. 

 

I.3.a - Manifestations cliniques 

Les symptômes majeurs de la maladie de Wilson sont à 42% hépatiques, 34% 
neurologiques, 10% psychiatriques et 12% hématologiques. Dans quelques cas, des troubles 
rénaux et des manifestations osseuses et cardiaques sont à déplorer.11,21,36  

Chez les enfants la pathologie se manifeste le plus souvent sous forme hépatique. 
Les signes les plus habituels sont une hépatite chronique, qui peut évoluer vers une cirrhose. 
Les symptômes hépatiques peuvent s’accompagner ou non de symptômes neurologiques. 

La forme neurologique de la maladie de Wilson s’observe généralement à la fin de 
l’adolescence, voire vers 30 ans. Elle regroupe un ensemble de symptômes polymorphes de 
type Parkinsonien associant à des degrés variables rigidité, tremblements, et troubles 
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moteur. Des symptômes neurologiques sont toujours accompagnés de troubles hépatiques 
souvent silencieux, puisque le cuivre s’accumule d’abord dans le foie.34  

Les formes psychiatriques peuvent se déclarer avant les affectations neurologiques et 
hépatiques chez un tiers des patients, ce qui rend le diagnostic compliqué. Des changements 
comportementaux, une baisse des performances intellectuelles et des troubles psychotiques 
apparaissent, en particulier la dépression, la schizophrénie et la paranoïa.  

Le symptôme le plus caractéristique de la maladie de Wilson et aussi le plus bénin est 
l’apparition de l’anneau cornéen ou anneau de Kayser-Fleisher.34 Un anneau de coloration 
gris-vert ou dorée, dû à une accumulation de Cu, est observé en périphérie de la cornée, 
autour de l’iris (figure 6). Cet anneau est constamment présent dans les formes 
neurologiques et psychiatriques, mais pas toujours dans les formes hépatiques. Il n’affecte 
pas la vision.  

 

 
 

Figure 6 : Anneau de Kayser-Fleisher reproduit d’après la publication d’Ala et al. Lancet 2007, 369, 397.34 

 

I.3.b - Paramètres biologiques 

Divers paramètres biologiques permettent de préciser le diagnostic établi grâce aux 
manifestations cliniques ou bien de dépister des patients de manière pré-symptomatique. 

 
Le dosage de la céruloplasmine sanguine est une technique largement utilisée. 

Chez 90% des sujets atteints de la maladie de Wilson, son taux est fortement abaissé.29 
Le bilan cuivrique est très informatif également. Il repose sur le dosage du cuivre 

sanguin, du cuivre urinaire et une biopsie du foie. Dans le sérum, 92% du Cu est fixé à la 
céruloplasmine. Bien que la maladie de Wilson soit caractérisée par une surcharge en cuivre, 
une diminution de la proportion de cuivre sérique est observée chez les patients du fait de la 
diminution de céruloplasmine dans la circulation. Le Cu urinaire est à l’inverse toujours 
élevé, en particulier après l’administration de chélateurs de Cu comme la D-pénicillamine 
visant à induire l’excrétion de Cu. Enfin, une biopsie hépatique est pratiquée afin de 
discriminer la maladie de Wilson face à d’autres maladies du foie.36 Aux stades avancés de la 
maladie, ces prélèvements permettent également de déceler des anomalies histologiques 
hépatiques, comme des lésions ou des cirrhoses. Cependant, à part une présence de Cu 
diffus dans le cytoplasme, révélé à la rhodamine, aucune caractéristique histologique 
spécifique n’a été identifiée. 

 

I.3.c - Diagnostic génétique 

Le diagnostic génétique consiste à détecter la ou les mutations du gène codant pour 
l’ATP7B. L’analyse est compliquée par la multiplicité et la diversité des mutations : plus de 
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500 mutations ont été recensées à ce jour sur la base de donnée « Human Genome 
Organisation » et ce nombre ne cesse d’augmenter.37 Comme nous l’avons vu, la mutation 
des deux allèles du gène est requise pour développer la maladie. Or, la plupart des malades 
sont des hétérozygotes composites : ils portent une mutation différente du gène sur chaque 
chromosome 13. L’identification des deux mutations n’est par conséquent pas une chose 
aisée ; elle n’aboutit que dans 60 à 70% des cas. En outre, aucune corrélation évidente n’a 
été établie entre génotype et phénotype. 

 

I.3.d - Mise en place du diagnostic 

Le manque de spécificité des symptômes conduit bien souvent à de mauvais 
diagnostics ou à un dépistage trop tardif, entraînant des aggravations et des dommages 
irréversibles chez les patients. Pour remédier à cela, le tableau de score suivant est utilisé 
par les médecins dans le but de faciliter le diagnostic (tableau.1). Celui-ci met en relation les 
symptômes avec un score de pertinence pour la maladie de Wilson.38 Pour un ensemble de 
symptômes, un score supérieur à 4 correspond à la maladie de Wilson.  

 
Tableau 1 : Scores diagnostic établi par la communauté médicale pour faciliter le diagnostic de la maladie de 

Wilson, établi lors du 8ème congrès international sur la maladie de Wilson, Leipniz 2001.38 Reproduit d’après l’EASRL 
Clinical Practice Guideline, J. Hepatol. 2012, 56, 671.29  

Symptômes cliniques typiques   Autres tests  

Anneau de Kayser-Fleisher 
Présent 
Absent 

 
2 
0 

Cuivre du foie sec (en absence de cholestase) 
> 4 µmol/g 
0,8-4 µmol/g 
Normal (< 0,8 µmol/g) 
Granules positives à la rhodamine* 

 
2 
1 

-1 
1 

Symptômes neurologiques 
Sévères 
Moyens 
Absents  

 
2 
1 
0 

Céruloplasmine sérique 
Normale (> 0,2 g/L) 
0,1-0,2 g/L 
< 0,1 g/L 

 
0 
1 
2 

Cuivre urinaire (en absence d’hépatite aigüe) 
Normal (environ 50 µg/24h) 
1-2 × la valeur maximum limite normale (MLN) 
> 2 × MLN  
Normal, mais > 5 × MLN après D-pénicillamine 

 
0 
1 
2 
2 

Anémie hémolytiques** 
Présente 
Absente 

 
1 
0 

 Analyse des mutations 
Détecté sur les 2 chromosomes 
Détecté sur 1 chromosome 
Pas de mutation détectée 

 
4 
1 
0 

  
Score total Evaluation : 
4 ou plus Diagnostic établi 
3 Diagnostic possible, tests supplémentaires nécessaires 
2 ou moins Diagnostic vraiment peu probable 

* Si aucune quantification du Cu n’est possible, permet de révéler qualitativement une présence anormale de Cu 
dans le cytoplasme. **Anémie hémolytique : baisse du nombre de globules rouges, leucocytes et plaquettes.  

Un dépistage systématique s’effectue au sein des familles dont au moins un membre 
est affecté par la maladie. Ainsi, les individus porteurs de la pathologie sont identifiés afin 
d’être traités le plus tôt possible, de manière à ralentir les dommages sur les organes.  
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I.4) Traitements existants 

Dans la majorité des cas, une maladie de Wilson non traitée entraîne la mort suite à de 
sévères lésions du foie et des tissus cérébraux. La première disposition prise est un régime 
alimentaire adapté pour restreindre les apports de cuivre.11 Ainsi, il est recommandé d’éviter 
la consommation de crustacés, fruits sec, abats, chocolat noir, noix ou encore champignons. 
Mais ce régime n’est pas suffisant. Les traitements prescrits aux patients visent à restreindre 
l’accumulation de Cu dans le corps, afin de rétablir un équilibre sans provoquer de carence. 
Ils jouent sur deux tableaux : la limitation de l’absorption de Cu et l’excrétion de l’excédent. 
Il n’existe pas de traitement curatif, les médicaments doivent donc être pris à vie. Il est 
essentiel de pratiquer une observance scrupuleuse ; une rupture des traitements entraîne 
des aggravations hépatiques et neurologiques brutales et irréversibles. Il est à noter que ces 
traitements n’ont pas fait l’objet de tests contrôles aléatoires, et qu’ils présentent pour 
certains de nombreux effets indésirables.39 Un suivi rigoureux des patients est donc 
nécessaire pour une constante réadaptation des traitements et posologies.11,34 
L’instauration d’une vie thérapeutique de manière pré-symptomatique peut permettre de 
limiter grandement l’évolution de la maladie.31 Cependant, l’espérance de vie des patients 
reste très variable.40 

 

I.4.a - Chélateurs de cuivre  

Des chélateurs du cuivre sont administrés pour induire l’élimination du cuivre par les 
urines. Une amélioration nette des manifestations hépatiques et neurologiques peut être 
observée dès les premiers mois de traitement (figure 7). 

 

 
 
Figure 7 : Les différents chélateurs de cuivre administrés contre la maladie de Wilson : BAL pour « British Anti 

Lewisite », D-Pen pour D-pénicillamine, TETA pour Triéthylène Tétramine et TTM pour Tétrathiomolybdate. 

Le premier traitement à voir le jour en 1951 est le chélateur Dimercaprol ou 
communément appelé BAL (« British Anti Lewisite ») ; il est administré par voie 
intramusculaire.18 Celui-ci est abandonné ensuite au profit d’autres chélateurs du Cu plus 
spécifiques, administrés par voie orale, avec des effets secondaires réduits. 

 
La D-pénicillamine (D-Pen) ou Trolovol® est le traitement de référence, le plus utilisé à 

travers le monde (figure 7). Il a supplanté le Dimercaprol en 1956, montrant sa capacité à 
piéger efficacement le Cu in vitro.18 Il entraîne une diminution de Cu sérique en formant des 
complexes non toxiques éliminés par voie rénale. Ce chélateur est suspecté de détoxiquer le 
foie en séquestrant du Cu intra-hépatique ou en induisant la synthèse de 
métallothionéines.31 Sa biodisponibilité est de 40 à 70% et les doses administrées sont de 1 à 
2 g par jour chez l’adulte. C’est le médicament le plus efficace pour les formes hépatiques 
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mais, dans 10 à 50% des cas, il occasionne une aggravation initiale des symptômes 
neurologiques.31 De nombreux effets secondaires ont été recensés dont : 

- à court terme : des troubles digestif, des allergies dans 20 à 30% des cas.  
- à moyen terme : des affections auto-immunes, une toxicité rénale manifestée par 

une protéinurie (présence de protéine dans les urines). 
- à long terme : des lésions cutanées et lésions des muqueuses. 
 
Le triéthylène tétramine dihydrochlorure (TETA) ou Trientine® est introduit en 1982 

en tant qu’alternative à la D-pénicillamine (figure 7). Ce chélateur de cuivre augmente 
l’excrétion urinaire du Cu et diminue son absorption intestinale. Cependant, il est moins 
efficace et biodisponible que la D-pénicillamine. Les doses prescrites sont de 1 à 2 g par jour 
chez l’adulte. Les effets secondaires sont similaires à ceux de la D-pénicillamine mais moins 
fréquents et moins documentés. En outre, il chélate aussi le Fer (Fe) et le Zn, provoquant des 
anémies, et sa co-administration avec le Fe est prohibée car le complexe formé est toxique. 
Ce médicament est utilisé aux Etats-Unis mais difficilement accessible dans de nombreuses 
régions du monde comme l’Europe. En France, il n’est pas autorisé sauf temporairement en 
cas d’échec de la D-pénicillamine.31 Cependant, la Trientine tetrahydrochlorure a obtenu en 
mars 2015 une  « orphan drug designation » (ODD) par la commission européenne 
« European Medicines Agency » (EMA). Une possible autorisation de mise sur le marché en 
Europe est donc à envisager pour les années à venir. 

 
Le tétrathiomolybdate d’ammonium (TTM) ou Coprexa™ n’est pas encore 

commercialement disponible ni approuvé par la « Food and Drug Administration » (FDA) 
(figure 7). Il forme avec le cuivre un complexe non toxique ni absorbable. Cependant de 
nombreux effets secondaires sont suspectés. Les sels de tétrathiomolybdate d’ammonium 
sont notamment sensibles à l’hydrolyse en condition acide et peuvent former du sulfure 
d’hydrogène (H2S) dans l’estomac, qui est toxique.11 Récemment, en janvier 2013, la 
commission européenne a accordé une ODD à la bis-choline tétrathiomolybdate ou 
Decuprate™. Des études cliniques sont en cours. 

 

I.4.b - Les sels de zinc 

L’administration d’acétate de zinc ou Wilzin® a été approuvé par la FDA en 1997. Le Zn 
limite l’absorption du Cu en induisant la production des métallothionéines. Dans les cellules 
épithéliales intestinales, le Cu est alors séquestré et excrété dans les fèces. Dans les cellules 
hépatiques, les dommages oxydants et le passage du Cu dans le sang sont réduits.41 

Les doses administrées sont de 150 mg/j chez l’adulte. Le traitement est mieux toléré 
que les chélateurs, les effets secondaires sont moindres et consistent en des maux de tête et 
douleurs abdominales. Aucune détérioration neurologiques n’est observée, ce qui en fait un 
traitement de choix en phase initiale de la thérapie, ou sur les formes résistantes aux 
chélateurs ou en cas d’intolérance.41 Cependant, il n’est pas assez efficace pour être 
administré seul, mais plutôt utilisé en prévention ou en complément d’un autre 
traitement.42  
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I.4.c - Transplantations hépatiques 

La transplantation hépatique est réservée aux formes fulminantes hépatiques ou aux 
formes hépatiques s’aggravant malgré les médicaments.31 Cependant, c’est une opération 
lourde, avec un risque de rejet élevé, et elle est limitée par le nombre de donneurs. Le taux 
de survie post-transplantation à 5 ans est de 80%. Après l’opération, aucun traitement n’est 
plus nécessaire et aucune récidive de maladie de Wilson n’est à déplorer chez ces patients. 
La transplantation peut être utilisée pour les formes neurologiques sévères ne répondant à 
aucun traitement. Dans ce dernier cas, une amélioration de l’état du patient est possible 
mais le taux de survie est moins élevé que pour les formes hépatiques.11 

 

I.4.d - Perspectives 

Bien qu’aucun nouveau traitement n’ait vu le jour depuis de nombreuses années, la 
recherche continue.  

Une alternative à l’administration de chélateurs est la transfection de gène, dans le 
but de rétablir la synthèse d’ATP7B fonctionnelle dans les hépatocytes. Ce sujet a fait 
l’objet de nombreuses publications ces quinze dernières années et possède l’avantage d’être 
une thérapie curative. La transfection du gène Atp7b humain sur le modèle murin « Long 
Evans Cinnamon rat»43 a montré un effet thérapeutique.44-46 Cependant la transfection sur 
animal adulte fait preuve d’un succès limité.  

Roybal et al. ont récemment proposé une technique de transfection prénatale qui 
conduit à un rétablissement permanent et au moins partiel du métabolisme de l’ATP7B.47 
Cette transfection par vecteur viral induit une expression sélective et stable dans le temps de 
l’ATP7B dans les cellules hépatiques. Chez les souris transfectées, le développement du foie 
est normal, l’incorporation du Cu à la céruloplasmine est restaurée et aucune anomalie 
histologique n’est observée. Cependant de améliorations sont encore nécessaires avant que 
cette thérapie génique prénatale ne voit le jour. En effet, l’ATP7B exprimée n’est que 
partiellement fonctionnelle : elle n’est pas capable de migrer de l’appareil de Golgi vers la 
membrane cellulaire. De plus, l’administration du gène consiste en une injection 
intracardiaque sur le fœtus. Cette méthodologie n’est pas applicable cliniquement parce 
qu’elle est très difficile à réaliser pour le praticien et comporte de hauts risques pour le 
fœtus. Enfin, le diagnostic prénatal n’est disponible chez l’homme qu’à partir de 12 semaines 
de grossesse, et pour être efficace l’injection doit survenir entre la 8ème et la 9ème semaine.  

Comme pour toutes thérapies géniques, des progrès médicaux doivent donc encore 
être réalisés.   
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Pour aller à l’essentiel 

La maladie de Wilson est une maladie orpheline caractérisée par une accumulation de 
Cu affectant principalement le foie, organe responsable de l’homéostasie du Cu. Elle est due 
à une mutation génétique conduisant à la perte de fonction de la protéine ATP7B. Cette 
protéine exprimée dans les hépatocytes est un élément clé de l’élimination du Cu hors de 
l’organisme. Il en résulte une surcharge des hépatocytes en Cu, induisant de graves 
dommages tissulaires. Cette pathologie est difficile à dépister, mais des avancées sont faites 
chaque jour dans la découverte de nouveaux éléments diagnostiques.  

Des thérapies existent, néanmoins elles entraînent beaucoup d’effets secondaires du 
fait de leur manque de sélectivité et ne sont souvent pas tolérées par les patients. Aucun 
médicament novateur n’a été mis sur le marché ces dernières années. C’est dans ce contexte 
que Delangle et al. proposent une thérapie ciblée vers le foie.  
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 Conception de nouveaux chélateurs du Cuivre II -

intracellulaire 

La stratégie proposée pour détoxiquer le foie de la surcharge en Cu occasionnée par la 
maladiede Wilson consiste à développer des agents thérapeutiques spécifiques envers le 
cuivre intracellulaire des hépatocytes. Un chélateur entrant spécifiquement dans les cellules 
hépatiques pour y piéger le Cu présent dans le cytoplasme permettrait en effet d’éviter les 
effets secondaires observés sur les traitements existants. Ainsi, plusieurs chélateurs de Cu 
ont été obtenus en s’inspirant de protéines impliquées dans l’homéostasie du Cu. Dans cette 
section il est question des travaux réalisés par Delangle et al. sur la conception de chélateurs 
du Cu intracellulaire bio-inspirés.22,24 

 

II.1) La stratégie de chélation du cuivre intracellulaire 

Comme mentionné précédemment, le cuivre est présent dans l’organisme sous deux 
états d’oxydation : +I et +II. Dans l’alimentation il est sous forme Cu(II). Dans la circulation, il 
peut être sous forme Cu(II) et Cu(I). Dans le milieu intracellulaire, la présence de glutathion 
(GSH) à des concentrations de l’ordre du millimolaire rend le milieu réducteur. Dans 
l’éventualité où il y ait présence de Cu disponible, c’est-à-dire non fortement lié à des 
protéines, celui-ci se trouve donc à l’état d’oxydation +I.23,24  

 
Réduction du Cu(II) par le GSH : 

2 Cu2+ + 2 GSH → 2 Cu+ + GSSG + 2 H+ 
 
La maladie de Wilson conduit à une accumulation toxique de Cu dans le cytoplasme 

des hépatocytes. Une solution thérapeutique attractive consiste donc à piéger 
sélectivement et efficacement le Cu(I) disponible à l’intérieur des cellules hépatiques. 

 
Chélater le Cu(I) intracellulaire 
La différence de réactivité chimique entre Cu(I) et Cu(II) est exploitée. Cette différence 

est expliquée et décrite par la théorie « Hard and Soft Acids and Bases » (HSAB) développée 
par Pearson dans les années 1960 et résumée dans le tableau ci-après (tableau 2).48 Cette 
théorie décrit les principes qui gouvernent la stabilité des complexes métal-ligand. Un métal 
peut appartenir à plusieurs catégories : acide mou, acide intermédiaire ou acide dur. Un 
acide mou est un ion de grande taille, peu électropositif et facile à réduire, tandis qu’un 
acide dur est à l’inverse de petite taille, fortement électropositif et difficile à réduire. Les 
acides durs forment des complexes stables avec des bases dures, c'est-à-dire des ligands 
fortement électronégatifs et peu polarisables. Les acides mous forment à l’inverse des 
complexes stables avec des ligands mous.  

Selon cette théorie, le Cu(I) est classé comme un acide mou et le Cu(II) un acide 
intermédiaire. Leurs propriétés de coordination sont donc différentes. Le Cu(I) forme des 
complexes stables avec 2 à 4 bases molles telles que les soufres. Le Cu(II) quant à lui établit 
des complexes avec 4 à 6 bases allant des soufres aux bases intermédiaires voire dures.  
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En modulant le nombre et la nature des fonctions portées par le ligand, il est donc possible 
de coordiner préférentiellement l’un ou l’autre de ces cations métalliques. 

 
Tableau 2 : Classement des acides et des bases selon la théorie de Pearson. 

Théorie de Pearson ou théorie « HSAB » 

 Acides Bases 

Mous Grande taille, peu électropositifs, faciles à 
réduire :  
 

Pd2+, Pt2+, Cu+, Ag+, Hg+, Hg2+ 

Faiblement électronégatives, très 
polarisables, faciles à oxyder :  
 

R2S, RSH, RS-, I-, CO, CN-, H-, SCN-, R3P, 
C6H6, R-, RNC, C2H4, (RO)3P, S2O3

2- 

Intermédiaires Fe2+, Co2+, Cu2+, Zn2+, Pb2+ N2, NO2
-, Br-, N3

-, C5H5N, SO3
2-, C6H5NH2 

Durs Petite taille, fortement électropositifs, 
difficiles à réduire :  

 
H+, Li+, Na+, K+, Mg2+, Ca2+, Sn2+, Be2+, Sr2+, 
La3+, Mn2+, Co3+, Fe3+, Cr3+, Al3+, Sn4+, Ti4+ 

Fortement électronégatives, peu 
polarisables, difficiles à oxyder :  
 
H2O, OH-, F-, NH3, ROH, Cl-, RO-, RNH2, R2O, 

NO3
-, N2H4, PO4

3-, CO3
2-, SO4

2-, ClO4
- 

 

Pour concevoir des ligands spécifiques du Cu(I) et de haute affinité, Delangle et al. se 
sont inspirés des protéines impliquées dans l’homéostasie du Cu.22 Les sites de 
coordination correspondant font intervenir des fonctions thiols et thioéthers, portées 
respectivement par des Cys et des Met. Ces protéines montrent une bonne affinité et 
sélectivité pour le Cu(I) par rapport à d’autres métaux tels que le Zn(II), abondant dans le 
milieu intracellulaire.  

 
L’affinité pour le Cu(I) de peptides portant les trois acides aminés Met, Cys et His a été 

étudiée par Franz et al.49 Il en découle que la Cys coordine le Cu(I) plus efficacement que 
l’His et la Met. De plus, les complexes formés impliquant des Met et Cys sont sélectifs pour 
le Cu(I) par rapport au Cu(II) et au Zn(II).50 Ainsi, ils stabilisent le Cu dans son état d’oxydation 
+I, et ils ne bouleversent pas l’homéostasie du Zn(II). A l’inverse, des peptides comportant 
des His complexent le Cu(I) comme le Cu(II) et le Zn(II). Ils sont donc moins sélectifs pour le 
Cu(I) et catalysent la formation d’espèces réactives de l’oxygène. Il est à noter que des 
chélateurs à base d’acides aminés ont l’avantage d’être solubles dans l’eau, ce qui est 
indispensable pour des applications in vivo. 

 
Pro-chélateurs activés dans le cytoplasme 
La Cys est sensible à l’oxydation, et les fonctions thiols sont aisément oxydées en 

ponts disulfures. Ainsi il est possible d’élaborer des pro-drogues : dans le milieu 
extracellulaire oxydant, les fonctions thiols sont masquées sous forme de ponts disulfures. 
Puis, après internalisation dans les cellules, les ponts disulfures sont rompus grâce au milieu 
réducteur libérant un chélateur de Cu(I). 

 
Vectorisation vers le foie 
Une fois les pro-chélateurs à base de Cys conçus, il est nécessaire de localiser leur 

action dans les cellules hépatiques afin d’éviter les effets secondaires. Pour cela, une unité 
de ciblage des hépatocytes est greffée sur les pro-chélateurs. Ainsi, ils sont internalisés 
sélectivement par un récepteur dans ce type cellulaire pour y délivrer des chélateurs 
sélectifs du Cu(I) et détoxiquer le cytoplasme (figure 8). 
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Figure 8 : Schéma récapitulatif de la stratégie de chélation du Cu(I) intra-hépatocytaire reproduit à partir de 
Delangle et al., Dalton Trans., 2012, 41, 635922. Le pro-chélateur à base de Cys oxydées en ponts disulfures est vectorisé 
vers les hépatocytes grâce à une unité de ciblage. Suite à son internalisation par un récepteur, les fonctions thiols sont 
libérées dans le milieu réducteur du cytoplasme et piègent de Cu+ de manière efficace et sélective. 

La conception et les caractéristiques de chélation in vitro du Cu(I) par deux familles de 
chélateurs développées par Delangle et al. sont détaillées dans les sections suivantes.  

 

II.2) Chélateurs du cuivre inspirés de métallochaperonnes : la 

famille CP 

II.2.a - Les métallochaperonnes 

La première famille de chélateurs développée est la famille CP. Elle est inspirée des 
métallochaperonnes à Cu, à ne pas confondre avec les chaperonnes moléculaires qui 
facilitent le repliement des protéines. Comme évoqué précédemment, les 
métallochaperonnes sont des protéines qui transportent le Cu(I) au sein des cellules.51 Elles 
transfèrent spécifiquement ce métal aux sites de coordination des enzymes, évitant ainsi les 
effets toxiques du cuivre libre. La plupart d’entre elles ont été découvertes chez les levures 
et sont hautement conservées entre les levures et les humains. C’est notamment le cas pour 
la protéine humaine Atox1, aussi appelée HAH1, et son homologue Atx1 chez la levure 
(figure 9).52-55 

 

  
 

Figure 9 : Structure cristallographique PDB 1FEE d’après Wernimont et al.55 : HAH1 cristallisé aux rayons X avec 
une résolution de 1,80 Å ; en présence de Cu+ (boule marron) ; les acides aminés mis en avant autour du Cu 
correspondent aux motifs MxCxxC. A gauche : complexe Cu(Atox1)2, coordination CuS3/CuS4 ; à doite : complexe 
Cu(Atox1), coordination CuS2. 
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Les métallochaperonnes à Cu possèdent sur leur extrémité N-terminale des séquences 
très accessibles et riches en Cys, impliquées dans la fixation de métaux. La séquence 
Met-X-Cys-XX-Cys, où X est un acide aminé quelconque, est conservée chez toutes les 
métallochaperonnes et lie le Cu(I), le Hg(II) et le Cd(II) grâce aux fonctions thiols des deux 
Cys. Cette séquence est très sélective du Cu(I) par rapport au Cu(II), et elle est capable de 
réduire le Cu(II) en Cu(I) de manière analogue au GSH.53 

La structure du complexe Cu-Atox1 a été résolue par diffraction des rayons X (figure 9). 
Elle montre une coordination linéaire de type CuS2 mais aussi la formation de dimères d’un 
Cu(I) lié par les Cys de deux protéines Atox1 en géométrie de coordination tétraédrique 
distordue (CuS4) ou trigonale (CuS3). Ceci suggère que le mécanisme d’échange du Cu(I) 
entre deux protéines de site de coordination Met-X-Cys-XX-Cys passe par une coordination 
trigonale du Cu par trois fonctions thiols des Cys (figure 10). Dans la forme libre d’Atox1 en 
milieu oxydant, dite forme apo, les deux cystéines sont impliquées dans un pont disulfure 
mais ceci n’a pas de réalité biologique, sauf en condition de stress oxydant.53,55,56 L’affinité 
pour le Cu(I) et le Hg(II) est très forte, avec une constante de dissociation Kd de l’ordre de 
10-17 pour le Cu(I) à pH physiologique. Les complexes Cu(I)-protéine formés sont donc très 
stables. Ceci évite l’oxydation et l’échange avec le glutathion abondamment présent dans le 
cytoplasme.53,57 

La protéine ATP7B lie le Cu(I) par l’intermédiaire de fonctions thiols de la même 
séquence Met-X-Cys-XX-Cys, qui est répétée dans six domaines de liaison des métaux. 
L’échange de Cu entre l’ATP7B et l’Atox1 s’effectue par la formation d’une espèce 
intermédiaire dans laquelle le Cu est tri-coordiné (figure 10).53,55 

 

 
 
Figure 10 : Mécanisme d’échange du Cu entre la métallochaperonne Atox1 (à gauche) et la protéine ATP7B (à 

droite), reproduit sur le modèle de Wernimont et al., Nature Struct. Biol., 2000, 7, 766.55  

Ce motif est également présent sur de nombreuses protéines impliquées dans la 
régulation de métaux toxiques, comme MerP transportant le mercure.58 

 

II.2.b - Les chélateurs de la famille CP 

Un peptide mimant la boucle de liaison d’Atx1 a été développé par Delangle et al. La 
première version de ce mime, le peptide PL, porte le motif de liaison Met-Thr-Cys-Ser-Gly-
Cys-Ser où les deux Cys correspondent aux fonctions chélatrices (figure 11).59,60 Ce peptide 
de 10 acides aminés est capable de coordiner les métaux d10 sous forme de complexes 
monométalliques de stœchiométrie 1:1 (métal:ligand) pour le Hg(II) et le Cu(I) et 1:2 pour le 
Zn(II), le Cd(II) et le Pb(II). L’échelle d’affinité est la suivante : 
Hg(II) > Cu(I) >> Cd(II) > Pb(II) > Zn(II). 

L’analogue cyclique de PL a été envisagé de manière à renforcer sa pré-organisation et 
ainsi obtenir un bon modèle structural d’Atx1 : le peptide PC (figure 11). Le motif X-Pro-Gly-X 
contraint le peptide grâce à un coude β de type II, ce qui rigidifie la boucle par ailleurs 
flexible et rapproche les deux Cys pour une meilleure complexation. La structure de ce 
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peptide cyclique a été étudiée par résonance magnétique nucléaire (RMN) en présence de 
Hg(II), dont les propriétés de coordination sont très proches de celles du Cu(I) (figure 11).59 

 

 
 

Figure 11 : Peptides modèles PL et PC inspirés de la métallochaperonne Atx1 proposés par Delangle et al.59,60 ; (a-
b) Superposition des 20 structures de plus faible énergie obtenues par RMN en solution pour (a) PC et (b) PC-Hg. 

Les deux intérêts de la cyclisation sont :  
- un accroissement de la stabilité des complexes formés avec les métaux en limitant 

la contribution entropique défavorable, 
- et une augmentation de la stabilité du peptide en milieu biologique grâce à une 

meilleure résistance face aux dégradations enzymatiques comparée aux peptides 
linéaires. 

Le peptide PC est capable de piéger le Cu(I) avec une constante de dissociation Kd de 
10-16,6 à pH 7, similaire à celle d’Atox1, qui est de 10-17,4 à pH physiologique. Il possède 
également une forte affinité pour le Hg(II), avec un Kd inférieur à 10-18,6, et une bonne 
sélectivité vis-à-vis d’autres métaux comme le Zn(II), le Cd(II), ou le Pb(II).60 Ces propriétés 
font donc de PC un bon candidat pour la chélation du Cu intra-hépatocytaire. 

 
Des modifications ont été apportées à PC dans le but d’augmenter sa rigidité et de 

pouvoir le fonctionnaliser avec une unité de ciblage (figure 12). Celui-ci a été contraint par 
l’introduction un second coude β, de manière à obtenir une structure plus rigide et 
possédant deux faces indépendantes régio-fonctionnalisables. De plus, les positions des 
deux Cys ont été modifiées en conséquence.13 Ainsi, la face inférieure du cyclodécapeptide 
P1 est composée des chaînes latérales des deux Cys pour la chélation du cuivre. Les chaînes 
latérales des quatre acides aminés composant sa face supérieure peuvent être 
fonctionnalisées par des unités de ciblage pour la vectorisation vers les hépatocytes. 

 

 
 
Figure 12 : Cyclodécapeptides PC et P1 mimant la boucle de liaison du Cu(I) par la métallochaperonne Atx1. Figure 

reproduite d’après Ligand design in medicinal inorganic chemistry, Wiley, 2014. 
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A l’image des métallochaperonnes, P1 forme un complexe Cu(I)-P1 de type CuS2 avec le 
Cu(I), qui a été mis en évidence par spectroscopie UV visible, dichroïsme circulaire et 
spectrométrie de masse.13  

 
L’affinité de P1 pour différents cations métalliques a été mesurée, afin de s’assurer que 

la nouvelle unité chélatrice conserve les propriétés de chélation de PC in vitro (tableau 3). 
Pour le complexe Cu(I)-P1, un logβ11 de 16,7 à pH 7,4 est obtenu ; il correspond à la 
constante thermodynamique d’affinité apparente pour la formation du complexe de 
stœchiométrie 1:1. Cette valeur est proche de celle du complexe Cu-PC qui est de 17,4, et de 
celle de la protéine Atx1 elle-même.57,61  

La stœchiométrie et la stabilité des complexes ont également été mesurées avec le 
Hg(II), le Zn(II), le Pb(II) et le Cd(II). Contrairement aux autres cations métalliques, la 
formation de complexes de stœchiométrie 1:2 est observée pour le Pb(II) et le Cd(II).  

L’échelle d’affinité observée pour PC est conservée, ainsi que la sélectivité de 10 
ordres de grandeur par rapport au Zn(II), ce qui garantit une chélation spécifique du Cu(I) à 
l’intérieur des cellules. 

 
Tableau 3 : Constantes d’affinité apparentes de P1 et P2 pour plusieurs cations métalliques à pH 7 et 298 K, dans 

20 mM de tampon Bis-Tris et à pH 7,4 dans 20 mM de tampon phosphate  ; βpq = [MpPq]/[M]p[P]q avec M le métal, P le 
ligand P1, P2 ou PC, p la stœchiométrie du métal et q celle du ligand. 

M logβpq P1 P2 PC 

Pb(II) Logβ11 

Logβ12 
7,4(2) 

11,9(5) 
7,1(1) 8,0(1) 

12,5(7) 
Cd(II) Logβ11 

Logβ12 
 

15,0(2) 
7,0(1) 9,2(1) 

15,6(1) 
Zn(II) Logβ11 6,6(1) 5,9(1) 6,8(2) 
Hg(II) Logβ11 > 19,7a > 18,5a > 18,6 
Cu(I) Logβ11 16,7(1)a 15,5(1)a 1,6(1) 

Echelle d’affinité : Hg(II)> Cu(I)>> Cd(II) ≈ Pb(II) > Zn(II) 
 
Enfin, le cyclodécapeptide P2 a également été étudié ; il ne diffère de P1 que par la 

présence d’acides aminés chargés négativement sur sa face supérieure (figure 13). 
Les constantes d’affinité apparentes montrent que cette charge déstabilise légèrement les 
complexes métalliques (tableau 3). 

 

 
 

Figure 13 : Structure chimique des deux cyclodécapeptides P1 et P2. 

 
En conclusion, P1 est un mime des métallochaperonnes piégeant efficacement et 

sélectivement le Cu(I) dans un environnement de coordination CuS2. Par ailleurs, les Cys de 
ce cyclodécapeptide sont oxydées sous forme de pont-disulfure en milieu oxydant. De cette 
façon, P1 devient un pro-chélateur : ses fonctions chélatrices sont masquées et ne sont 
libérées qu’après l’entrée dans les cellules hépatiques. 
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L’introduction d’une unité de ciblage sur le cyclodécapeptide est la dernière étape 
pour l’obtention d’un pro-chélateur de Cu(I) spécifique des cellules hépatiques. La famille de 
composés ainsi obtenue est notée CP, pour « cyclodécapeptide » (figure 14). 

 

 
 
Figure 14 : Stratégie pour changer le cyclodécapeptide P1 en pro-chélateur ciblant les hépatocytes ; les fonctions 

thiol chélatrices sont inactivées par leur oxydation en pont disulfure et des unités de ciblage des hépatocytes R sont 
introduites sur l’autre face du cyclodécapeptide. 

 

II.3) Chélateurs du cuivre inspirés des métallothionéines : la 

famille T 

II.3.a - Les métallothionéines 

Une seconde famille de chélateur a été développée par Delangle et al. : la famille T. 
Elle est inspirée des métallothionéines. Tout comme les métallochaperonnes, ces protéines 
sont riches en Cys. Elles ont la capacité de piéger de nombreux métaux libres en excès ou 
toxiques. Ainsi, une forte expression des métallothionéines a été constatée dans le cytosol 
des hépatocytes chez des individus présentant des surcharges en Cu comme dans le cas de la 
maladie de Wilson.62  

Ce sont des protéines ubiquitaires de faible poids moléculaire. Leurs séquences sont 
composées de 60 à 68 résidus, comportant des Cys dont 20 sont hautement conservées, 
mais aucun acide aminé aromatique ni His. Des ions métalliques aussi variés que le Zn(II), le 
Cd(II), le Hg(II), le Cu(I), l’Ag(I) et l’Au(I) sont coordinés exclusivement par les fonctions 
thiols de Cys au sein de motifs Cys-X-Cys ou Cys-XX-Cys, où X est un acide aminé 
quelconque sauf une Cys. Chez les mammifères,  les sites de coordination sont répartis en 
deux domaines : le domaine α à l’extrémité C-terminale contenant 11 Cys, et le domaine β à 
l’extrémité N-terminale contenant 9 Cys. Les chaînes protéiques s’organisent autour des ions 
métalliques de manière à former des clusters (figure 15).63-66 
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Figure 15 : Représentation de la métallothionéine hépatique de lapin Cu12-MT calculée par modélisation 
moléculaire ; atomes de soufre en jaune et Cu en vert ; deux clusters différents avec un Cu6S9 au domaine β et Cu6S11 au 
domaine α. D’après Presta et al., J.Chem.Soc, Dalton Trans., 1997, 977. 

L’affinité pour les différents métaux et l’organisation des clusters diffèrent suivant les 
domaines (tableau 4). Le domaine β présente une meilleure affinité pour le Cu(I) et l’Ag(I), et 
le domaine α pour le Zn(II) et le Cd(II). La structure tri-dimensionnelle des clusters dépend de 
la nature, du nombre et des préférences de coordination du ou des métaux liés. Des cations 
métalliques tels que le Cu(I) et l’Ag(I) adoptent des géométries de coordination trigonales et 
digonales, tandis le Zn(II) ou Cd(II) sont impliqués dans des complexes tétraédriques.63-66 

 
Tableau 4 : Exemples de clusters de métaux de transitions (M) formés avec les Cys aux seins des deux domaines 

de coordination des métallothionéines, d’après Chan et al., Coord. Chem. Rev., 2002, 233-234, 319.63  

Exemples de cluster Domaine β Domaine α 

Cu(I), Ag(I) M(I)6S9 M(I)6S11 
Zn(II), Cd(II) M(II)3S9 M(II)4S11 

 
Seul le Cu(I) est coordiné par les métallothionéines, et la géométrie précise des clusters 

formés n’a pas encore été clairement identifiée. Chez les mammifères, des clusters de type 
Cu4S6-9, Cu6S9-11, Cu3/4ZnxSy ont été observés.66 

Ainsi, les métallothionéines peuvent piéger jusqu’à 12 cations Cu(I) répartis en deux 
clusters, sur les domaines α et β, au sein desquels tous les Cu(I) sont tri-coordinés 
(figure 15).65 

 
L’affinité des métallothionéines pour les différents métaux suit l’ordre général : 

Hg(II) > Ag(I) ≈ Cu(I) > Cd(II) > Zn(II).64 L’affinité pour le Cu(I) est très élevée, avec une 
constante de dissociation de l’ordre de 10-19. Les complexes formés sont donc plus stables 
que ceux présentés précédemment avec les métallochaperonnes. Ceci est cohérent avec le 
rôle des métallothionéines, qui n’est pas de transférer le Cu à une protéine cible comme le 
font les métallochaperonnes mais de le séquestrer.64,66  

La géométrie de coordination CuS3 semble donc être plus efficace pour coordiner le 
Cu(I) avec affinité et sélectivité. 
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II.3.b - Les chélateurs de la famille T 

Dans le but d’imiter l’environnement de coordination de métaux en milieu biologique, 
l’utilisation d’acides aminés branchés sur des plateformes synthétiques est une stratégie 
concluante. Gelinsky et al. font partie des premiers à avoir développé des chélateurs du 
Zn(II) utilisant des acides aminés naturels tels que l’His et la Cys.67  

Des ligands de symétrie C3 portant 3 Cys ont été développés par Delangle et al. : les 
chélateurs de la famille T comme « tripode ». Ils reproduisent la géométrie de complexation 
du Cu(I) très stable CuS3 présente dans les métallothionéines. Les pseudopeptides composés 
de 3 Cys branchées par lien peptidique sur l’acide nitrilo-triacétique (NTA) ont ainsi donné 
les résultats les plus prometteurs.68,69 La plateforme NTA a été choisie pour induire une 
orientation convergente des fonctions thiols (figure 16).70 L’influence de la fonction 
carbonyle près des groupes thiols a été analysée au moyen de trois chélateurs: les ligands L1, 
L2 et L3 (figure 16). Leurs propriétés de coordination ont été étudiées comme précédemment 
par des techniques analytiques et spectroscopiques. 

 

 
 

Figure 16 : Mimes tripodaux des métallothionéines à trois Cys sur plateforme NTA. Ils comportent une symétrie 
C3, les trois thiols des Cys convergent pour piéger le Cu(I) dans un environnement trigonal. 

Les tripodes L1 et L2, portant respectivement des fonctions ester et amide, possèdent 
des propriétés très similaires. Tous deux piègent très efficacement le Cu(I) et le Hg(II), et les 
complexes formés avec un équivalent de Cu(I) sont de géométrie CuS3.68,69 Les trois soufres 
des Cys s’enroulent autour du Cu en géométrie trigonale de symétrie C3. Ils adoptent une 
conformation rigide, stabilisée par un réseau de liaisons hydrogène entre les liaisons amides 
(figure 17). 

 

 
 

Figure 17 : Structure du complexe Cu-L1  montrant l’organisation des thiols en géométrie trigonale autour du Cu(I) 
la stabilisation du complexe par un réseau de liaison H ; C : gris, H : blanc, O : rouge, N : bleu, S : jaune, Cu : vert. 
Reproduit d’après Pujol, Chem. Eur. J. 2011, 17, 4418.69 

La formation de clusters par co-oligomérisation a été mise en évidence en excès de 
Cu(I). La stœchiométrie de ces clusters est (Cu2L)3, semblable aux clusters Cu6S9 observé au 
domaine de coordination β des métallothionéines présenté précédemment (figure 18) . 
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Figure 18 : Formation d’une espèce mononucléaire CuS3 pour un équivalent de Cu(I) puis apparition de cluster de 
type Cu6S9 lors de l’ajout d’un excès de Cu(I). Reproduit d’après Pujol, J. Am.Chem. Soc. 2009, 131, 6928. 

Le chélateur L3 portant des Cys-OH se comporte différemment : en présence de Cu(I), il 
forme des espèces polynucléaires. Ceci est attribué à la déstabilisation des espèces 
mononucléaires par la présence des carboxylates chargés négativement à pH physiologique, 
déjà observée pour le chélateur à 2 Cys P2. 

Les constantes de stabilité apparente logβ11 sont de de 19,2 pour L1 et 18,8 pour L2, et 
sont significativement plus élevées que celles obtenues pour la famille CP qui avoisinent 17, 
à pH 7,4 (tableau 5).  

Les propriétés de chélation de L1 et L2 avec d’autres métaux divalents ont été étudiées. 
Ces métaux forment avec L1 et L2 des complexes mononucléaires, mais la présence d’espèces 
polymétalliques Cu2L2 a été également caractérisée. Ces complexes bi-moléculaires 
conviennent à la préférence des cations divalents pour des géométries tétraédriques. 
L’ordre de préférence établi pour les ligands riches en Cys est maintenu : 
Hg(II) > Cu(I) >> Cd(II) > Pb(II) ≈ Zn(II). La sélectivité pour le Cu(I) par rapport au Zn est de 8 à 
9 ordres de grandeur. 

 
Tableau 5 : Constantes d’affinité apparente des complexes formés entre L1, L2  et P1 avec différents cations 

métalliques à pH 7,4, 298 K. β11 = [MP]/[M] [P] avec M le métal, P le ligand L1, L2 ou P1.68,69 

logβ11 Cu(I) Zn(II) Hg(II) Cd(II) Pb(II) 

L1   19,2 10,3 > 22,7 11,8 10,1 
L2   18,8 11,0 > 22,6 12,1 10,5 
PC  17,4 7,6 > 19,4 10,0 8,8 
P1  16,7 6,6 > 19,7 8,0 9,2 

 
L’étude de la complexation du Cu(I) avec L1 et L2 par spectroscopie d’absorption aux 

rayons X (XAS) confirme la formation d’espèces mononucléaires en faible concentration de 
Cu et la formation d’une unique espèce polymétallique en excès de Cu.71 Dans ces deux 
types de coordination, le Cu adopte exclusivement une géométrie CuS3 trigonale planaire et 
symétrique (figure 19). Par ailleurs, les constantes d’équilibre de formation calculées par 
cette méthode confirment celles obtenues précédemment pas spectroscopie UV visible et 
témoignent de la fiabilité des résultats. 

 
Figure 19 : Géométrie CuS3 trigonale planaire et symétrique de coordination du Cu(I) par L1 et L2 pour les espèces 

mononucléaires. Reproduit d’après Jullien et al. Inorg. Chem., 2013, 52, 9954. 
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En résumé, les complexes formés entre le Cu(I) et les tripodes L1 et L2 ont des 
constantes de dissociation similaires aux métallothionéines. L’environnement CuS3 du Cu en 
géométrie trigonale puis la formation de cluster Cu6S9 analogues à ceux présents dans les 
métallothionéines ont été observés.63 L1 et L2 sont donc de bons mimes de 
métallothionéines. Ils piègent le Cu(I) plus efficacement que les chélateurs à deux Cys de la 
famille CP, avec des affinités supérieures de 1,5 ordres de grandeur par rapport à PC. Leur 
sélectivité par rapport au Zn est légèrement moins forte mais toujours très bonne, de 8 à 9 
ordres de grandeur. L1 et L2 possèdent donc des propriétés de coordination adaptées à la 
chélation du Cu(I) intracellulaire. 

Pour des applications cellulaires, il est préférable d’utiliser L2 possédant les fonctions 
amides. En effet, les fonctions ester de L1 hydrolysables en milieu biologique donnent des 
acides carboxyliques tels que ceux présents sur L3. Or, les propriétés de coordination de L3 
pour le Cu(I) sont beaucoup moins intéressantes que celles de ses analogues. 

 
Il est à noter que l’influence du remplacement des Cys par des His sur le mode de 

coordination et l’affinité envers le Cu(I) est en cours. Les résultats montrent une diminution 
de l’affinité pour le Cu(I) avec l’augmentation du nombre d’His. 

 
Enfin, des unités D-pénicillamines ont été introduites sur les noyaux NTA à la place des 

Cys, donnant les chélateurs L4 et L5 (figure 20).72  
 

 
 

Figure 20 : Chélateurs L4 et L5 obtenus en introduisant des synthons D-pénicillamine ester ou amide sur une 
plateforme NTA par lien peptidique. Reproduit d’après Jullien et al., Inorg. Chem, 2014, (53), 5229.72 

La D-pénicillamine est le chélateur de Cu le plus utilisé actuellement pour traiter la 
maladie de Wilson. Celle-ci diffère de la Cys par la présence d’un groupement 
gem-diméthyle en α de la fonction thiol. Bien que les complexes formés avec le Cu(I) soit de 
même nature que pour L1 et L2, l’encombrement stérique apporté par ces groupements 
méthyles diminue leur stabilité. Les logβ11 restent tout de même élevés, ils sont 
respectivement de 17,3 et 16,2 pour L4 et L5 à pH 7,4 et 298 K. Par ailleurs, contrairement à 
L1 et L2,  les deux chélateurs L4 et L5 forment uniquement des complexes mononucléaires 
avec le Zn(II). En effet, ils sont incapables d’accommoder l’environnement tétraédrique du 
Zn(II) du fait de l’encombrement stérique des D-pénicillamines. Il en résulte une sélectivité 
accrue pour le Cu(I). 

 
De tous ces chélateurs, les composés L2 et L5 semblent les plus adaptées à une 

chélation efficace et sélective du Cu(I) intracellulaire. Tout comme les chélateurs de la 
famille CP, ils peuvent être changés en pro-drogues par oxydation de leurs fonctions thiols. 
En outre, l’introduction d’unités de ciblage des hépatocytes permet à la fois l’inactivation 
réversible des thiols et la vectorisation du pro-chélateur (figure 21). 
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Figure 21 : Pro-chélateur L2 oxydé pour le piège du Cu intracellulaire ; les fonctions thiol sont inactivées sous 
forme de pont-disulfure, qui permettent par la même occasion d’introduire des unités de ciblage des hépatocytes R. 

 
 
Pour aller à l’essentiel 

Des chélateurs soufrés piégeant le Cu(I) avec une forte affinité et une très bonne 
sélectivité par rapport au Zn ont été développés. Ils sont donc d’excellents candidats à la 
coordination du Cu en excès dans les hépatocytes des patients atteints de la maladie de 
Wilson. Inspirés des protéines coordinant le Cu(I) dans l’organisme, ils piègent ce cation 
métallique grâce à deux ou trois fonctions thiol de Cys dans des géométries digonales ou 
trigonales. L’affinité pour le Cu(I) de ces différentes protéines et ligands synthétiques qui en 
sont inspirés est résumée sur l’échelle ci-après (figure 22). 

 

 
 

Figure 22 : Echelle d’affinité des différentes protéines impliquées dans l’homéostasie du Cu et les chélateurs 
synthétiques qui en sont inspirés. 

Ces chélateurs peuvent être transformés en pro-drogue par l’oxydation de leurs thiols 
en pont disulfures. Ainsi, les fonctions chélatrices ne sont libérées qu’après l’entrée dans les 
cellules hépatiques, garantissant une sélectivité pour le Cu(I) intracellulaire. 
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 Le récepteur aux asialoglycoprotéines est une III -

cible de choix pour la vectorisation de 

médicaments vers le foie   

Le foie est l’organe majoritairement impliqué dans l’accumulation de Cu lors de la 
maladie de Wilson. La conception de chélateurs de Cu intra-hépatocytaire semble donc être 
une bonne alternative aux chélateurs systémiques actuellement utilisés.  

Voyons comment délivrer les chélateurs de Cu(I) dans le cytoplasme des hépatocytes 
pour piéger le Cu en excès et promouvoir son élimination. 

 

III.1) La vectorisation de médicaments vers le foie : choix de la 

stratégie 

III.1.a - Pourquoi vectoriser les chélateurs ? 

La majorité des médicaments, dont ceux contre les maladies hépatiques, se heurtent 
communément aux problèmes suivants : 

- l’insuffisance de leur accumulation dans les cellules concernées par la pathologie, 
- la toxicité due à la non spécificité vis-à-vis d’autres organes, 
- la faible perméabilité membranaire des cellules, qui forme une barrière limitant 

leur efficacité.  
Ces problèmes peuvent être surmontés par la vectorisation des médicaments vers des 

cellules spécifiques.2 Elle consiste en la modulation et le contrôle de la distribution du 
principe actif dans l’organisme en y associant un vecteur. La vectorisation présente deux 
intérêts majeurs : éviter les effets secondaires en réduisant l’accès aux tissus non ciblés, et 
augmenter l’efficacité en localisant l’action. Ceci contribue donc à l’augmentation de l’index 
thérapeutique des médicaments, qui correspond à la dose létale pour 50% de mortalité 
(DL50) rapporté à la dose efficace pour produire 50% de l’effet désiré chez les individus 
(DE50).1  

 
La vectorisation vers le foie est facilitée par le rôle prépondérant de cet organe dans 

diverses voies métaboliques et d’excrétions. Il assure notamment la synthèse et la sécrétion 
de protéines, et le métabolisme de macromolécules. Hautement irrigué, il filtre le sang et 
trie ce qui est absorbé dans l’alimentation. De plus, cet organe possède un fort taux 
d’assimilation de composés, dont les molécules thérapeutiques, du fait de la forte 
perméabilité des capillaires sinusoïdes irrigant les lobes hépatiques. 

Tous les types cellulaires hépatiques peuvent être ciblées en choisissant le système de 
vectorisation adéquat. Les hépatocytes sont touchés par la maladie de Wilson, c’est donc 
les cellules qui sont ciblées dans ce travail.2 Un ciblage efficace de ces cellules est critique 
puisque le foie contient également 80% de la population totale des macrophages de 
l’organisme qui sont susceptibles de dégrader l’agent thérapeutique.1  
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La membrane plasmique d’une cellule est dynamique et a pour fonction de délimiter le 
milieu intracellulaire du milieu extracellulaire. Elle régule les échanges entre ces deux 
milieux de plusieurs façons. Le passage de la membrane plasmique pour la vectorisation de 
médicaments à l’intérieur de ces cellules peut se faire de deux manières : passive ou 
active.1,2,73  

 

III.1.b - Vectorisation passive ou active ? 

La vectorisation passive vers le foie est actuellement utilisée pour traiter des maladies 
comme des carcinomes hépatocellulaires ou des hépatites C chroniques.1,74-76 Par exemple, 
la vectorisation de médicaments vers les carcinomes hépatocellulaires grâce à l’effet 
« enhanced permeability and retention » (EPR) est une technique qui a fait ses preuves, 
comme en témoigne le médicament Smancs® approuvé au Japon depuis 1994.74,77 Elle utilise 
les caractéristiques de perméabilité des vaisseaux et rétention de macromolécules et 
particules lipidiques aux abords des cellules cancéreuses (figure 23). Cette technique ne peut 
néanmoins être utilisée que pour le traitement de tumeurs. 

 

 
 
Figure 23 : Effet EPR (Enhanced permeability and retention) et ciblage passif des tumeurs. Les nanoparticules et 

macromolécules peuvent diffuser dans les tumeurs à travers les interstices entre les cellules endothéliales composant les 
parois du vaisseau. De plus, en grossissant, les tumeurs compriment les vaisseaux lymphatiques, ce qui conduit à un 
faible drainage lymphatique et une accumulation des particules. Reproduit d’après Jhaveri et al., Front. in Pharmacol., 
2014, 5, 1.78 

D’autres types de vectorisation sont utilisés en thérapie contre les hépatites B et C 
sous le nom de Pegasys® et Pegintron®.75,76,79 Ces thérapies tirent profit du long temps de 
circulation conféré par les chaînes polyéthylène-glycol (PEG), mais ne sont cependant pas 
spécifique d’un type cellulaire. 

 
La vectorisation active est beaucoup plus attrayante parce qu’elle permet de cibler un 

site spécifique : un organe, un type cellulaire voire même un compartiment intracellulaire. 
Elle nécessite un ligand reconnu spécifiquement par une cible biologique, le plus souvent un 
récepteur cellulaire ou un épitope, ainsi qu’un poids moléculaire et une lipophilie adaptée à 
la cible choisie. Les ligands, ou vecteurs, sont associés de manière covalente ou non à la 
molécule thérapeutique. Ils peuvent être des anticorps, des peptides, des oligosaccharides, 
des protéines virales ou encore des résidus fusogéniques comme des liposomes, qui ont la 
capacité de fusionner avec la membrane plasmique et la traverser.1  

 
Les récepteurs exprimés à la membrane plasmique des cellules sont une cible 

biologique pertinente parce qu’ils sont différemment exprimés suivant le type cellulaire ou 
le tissu. De plus, ils possèdent une forte spécificité de reconnaissance pour des ligands 
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particuliers. Enfin, ils conduisent à une internalisation par endocytose efficace et rapide. 
Tous ces arguments les rendent particulièrement adaptés à la vectorisation de 
médicaments.73,80-82 

De nombreux récepteurs membranaires ont été découverts à la surface des 
hépatocytes.73 Voyons en quoi consiste le mécanisme d’endocytose et quel récepteur est le 
plus adapté pour la vectorisation vers les cellules hépatiques. 

 

III.1.c - L’internalisation par endocytose 

Les petites molécules peuvent passer la membrane des cellules par diffusion passive, 
ou à travers des pompes protéiques et canaux. La plupart des macromolécules quant à elles 
sont internalisées dans les cellules par la formation de vésicules provenant d’invagination 
de la membrane et pincement : c’est le processus d’endocytose.80 

Il requière l’adsorption des macromolécules à la membrane des cellules, accomplie 
dans la majorité des cas par des récepteurs qui augmentent la concentration locale de la 
macromolécule d’intérêt. Puis la membrane s’invagine, formant des vésicules tapissées de 
macromolécules adsorbées à la membrane. Ces mécanismes conduisent donc à une 
internalisation efficace, avec des concentrations en macromolécules dans des vésicules bien 
plus fortes que dans le fluide ambiant.73,80 
 

Le mécanisme le plus courant est l’endocytose dépendante des clathrines (figure 24). 
C’est également le plus rapide et le plus étudié. Il est utilisé par les cellules des mammifères 
pour assimiler les nutriments essentiels de l’environnement, ou pour la communication 
intercellulaire. Les clathrines ont pour rôle de rassembler les récepteurs à la surface en 
grappes appelées clusters, de former les vésicules d’endocytose et de guider ces vésicules 
vers leur destination intracellulaire. Les destinations varient suivant le récepteur impliqué et 
le type cellulaire.80 

 

 
 

Figure 24 : Endocytose clathrine-dépendante. Les récepteurs sont regroupés dans les puits recouverts de 
clathrines, puis la membrane s’invagine formant des vésicules d’endocytose sous l’action des clathrines. Ces vésicules, 
remplies de complexes ligands-récepteurs, sont refermées puis se détachent de la membrane pour aller dans le 
cytoplasme. Une fois ces vésicules délivrées à leur destination intracellulaires, les protéines impliquées dans 
l’endocytose retournent à la membrane où elles sont recyclées, c’est-à-dire où elles reprennent leurs fonctions.80 

Le succès d’une vectorisation de médicament dépend tout autant de sa capacité à 
cibler efficacement un récepteur spécifique que du chemin intracellulaire emprunté par le 
complexe ligand-récepteur dans la cellule. Ce chemin dépend des récepteurs et des types 
cellulaires.  

Dans la plupart des cas, le ligand internalisé au sein de vésicules est dissocié du 
récepteur  en milieu acide dans les endosomes (pH 5-6). Puis, le récepteur retourne à la 
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membrane (recyclage), tandis que le ligand est voué à une dégradation par protéolyse dans 
les lysosomes (figure 25). Il arrive que les ligands soient transportés dans un endosome et 
retourne à la membrane : c’est la transcytose.  

 

 
 
Figure 25 : Schéma du devenir intracellulaire des molécules internalisées par endocytose dépendante de 

récepteurs ; cas du mécanisme impliquant les clathrines.83 

Ainsi, lorsqu’une accumulation de l’agent thérapeutique dans le cytoplasme est 
souhaitée, il est indispensable d’éviter les lysosomes qui peuvent induire une dégradation 
(pH acide, protéases). Il est à noter que la membrane des lysosomes est une barrière au 
passage dans le cytoplasme : seules les molécules de faible poids moléculaire et les produits 
d’hydrolyse peuvent la traverser. La diffusion des macromolécules dans le cytoplasme doit 
donc s’effectuer avant la fusion avec le lysosome.73,84 Dans le cas où la molécule vectorisée 
ne soit pas capable de diffuser dans le cytoplasme avant son incorporation au lysosome, la 
sortie de ce compartiment cellulaire peut être induite à l’aide d’une fonction chimique.85 

La durée du processus d’endocytose est rapide. Elle est estimée de 10 à 15 minutes 
donc permet plusieurs centaines de cycle d’endocytose pour un même récepteur pendant 
son temps de vie.73,82,86 

 

III.1.d - L’ASGP-R est la cible idéale pour la vectorisation vers les 

hépatocytes 

Plusieurs systèmes de vectorisation actifs vers le foie par des récepteurs ont été 
développés.2 Différents récepteurs à la surface des hépatocytes sont communément 
ciblés.1,87  

 
Le récepteur aux asialoglycoprotéines (ASGP-R) est le plus caractérisé et le plus étudié 

pour le ciblage des hépatocytes. Il est connu pour être abondamment et presque 
exclusivement exprimé sur la surface de ce type cellulaire, ce qui est un atout considérable 
pour l’efficacité et la sélectivité de la vectorisation. Ce récepteur est impliqué dans la 
clairance de glycoprotéines, c’est-à-dire l’élimination de ces protéines de la 
circulation.82,84,88-90  

L’ASGP-R est localisé à la membrane plasmique de la face sinusoïdale des hépatocytes 
en contact avec la circulation sanguine, et il est absent de la face apicale qui entoure les 
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canalicules. Il représente 0,4% de la totalité des protéines à la membrane plasmique de ce 
type cellulaire.91 Pour comparaison, il est à noter que les clathrines qui recouvrent la 
membrane des cellules représentent 1 à 2% de la totalité des protéines. Le nombre de site 
de reconnaissance des ligands est estimé entre 100 à 500 000 par hépatocyte.92  

Bien qu’il ait été détecté sur certains macrophages, monocytes ou encore cellules 
épithéliales intestinales, son expression extra-hépatocytaire est minimes : le niveau 
d’expression de l’ARNm de ce récepteur est environ 40 fois plus élevé dans le foie que dans 
les autres organes.1,5 

L’ASGP-R réalise une endocytose rapide de ses ligands, par un mécanisme dépendant 
des clathrines.86 Le chemin intracellulaire des glycoprotéines ainsi assimilées passe par 
l’endosome et le lysosome, comme nous l’avons vu précédemment.93-96  

 
Dans la cadre de la vectorisation de médicaments, des ligands synthétiques de ce 

récepteur ont montré une haute affinité de reconnaissance et des cinétiques 
d’internalisation et de trafic intracellulaire proches des cinétiques physiologiques.82,97 Les 
principes actifs internalisés dans les hépatocytes ne sont pas nécessairement détruits dans 
les lysosomes, des preuves de passage des agents vectorisés dans le cytoplasme existent. 
Ceci a notamment été confirmé par la vectorisation d’ARNm vers les hépatocytes.98 Cet 
ARNm transporté au sein de cyclodextrines polycationiques amphiphiles galactosylées code 
pour la « Green Fluorescent Protein » (GFP). Il utilise la machinerie cellulaire présente dans le 
cytoplasme pour induire la synthèse de la GFP. La fluorescence des cellules témoigne donc 
d’une libération de l’ARNm vectorisé dans le cytoplasme.  

 
De nombreux exemples de vectorisation in vivo attestent de la pertinence de cette 

technique de vectorisation, et un traitement contre le cancer a même atteint la phase II 
d’essais cliniques.99 Nous reviendrons sur ces exemples dans les parties suivantes dédiées à 
l’ASGP-R. 

 
Néanmoins, la stratégie de ciblage des ASGP-R pour la vectorisation de chélateurs 

possède notamment les deux limitations suivantes. 
La première est la présence de ligands endogènes, les asialoglycoprotéines. Les 

vecteurs employés pour le ciblage doivent donc être d’excellents compétiteurs de ces 
protéines circulantes afin de conduire à des taux d’internalisation des chélateurs 
satisfaisants. 

La deuxième est l’altération du taux d’expression ou du fonctionnement de l’ASGP-R 
par des facteurs comme l’éthanol, le diabète, les cirrhoses ou encore une hépatectomie 
partielle.5 Une surcharge en métaux comme le Cu, le Zn et le Fe peuvent également bloquer 
le processus d’endocytose de ce récepteur de manière réversible.100 Dans la cadre de la 
maladie de Wilson, le patient doit donc être traité avant que le foie ne subisse des lésions 
trop importantes. 
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III.2) L’ASGP-R : une lectine de type C 

III.2.a - Qu’est-ce qu’une lectine ? 

Le mot lectine vient du latin « legere » qui signifie « sélectionner ».101 Les lectines sont 
des protéines ubiquitaires de l’organisme unicellulaire à l’animal, qui peuvent être solubles 
ou accrochées à des membranes. Elles reconnaissent des carbohydrates de mono- ou 
oligosaccharides souvent de manière fortement sélective, qu’elles lient réversiblement. 
Cette reconnaissance est un processus clé dans de nombreux mécanismes biologiques 
comme la fertilisation, l’adhésion cellulaire, l’infection par des virus et l’endocytose de 
macromolécules. Néanmoins, les lectines ne possèdent aucune activité catalytique.102,103 
La découverte d’applications utilisant les interactions sucres-lectines et en plein essor.8,104 
Par conséquent ces protéines suscitent un intérêt croissant. 

Une des caractéristiques des lectines permettant de les reconnaitre est leur capacité 
d’agglutination des érythrocytes, qui sont des cellules sanguines couvertes de nombreux 
saccharides.102 Par reconnaissance de ces sucres, les lectines en solution induisent la 
formation d’agrégats de ces cellules. Cette propriété est appelée hémagglutination, et elle 
est utilisée pour des tests d’inhibition de lectines.8 

L’ASGP-R est la première lectine animale à avoir été identifiée et isolée, par 
G. Ashwell et A. Morell en 1974.105-107 Sa capacité à l’érythroagglutination a été mise en 
évidence par Stokert et al., certifiant ainsi son appartenance à la famille des lectines.108 

 
Il existe une grande variété de lectines avec des structures et organisations 

moléculaires différentes. Cependant, toutes sont des protéines ou glycoprotéines 
oligomériques. Elles possèdent au moins deux domaines de reconnaissance des 
carbohydrates (DRC), dont plusieurs peuvent être portés par une même protéine. Ces 
domaines correspondent au site d’interaction sélective avec le ligand saccharidique, alors 
que les autres domaines sont responsables de la structuration de la protéine et des réponses 
consécutives aux évènements de reconnaissance.109 

 

III.2.b - La classification des lectines animales 

La classification des lectines animales est basée sur la structure des domaines de 
reconnaissance des carbohydrates. Les différents types de domaines de reconnaissance 
possèdent des résidus caractéristiques, conservés au cours de l’évolution et qui déterminent 
leur repliement général. Ces résidus forment un cœur hydrophobe, et sont parfois impliqués 
dans la coordination de cations divalents ou l’établissement de ponts disulfures. Outre des 
homologies de séquence et une structure semblable, les domaines de reconnaissance d’une 
même famille ont tendance à partager des propriétés similaires de liaison avec les sucres. 
Ceci n’empêche pas dans certains cas une diversité de ligands reconnus au sein d’une même 
famille. Les types majeurs de domaine de reconnaissance de lectines animales sont 
résumées dans le tableau ci-après (tableau 6).83,109  
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Tableau 6 : Exemples de différents types de domaines de reconnaissance des carbohydrates pour les lectines 

animales. Glc = glucose ; Man = Mannose. D’après Taylor et al., Introduction to Glycobiology, troisième éd., 2012, Oxford 
University Press.  

Type de DRC Structure Ligands types Exemples de fonctions 

Calnexine Feuillet β Glc1Man8 Contrôle du repliement des protéines dans le 
réticulum endoplasmique 
 

Type M Tonneau d’hélice α Man8 Reconnaissance des protéines mal repliées dans 
le réticulum endoplasmique (RE) pour leur 
dégradation 

Type L Feuillet β Man5-9 Tri des protéines dans le RE 
Type P Unique structure 

riche en feuillets β 
Man 6-phosphate Tri des protéines dans le post-Golgi 

 
Type C Unique structure 

mélange hélice α / 
feuillet β 

Variés Adhésion cellulaire (sélectines) 
Clairance des glycoprotéines 
Immunité innée (collectines) 

Type S ou 
galectines 

Feuillet β β-galactosides Pontage de glycanes à la surface des cellules, 
interactions cellules-cellules ou cellules-matrice 

Type I Famille des 
immunoglobulines 

Acide sialique Adhésion cellulaire (siglecs) 

Type R  Trèfle β Variés Ciblage d’enzyme, toxine bloquant le ribosome 
après son internalisation dans la cellule  

 
L’ASGP-R fait partie des lectines de types C ; il reconnait les résidus galactosides 

terminaux portés par les asialoglycoprotéines (ASGP).106 Chez l’homme, plusieurs protéines 
de type C, comme la « macrophage galactose lectin » (MGL), le « scavenger receptor » 
(SRLC), le récepteur des cellules de Kupffer et les galectines sont également capables de 
reconnaitre les galactosides. 

 
Au cours de nos travaux, nous avons focalisé notre intérêt sur la lectine ASGP-R de 

mammifère. Nous ne traiterons pas de la lectine aviaire dont les propriétés de 
reconnaissance différent : elle lie préférentiellement les résidus N-acétylglucosamine 
(GlcNAc).95,110 

 

III.2.c - Les lectines de type C 

La famille des lectines de type C, dont fait partie l’ASGP-R,105 est entre autres 
caractérisée par une liaison du sucre dépendante du calcium (Ca).111 Mais cette seule 
propriété ne suffit pas à distinguer les lectines de type C, puisque c’est également le cas pour 
les calnexines et pour la plupart des lectines de type L. Le domaine de reconnaissance des 
lectines de types C a la particularité d’être fortement conservé. Il est composé de 115 à 130 
acides aminés, avec 14 résidus invariants et 18 très conservés. Ses propriétés structurales 
sont la présence de deux ponts disulfures, deux sites de coordination du Ca2+, plusieurs 
coudes et un cœur hydrophobe étendu.112 Malgré ces homologies et similarités structurales, 
les ligands reconnus sont divers, comme le D-mannose (Man), le D-glucose (Glc) ou le 
D-galactose (Gal) et leurs dérivés (figure 26).112 
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Figure 26 : Schéma d’un domaine de reconnaissance de type C. 

Les lectines de type C sont classées en sous familles, selon leur architecture globale et 
la position relative de leurs domaine de reconnaissance par rapport aux autres domaines. 
Cette classification corrèle avec les homologies de séquences des domaines de 
reconnaissance. 112 

 
Le groupe II est le plus diversifié des lectines de type C. Il contient une douzaine de 

membres d’origine humaine, dont les plus connus sont l’ASGP-R et la « cell specific 
intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin » (DC-SIGN), une lectine notamment 
impliquée dans la propagation du virus d’immunodéficience humaine (VIH). Les fonctions 
des protéines de ce groupe sont variées : interactions entre cellules, interaction 
hôte-pathogène, clairance de glycoprotéines… Ces récepteurs sont des polypeptides 
transmembranaires de type II composés d’une extrémité C-terminale extracellulaire portant 
le domaine de reconnaissance, une « tige » ou « cou » servant de séquence 
d’oligomérisation et de point d’ancrage transmembranaire, et enfin une extrémité 
N-terminale intracellulaire pour la transduction de signaux (figure 27).  

 

 
 
Figure 27 : structure d’une lectine transmembranaire de type II. 

Deux sous-types de domaines de reconnaissances des extrémités C-terminales sont 
recensés chez les protéines du groupe II : ceux reconnaissant le Gal ou ceux reconnaissant le 
Man. Certains domaines de reconnaissance ne lient qu’un seul sucre tandis que d’autres ont 
des spécificités de reconnaissance plus complexes. Par exemple, l’ASGP-R n’interagit qu’avec 
le résidu terminal de type Gal des ASGP, alors que DC-SIGN reconnait des oligosaccharides 
composés de Man et N-acétylglucosamine (GlcNAc).113 
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Contrairement au domaine de reconnaissance, le cou est soumis à une grande 
diversité entre les membres du sous-groupe. Par exemple, DC-SIGN possède un cou 
beaucoup plus long et flexible que celui de l’ASGP-R, et s’oligomérise en tétramère.114 
Le récepteur SRLC quant à lui possède un cou étendu avec une insertion de type 
collagène.115 

Enfin, l’extrémité N-terminale sert de guide lors de l’endocytose ou interagit avec des 
protéines intracellulaires pour la transduction de signal. C’est la région la moins conservée, 
elle conditionne la fonction assurée par la protéine en fonction de son état de 
phosphorylation. 

 
Au sein de ce groupe, l’ASGP-R partage beaucoup de similarités avec la « mannose 

binding protein » (MBP), lectine reconnaissant les oligomannosides.116,117 
 

III.3) Structure et fonction de l’ASGP-R 

III.3.a - Structure de l’ASGP-R  

Une glycoprotéine oligomérique 
L’ASGP-R est un complexe hétérooligomérique composé de deux polypeptides 

différents mais hautement homologues. 
Les premiers ASGP-R ont été isolés à partir d’hépatocytes de lapin, puis de rats et enfin 

d’humain.94,107,118 Les compositions des protéines solubles obtenues sont très semblables et 
ont permis l’étude de la structure des deux sous-unités. Il est à noter que le niveau 
d’oligomérisation des sous-unités en solution n’est pas représentatif de celui à la membrane. 

 
La lectine hépatique de lapin est composée de deux sous-unités de 48 et 40 kDa, qui 

s’auto-assemblent en solution en des complexes de 260 kDa avec une stœchiométrie 
2:4.107,110 Les deux sous-unités sont des glycoprotéines contenant divers acides aminés et 
des Gal, Man, GlcNAc et de l’acide sialique. La lectine ASGP-R de rat est quant à elle un peu 
différente.94,119 Elle est composée de trois sous unités notées RHL pour « rat hepatic 
lectin » : RHL-1 de 41 kDa, RHL-2 de 49 kDa et RHL-3 de 54 kDa dans un ratio de 8:1:1. 
Néanmoins, les deux polypeptides RHL-2 et 3 sont pratiquement identiques et pourraient 
être considérés comme une seule et même sous-unité. Seules des différences de 
glycosylation post-traductionnelles sur leurs extrémités N-terminales les distingueraient.120 

 
Enfin, l’ASGP-R humain a d’abord été considéré comme composé d’une seule sous 

unité H1 de 46 kDa.118,121 Puis une seconde protéine a été découverte, H2 de 50 kDa, 
partageant 58% d’homologie de séquence avec la première.4 Ces deux protéines sont 
codées par deux gènes différents très conservés.4 Les deux sous-unités H1 et H2 forment 
majoritairement des complexes au minimum trimériques, avec des stœchiométries de 
2-5:1, bien que d’autres ratios soient rapportés (figure 28).122-125 
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Figure 28 : Structure de l’ASGP-R ; ASGP = asialoglycoprotéine.4,126,127 

L’extrémité N-terminale comporte environ 40 résidus. Elle favorise la formation des 
puits recouverts de clathrines, qui rassemblent les récepteurs à la membrane et 
accomplissent leur endocytose.  

Le cou, d’environ 80 acides aminés, comporte plusieurs motifs répétés hxxhcxc de sept 
acides aminés, où h est un résidu hydrophobe, c est un résidu chargé et x un résidu 
variable.128 Cette heptade répétée induit une trimérisation des polypeptides par la formation 
d’une superhélice ou « coiled-coil » d’hélices α. 

Enfin, l’extrémité C-terminale est composés de 230 résidus et contient le domaine de 
reconnaissance de type C, d’environ 150 résidus.106 

Les protéines de rat et d’humain ont une très forte homologie de séquence, supérieure 
à 60% pour les extrémités C-terminales. Les homologies sont plus fortes entres les sous 
unités majoritaires des deux espèces, notée 1, qu’entre les deux sous-unités différentes 
d’une même espèce : H1 est plus homologue avec RHL1 qu’avec H2. (figure 28).4 

 
Les deux sous-unités sont nécessaires pour avoir un récepteur fonctionnel.96,124 La 

sous-unité H1 seule a la capacité de s’homo-oligomériser, cependant elle ne peut réaliser 
l’endocytose. La glycoprotéine H2 seule n’est quant à elle pas capable de 
s’homo-oligomériser ni de quitter le Golgi pour se rendre à la membrane ; elle y est 
rapidement dégradée. Les deux sous-unités sont impliquées dans la liaison avec le ligand.129 
Leur capacité à reconnaitre le Gal a notamment été montrée sur la lectine de rat.120 Il est à 
noter que H1 présente une meilleure affinité pour les galactosides que H2. Par ailleurs la 
sous-unité mineure H2 est plus accessible que la majeure à la membrane des 
hépatocytes.129,130 

 
Pour conclure, le modèle le plus simple et satisfaisant consiste en une lectine 

trimérique transmembranaire de type II, résultant de l’oligomérisation de H1 et H2 dans 
une stœchiométrie 2:1, s’organisant en cluster à la membrane des cellules hépatiques.131 
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Le domaine de reconnaissance de l’ASGP-R 
Le domaine de reconnaissance de la sous unité H1 a été cristallisé par Meier et al.127 

N’ayant pu être cristallisé en présence de ligand, la séquence impliquée dans la 
reconnaissance du sucre a été déterminée par analogie avec d’autres lectines homologues 
de type C, en particulier la MBP. Cette dernière est la première lectine de type C à avoir été 
cristallisée, donnant les bases de compréhension de structure et de reconnaissance des 
sucres pour toutes les lectines de cette catégorie.132,133 Comme nous l’avons évoqué, les 
caractéristiques communes à tous les domaines de reconnaissance de type C sont : deux 
pont disulfures, deux sites de coordination de Ca2+, et un cœur hydrophobe étendu. Les 
acides aminés impliqués à la fois dans la coordination d’un Ca et du sucre ont été mis en 
évidence, élucidant ainsi le mode de d’interaction avec le sucre dépendant du Ca2+.112,134 

Le domaine de reconnaissance de H1 a la particularité de comporter trois sites de 
coordination du Ca2+ et trois ponts disulfures ; il est dit domaine de reconnaissance de 
forme longue. Ces Ca2+ et ponts disulfures stabilisent la structure du domaine de 
reconnaissance. Deux Ca2+, les sites 1 et 2, sont localisés dans la région de reconnaissance du 
sucre, et le troisième est proche de l’extrémité N-terminale du domaine de reconnaissance. 
Chaque Ca2+ est coordinné par huit atomes d’oxygène appartenant à la protéine, au sucre ou 
à des molécules d’eau en absence de sucre.  

Le domaine de reconnaissance de H1 peut être divisé en deux domaines (figure 29) : 
- L’un est composé par le C-terminal et le N-terminal assemblés en 2 hélices α et un 

feuillet β (figure 29 ; partie inférieure). 
- L’autre est le domaine fonctionnel, composé de 2 feuillets β et 5 boucles. L’une de 

ces boucles, proéminente et riche en glycine, fait partie du site de liaison du 
sucre.117 
 

 
 
Figure 29 : Diagramme en ruban de la structure cristallographique du domaine de reconnaissance de H1. Les deux 

hélices α sont en magenta, les feuillets β en bleu, les Ca2+ en vert, et les trois ponts disulfures en jaune. La division en 
deux sub-domaines est visible au niveau du feuillet β3. Le site de liaison du sucre est signalé par la flèche, au niveau du 
Ca2+ du site 2. D’après Meier et al., J. of Mol. Biol., 2000, 300, 857.  

Le site de liaison du sucre se trouve au niveau du Ca2+ du site 2, proche de la boucle 
riche en glycines (figure 30). Elle comprend les peptides 236 à 268, dont les caractéristiques 
de liaison du sucre et coordination du Ca2+ sont détaillés dans la section III.4). 
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Figure 30 : Séquence peptidique du site de reconnaissance du sucre de l’ASGP-R sur la sous unité H1. 

 

III.3.b - Fonction de l’ASGP-R 

Les fonctions de l’ASGP-R ne sont pas encore toutes clairement définies. Sa fonction la 
plus évidente et la clairance des glycoprotéines du sang pour leur dégradation.  

 
Les glycoprotéines sont des protéines portant des sites sur lesquelles des mono-, oligo- 

et/ou polysaccharides ont été accrochés lors de modifications post-
traductionnelles, appelées glycosylations. Ces glycosylations ont de nombreux rôles 
biologiques et concernent la majorité des protéines destinées à des fonctions 
extracellulaires. Beaucoup de ces protéines portent des acides sialiques (NeuAc) en bout de 
chaîne saccharidique. Sous l’action d’une enzyme appelée neuraminidase (ou sialidase), ces 
acides sialiques sont coupés, laissant le pénultième sucre accessible. Ces protéines sont alors 
appelées les asialoglycoprotéines (ASGP). Parmi les ASGP reconnues par l’ASGP-R se 
trouvent d’asialoorosomucoïde (ASOR)135, l’asialofétuine136 et l’asialocéruloplasmine,137 
provenant de la céruloplasmine évoquée précédemment dans le cadre du transport du Cu 
dans la circulation (figure 31).83 Toutes ont en commun d’exposer un résidu Gal terminal 
après leur désialylation. 

 
La durée de vie de ces ASGP dans la circulation est très courte, de l’ordre d’une dizaine 

de minutes pour l’asialocéruloplasmine. Ceci est dû à leur clairance par le foie pour leur 
dégradation. Ainsi, dans les années 70, G. Ashwell et A. Morell ont découvert le récepteur 
ASGP-R en étudiant le métabolisme des glycoprotéines du sérum.105 Ces deux chercheurs 
travaillaient sur le rôle de la céruloplasmine dans la maladie de Wilson.138 Ils ont démontré 
que les ASGP dont la désialilation conduit à l’exposition d’un résidu galactosyl sont 
rapidement et sélectivement assimilée par les cellules hépatiques parenchymateuses. La 
cinétique de clairance dépend du nombre et de l’intégrité des résidus terminaux Gal portés 
par leur ASGP : elle est efficace et rapide pour un minimum de deux résidus galactosyl 
désialylés.139,140  
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Figure 31 : Structure des chaînes oligosaccharidiques portées par la fétuine, la céruloplasmine et l’orosomucoïde 

(ORM). Celles-ci ne sont efficacement reconnues qu’après décrochage de l’acide sialique terminal par la neuraminidase. 
NeuAc = acide sialique ; GlcNAc = N-acétylglucosamine ; Man = Mannose ; Gal = Galactose ; Fuc = Fucose. 

La régulation du taux de protéines circulantes n’est cependant pas la seule fonction du 
récepteur. Son implication est évoquée dans des processus d’immunorégulation, d’infection 
virale ou encore de clairance de lipoprotéines, mais aucune autre fonction n’a été clairement 
identifiée pour l’instant.141 Comme ceci est visible sur les compositions des oligosaccharides 
portés par les ASGP (figure 31), le GalNAc n’est pas très courant sur les glycoprotéines 
circulantes. Il est par contre abondant sur les surfaces cellulaires. Or, il est reconnu avec une 
très forte affinité par les ASGP-R ; ceci laisse supposer que l’ASGP-R pourrait jouer une rôle 
dans des interactions cellulaires.118 

 
Par ailleurs, il est à noter que le domaine de reconnaissance de l’ASGP-R est lui-même 

une glycoprotéine. L’intégrité des acides sialiques du C terminal de l’ASGP-R est nécessaire 
pour l’interaction avec les ASGP.142 Il a été démontré qu’un traitement de l’ASGP-R à la 
neuraminidase conduit à une perte partielle voire totale de son activité en libérant un résidu 
Gal. Ce résidu inhibe l’interaction avec les ASGP en occupant le site de reconnaissance.143 
L’acide sialique a donc deux niveaux de régulation : 

- il contrôle la clairance des glycoprotéines en masquant leur pénultième résidu Gal 
reconnu pas les ASGP-R.144 

- il contrôle l’activité de reconnaissance des ligands par les ASGP-R soit en masquant, 
soit en libérant le résidu auto-inhibiteur Gal porté par le domaine de 
reconnaissance. Ce processus est réversible.  
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III.4) Les propriétés de reconnaissance de l’ASGP-R 

Les lectines reconnaissent un ligand selon un mécanisme à deux composantes 
(figure 32) :8 

- une composante monovalente, qui correspond à l’interaction d’un sucre ou une 
chaîne saccharidique dans le domaine de reconnaissance, 

- et une composante multivalente, qui correspond à l’interaction entre un ligand 
multivalent portant plusieurs sucres et une lectine multivalente présentant 
plusieurs domaines de reconnaissance généralement identiques. 

L’interaction entre une lectine et son ligand suit le concept « clef-serrure » de Fisher, 
donnant un complexe plus stable que que les deux molécules séparées. 

 
 

 
 
Figure 32 : La liaison d’un sucre au sein du domaine de reconnaissance provient d’une composante monovalente, 

avec des interactions non covalentes entre le sucre et les résidus de la lectine, et multivalente, avec un ajustement du 
ligand à la géométrie de la lectine. D’après Cecioni et al., Chem. Rev., 2015, 115, 525.8 

La caractérisation de l’interaction monovalente et multivalente entre un ligand et une 
lectine est essentielle pour l’approche thérapeutique ou la vectorisation. Celle-ci peut être 
évaluée de manière empirique par la détermination de constante de dissociation Kd des 
complexes ligands-lectines. Mais elle n’est pas toujours possible à obtenir et ne reflète pas le 
pouvoir inhibiteur du candidat en condition in vivo. La mesure de potentiel inhibiteur ou 
concentration pour 50% d’inhibition d’un ligand de référence (IC50) est très informative et 
plus facile à mesurer. Dans les études présentées ci-après, les IC50 sont évalués par des 
compétitions avec l’125I-ASOR, donnant une idée de l’affinité relative des ligands par 
rapport à cette glycoprotéine.145 De nombreuses techniques sont utilisées pour les 
déterminer, mais la comparaison d’IC50 n’a du sens que lorsque les valeurs sont obtenues 
dans les mêmes conditions d’expérimentation.  

Les études d’interaction de divers ligands avec la lectine ASGP-R ont été réalisées dans 
des conditions expérimentales très variées, utilisant soit des hépatocytes entiers, des 
lectines solubilisées ou encore la membrane plasmique isolée. La structure de la lectine 
diffère en termes de degré d’oligomérisation, organisation des sous-unités et accessibilité 
des domaines de reconnaissance selon les conditions choisies, ce qui modifie les 
phénomènes de reconnaissance. De plus, les expérimentations ont été effectuées avec des 
ASGP-R de trois origines : lapin, rat et homme. Bien qu’hautement homologues, des 
différences d’interaction ne sont pas à exclure.  

Bien que difficiles à mettre en relation, toutes ces études ont permis de mettre en 
évidence les structures monovalentes et multivalentes de haute affinité pour les ASGP-R. 
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III.4.a - Mécanismes de reconnaissance monovalente  

La reconnaissance d’un monosaccharide au sein de domaines de reconnaissance est un 
équilibre dynamique et rapide. Elle s’effectue par l’établissement d’un réseau de liaisons 
hydrogènes entre les résidus de la protéine et les hydroxyles du sucre. Il n’est également pas 
rare d’observer des interactions hydrophobes entre des chaînes latérales d’acides aminés 
aromatiques et l’une des faces apolaires du sucre (α ou β), ou encore les fonctions déoxy et 
N-acétylés (figure 33). En général les carbohydrates sont des molécules neutres, mais dans 
certains cas ils peuvent être chargées et induire de contacts ioniques électrostatiques ; c’est 
par exemple le cas pour l’acide sialique (figure 33). Les ions métalliques Ca2+ jouent un rôle 
dans l’intégrité structurale de la lectine et dans le cas des lectines de type C, ils interviennent 
directement dans l’interaction avec le sucre (figure 33). 

Enfin, la solvatation par des molécules d’eau sert de « relai » au sein du réseau de 
liaison hydrogène. Les hydroxyles du sucre prennent la place des molécules d’eau, ce qui 
produit un phénomène de désolvatation très favorable d’un point de vue entropique, qui est 
une force motrice dans de nombreuses interactions biomoléculaires.8 

 

 
 

Figure 33 : Exemples de points de contact entre un monosaccharide et le domaine de reconnaissance (DRC) d’une 
lectine lors de la reconnaissance du sucre. 

Le domaine de reconnaissance de l’ASGP-R reconnait spécifiquement les résidus 
galactosides terminaux des glycoprotéines selon un processus saturable, dépendant du pH 
et de la concentration en Ca2+.142,144 De plus, son affinité pour le GalNAc est 10 à 50 fois 
supérieure à celle envers le Gal.118,146 N’ayant pas pu être cristallisé en présence du ligand, 
ses caractéristiques de liaison du sucre ont été déterminées par analogie ente RHL-1 et 
d’autres lectines de types C dont le mode de liaison des sucres a été déterminé. D’élégantes 
études par mutagénèse dirigée ont été réalisées par Drickamer et al.116,117,133,147,148 
Elles reposent sur le principe que tous les domaines de reconnaissance des lectines de types 
C partagent les mêmes acides aminés très conservés alors que leur spécificité de 
reconnaissance diffèrent. L’analyse des différences entres les séquences de ces domaines de 
reconnaissance permet donc de comprendre quels acides aminés sont essentiels dans la 
discrimination pour un type de sucre particulier.  

 
Spécificité pour les sucres de type galactosides 
Les deux acides aminés Gln239 et Asp241 sur RHL-1 sont responsables de la 

reconnaissance du Gal. Ils sont impliqués dans un réseau de liaisons hydrogènes avec les 
hydroxyles 3 et 4 du sucre (figure 34). Ainsi, ils établissent la préférence pour le Gal par 
rapport au Man en favorisant l’accès à la poche aux sucres portant un 3-OH équatorial et un 
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4-OH axial. Ces deux seuls acides aminés suffisent à induire une affinité 10 fois plus forte 
pour les galactosides comparé au Man.133,149,150 

Par ailleurs, le Ca du site 2 participe à la liaison du sucre : les hydroxyles 3 et 4 du sucre 
ainsi que le Gln239 et l’Asp241 font partie de sa sphère de coordination (figure 34). Chez 
toutes les lectines de type C, la préférence pour les sucres est attribuée à la formation du 
complexe ternaire site de reconnaissance-Ca-carbohydrate.133 

 
Deux caractéristiques supplémentaires sont nécessaires et suffisantes pour obtenir la 

haute affinité et sélectivité pour les galactosides observés chez l’ASGP-R : 
- l’affinité est apportée par le résidu Trp243. Sa chaîne latérale indolique interagit avec 

la face apolaire α du galactoside, stabilisant considérablement l’interaction entre la protéine 
et le sucre (figure 34).116,117,151  

- la spécificité est attribuée à la boucle riche en glycines. Celle-ci n’est pas en contact 
avec le sucre mais joue un rôle purement structural : elle immobilise le cycle indolique du 
Trp243 par un repliement local bien défini, empêchant ainsi l’entrée des sucres autres que 
les galactosides dans la poche de reconnaissance par exclusion stérique.116 

 

 
Figure 34 : Schéma récapitulant le mode de liaison du sucre dans le domaine de reconnaissance de la sous-unité 

majoritaire de l’ASGP-R ; mise en évidence des interactions induisant la spécificité pour les galactosides et la préférence 
pour le GalNAc. 

Préférence pour le GalNAc par rapport au Gal 
La préférence de l’ASGP-R pour le GalNAc provient de l’interaction du groupement 

acétamide en position 2 du sucre avec une région hydrophobe de la protéine (figure 34). 
Le résidu le plus crucial est l’His256, dont le cycle imidazole est directement impliqué 

dans des interactions de Van Der Waals avec l’acétamide en position 2. Son remplacement 
par une Ala diminue de 25 fois l’affinité relative pour le GalNAc mais n’affecte pas celle pour 
le Gal. Le positionnement de cette His est maintenu par l’Asn208.147,148 

Il en va de même pour le résidu Arg236, dont la disposition est stabilisée par la Gly238. 
Ce motif double l’affinité relative pour le GalNAc. Enfin, plusieurs autres résidus ont montré 
leur participation à la sélectivité mais leur impact est moins décisif et leur rôle n’est pas 
clairement défini.147,151 

 
Il est important de noter que cette interaction est fortement dépendante du pH, 

optimal entre 6 et 7,8.142,148 L’effet du pH est crucial pour la dissociation du complexe 
ligand-récepteur dans l’endosome. Il est attribué à une perte d’affinité du domaine de 
reconnaissance pour le Ca2+ au site 2 à cause de la protonation de certains résidus. Celle-ci 
change le repliement général de la protéine et bouleverse la sphère de coordination du Ca2+. 
En particulier, la protonation de l’His256 altère son interaction avec l’Asn254. Ce dernier 
n’est alors plus dans un positionnement adéquat pour la coordination du Ca2+.148,152 
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III.4.b - Reconnaissance monovalente des résidus terminaux des 

ASGP 

Comme nous l’avons vu, les ligands naturels endogènes reconnus pas l’ASGP-R sont 
des protéines N-glycosylées. Ce sont des glycoprotéines portant des oligosaccharides mono à 
tétra-antenne accrochés sur des azotes des fonctions amides d’Asn (figure 31). Après retrait 
de leur résidu terminal acide sialique par la neuraminidase, certaines de ces glycoprotéines 
présentent un résidu terminal Gal ou parfois GalNAc qui interagit avec le site de 
reconnaissance de la lectine. 

 
Bien qu’il soit établi que seul le résidu terminal entre dans la poche de reconnaissance 

et interagisse avec elle,118 une petite partie du reste de la molécule influence l’affinité de la 
liaison. Comme le montrent des études dédiées à l’impact de la chaîne oligosaccharidique 
sur la reconnaissance par la lectine, le sucre attaché en position 1 de ce galactoside 
terminal a une influence sur le potentiel inhibiteur du ligand.153 

Par exemple, Lee et al. ont révélé que les ligands portant un Lac, qui correspond à un 
Galβ(1→4)Glc, ont un potentiel inhibiteur de l’125I-ASOR environ 6 fois meilleur que les 
ligands galactosylés, sur hépatocytes de lapin.146,154 De plus, le LacNAc semble meilleur que 
le Lac, avec un potentiel inhibiteur 1,6 fois meilleur pour le Galβ(1→4)GlcNAc comparé au 
Galβ(1→4)Glc.153 Il est à noter que sur les ASGP, le disaccharide terminal est très souvent un 
Galβ(1→4)GlcNAc (figure 35). 

L’influence du lien glycosidique sur le potentiel inhibiteur des oligosaccharides est 
avérée, bien qu’aucune conclusion générale n’ait pu être établie. L’effet de la configuration 
anomérique et de la position du point d’ancrage sur le sucre précédant semble dépendre de 
la composition de l’oligosaccharide et des conditions d’expérimentation. Il est à noter que 
des glycoprotéines α et β galactosylées montrent indifféremment de fortes affinités pour 
l’ASGP-R.146,154,155 

 

 
Figure 35 : Carbohydrates communément portés par les ASGP ; ordre de préférence par l’ASGP-R. 

Enfin, le résidu terminal acide sialique des glycoprotéines gêne la reconnaissance par 
l’ASGP-R. Il est introduit en position 3 ou 6 du galactoside, et protège ainsi les ASGP de la 
dégradation dans les hépatocytes (figure 31). Lorsqu’il est en position 3, la reconnaissance 
est bloquée par l’impossibilité pour le galactoside d’entrer dans la poche et d’établir 
l’interaction avec la Ca2+.  

La position 6 du galactoside terminal peut quant à elle être substituée par un autre 
sucre.146,153,156 Néanmoins, le disaccharide NeuAcα(1→6)Gal n’est que faiblement reconnu 
par la lectine à cause d’une répulsion dans le site de reconnaissance due à la charge du 
carboxylate, empêchant l’interaction hydrophobe entre la face α du sucre et le 
Trp243.155,157,158  
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III.4.c - Mécanismes de reconnaissance multivalente  

La multivalence est un paramètre clé dans les phénomènes d’interaction 
bio-moléculaires, et tout particulièrement en glycobiologie. D’une manière générale, les 
lectines sont des récepteurs multimériques. Leur affinité pour un ligand monovalent est 
faible, avec des Kd de l’ordre de 10-3. Elles privilégient les interactions avec des ligands 
multivalents comme les glycoprotéines (figure 31), qui présentent de très fortes affinités 
(Kd ≈ 10-9) et sélectivités in vivo. 

Le terme « cluster glycoside effect » ou effet cluster désigne l’augmentation d’affinité 
par l’interaction multivalente entre une lectine et un ligand. C’est un phénomène complexe 
composé de plusieurs mécanismes de reconnaissance, parfois combinés et en équilibre 
dynamique, pour lequel aucun model prédictif n’a pu être établi pour l’instant. Voici les 
mécanismes d’interactions multivalentes les plus courants (figure 36) :8,159 

- l’effet chélate, pour lequel plusieurs sucres du ligand lient simultanément plusieurs 
domaines de reconnaissance de la lectine (figure 36 a). Cet effet est l’un des plus étudiés ; 
l’augmentation d’affinité apportée par ce phénomène est considérable. Pour le décrire, le 
terme d’avidité remplace celui d’affinité de la lectine pour son ligand. 

- le rassemblement de récepteur en clusters correspond au recrutement des lectines 
membranaires par un ligand multivalent. Sur la bicouche lipidique, lors de l’intéraction d’un 
premier ligand, les récepteurs se déplacent vers le lieu d’interaction, formant des clusters où 
plusieurs lectines sont liées par un même ligand multivalent (figure 36 b). 

- la liaison d’une partie du ligand sur un site de reconnaissance secondaire de la 
lectine est parfois observée (figure 36 c). Elle requiert l’association d’un ligand 
hétérobivalent à la fois sur le site principal de reconnaissance et sur un second site de liaison 
possédant une affinité et une spécificité de reconnaissance différentes du site principal. 

- enfin, la réassociation statistique décrit le phénomène par lequel un ligand de haute 
densité de sucre s’associe avec un domaine de reconnaissance selon un équilibre d’échange 
dynamique, entre les différents sucres très proches les uns des autres et le domaine de 
reconnaissance (figure 36 d). Il est également appelé effet de concentration locale du ligand. 

 

 
 
Figure 36 : Mécanismes non-agrégatifs de l’intéraction entre des ligands multivalents et des récepteurs 

multivalents. D’après S. Cecioni et al., Chem. Rev., 2015, 115, 525. 

Il est possible que la liaison d’un ligand sur un récepteur, de manière multivalente ou 
non, influence l’affinité de liaison sur un second site de liaison, de manière positive ou 
négative. Ceci est dû à des changements stériques, de conformation ou de polarisation dus à 
la première interaction. C’est le phénomène de coopérativité chélate.8 
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Il est important de souligner que la multivalence augmente non seulement l’affinité 
pour un ligand mais aussi la spécificité de reconnaissance. Les lectines sont des protéines 
aux structures et fonctions très variées, qui sont déclenchées par la reconnaissance de 
ligands très spécifiques. Or la diversité des monosaccharides est limitée et les lectines sont 
parfois peu spécifiques vis-à-vis de ces derniers. La spécificité de reconnaissance est alors 
apportée par la diversité des oligosaccharides et des géométries de présentations.8 Ainsi, 
des paramètres comme la densité de sucres, la flexibilité ou la conformation de la molécule 
porteuse des sucres est déterminante pour la reconnaissance multivalente. Ceci implique 
que les lectines reconnaissent spécifiquement des ligands dont l’architecture s’adapte 
parfaitement à leur conformation. 

 
La lectine ASGP-R reconnait des ligands galactosides présentés de manière 

multivalente. La valence et la géométrie du ligand doivent donc être adaptées à la structure 
de la lectine, autorisant ainsi potentiellement les mécanismes présentés dans ce paragraphe. 

 

III.4.d - Reconnaissance multivalente des oligosaccharides portés par 

les ASGP 

Des études empiriques sur l’effet de la multivalence des ASGP ont été réalisées. Les 
résultats obtenus avec des lectines solubilisées sont qualitativement similaires à ceux 
obtenus avec les lectines sur membrane cellulaire. Cependant, d’un point de vue quantitatif, 
les valeurs d’IC50 sont supérieures pour l’utilisation de lectines solubilisées. Les contrastes 
entre les inhibiteurs puissants et faibles sont moins prononcés, et l’effet de la multivalence 
est également moins marqué.146 Comme mentionné précédemment, ceci s’explique par le 
fait que les lectines solubles n’ont pas le même niveau d’oligomérisation, la même 
accessibilité aux domaines de reconnaissance de leurs différentes sous-unités ni la même 
organisation que celle observée à la membrane. De plus, la structure de la lectine diffère 
suivant son origine entre les différents mammifères couramment utilisés (rat, lapin, 
homme…).160 

 
Influence de la densité de Gal sur l’efficacité de reconnaissance 
L’affinité de l’ASGP-R est fortement dépendante du nombre de galactosides portés 

par le ligand. Cette observation a été effectuée dès la découverte de la lectine, soulignant 
notamment que la capacité des lectines de rat à être retenues sur gel de polyacrylamide 
fonctionnalisé par des Gal requiert un nombre minimal de sucres et un arrangement 
particulier de ces derniers.161 

Il a été démontré que l’affinité de liaison des ASGP à la lectine ASGP-R augmente avec 
le nombre de galactosides par moles de protéines. Par exemple la protéine ASOR, qui 
comporte 20 Gal par moles de protéines, a une affinité 50 fois plus élevée pour l’ASGP-R 
humain que celles de l’asialocéruloplasmine qui n’en contient que la moitié, environ 
12 Gal/mol.118 

 
Des ligands oligosaccharidiques mono-, bi-, et tri-antenne portant des LacNAc ont été 

construits sur le modèle de l’ASOR et de l’asialofétuine. Ils reproduisent les oligosaccharides 
branchés portés par ces glycoprotéines (figure31). Ces derniers possèdent des IC50 de 
l’125I-ASOR respectivement de 1.10-3, 1.10-6 et 5.10-9 M (tableau 7). la présence d’un 
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quatrième LacNAc n’a qu’un faible effet sur l’affinité, qui atteint alors 1.10-9 M : 
l’augmentation d’affinité de mono- à trivalent est drastique, puis atteint un palier.162 

 
Tableau 7 : Valeurs d’IC50 obtenues par compétitions avec l’125I-ASOR (≈ 6.10-10 M). D’après Lee et al., Glycoconj. 

J., 2000, 17, 543.  

 IC50 (µM) 

Hépatocyte 
(lapin) 

Lectine soluble 
(lapin/rat) 

Monovalent  
galactosides 

 
400-700 

 
400-800 

Divalent 
PENTA-2,4 
PENTA-2,6 
BI-GP 

 
0,3 
4,5 
2,4 

 
30 
70 

Non déterminé 
Trivalent 
NONA-I 
NONA-II 
TRI-GP 

 
0,007 
0,15 

0,006 

 
0,9 
2,2 

Non déterminé 
Tétravalent 
UNDECA 

 
0,0034 

 
3,0 

 
 
 
Toutes ces observations valident l’hypothèse que la lectine ASGP-R interagit avec les 

ligands de manière multivalente.118,162 La croissance exponentielle de l’affinité observée des 
ligands mono- à trivalents tend à montrer que cette interaction multivalent résulte d’une 
combinaison de plusieurs mécanismes de reconnaissance.  

 
Les petits ligands oligosaccharidiques beaucoup moins denses en sucre que les ASGP 

atteignent des affinités pour la lectine comparables aux ASGP elles-mêmes.162 Par ailleurs, 
pour une même valence, le potentiel inhibiteur peut varier d’un facteur 100 entre deux 
ligands (tableau 7). Par conséquent, le nombre de sucre est primordial mais leur 
arrangement spatial influence aussi fortement l’affinité. 

 
Influence de la géométrie du ligand sur l’efficacité de reconnaissance par l’ASGP-R 
Pour favoriser l’interaction simultanée de plusieurs sucres du ligand avec les domaines 

de reconnaissance de l’ASGP-R, le ligand doit répondre à quelques conditions structurales. 
Les distances entre les sucres et la flexibilité du ligand sont des paramètres clés pour lui 
permettre de s’adapter à la conformation du récepteur. 

 
L’organisation des sous-unités à la membrane des hépatocytes est déterminante pour 

la reconnaissance des ligands.131 Il a été remarqué, sur hépatocytes de rat et de lapin, que 
l’encombrement stérique de certains ligands est un facteur limitant pour leur 
reconnaissance par l’ASGP-R. Le nombre de sites de liaison disponibles à la membrane pour 
un ligand donné dépend donc directement de sa taille et de son architecture.163 De ce fait, 
l’ASOR ne peut pas saturer tous les sites de liaison du Gal à la surface des hépatocytes, ni 
inhiber l’interaction de ligands de faible poids moléculaire.129-131,164 Il est donc pertinent de 
concevoir de petits ligands synthétiques pour la vectorisation, que de gros ligands 
endogènes tels les asialoglycoprotéines ne peuvent pas totalement inhiber. 
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Les études de Lee et al. ont permis de déterminer les distances optimales entres 

galactosides, correspondant à la distance entre les domaines de reconnaissance à la surface 
des hépatocytes de lapin et de rat. Parmi les ligands oligosaccharidiques présentés 
précédemment (tableau 7), NONA I possède une affinité comparable à celle de l’ASOR dont il 
est inspiré : son affinité est seulement 10 fois inférieure à l’ASOR alors que cette dernière 
possède 5 motifs oligosaccharidiques de type NONA I (figure 31). La structure de NONA I est 
donc nécessairement très proche de la conformation du récepteur, et optimale pour 
interagir par effet cluster. Le complexe ligand-récepteur est stabilisé dans la configuration la 
plus probable pour le récepteur, qui a une organisation précise et rigide à la surface. Il a été 
montré que le bras le plus court de ligands de types NONA I interagit avec des sous-unités 
mineures et le deux autres bras plus longs avec des sous-unités majeures.165,166 Les distances 
entre les sucres au sein de cet oligosaccharide sont 15, 22 et 25 Å, et sont aujourd’hui 
considérées comme les distances optimales pour l’interaction avec les récepteurs 
(figure 37).167,168 Comme il est établi que l’interaction ligand-ASGP-R s’effectue par effet 
cluster et non une simple recombinaison statistique, la distance entre les domaines de 
reconnaissance est donc d’environ 15 à 25 Å. Ceci a été également montré sur l’ASGP-R 
humain, pour laquelle la distance entre les domaine de reconnaissance a été déterminée 
entre 25 et 30 Å.118 Bien entendu, un certain niveau de flexibilité des ligands est requis pour 
permettre l’adaptation à la lectine. 

 

 
 

Figure 37 : Architecture optimale de ligand d’ASGP-R, reproduit d’après Khorev et al., Bioorg. Med. Chem., 2008, 
16, 5216. 

Il est important de souligner que toutes les études empiriques de la lectine ASGP-R, 
telles que celles présentées ici, participent à la compréhension de sa structure et des 
phénomènes d’interaction avec les ligands au même titre que la cristallographie ou la 
mutagénèse dirigée. C’est cette mise en relation entre la structure de ligands synthétiques et 
celle de la lectine qui a permis de déterminer en premier lieu le mode de reconnaissance des 
sucres dans le domaine de reconnaissance, l’organisation des sous-unités de l’ASGP-R et le 
mode de présentation des domaine de reconnaissance à la membrane des hépatocytes.169 
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III.5) Ciblage des ASGP-R par des ligands synthétiques 

La compréhension de la structure et des propriétés de reconnaissance des sucres par 
l’ASGP-R est essentielle en vue de concevoir des ligands synthétiques de haute affinité pour 
cette lectine. Maintenant ces caractéristiques établies, voyons la mise au point des 
stratégies pour obtenir des ligands multivalents efficacement reconnus par le récepteur 
hépatique. Dans un but de vectorisation d’agent thérapeutique, il est également question de 
spécificité envers l’ASGP-R. 

Le sujet étant très vaste et abondamment documenté, l’étude bibliographique 
proposée dans ce paragraphe est loin d’être exhaustive. Elle donne la philosophie générale 
d’une approche de ciblage efficace, spécifique et applicable in vivo. 

 
Dans un premier temps, nous allons voir comment optimiser la liaison d’un sucre à un 

domaine de reconnaissance. Puis, nous allons présenter les critères chimiques permettant 
de concevoir des architectures adaptées à la reconnaissance de l’ASGP-R. 

 

III.5.a - Modifications des sucres 

Des carbohydrates modifiés chimiquement sur les fonctions portées par les carbones 
1 à 6 ont été synthétisés afin de renforcer l’efficacité et la sélectivité d’interaction, et ainsi 
obtenir des affinités supérieures aux ligands endogènes et un ciblage exclusif de la lectine 
d’intérêt. Il est à noter que les O glycosides et les S glycosides sont reconnus de façon 
similaire. Par contre, le remplacement de l’oxygène par un carbone diminue l’affinité pour la 
lectine (figure 38).146 

 

 
 

Figure 38 : Ordre d’affinité pour l’ASGP-R suivant le type de glycoside. 

L’influence de diverses modification chimiques sur les positions 1 à 6 a été 
abondamment étudié. En voici au préalable un bref récapitulatif : 

- La position 1 peut servir de point de rattachement du galactoside au reste de la 
molécule. Il est préférable que le substituant soit linéaire et peu encombré. 

- Un acétamide en position 2 augmente grandement l’affinité pour l’ASGP-R 
comparé au Gal. L’affinité peut encore être améliorée par l’introduction d’un 
trifluoroacétamide. Néanmoins il ne peut être remplacé par un groupement plus 
encombré, sauf dans certains cas ou ce groupement est relié au sucre par un lien 
triazole. 

- Il est primordial de conserver les fonctions hydroxyles aux positions 3 et 4 : leur 
remplacement par d’autres fonctions diminue l’affinité de manière drastique. 

- Enfin, le CH2 porté en C5 est requis. La position 6 quant à elle tolère des 
substituents encombrés, et certains comme le triazole peuvent même renforcer 
l’interaction. 
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Comme nous l’avons vu, la position anomérique n’est pas impliquée dans la 
reconnaissance au même titre que les positions 2, 3 et 4 (tableau 8). Sur les ligands 
monosaccharidiques, elle n’a pas beaucoup d’influence lorsqu’elle porte un substituant 
linéaire de structure simple.146,170 Cependant, Lee et al. ont montré qu’un amide ou cyanure 
en γ de la position anomérique peut augmenter l’affinité d’un facteur 5 à 10.155 Pour des 
substituants encombrés, une perte d’affinité est observée. Par exemple, l’affinité du dérivé 
GalNAc-β-PhpOMe est 5 fois plus faible comparée au GalNAc ou au GalNAc-β-Me.171 

Concernant la configuration anomérique, il est impossible de conclure, chaque cas est 
particulier. Il est néanmoins possible de souligner que d’après les informations obtenues par 
modélisation moléculaire, la configuration β semble être favorisée par rapport à la 
configuration α.172,173 En effet, une substitution du carbone anomérique en configuration β 
pointe vers le solvant alors qu’en configuration α elle pointe vers la protéine, ce qui peut 
engendrer une gêne stérique. Cette théorie est étayée par l’expérimentation. Par exemple, 
lors de plusieurs expériences différentes, le Gal-α-OMe a montré une affinité 1,6 fois plus 
faible que le Gal-β-OMe.146,173 Néanmoins, plusieurs études sont en désaccord avec cette 
hypothèse. D’après Wong et al., le GalNAc-α-Oallyl possède un potentiel inhibiteur 1,7 fois 
supérieur au GalNAc-β-Oallyl, montrant que le dérivé en α est meilleur que celui en β.174 Ceci 
a été confirmé par Sarkar et al. pour le GalNAc-α/β-Me.153 

Quoi qu’il en soit, l’influence du substituant et de la configuration anomérique en 
position 1 reste minime.170 

 
Tableau 8 : Exemples de modifications en positions 1 de galactosides et leur influence sur l’affinité. 

Posistion 1 

 
Substituant R1 R1’ R2 IC50 (mM) rIC50 Ref. 
Linéaire Galactose   1.7 1 155 

H SCH2CN OH 0.13 0.1 
H SCH2C(NH)NH2 OH 0.3 0.2 
H SCH2C(NH)NHCH2CO2H OH 0.6 0.4 

    Kd (H1) (µM) rKd   
Encombré OH H NHAc 40 1 171 

CH3 H NHAc 41 1 
PhpOMe H NHAc 202 5 

    IC50 (mM) rIC50  
α/β OMe H OH 1.8 1 155,173 

H OMe OH 2.8 1,5 

IC50 calculés par compétition avec l’125I-ASOR (≈ 6.10-10 M) ; rIC50 = IC50 relatif ; Kd mesurés par résonance 
plasmonique de surface (SPR) avec immobilisation du domaine H1 sur surface. 

 
L’effet du remplacement du groupement acétamide en position 2 du GalNac a 

également été étudié (tableau 9). Le groupement propanamide ne change pas l’affinité par 
rapport à un acétamide, alors que des groupements plus encombrés comme le benzamide 
ou le phthalimide diminuent l’affinité de 4 à 40 fois.174 Ce phénomène peut être attribué à 
un encombrement stérique, et pour le phthalimide à une intrusion d’un carbonyle vers la 
face α du sucre, déstabilisant ainsi l’interaction hydrophobe avec le Trp. 

L’amélioration la plus probante d’affinité en position 2 a été apportée par le 
groupement trifluoroacétamide. Celui-ci augmente l’affinité de 3 à environ 50 fois par 
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rapport aux dérivés acétamides. Ceci a été confirmé par plusieurs études utilisant des 
techniques différentes.171,174 

Certaines études récentes se sont penchées sur l’apport d’une fonctionnalisation par 
un triazole ; les résultats sont variables. Le lien triazole en position 2 permet d’introduire des 
substituants encombrés sans diminuer l’affinité. De manière générale, si l’affinité peut être 
légèrement augmentée de 1 à 5 fois avec des dérivés triazole substitués par de gros 
groupements polaires, elle reste néanmoins équivalente au groupement acétamide.171,173 

A l’inverse, un groupement azoture en position 2 n’est pas aussi bien toléré à cause de 
la perte du contact hydrophobe avec l’His256, avec une affinité 14 fois inférieure à celle du 
GalNAc.173  

 
Tableau 9 : Exemples de modifications en positions 2 de galactosides et leurs impacts sur l’affinité. 

Position 2 

 
 R1 R1’ R2 R5 IC50 

(mM) 
rIC50 Ref. 

Dérivés 
d’acétamide 

OCH2CH2OH 
H 

NHAc CH2OH 0.2 1 
174 

 OCH2CH2OH H NHCOEt CH2OH 0.2 1  
 OCH2CH2OH H NHBz CH2OH 0.8 4  
 OCH2CH2OH H NPhth CH2OH 8 40  
     Kd (H1) 

(µM) 
rKd   

Trifluoro-
acétamide 

CH3 
H 

NHAc CH2OH 
41 1 171 

 CH3 H NHCOCF3 CH2OH 14.8 0,4  
 OMePh H NHAc CH2OH 202 1’  
 OMePh H NHCOCF3 CH2OH 9.8 0,05’  
 

H 
OCH2CH(OH)CH2NHBn 
 

NHAc 

 

66.2 1’’  

 H OCH2CH(OH)CH2NHBn NHCOCF3 1.2 0,02’’  
      rIC50   
Lien triazole OH H NHAc   1 173 
 H H N3   13.7  
 H H 

 
 

  0.5  

IC50 calculés par compétition avec l’125I-ASOR ; rIC50 = IC50 relatif ; Kd mesurés par SPR avec 
immobilisation du domaine H1. 

 
L’importance capitale des hydroxyles en position 3 et 4 a déjà été largement exposée. 

Il est simplement à noter que la substitution des hydroxyles par des fluors ou des éthers 
comme la fonction OMe conduit à une perte considérable, voire totale de l’affinité pour la 
lectine.174 

 
Enfin, l’importance de l’alcool primaire porté en position 5 est avérée : son absence 

entraîne une perte d’affinité d’un facteur 10 environ.155 Par ailleurs, la présence d’un éther, 
d’un azoture ou d’un triazole en position 6 augmente légèrement l’affinité d’un facteur 3 
environ.171,174 Comme nous l’avons vu, un groupement chargé diminue cependant l’affinité. 

N
N

N

OMe
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En conclusion, la modification de la position 2 est la plus efficace pour augmenter 

l’affinité de reconnaissance monovalente. C’est également celle pour laquelle les résultats 
obtenus au cours des différentes études sont les plus unanimes. La substitution de la 
position 6 et le greffage du sucre sur la molécule porteuse en position 1 avec une chaîne 
linéaire peu encombrée semblent également de bonnes stratégies, même si les effets de 
telles modifications chimiques sont moins prévisibles (figure 39).  

 

 
 
Figure 39 : Schéma récapitulatif des modifications chimiques possibles pour augmenter l’affinité et la sélectivité 

de la reconnaissance monovalente. 

L’affinité de la lectine ASGP-R pour son ligand ne dépend pas seulement de l’affinité de 
liaison du sucre avec un domaine de reconnaissance. Elle est majoritairement fonction de la 
présentation multivalente des galactosides et de la structure de la molécule porteuse. 
Voyons maintenant comment concevoir un ligand de géométrie adaptée à celle de la lectine 
pour présenter ces monosaccharides. 

 

III.5.b - Conception de ligands multivalents 

A l’image de toutes les lectines, l’affinité de l’ASGP-R pour ses ligands dépend 
fortement de leur valence et de leur géométrie. De la même manière que pour les 
asialoglycoprotéines, l’affinité augmente avec le nombre de Gal portés par les ligands 
synthétiques.146,154 Nous avons vu que la densité de galactosides n’est pas le seul paramètre 
important. En effet, la géométrie de présentation des sucres détermine l’affinité pour la 
lectine.175 

 
Des ligands de nature totalement synthétique et non plus oligosaccharidiques ont été 

développés par Lee et al. (tableau 10).176 Ils peuvent être désignés par le terme 
glycoconjugués, qui regroupe les composés comportant un ou plusieurs carbohydrates 
attachés de manière covalente à une molécule d’une autre nature, comme des peptides, des 
lipides, ou des plateforme synthétiques.177 Les glycoconjugués obtenus par Lee et al. ont une 
distance inter-sucres d’environ 30 Å. Les ligands synthétiques portant trois GalNAc 
présentent de fortes affinités pour l’ASGP-R, similaires aux oligosaccharides. Ils sont donc de 
bonnes alternatives aux mimes des glycoprotéines présentés précédemment. 

 
La comparaison des différents ligands en fonction des distances entre leurs Gal 

souligne qu’à valence identique, de courtes distances entraînent de faibles affinités 
(tableau 10). De plus, cette comparaison montre que la distance entre les sucres n’est pas le 
seul critère d’affinité : la flexibilité intervient également. Par exemple, pour les ligands 
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bivalents, bis-Lac-AHT a une affinité 30 fois inférieure à celle du Asp(LacAH)2 parce que ce 
dernier est plus flexible. A l’inverse, sur les ligands trivalents, Tyr-Glu-Glu-(LacAH)3 est le plus 
flexible alors que l’oligosaccharide NONA I possède la meilleure affinité (tableau 7). Comme 
mentionné précédemment, il s’agit donc de trouver le meilleur compromis. 

 
Tableau 10 : Valeurs d’IC50 obtenues par compétitions avec l’125I-ASOR (1 µg / 0,5 mL) sur hépatocytes (rat/lapin). 

D’après Lee et al., Biochemistry, 1984, 23, 4255.167 

ligand Valence Max Gal-Gal distance (Å) IC50 (µM) 

Asp(LacAH)2           

 

2 28 0.3 

Bis-Lac-AHT 

 

2 17 9 

Bis-Gal-AHT 

 

2 9 87 

Tyr-Glu-Glu-(LacAH)3 

 

3 33 ; 41 ; 43 0,05 

NONA I (oligosaccharide de référence) 3 15 ; 22 ; 25 0,007 

Légende :  
 

En s’inspirant de ces travaux, Biessen et al. ont développé des glycodendrimères de 
première génération composés d’unités trimériques de forte affinité pour l’ASGP-R. L’affinité 
de tels ligands est fortement dépendante de la distance entre les sucres et le point de 
branchement sur la molécule porteuse : elle augmente significativement avec la longueur 
des bras espaceurs. Une molécule trimérique avec des bras espaceurs flexibles de type 
poly-éthylène glycol (PEG) de 20 Å avec des distances entre les Gal de 32 Å conduit à une 
affinité 2000 fois supérieure à celle d’un ligand dont les bras espaceurs sont de 4 Å 
(figure 40).178,179 De plus, l’affinité est multipliée par 50 lors du remplacement des Gal par 
des GalNAc.180 

 
Enfin, la taille du ligand est également un critère structural de ciblage des ASGP-R. 

Partant de l’observation qu’in vivo les particules de plus de 90 nm de diamètre ne sont pas 
assimilées par les hépatocytes, Biessen et al. ont déterminé la taille limite de particule pour 
une reconnaissance efficace des ASGP-R.180 Celle-ci doit être inférieure ou égale à 70 nm. 
Cette restriction de taille serait dûe à la taille limite des endosomes lors d’internalisations 
dépendantes des clathrines et non à la fenestration des vaisseaux sinusoïdes, qui est 
d’environ 100 nm. 
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Figure 40 : Ligands trimériques conçus par Biessen et al., avec des bras espaceurs flexibles de type PEG ; affinité 

mesurée par compétition avec l’125I-ASOR de 0,5 à 20 nM. Reproduit d’après Deniaud et al., Org. Biomol. Chem., 2011, 9, 
966.179,181 

Ces structures trimériques ont été reprises par Khorev et al. Elles conduisent à une 
vectorisation efficace et sélective des ASGP-R.87,126,182  

Quelques exemples de systèmes multivalents sont présentés dans la section ci-après 
portant sur les applications thérapeutiques des tels ligands. 

 

III.5.c - Sélectivité par rapport à d’autres lectines 

Dans le cadre de la vectorisation de médicaments, la conception de ligand de forte 
affinité pour la lectine ASGP-R n’a de sens que si une spécificité de ciblage toute aussi élevée 
est atteinte. L’augmentation de spécificité d’un ligand repose sur le même principe que 
l’augmentation d’affinité ; elle implique les paramètres de reconnaissance monovalente et 
multivalente spécifiques de la lectine.  

Les galactosides sont également reconnus par la grande famille des galectines et 
plusieurs lectines de type C.183 Voici quelques de lectines les plus susceptibles de reconnaitre 
les ligands des ASGP-R. 

 
Récepteur au galactose des cellules de Kupffer 
Les cellules de Kupffer sont des macrophages exclusivement présents dans le foie. Elles 

expriment une lectine qui reconnait les Gal, GalNAc et Fuc, avec une affinité moindre pour 
ce dernier. Cette lectine lie des ligands similaires à ceux de l’ASGP-R mais de manière moins 
sélective.184 

Plusieurs paramètres influencent une reconnaissance préférentielle par l’ASGP-R ou le 
récepteur des cellules de Kupffer. Ceci a été illustré par Biessen et al. dont les travaux sur la 
vectorisation de liposomes vers l’ASGP-R ont été introduits précédemment. Les paramètres 
mis en avant par Biessen et al. pour promouvoir la sélectivité vers les hépatocytes sont la 
nature et la densité de sucres, la longueur des bras espaceurs et enfin la taille de la particule. 

Sur des ligands trivalents galactosylés, des bras espaceurs courts de 4 Å favorisent leur 
internalisation par les cellules de Kupffer, comparé à ceux de 20 Å qui induisent une 
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reconnaissance efficace par l’ASGP-R. L’augmentation de la longueur des bras espaceurs 
augmente donc également la spécificité de reconnaissance.179 Par ailleurs,  une densité de 
surface en Gal trop importante sur ces ligands de type liposomes entraîne une perte de 
sélectivité, en favorisant la reconnaissance par les cellules de Kupffer.185 Ceci peut être évité 
par la substitution des Gal par des GalNAc, qui conduit à une très forte augmentation de la 
spécificité envers l’ASGP-R ; les liposomes portant des GalNac sont beaucoup moins 
efficacement reconnus par les cellules de Kupffer même à de fortes densités de sucre.180,186 
Enfin, les cellules de Kupffer sont capables d’internaliser de grosses particules, comme des 
érythrocytes désialylés, ou des liposomes lactosylé. Leur affinité pour les particules 
augmente avec la tailles de ces dernières jusqu’à atteindre un maximum pour 15 nm. 
De petites particules sont donc préférables pour cibler les ASGP-R.180 

 
Récepteur au galactose des macrophages : MGL 
La « Macrophage galactose lectin » ou MGL est un récepteur à Gal situé sur les 

macrophages.187 La MGL et l’ASGP-R sont fortement homologues ; la principale différence 
est une insertion de 24 résidus sur la région d’oligomérisation de la MGL, et sa formation 
d’homotrimères à la surface des cellules.188 Cette insertion est à l’origine d’une flexibilité et 
un éloignement entre les domaines de reconnaissance accrus par rapport à l’ASGP-R. La MGL 
est également moins abondamment exprimée à la membrane plasmique, avec environ 1000 
récepteurs sur les macrophages contre 105 ASGP-R sur les hépatocytes.189 

Des études théoriques par RMN suggèrent une préférence de la MGL pour le GalNAc et 
plus précisément pour le glycopeptide MUC1, épitope présenté sur les cellules tumorales, 
dont les acides aminés avoisinant le sucre créent des contacts avec le site de 
reconnaissance.190 

D’un point de vue expérimental, la présence d’un groupement en position 2 du 
galactoside semble diminuer l’affinité de liaison pour cette lectine :147 la MGL préfère le 
Gal, ou reconnait le Gal et le GalNAc avec la même affinité, quelle que soit la densité de 
sucre.183,189 De plus, pour les différents ligands de Lee et al. présentés dans la partie 
précédente, aucune structure en particulier ne stabilise l’interaction multivalente comme 
observé avec l’ASGP-R.189 La MGL lie préférentiellement des ligands avec des distances entre 
Gal plus grandes du fait de sa flexibilité supérieure à celle de l’ASGP-R. Par conséquent, 
l’utilisation de la géométrie de ligand proposée par Lee et al. est un bon moyen de cibler 
spécifiquement l’ASGP-R. 

 
Le « Scavenger Receptor » SRLC 
Le SRLC est exprimé sur cellules endothéliales, les macrophages et certaines cellules 

musculaires. Son domaine de reconnaissance est très homologue du domaine H1 de 
l’ASGP-R, mais son cou contient une région collagène supplémentaire.191 Ce récepteur lie 
plus sélectivement ASOR que les autres ASGP, et fait preuve d’un forte spécificité pour le 
trisaccharide Lewis X (Galβ1–4(Fuc1–4)GlcNAc).115,183 Le Gal est reconnu avec plus d’affinité 
que le Fuc parce qu’il interagit avec le site principal de reconnaissance alors que le Fuc 
interagit avec le site secondaire. De plus, la présence de ce Fuc est requise pour une bonne 
affinité de liaison ;183 elle est donc déconseillée pour le ciblage des ASGP-R. 
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Les galectines 
Les galectines ne sont pas des lectines de type C, et elles ne sont pas capables 

d’internaliser leurs ligands par endocytose. Elles sont impliquées dans les interactions 
cellules-cellules ou cellules-matrice. 

Cette famille de lectines est composée de nombreux membres pour lesquels une 
partie du site de reconnaissance est très conservée. Elles reconnaissent le galactose et plus 
particulièrement des disaccharides, avec une nette préférence pour des ligands lactosylés.192 
Contrairement à l’ASGP-R, la distance entre les Gal ne semble pas importante pour la 
reconnaissance.193 Le pouvoir inhibiteur du GalNAc est faible sur les galectines, et leur 
affinité est minimale pour les clusters triantennes comparé aux lectines de type C. 

 
La sélectivité envers l’ASGP-R est donc possible avec des ligand trivalents présentant 

des unités GalNAc séparés de 20 Å environ.194 
 

III.5.d - Applications pour la vectorisation de molécules d’intérêt 

thérapeutique ou diagnostique vers les ASGP-R 

La vectorisation de macromolécules vers les lectines suscite un intérêt grandissant.  
Pour cela, une grande variété de ligands glycosylés multivalents a été conçue, avec des 
paramètres architecturaux optimisés pour de hautes affinités et sélectivités de 
reconnaissance.181  

Les exemples de vectorisation vers la lectine ASGP-R dans un but thérapeutique ou 
diagnostique sont très nombreux. Nous ne traiterons ici que de quelques exemples parmi les 
plus prometteurs, et les plus proches de notre objectif lié à la maladie de Wilson. 

 
La clairance du cholestérol  
Une des nombreuses applications de la vectorisation vers l’ASGP-R est la clairance du 

cholestérol. Le cholestérol est un lipide qui possède de nombreuses fonctions dans 
l’organisme. C’est notamment un composant majeur des membranes cellulaire. Il est 
transporté dans le sang par des lipoprotéines, nommées « Low Density Lipoprotein » et 
« High Density Lipoprotein » (LDL/HDL). Le LDL distribue le cholestérol à l’organisme tandis 
que le HDL le ramène vers le foie où il est dégradé. Cependant, l’accumulation de cholestérol 
dans la circulation entraine des problèmes vasculaires comme l’athérosclérose.195 L’idée est 
donc de le vectoriser vers le foie pour son élimination, et plus précisément vers les cellules 
parenchymateuses parce que ce sont les seules cellules qui sont impliquées dans le 
processus de sécrétion par la bile. Comme évoqué précédemment, Biessen et al. ont conçu 
des molécules amphiphiles solubles dans l’eau. Celles-ci ont la capacité de s’auto-assembler 
spontanément en solution avec le LDL et le HDL en liposomes (figure 41). Ces molécules sont 
galactosylées et ont une géométrie trivalente optimisée qui leur permet d’être reconnues 
par l’ASGP-R. Injectées en intraveineuse sur des souris, elles ont une action 
hypocholestérolémique en induisant la clairance du cholestérol par les cellules 
hépatiques.186,195 Ces résultats très prometteurs attestent de l’efficacité in vivo des ligands 
triantennes présentés précédemment. 
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Figure 41 : Assemblage des liposomes ciblés vers les ASGP-R pour la clairance du cholestérol. La partie lipidique 
du système de ciblage186 s’insère dans la couche phospholipidique du LDL représenté à droite196 de manière à ce que 
l’unité de ciblage portant trois GalNAc soit exposée à la surface du liposome. 

 
La vectorisation de gènes 
La vectorisation de gènes est très étudiée. Elle peut permettre de palier à une 

déficience induite par une mutation, comme par exemple dans la maladie de Wilson, ou 
pour l’extinction d’un gène responsable d’une pathologie.  

Plusieurs systèmes ont été développés pour la thérapie génique dirigée vers le foie, 
allant des vecteurs viraux aux vecteurs synthétiques dirigés vers les ASGP-R.197 De nombreux 
modèles ont vu le jour sur les animaux mais des limitations dues à des réponses 
immunitaires ou une courte durée de l’effet thérapeutique restent à résoudre avant 
d’appliquer de telles thérapies à l’homme. 

L’avantage de vecteurs synthétiques non viraux est leur faible immunogénicité. Leur 
principale limitation est la rétention de ces ligands dans les endosomes, qui conduit à leur 
dégradation et de faibles taux de transfection. Or, nous avons vu précédemment un exemple 
de vectorisation de gène vers ASGP-R développé par Fernández et al. pour lesquels la sortie 
des endosomes et le taux de transfection se sont révélés efficaces.98 Cette vectorisation 
d’ARNm est réalisée au moyen de cyclodextrines polycationiques amphiphiles, 
fonctionnalisées de manière dendrimérique par des unités de ciblage galactosylées 
trivalentes (figure 42). 

 
Figure 42 : Vectorisation de gènes par des cyclodextrines polycationiques amphiphiles. Reproduit d’après Symens 

et al., Bioconjugate Chem., 2012, 23, 1276. 

D’autres vecteurs synthétiques ont notamment été conçus en utilisant les ligands 
trivalents optimisés par Biessen et al.87,182 Ceux-ci ont montré leur capacité à vectoriser des 
siARN (« small interfering RNA ») dans les hépatocytes (figure 43 A). Ces siARN sont utilisés 
pour inhiber l’expression du gène codant pour la « transthyretine » (TTR), qui est produite 
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dans le foie. En cas de mutation, une formation aberrante de fibres entraîne des dépôts dans 
les tissus périphériques conduisant à des neuropathies et/ou cardiopathies. Une technique 
de conjugaison covalente avec le ligand glycosylé trivalent compatible avec la synthèse 
d’oligonucléotides a été développée. En administration sub-cutané, le système triantenne-
oligonucléotide induit une robuste extinction de gènes spécifiquement dans le foie chez le 
rat, sans effets secondaires.  

Ce système a été optimisé pour une synthèse d’oligonucléotide simplifiée, efficace et 
complètement automatisable. Des monomères monovalent portant des GalNac ont été 
créés, et sont utilisable en synthèse supportée d’oligonucléotides (figure 43 B). L’assemblage 
de ces monomères reproduit l’orientation spatiale et la distance entre les sucres optimisés 
par Biessen et al. Ce système de vectorisation des siARN est aussi efficace in vitro  et in vivo 
que celui précédemment présenté, bien que son affinité pour l’ASGP-R soit légèrement plus 
faible.198  

 

 
 

Figure 43 : Deux strategies de conception de ligand trivalent pour la vectorisation de siARN par des 
glycoconjugués siRNA–GalNAc : (A) le ligand triantenne portant des GalNAc dans une géométrie optimisée est attaché à 
l’oligonucléotide par un  (3R,5S)-3-hydroxy-5-hydroxymethylpyrrolidine (rouge) ; (B) assemblage séquentiel de GalNAc 
monovalents sur des chaînes adéquates (bleues). Ces ligands sont accrochés de manière covalente à l’extrémité 3’ du 
brin sens (S) du siARN par liaison phosphodiester. Reproduit d’après Rajeev et al., Chem. Bio. Chem, 2015, 16, 903. 

De nombreux autres systèmes sont employés pour la vectorisation de gène comme 
l’encapsulation dans des nanoparticules galactosylées, lactosylées ou encore la vectorisation 
par la protéine ASOR couplée à un polymère chargé PLL (polylysine).5,199,200  

 
La vectorisation d’agents thérapeutiques 
Le carcinome hépatocellulaire et les hépatites sont des problèmes de santé majeurs. 
L’agent chimiothérapeutique doxorubicine (DOXO) est très utilisé pour lutter contre les 

hépatocarcinomes mais sa toxicité ne permet pas de l’injecter à des doses suffisantes pour 
qu’il soit efficace. Sa vectorisation vers l’ASGP-R augmente son efficacité et protège des 
effets secondaires causés par l’accumulation dans des tissus non ciblés comme la moelle 
osseuse. Plusieurs systèmes de vectorisation ont été développés à partir du copolymer 
HMPA (N-(2-hydroxypropyl)méthacrylamide) galactosylé (figure 44).201,202  
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Figure 44 : Structure du copolymère HMPA-DOXO et les unités saccharidiques correspondantes (R). d’après David 
et al., Eur. J. Cancer, 2004, 40, 148. 

L’un de ces systèmes, le composé PK2, est allé jusqu’en phase d’essai clinique II.99 
Cependant, ces systèmes n’ont pu être développés avec succès à cause de plusieurs 
limitations. En effet, le taux de fonctionnalisation du polymère par la DOXO et les Gal sont 
limités par des gènes stériques, ce qui en oblige l’administration de fortes concentrations de 
polymère et induit une toxicité. D’autre part, les tissus sains autour des tumeurs sont 
également touchés. 

De nouvelles études se tournent vers l’utilisation de vecteurs à base d’albumine 
humaine lactosylée (L-HSA), qui a déjà fait ses preuves en traitement chronique chez des 
patients atteints d’hépatite B.203,204 

 
L’imagerie médicale 
La vectorisation de ligands vers l’ASGP-R pour l’imagerie médicale sur l’homme est en 

plein essor. En effet, l’étude du taux d’expression d’ASGP-R permet d’évaluer l’état de 
fonctionnement du foie. Une diminution de ce taux d’expression révèle une faible 
prolifération des hépatocytes, et donc un foie en mauvais état, non fonctionnel.205 L’analyse 
clinique du niveau d’expression d’ASGP-R est accomplie par scintigraphie, à l’aide 
d’injections de technétium 99m couplé à l’albumine bovine galactosylée (99mTc-GSA), une 
glycoprotéine spécifiquement reconnu par l’ASGP-R.206 Cette technique de tomographie à 
émission de positrons est utilisée sur des patients ayant subi une chirurgie du foie afin 
d’estimer son fonctionnement post-opératoire. Elle a donné des résultats concluants et 
corrélés avec les techniques d’estimation utilisées jusqu’alors.207,208  

Des agents de contraste pour l’IRM vectorisés vers les ASGP-R pour l’imagerie du foie 
sont également en développemet.209  
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Pour aller à l’essentiel 

La lectine ASGP-R est le récepteur le plus attrayant pour cibler les cellules hépatiques. 
Dans le but de concevoir des glycoconjugués sélectivement et efficacement reconnus par 
cette lectine, les paramètres structuraux les plus pertinents ont été sélectionnés.  

Concernant l’interaction monovalente de carbohydrates avec l’ASGP-R, il est unanime 
que le GalNac est reconnu de manière 50 fois plus efficace que le Gal, et apporte une 
sélectivité vis-à-vis d’autres lectines comme le récepteur des cellules de Kupffer ou les 
galectines. La modification de la fonction portée en position 2 du sucre est celle qui apporte 
les meilleures améliorations d’affinité et de sélectivité. 

Une géométrie optimale a par ailleurs été définie et permet une très forte affinité et 
spécificité pour l’ASGP-R. Toutes les études s’accordent sur la préférence de valences 
suivante : tétravalent ≈ trivalent >> bivalent >> monovalent. Les bras espaceurs reliant le 
sucre au reste de la molécule doivent être assez longs et flexibles pour permettre une 
interaction multivalente par effet cluster. La longueur optimale est d’environ 20 Å, et une 
distance entre les sucres d’environ 20 Å également. Enfin, la taille des ligands ne doit pas 
excéder 70 nm.  

La vectorisation d’agents thérapeutiques par ce type de ligands a déjà fait ses preuves 
in vivo et est actuellement utilisée chez l’homme pour des applications telles que l’imagerie 
médicale. 

 
  



76 
 

 Approche appliquée à la maladie de Wilson IV -

 
Des chélateurs efficaces et sélectifs du Cu(I) ont été conçus sur le modèle des 

métalloprotéines. Ils visent à piéger le Cu(I) au sein des hépatocytes pour détoxiquer le foie 
des patients atteints de la maladie de Wilson. Deux familles de chélateurs ont été 
développées par Delangle et al. : les familles CP et T.  

Nous avons vu que l’ASGP-R est une cible de choix pour vectoriser ces agents 
thérapeutiques vers les hépatocytes. Il peut être ciblé efficacement et sélectivement par des 
ligands tri- à tétravalents portant des GalNAc situés à environ 20 Å les uns des autres.  

Les chélateurs optimisés présentés précédemment ont donc été fonctionnalisés par 
des unités de ciblage répondant aux préférences de la lectine. Voyons maintenant comment 
ont été adaptés les systèmes de ciblage à chacune des deux familles. 

 

IV.1) Vectorisation d’un chélateur de la famille CP 

La famille CP est composée de cyclodécapeptides, dont P1 est le composé pour lequel 
le meilleur compromis a été trouvé entre organisation structurale de la plateforme 
peptidique et affinité ainsi que sélectivité pour le Cu(I). 

 

IV.1.a - Une plateforme cyclodécapeptidique possédant deux faces 

régiosélectivement fonctionalisables 

Grâce au squelette cyclodécapeptidique de P1, une structure bifonctionnelle 
régiosélectivement fonctionnalisée a été développée. Celle-ci utilise le châssis moléculaire 
élaboré par Mutter et al. et permet l’obtention d’un système comportant deux faces 
indépendantes.210 Sur une face plusieurs ligands à propriété de ciblage biologique sont 
introduits sélectivement, et sur l’autre des unités fonctionnelles ou effectrices d’intérêt 
thérapeutique ou diagnostique (figure 45).211 L’avantage de ce type de plateforme est non 
seulement de répartir les fonctions sur deux faces distinctes, mais aussi et surtout de 
présenter les unités de ciblage de manière multivalente. Ceci renforce les interactions 
ligand-récepteur que l’on souhaite promouvoir pour la vectorisation vers les cellules 
hépatiques. 
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Figure 45 : Structure du cyclodécapeptide régiosélectivement fonctionnalisable utilisé au DCM.  

Structure du cyclodécapeptide 
Ce cyclodécapeptide forme une plateforme rigide et structurée, qui a été mise en 

évidence par RMN et diffraction des rayons X.212,213 Il possède deux coudes β (xPGx) qui 
contraignent sa conformation en feuillets β antiparallèles. De plus, la formation de liaisons 
hydrogène intramoléculaires entre les acides aminés en position 3-6 et 1-8 accentuent la 
rigidité du squelette (figure 45). Grâce à cette structuration, les chaînes latérales des acides 
aminés s’orientent de part et d’autre du plan moyen du cycle pour donner deux faces 
indépendantes et fonctionnalisables : 

- les quatre chaînes latérales en position 1, 3, 6 et 8 s’orientent vers la partie 
supérieure dit « domaine de reconnaissance » (figure 45 en bleu) 

- les deux chaînes latérales en position 2 et 7 s’orientent vers la partie inférieure dit 
« domaine effecteur » (figure 45 en rouge) 

 
Le premier châssis cyclodécapeptidique contraint par deux coudes β a été élaboré par 

Mutter et al. afin de développer une plateforme capable de mimer les propriétés 
structurales de protéines naturelles : la plateforme TASP (« Template Assembled Synthetic 
Peptide »).214-216 En greffant des chaînes peptidiques sur les chaînes latérales des acides 
aminés de la plateforme, des mimes peptidiques de structure tertiaire sont obtenus 
(figure 46).217  

 

 
Figure 46 : Mime peptidique d’épitope sur plateforme TASP.218 

Ces mimes reproduisent les interactions entre des bio-molécules, en particulier dans le 
cadre de la recherche en immunologie. Par exemple, quatre séquences peptidiques en 
hélices α accrochées sur la plateforme ont montré leur capacité à mimer les caractéristiques 
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structurales d’un épitope. Ce mime peptidique ainsi que l’épitope natif sont reconnus par les 
mêmes anticorps, avec la même sélectivité.218   

 
La fonctionnalisation régiosélective du peptide TASP étant compliquée, des 

optimisations ont été réalisées afin de rendre les synthèses plus simples et versatiles.210,217 
La mise en place d’une synthèse supportée du peptide linéaire autorise une large 
combinaison de groupements protecteurs sur les chaînes latérales des acides aminés. Ainsi, 
par un jeu de protections et déprotections orthogonales et l’utilisation de méthodes 
chimiosélectives, une fonctionnalisation sélective des acides aminés est dorénavant 
possible donnant la nouvelle plateforme représentée en figure 45. Ces nouvelles 
plateformes ouvrent la voie à de multiples applications, comme en témoignent les nombreux 
systèmes développés au DCM dont quelques-uns sont présentés ci-après.211 

 
Applications thérapeutiques 
Boturyn et al. proposent un système efficace de ciblage des cellules tumorales par 

l’intermédiaire de l’intégrine αvβ3, un récepteur transmembranaire surexprimé à la surface 
de cellules endothéliales à proximité des tumeurs. Cette intégrine a une forte affinité pour la 
séquence peptidique RGD (Arginine, Glutamine, Acide Aspartique). Boturyn et al. ont montré 
que la fonctionnalisation du cyclodécapeptide par des séquences RGD permet un 
endocytose sélective intégrine-dépendante dans les cellules tumorales.219,220 
Les applications sont nombreuses, comme la confection d’outils diagnostiques pour 
l’imagerie des tumeurs, ou la mise au point de détection sur puces de cellules cancéreuses 
(figure 47).221-223 

 
 
Figure 47 : Imagerie des tumeur in vivo réalisées à l’aide du système cyclodécapeptidique portant quatre motifs 

peptidiques RGD :221 le 64Cu-cyclam-RAFT-c(-RGDfK)4 (à gauche). Sur les clichés à droite (A-C) : images PET d’un lot de 
souris U87MG portant une tumeur montrant l’assimilation du 64Cu-cyclam-RAFT-c(-RGDfK)4dans la tumeur (signalée par 
une flèche). Remarque : le point rouge brillant près de la queue correspond aux reins. Reproduit d’après Jin et al., Eur. 
Pharm. Biopharm., 2014, 86, 478. 

Ainsi, la visualisation des tumeurs par ce système couplé à un fluorophore a été 
commercialisé sous le nom d’AngiostampTM et sert de guide au geste chirurgical pour 
l’excision de tumeur.224 Les tests précliniques étant concluants, les essais sur l’Homme sont 
prévus courant 2015. Enfin, la vectorisation de molécules anti-cancéreuses est également 
envisagée. 
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Les propriétés de reconnaissance par des lectines de ce type de présentation 
multivalente ont également été étudiées avec différents sucres.225-227 Par exemple, les 
lectines végétale de type C « peanut agglutinin » (PNA), et la concavaline A (ConA), ainsi que 
la lectine d’invertébré « helix promatia lectin » (HPA) lient sélectivement et avec de fortes 
affinités ces ligands tétravalents fonctionnnalisés respectivement par des galactosides pour 
les deux premières, et mannosides.  

 
Ces différents exemples montrent que la plateforme cyclodécapeptidique est un outil 

puissant pour concevoir des biomolécules multifonctionnelles d’intérêts biologiques. 
Son caractère hautement modulable rend son utilisation adaptable à de nombreuses 
problématiques, dont le ciblage de lectines.225,227 De plus elle est stable in vivo, non toxique 
ou peu immunogène et a fait ses preuves en tests précliniques ; elle peut donc entrer dans 
l’élaboration de candidats médicaments. 

Nous avons vu que les GalNAc sont des sucres très efficacement reconnus par 
l’ASGP-R. De ce fait, un cluster de GalNAc développé au DCM et ciblant les lectines présenté 
ci-dessus a servi de point de départ à l’élaboration d’un glycoconjugué bi-fonctionnel pour la 
chélation du cuivre dans les hépatocytes. 

 

IV.1.b - Chel1 : un pro-chélateur du cuivre ciblé vers les hépatocytes 

Afin de vectoriser l’unité pro-chélatrice P1, quatre lysines sont introduites sur la face 
supérieure de ce cyclodécapeptide. Les chaînes latérales de ces acides aminés sont 
fonctionnalisées par quatre unités GalNAc en configuration α. Ces carbohydrates présentés 
de manière multivalente ciblent les cellules hépatiques grâce à leur reconnaissance par la 
lectine ASGP-R. Le glycoconjugué Chel1 a été obtenu avec les carbones en position 
anomérique de configuration α (figure 48). 

 

 
 
Figure 48 : Structure du glycoconjugué Chel1, pro-chélateur du Cu(I) vectorisé vers les cellules hépatiques. 

Les distances entre les sucres et la flexibilité des bras espaceurs de Chel1 
correspondent aux exigences géométriques de la lectine. Les distances entre les sucres sont 
évaluées à 20 Å en moyenne (figure 49). 
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Figure 49 : Flexibilité de présentation des sucres sur la face supérieure du cyclodécapeptide. 

De manière à ne piéger le cuivre qu’après l’entrée dans les cellules hépatiques, les 
thiols des deux cystéines sont oxydés en pont disulfures (figure 48). Ils sont libérés après leur 
entrée dans la cellule, dans le cytoplasme qui est un milieu réducteur (figure 50). Le pro-
chélateur Chel1 peut ainsi être considéré comme une pro-drogue. 

 

 
 
Figure 50 : Mécanisme d’action de Chel1 sur les cellules hépatiques. 

L’utilisation de ponts disulfures coupés dans le milieu intracellulaire est fréquente pour 
la conception de pro-drogues et de chimio-senseurs.228 Les ponts disulfures sont réduits 
dans le cytoplasme en présence de GSH en concentration de 1 à 10 mM. Leur intégrité dans 
les fluides extracellulaires est assurée par une faible concentration en réducteur, de l’ordre 
de 20 à 40 µM. 

La stabilité in vivo de tels ponts disulfures et leur capacité à être réduit dans le milieu 
intracellulaire ont déjà été montrés, notamment dans le cadre de l’imagerie de tumeur 
présentée précédemment. Un cyclodécapeptide fonctionnalisé par quatre RGD et d’une 
sonde fluorescente activable a permis l’observation de tumeurs chez les souris. Sa sonde 
activable est composée d’un fluorophore, la Cyanine 5 (Cy5), reliée par pont disulfure à un 
« quencheur » (ou extincteur) de fluorescence. Ainsi, la fluorescence de la sonde n’est 
activée qu’après l’entrée dans la cellule ciblée, lors de la rupture du pont disulfure qui 
dissocie la Cy5 de son « extincteur ».229 

Un chimio-senseurs du stress oxydant sélectivement délivré par l’ASGP-R dans les 
cellules hépatiques humaines a également été développé (figure 51).230 Il souligne la 
faisabilité du système de pro-drogue, mais pointe également du doigt le problème du stress 
oxydant. En effet, en cas de stress oxydant élevé qui peut être induit par un large excès de 
cuivre, la balance GSH/GSSG est rompue. Il n’y a donc plus assez de GSH dans le cytoplasme 
pour réduire les ponts disulfures. Par conséquent, les pro-chélateurs de Cu doivent être 
administrés dans le foie avant que les surcharges en Cu ne soient trop élevées. 
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Figure 51 : Chimio-senseur du stress oxydant intra-hépatocytaire. Cette molécule est internalisée dans les 
hépatocytes grâce à une endocytose ASGP-R-dépendante. Puis, en conditions normales, le pont disulfure est brisé et la 
fluorescence du groupement naphtalimide a un maximum d’émission à 540 nm. En condition de stress oxydant, le pont 
disulfure n’est pas rompu et le maximum d’émission du naphtalimide est de 473 nm. D’après Lee et al., J. Am. Chem. 
Soc., 2012, 134, 1316. 

 

IV.1.c - Propriétés cellulaires de Chel1 

La capacité de Chel1 à être internalisé dans les hépatocytes a été vérifiée sur les 
cellules hépatiques HepG2 et WIF-B9 polarisées. Ces cellules WIF-B9 ont la particularité de 
former un épithélium organisé en quelques jours, avec des canalicules biliaires analogues à 
ceux présents dans le foie pour les mécanismes d’excrétion vers la bile.  

Après marquage de Chel1 avec le fluorophore TRITC, les images obtenues par 
microscopie de fluorescence montrent que le glycoconjugué est bien internalisé dans les 
cellules.13 De plus, après 2h, la fluorescence se rassemble dans les canalicules biliaires, 
signalant un mécanisme d’excrétion. 

 
Les propriétés de chélation du cuivre in vitro et in cellulo de Chel1 ont été évaluées.13 
Il a été établi que Chel1 sous sa forme oxydée n’est pas un agent complexant du Cu. 

Cependant, une fois réduit en présence de GSH, le nouveau système élaboré conserve la 
forte affinité et sélectivité in vitro pour le Cu(I) observée pour P1, avec une constante de 
dissociation Kd d’environ 10-16 à pH 7,4.13 

Sa capacité à piéger le Cu intracellulaire a été étudiée sur cellules hépatiques 
WIF-B9.13 La concentration intracellulaire en Cu est estimée grâce à la localisation de la 
protéine ATP7B, servant de sonde du Cu. En effet, comme nous l’avons vu dans la 
description de l’homéostasie du Cu, l’ATP7B est localisée dans le Golgi en condition normale 
en Cu et migre à la membrane des canalicules en cas de surcharge afin de promouvoir son 
excrétion. Le marquage fluorescent de l’ATP7B ainsi que celui des canalicules permet 
d’évaluer le taux de Cu intracellulaire par co-localisation des fluorescences. Ainsi, pour des 
cellules en condition d’excès de Cu, les fluorescences du marqueur de  l’ATP7B et de celui 
des canalicules se superposent. De cette manière, il a été montré que Chel1 est capable de 
diminuer le taux de cuivre à l’intérieur des cellules hépatiques (figure 52). Lorsque ce 
glycoconjugué est introduit sur des cellules hépatiques WIF-B9 surchargées en Cu, il induit le 
retour de l’ATP7B de la membrane des canalicules biliaires vers la membrane du Golgi.  
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Figure 52 : Localisation de l’ATP7B dans les cellules WIF-B9 ; effet de Chel1, ici appelé P3. L’ATP7B et ZO-1, 
marqueur des jonctions serrées à la membrane des canalicules, ont été localisés par immunofluorescence indirecte. Les 
images ont été acquises par microscopie confocale. Les cellules WIF-B9 ont été incubées en presence de 1 μM de Cu 
pendant 5 h (A,B,C) puis 10 μM de Chel1 (B) ou de Chel1-Ala (substitution des alanines par des Cys) (C) ont été ajoutés 
après 2 h et pour une durée de 3h. L’image en contraste de phase (panel de gauche) permet la visualisation directe des 
canalicules biliaires indiqués par des astérisques. La localisation de ZO-1 permet la visualisation des jonctions serrées 
scellant les canalicules. L’ATP7B est répartie différemment sur B, comparé à A et C, comme cela a été représenté 
schématiquement sur le panel de droite sur un doublet de cellules WIF-B9 formant un canalicule biliaire (ce doublet 
schématisé est souligné par une fine ligne noire sur les images en contraste de phase correspondantes). D’après Pujol et 
al., J. Am. Chem. Soc., 2011, 133, 286. 

 

IV.2) Vectorisation de chélateurs de la famille T 

Au sein de la famille T, deux chélateurs ont été sélectionnés : L2 portant trois Cys et L5 
portant trois D-Pen. Voyons maintenant comment les vectoriser vers l’ASGP-R. 

 

IV.2.a - Introductions d’unités de ciblage sur L2et L4 

Comme nous l’avons vu, des systèmes de ciblage des ASGP-R portant trois GalNAc 
dans une géométrie optimale ont été conçus.126,178,186 Ces derniers sont composés de bras 
espaceurs de type poly-éthylène glycol (PEG) branchés sur un point d’ancrage tel que le 
2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol (TRIS). Delangle et al. ont donc adapté ces 
systèmes de ciblage aux tripodes L2 et L5 précédemment présentés. 

Il s’avère que la géométrie des tripodes L2 et L5 dérivés du NTA satisfait à la géométrie 
triangulaire nécessaire au bon ciblage des ASGP-R. Des unités de ciblages portant des 
GalNAc sont introduites sur chacun des trois bras des tripodes, et une distance entre les 
sucres de 20 Å est obtenue grâce à des espaceurs flexibles de longueurs adéquates 
(figure 53).  
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Figure 53 : Insertion d’un système de ciblage des ASGP-R optimisé sur la famille T. A droite le ligand trivalent 

possédant le point d’ancrage TRIS ;126 à gauche l’adaptation de cette géométrie de ligand au chélateur L2. 

Pour réaliser de tels ligands trivalents, l’azote apical du NTA est utilisé comme point 
d’ancrage, et les sucres sont introduits sur les fonctions thiol des Cys par l’intermédiaire 
d’espaceurs PEG. Ces bras espaceurs PEG ont l’avantage d’être flexibles, stables et 
biocompatibles.231 Ils sont faiblement immunogènes et permettent l’obtention de molécules 
« furtives ». Ils sont très utilisés dans la conception de médicaments, comme en témoignent 
les exemples cités tout au long de ce chapitre. Ces espaceurs sont introduits en position 1 
des GalNAc avec une configuration anomérique β, qui comme nous l’avons vu semble la plus 
favorable pour l’interaction avec le site de reconnaissance de l’ASGP-R.   

La distance entre l’azote apical du NTA et les thiols des Cys est estimée à environ 7-8 Å. 
De ce fait, le bras 2[2-(2-chloroéthoxy)éthoxy]éthanol (PEG) d’environ 11-12 Å a été choisi 
pour le greffage des sucres. Il en résulte une distance totale de l’azote aux sucres d’environ 
20 Å. 

L’introduction des unités PEG-GalNAc sur les tripodes s’effectue par des ponts 
disulfures sur les Cys. Ainsi, deux pro-chélateurs Chel2 et Chel4 sont obtenus (figure 54). 

 
 

 
 

Figure 54 : Glycoconjugués de la famille T issus de L2 et L5 : Chel2 et Chel4. 
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Ces deux molécules sont des pro-drogues. Les fonctions thiols masquées en pont 
disulfure ne sont pas capables de piéger le Cu dans le milieu extracellulaire. Puis, après 
l’endocytose dans les hépatocytes par l’ASGP-R, les ponts disulfures sont réduits, libérant les 
unités chélatrices L2 et L5 (figure 55). A la différence de Chel1, les unités de ciblage sont ici 
décrochées de l’unité chélatrice qui les porte.  

 
 

 
 
Figure 55 : Mécanisme d’action de Chel2 sur les cellules hépatiques. 

La capacité de Chel2 à entrer sélectivement dans les cellules hépatiques a été 
vérifiée.12 Pour cela, Chel2 a été marqué par le fluorophore TAMRA et introduit sur trois 
types cellulaires : 

- les HepG2 et les WIF-B9 exprimant l’ASGP-R. 
- les HeLa, qui sont des cellules humaines endothéliales n’exprimant pas cette lectine. 

Les images de microscopie de fluorescence obtenues montrent que Chel2 est 
internalisé dans les cellules hépatiques mais pas dans les cellules endothéliales. Ceci laisse 
entendre que Chel2 est donc internalisé sélectivement dans les cellules hépatiques grâce à 
l’ASGP-R. Comme avec Chel1, la fluorescence se rassemble dans les canalicules après 2h 
d’incubation. 

 
Dans le but de comparer l’efficacité d’un chélateur aux unités de ciblage détachables 

du chélateur en milieu intracellulaire par rapport à des unités de ciblages permanentes, le 
dérivé Chel3 a été synthétisé (figure 56). Il est composé de l’unité chélatrice L2 sur laquelle 
les unités de ciblage sont introduites par lien amide, sur les fonctions amides adjacentes 
aux thiols des Cys. Les thiols sont quant à eux masqués sous forme de pont disulfures avec 
des fonctions thio-ter butyls, afin de conserver la propriété de pro-drogue.  

 
Enfin, l’influence du type de glycosylation en position anomérique a été également 

étudié. Des unités de ciblage différentes ont été réalisées, avec l’introduction de la chaîne 
PEG sur le sucre par lien triazole au lieu du lien O-glycosidique. Ce triazole a été choisi pour 
avoir montré une augmentation d’affinité en position 2, et pour être plus stable à l’hydrolyse 
qu’une O-glycosylation.173 Le greffage de ces unités sur le chélateur L2 a donné le composé 
Chel6 (figure 56). 
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Figure 56 : Variation des systèmes de ciblage sur L2 : Chel3 avec des unités de ciblages portées sur les liaisons 
amides et Chel6 dont les GalNAc sont introduits sur les chaînes PEG par lien traizole. 

 

IV.2.b - Propriétés de chélation du cuivre  

Chélation in vitro : 
La capacité à piéger le Cu de ces différents glycoconjugués de la famille T ont été 

évalués in vitro  et in cellulo. A l’image de Chel1, les pro-chélateurs de la famille T sont 
incapables de piéger le Cu.12 Cependant, après réduction au GSH, Chel2 et Chel6 libèrent le 
chélateur L2, Chel4 libère le chélateur L5  et Chel3 le chélateur Chel3 réduit (figure 57).  

 

 
 

Figure 57 : Chélateurs libérés par les différents glycoconjugués de la famille T. 
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Les constantes d’affinité mesurées in vitro après réduction au GSH pour les 
pro-chélateurs Chel2 et Chel6 d’une part, et Chel4 d’autre part, correspondent aux affinités 
mesurées pour L2 et L5 ; les constantes de dissociation Kd avec le Cu(I) sont respectivement 
de 10-19 et 10-17. Enfin, les propriétés de chélation du Cu in vitro de Chel3 sont similaires à 
celle de L2. Les complexes formés entre Chel3 et le Cu(I) sont très stables, avec un Kd de 
l’ordre de 10-18. Les unités de ciblage ne perturbent donc pas la coordination du Cu(I) 
in vitro. 

 
Chélation in cellulo : 
Les capacités de chélation in cellulo des pro-chélateurs de la famille T ont également 

été étudiées sur cellules WIF-B9.12 Comme avec Chel1, un déplacement de l’ATP7B vers le 
Golgi est induit par ces glycoconjugués sur des cellules hépatiques surchargées en Cu 
(figure 58).  

 

 
 
Figure 58 : Effet du Cu sur la localisation de l’ATP7B dans les cellules WIF-B9 et efficacité du glycoconjugué Chel2 

noté 1. a-d) ATP7B et HA4 (un marqueur des membranes des canalicules) ont été détectés par immunofluorescence 
indirecte et l’image a été acquise par microscopie confocale. Sur chaque panel sont présentés de gauche à droite l’image 
Nomarski, la fluorescence verte de l’ATP7B, la fluorescence rouge de HA4 (prises au milieu de la couche cellulaire) et la 
somme des deux. Sur les images Nomarski, les canalicules biliaires sont repérés par un astérisque bleu. a) Cellules en 
conditions normales de Cu (5h) ; b) cellules supplémentées avec 1 µM de CuCl2 (5h) ; c) cellules supplémentées avec 1 µM 
de CuCl2 (2h) puis ajout de 10 µM de 1 (Chel2) (3h) ; d) cellules supplémentées avec 1 µM de CuCl2 (2h) puis ajout de 10 
µM de C1 (3h) ; e) schéma de cellules hépatiques montrant la localisation de l’ATP7B en fonction de la concentration en 
Cu ; f) effet de dose des composés 1, C1 et C2 présentant le % d’entourage des canalicules en fonction de la 
concentration en composé, tous les points de la courbes sont réalisés dans les conditions de c) et d). 
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Le déplacement d’ATP7B est fonction de la dose de Chel2 introduite sur les cellules. 
Ainsi, il est possible d’évaluer l’efficacité de chélation du Cu intracellulaire en corrélant la 
dose de glycoconjugué introduite en fonction du pourcentage de canalicules biliaires 
entourés par l’ATP7B. Cette relation dose dépendante est très informative parce qu’elle 
permet de comparer l’efficacité de chélation intracellulaires des différents composés 
(figure 59). 

 

 
 

Figure 59 : Effet de dose des composés Chel2, Chel3, Chel4 et Chel6 sur cellules WIF-B9 en présence d’1 µM de 
Cu ; graphique présentant le % d’entourage des canalicules en fonction de la concentration en composé 

Ainsi, il a été établi que Chel2 est le plus efficace pour la chélation du Cu 
intracellulaire, et que Chel3 ne permet pas de faire diminuer le taux de Cu de manière 
satisfaisante. 

 
 
Pour aller à l’essentiel 

Les chélateurs du Cu(I) conçus sur le modèle de métalloprotéines ont été vectorisés vers 
les ASGP-R, en exploitant les informations clés de la littérature sur les interactions 
glycoconjugués-ASGP-R décrites dans la section précedente. Des unités de ciblages 
composées de GalNAc espacés de 20 Å et portés par des bras espaceurs flexibles ont été 
introduites sur les chélateurs, donnant deux familles de glycoconjugués d’architectures et de 
propriétés de chélation différentes ; ils sont nommés Chel1 pour la famille CP et Chel2 à 
Chel6 pour la famille T. Les glycoconjugués des deux familles ne piège le Cu(I) in vitro 
qu’après leur réduction par le GSH, et aussi efficacement que les chélateurs dont ils sont 
issus. Leur capacité à entrer dans les cellules hépatiques humaines et à y piéger le Cu a 
également été démontrée. Il est à noter qu’aux vues de ses propriétés de chélation in vitro et 
in cellulo, Chel2 est le glycoconjugué le plus performant de la famille T pour la chélation du 
Cu(I) intracellulaire. 
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 Problématique V -

Nous avons vu dans ce chapitre que la maladie de Wilson est due à une accumulation 
de Cu principalement dans le foie, conduisant à des dommages tissulaires. Face aux 
nombreux effets secondaires des médicaments actuellement utilisés pour traiter cette 
pathologie, des pro-chélateurs efficaces et sélectifs du Cu(I) ont été développés par Delangle 
et al. afin de détoxiquer le foie des malades. Deux familles de pro-chélateurs nommées CP 
et T ont été conçues sur le modèle de métalloprotéines, et sont vectorisées vers les cellules 
hépatiques pour une action localisée. Le ciblage des cellules hépatiques s’effectue par la 
reconnaissance spécifique des pro-chélateurs par la lectine ASGP-R, abondamment et 
presque exclusivement exprimée à la surface des hépatocytes. Les pro-chélateurs présentent 
des résidus GalNAc dans une géométrie optimisée permettant leur reconnaissance par la 
lectine. Ils sont internalisés dans les hépatocytes par endocytose, puis ils libèrent des 
chélateurs du Cu(I) intracellulaire. La chélation du Cu(I) s’effectue par l’intermédiaire de 
fonctions thiol, qui sont masquées dans le milieu extracellulaire sous forme de ponts 
disulfures. Deux glycoconjugués se distinguent au sein de chaque famille pour leurs 
propriétés de chélation du Cu(I) : Chel1 de la famille CP et Chel2 de la famille T (figure 60). 

 

 
Figure 60 : Schéma récapitulatif de la stratégie de chélation du Cu(I) intra-hépatocytaire par deux familles de 

glycoconjugués. 

Les constantes de dissociation obtenues in vitro avec le Cu(I) après réduction des ponts 
disulfures de ces glycoconjugués sont de 10-16 pour Chel1 et 10-19 pour Chel2; Chel2 piège 
donc plus efficacement le Cu(I) in vitro en milieu réducteur que Chel1. Néanmoins, lors 
d’une incubation des cellules hépatiques surchargées en Cu avec 30 µM de chacun des 
glycoconjugués, le taux d’entourage des canalicules par l’ATP7B, senseur de la concentration 
en Cu intracellulaire, passe de 100% à 10% avec Chel1 comme avec Chel2. Ceci témoigne 
d’une efficacité de chélation du Cu intracellulaire équivalente pour les deux composés. 

 
Par conséquent, d’autres facteurs influent sur l’efficacité de chélation du Cu(I) dans les 

hépatocytes : l’implication d’un ligand endogène, la localisation intracellulaire des chélateurs 
mais aussi le taux d’internalisation du glycoconjugué. L’efficacité de ciblage de l’ASGP-R de 
chacune des deux familles de glycoconjugué module-t-elle leur efficacité de chélation du 
Cu(I) intracellulaire ? Dans ce cas, comment optimiser les propriétés de vectorisation afin 
d’obtenir un candidat médicament le plus actif et le moins toxique ?  

La poursuite du projet s’est donc orientée vers l’étude du ciblage des ASGP-R par les 
glycoconjugués des familles CP et T.  
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Chapitre II-  

La cytométrie en flux pour l’étude 

d’internalisation des glycoconjugués dans les 

hépatocytes  

Ce chapitre décrit les objectifs de l’étude et la méthode utilisée pour les atteindre, à 
savoir la cytométrie en flux. L’objectif est en effet d’évaluer les systèmes de ciblage des 
pro-chélateurs de cuivre vers les cellules hépatiques décrit à la fin du chapitre I. Le choix de 
la cytométrie en flux sera tout d’abord présenté, puis les différentes stratégies d’études 
permettant de répondre à la problématique de ce travail de thèse. 

 

 Objectifs des travaux et démarche envisagée I -

I.1) Objectifs 

Une stratégie innovante de chélation du cuivre intra-hépatocytaire a été mise au point 
et présentée dans le  chapitre I. Elle consiste à combiner des pro-chélateurs de Cu(I) avec des 
unités de ciblage des récepteurs aux asialoglycoprotéines (ASGP-R) majoritairement 
exprimés à la surface des cellules hépatiques. Les glycoconjugués Chel1 et Chel2 ainsi conçus 
ont montré leur capacité à entrer dans les cellules hépatiques et à y piéger efficacement le 
cuivre. Cependant, le mécanisme d’internalisation de ces glyconjugués dans les hépatocytes 
et l’efficacité de vectorisation ne sont pas connus. L’objectif de mes travaux de thèse est 
donc d’analyser les propriétés de ciblage de ces deux familles de glycoconjugués vers les 
ASGP-R.  

 
Le premier objectif est de déterminer le mécanisme d’internalisation de Chel1 et 

Chel2 dans les hépatocytes, afin de vérifier que celui-ci est bien dépendant des ASGP-R et 
sélectif de ce type cellulaire. 

 
De plus, il a été mis en évidence que les efficacités de chélation du Cu intracellulaire 

sont équivalentes pour Chel1 et Chel2, bien que l’affinité pour le Cu(I) du chélateur relargué 
par Chel2 dans les hépatocytes soit nettement plus élevée que celle du chélateur produit par 
Chel1. Cet effet pourrait s’expliquer par des propriétés de ciblage des cellules hépatiques 
différentes pour ces deux glycoconjugués. Le second objectif est donc de comparer les deux 
molécules en termes d’efficacité de ciblage des hépatocytes, afin de comprendre les 
propriétés de chélation intracellulaire observées. 
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Enfin, il est essentiel de comprendre les facteurs moléculaires influençant l’efficacité 
d’internalisation par les ASGP-R afin d’optimiser le ciblage vers les cellules hépatiques. Pour 
cela, cinq paramètres structuraux ont été étudiés (figure 61) :  

 

 
Figure 61 : Paramètres structuraux étudiés dans le but de comprendre quels facteurs influencent les interactions 

entre les glycoconjugués et la lectine ASGP-R.126 

 
- L’architecture des glyconconjugués, avec deux familles de structures différentes 

(tripodes et cyclodécapeptides). Cette étude permet de déterminer si une des deux 
architectures chimiques est plus adaptée à la géométrie de la lectine ASGP-R pour une 
reconnaissance multivalente optimale.  

 
- La configuration anomérique des sucres, qui peut être en α ou en β. Les sucres sont 

en effet de configuration α sur Chel1 et β sur Chel2. L’étude de dérivés de configuration 
inverse permet d’évaluer l’impact de la configuration anomérique des unités saccharidiques 
sur la reconnaissance par la lectine, impact qui est plutôt controversé dans la littérature 
comme présenté dans le chapitre I. En effet, aucun consensus n’a permis d’établir avec 
précision quelle configuration anomérique est préférentiellement reconnue par la lectine 
ASGP-R. Il semblerait que l’effet soit dépendant du type de ligand étudié. 

 
- Le nombre de sucres, qui est de quatre pour Chel1 et de trois pour Chel2. Il a été 

établi que l’affinité maximale pour l’ASGP-R est atteinte pour des ligands trivalents à 
tétravalents.162 La contribution de la multivalence dans l’efficacité d’internalisation par 
ASGP-R a été évaluée grâce à des dérivés de valences différentes. D’un point de vue 
mécanistique, ceci permet de s’assurer que la reconnaissance par la lectine se fait au moyen 
d’une interaction multivalente et non par reconnaissance monovalente d’un des sucres 
porté par le glycoconjugué. Il est ainsi possible de conclure quant à l’adéquation de 
l’architecture des glycoconjugués avec celle de la lectine. 

 
- La nature des sucres, qui sont des N-acétylgalactosamines (GalNAc) sur les deux 

glycoconjugués. La lectine ASGP-R reconnait avec affinité les sucres de type galactopyranose. 
L’unité GalNAc a été choisie parce qu’elle est décrite comme le ligand naturel de plus forte 
affinité pour les ASGP-R.118,126,146 En outre, ce sucre est moins susceptible d’être reconnu par 
d’autres récepteurs, ce qui est important pour la sélectivité de ciblage. La comparaison avec 
des dérivés portant des galactoses ou lactoses, également reconnus par les ASGP-R, 
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renseigne sur la pertinence de l’utilisation des GalNAc pour le ciblage des cellules 
hépatiques. 

 
- La longueur des bras espaceurs reliant les sucres au reste de la molécule. Une 

distance de 20 Å environ est préconisée pour permettre une interaction multivalente de 
plusieurs sucres avec plusieurs domaines de reconnaissance de la lectine.118,126,162 
L’augmentation de la longueur des bras espaceurs permet de s’assurer que les composés 
initiaux possèdent des distances entre les sucres qui satisfont à la reconnaissance 
multivalente.  

 
L’ensemble de ces informations permet d’optimiser le ciblage des cellules hépatiques. 

En réalisant le meilleur compromis possible entre ciblage et chélation du cuivre (I), un 
candidat médicament pertinent peut ainsi être développé.  

 

I.2) Démarche 

La réalisation de ces objectifs se déroule en deux étapes : 
 

- La première consiste en la synthèse de différents glycoconjugués appartenant aux 
familles CP et T. Ces dérivés font varier les quatre paramètres présentés ci-dessus. 

 
- Une fois les différents dérivés obtenus, leur capacité à entrer dans les cellules 

hépatiques via les ASGP-R et leur efficacité d’internalisation est évaluée. Cette dernière 
doit être estimée de manière quantitative, afin de pouvoir comparer les différents 
glycoconjugués entre eux. 

 
Plusieurs techniques peuvent être utilisées dont voici quelques exemples les plus 

courants de la littérature pour l’étude de l’ASGP-R.  
La stratégie la plus classique est la mesure du potentiel inhibiteur relatif.145 

Elle consiste en des expériences de compétition entre un ligand naturel de haute affinité 
pour l’ASGP-R , la glycoprotéine asialoorosomucoïde (ASOR) et le glycoconjugué à tester. 
Le potentiel inhibiteur d’un composé correspond à sa capacité à inhiber l’interaction entre la 
protéine ASOR radiomarquée (125I-ASOR) et la lectine ASGP-R. Grâce à la mesure de la 
différence entre la quantité d’125I-ASOR complexée avec la lectine et celle restant en 
solution, il est possible de déterminer des concentrations inhibitrices médianes (IC50) pour 
comparer l’affinité des différents ligands. Un des avantages de cette technique est que les 
IC50 obtenues dans certaines conditions, peuvent permettre de calculer des constantes 
thermodynamiques d’interaction, comme les constantes de dissociation de l’adduit 
ligand-lectine (Kd). L’inconvénient qui en découle directement est que pour mesurer des Kd, il 
est préférable de travailler sur des lectines isolées, ce qui n’est alors plus représentatif de ce 
qui se passe à la surface des cellules : les différences dans les degrés d’oligomérisation, 
l’organisation et l’accessibilité des sous-unités influencent en effet le phénomène de 
reconnaissance. 
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La résonance plasmonique de surface (SPR ou Biacore) est classiquement utilisée pour 
l’analyse d’intéractions biomoléculaires (figure 62). Elle consiste en la mesure de 
phénomènes d’adhésion de ligands en solution sur des surfaces d’or fonctionnalisées par des 
lectines, ou l’inverse. Cette technique optique mesure le changement d’indice de réfraction 
du milieu avoisinnant la surface d’or lors de l’intéraction biomoléculaire. Cependant, elle 
nécessite d’obtenir la lectine purifiée pour son immobilisation sur surface d’or, ce qui n’est 
pas toujours possible. En outre, le niveau d’oligomérisation de la lectine peut être modifié et 
il n’est alors pas représentatif du mode de présentation multimérique de la lectine à la 
membrane des cellules.  

 

 
 
Figure 62 : Principe de la SPR, reproduit d’après Cecioni et al., Chem. Rev., 2015, 115, 525.8 

Enfin la cytométrie en flux permet notamment de mesurer l’internalisation de 
composés dans des cellules. Pour cela, il est nécessaire de marquer les composés, ici les 
glycoconjugués, à l’aide d’une sonde fluorescente. L’intensité de fluorescence des cellules 
mesurée par cytométrie en flux correspond alors à la fluorescence émise par les 
glycoconjugués internalisés dans les cellules, ce qui est plus pertinent dans notre cas. 
Cette technique est est assez facile à mettre en œuvre, classiquement utilisée de manière 
qualitative, et peut devenir quantitative. Elle permet une analyse rapide à grande échelle 
et cellule par cellule, sensible et multiparamétrée. En plus de l’étude d’internalisation, elle 
permet de vérifier la viabilité des cellules sur lesquelles sont accomplies les mesure. 
Les faiblesses de cette technique sont qu’elle nécessite un marquage par un fluorophore, 
qui peut perturber les propriétés de la molécule. De plus, elle requiert la mise en suspension 
des cellules, ce qui peut s’avérer difficile en fonction du type cellulaire utilisé. Enfin, il est 
compliqué d’obtenir des constantes Kd à partir de telles expériences. 

 
La technique de cytométrie en flux à été choisie dans ce travail ; son application à 

l’étude de l’internalisation des glycoconjugués d’intérêt dans les cellules hépatiques est 
détaillée par la suite. 

 
Il est à noter que d’autres techniques comme l’ITC (« isothermal titration 

calorimetry »), les tests ELLA (« enzyme-like lectin essay ») ou d’érythroagglutination sont 
également des techniques couramment utilisées. 
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 La cytométrie en flux II -

Une cellule d’un organisme participe à un fonctionnement global ; il n’est donc pas 
pertinent d’étudier une cellule eukaryote isolée : 

« un phénomène biologique à incidence physiologique est avant tout une question de 
population cellulaire ».232 

 
Pour une étude pertinente et significative d’un phénomène biologique, il est par 

conséquent nécessaire d’avoir recours à l’utilisation des statistiques. La cytométrie en flux 
est de ce fait la technique la plus adaptée de part la dimension des échantillons qu’elle 
permet d’acquérir, la précision et la multiplicité des mesures, la vitesse d’acquisition et enfin 
les outils développés pour l’interprétation des résultats. Dans ce chapitre, nous allons voir ce 
qu’est la cytométrie en flux, les différentes opportunités qu’offre cette technique et 
comment nous l’avons adaptée à notre problématique de manière à répondre aux objectifs 
fixés. 

 

II.1) Principe et fonctionnement 

Cette partie traite de l’appareil, le cytomètre, et du type d’analyse qu’il peut effectuer, 
de l’acquisition des données et leur traitement par le logiciel Cell Quest Pro.232,233 

 

II.1.a - Généralités 

La cytométrie en flux est une technique qui permet une analyse simultanée de 
multiples paramètres physiques d’une particule (cellule, micro-organisme, bille…). De plus, 
l’acquisition s’effectue à large échelle sur une population de particules, dont l’analyse 
individuelle est moyennée. Ceci permet d’obtenir des résultats reproductibles et 
représentatifs d’une population.  

Les particules, ici des cellules, traversent une par une un faisceau laser. Ce faisceau est 
focalisé en leur centre par un système de lentilles et de prismes, de manière à les illuminer 
entièrement en une seule fois. Les données optiques résultant de cette excitation, comme la 
lumière émise par l’échantillon par fluorescence, réfraction, réflexion et diffusion, sont 
récoltées grâce à divers filtres et détecteurs et rendent compte des caractéristiques globales 
de la cellule (figure 63). Les avantages de l’utilisation d’une source laser sont un faisceau 
stable, monochromatique, unidirectionnel et en phase. Toute perturbation de ce signal est 
donc due à une interaction entre l’onde lumineuse et la particule, et non à des variations 
induites par la source. 

Le cytomètre en flux est composé de quatre systèmes :  
- un système fluidique, qui assure le passage, l’individualisation et l’alignement des 

particules devant la source laser, 
- un système optique, qui récolte les différentes données générées par la perturbation 

du faisceau laser lors de son interaction avec la particule et l’émission de 
fluorescence(s), 
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- un système électronique, qui transforme le signal lumineux reçu en signal 
numérique, 

- et enfin un système d’analyse des données récoltées.  
Certains cytomètres sont agrémentés d’un système de tri cellulaire permettent de 

séparer les cellules en fonction d’un ou plusieurs paramètres physiques. 
 

 
Figure 63 : Principe de fonctionnement d’un Cytomètre en Flux. D’après l’illustration du “MUSC Department of 

Regenerative Medicine and Biology”. 

La suspension à analyser est injectée au sein d’une gaine liquide pressurisée. Le liquide 
de gaine est composé d’eau ou d’une solution saline isotonique par rapport au milieu 
intracellulaire : la concentration en solutés dissous est égale à celle du cytoplasme, ici du 
tampon phosphate (PBS) filtré à 0,22 µm. La pression de la gaine (4,5 psig) étant légèrement 
inférieure à celle de l’échantillon (de 4,6 à 5,0 psig) et la section de la sortie de buse étant 
parfaitement calibrée, il se produit un phénomène de focalisation hydrodynamique : les 
cellules se dissocient et s’alignent dans la gaine de liquide pour défiler individuellement 
devant la source lumineuse (laser(s) / diode(s) laser) (figure 64). Le flux laminaire assure un 
défilement pouvant aller jusqu’à une vitesse de 6 à 40 m/s, en fonction du différentiel de 
pression exercé sur l’échantillon qui est ajusté par l’utilisateur. Il est à noter qu’un débit trop 
élevé diminue la précision de centrage de la particule par rapport au faisceau, et donc la 
qualité de l’analyse. Enfin, la gaine de liquide ne se mélange pas à l’échantillon avant la 
chambre d’analyse. 

La concentration de la suspension intervient dans la précision de la mesure. Sur un 
appareil pouvant acquérir 1000 à 2000 cellules/s, la concentration doit être comprise entre 
5.105 et 2.107 cellules/mL : plus forte, elle ne permet pas l’individualisation des cellules et 
plus faible, elle induit un mauvais centrage des cellules face au détecteur et donc une perte 
de précision.  

 
  

Figure 64 : Schéma du système fluidique servant au passage et à la focalisation des cellules devant la source laser. 
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Le passage des cellules devant la source laser permet d’acquérir diverses données 
optiques. Quels sont les liens entre les données collectées et les caractéristiques biologiques 
que l’on veut observer ? 

 

II.1.b - Les données collectées 

Le passage d’une cellule devant le faisceau constitue ce qu’on appelle un 
« évènement ». L’interaction des cellules avec le faisceau lumineux provoque des 
phénomènes optiques de plusieurs natures, desquels découlent de nombreuses 
informations. Pour chaque évènement, différentes données sont collectées grâce à un 
système optique composé de lentilles, miroirs dichroïques, filtres et photodétecteurs 
(figure 65). Les lentilles permettent de focaliser les faisceaux lumineux. Les miroirs 
dichroïques sont des diviseurs optiques, ou diviseurs de faisceau. Ils ne transmettent que 
certaines longueurs d’onde de la lumière reçue et réfléchissent les autres. Ils permettent 
donc de trier les différentes données provenant de la lumière transmise par la cellule. 

 

 
 

Figure 65 : Exemple de système optique de cytomètre. Le détecteur FSC se situe en face de la source laser tandis 
que tous les autres collectent la lumière perpendiculairement à la source, après focalisation du faisceau par une lentille. 
Les détecteurs FSC et SSC collectent la lumière émise dans la longueur d’onde du laser, 488nm. Les émissions de 
fluorescence sont collectées par les détecteurs FL pour les plages de longueur d’ondes précises sélectionnées à l’aide des 
miroirs dichroïques et filtres : 530 nm (détecteur FL1), 542 à 585 nm (FL2), 616 à 661 nm (FL4) et enfin 670 nm (FL3). 

Les signaux collectés sont les suivants (figure 65) : 
 

- Les données de diffraction, collectées dans l’alignement du faisceau de l’autre côté 
de l’échantillon à 180° par rapport à la source laser, renseignent sur la taille de la particule 
traversant le faisceau. On appelle cette donnée la diffusion aux petits angles, ou FSC pour 
« Forward Scatter ». Ce paramètre donne une estimation de la taille des cellules, qui peut 
être faussée par le milieu dans lequel les cellules sont en suspension ou la structure des 
cellules. Si l’indice de réfraction de la solution de suspension et celui des cellules sont 
identiques, les cellules difractent peu de lumière. D’autre part, les cellules dont la membrane 
est endommagée ont un indice de réfraction inférieur à celui des autres cellules ; elles 
diffractent moins de lumière et donc produisent un signal plus faible alors que leur taille est 
identique. Ces incertitudes de mesure ne permettent donc pas de mesurer avec précision la 
taille des cellules. Cependant, dans le contexte des travaux présentés ci-après, l’impact de 
ces incertitudes est négligeable. En effet les données collectées en FSC ont pour but de 
comparer les cellules entre elles afin de discriminer les doublets de cellules 
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(taille supérieure) ainsi que les cellules mortes ou débris (de tailles inférieures). Connaître la 
taille exacte des cellules n’est donc par indispensable (figure 66). 

 
- Les données de diffusion, réfraction et réflexion collectées à 90° par rapport au 

faisceau laser donnent des informations sur la structure intracellulaire (réfringence du 
cytoplasme, morphologie, rapport nucléo-cytoplasmique), plus communément appelé 
granulométrie des cellules. On appelle cette donnée diffusion aux grands angles, ou SSC 
pour « Side Scatter ». Ce paramètre peut être perturbé par le type de fixation cellulaire, 
l’instabilité du jet et de mauvais réglages optiques (figure 66). 

 

 
 

Figure 66 : Collecte des données des diffractions FSC à 180° par rapport à la source laser et de diffusion, réflexion 
et réfraction SSC à 90° par rapport à la source laser. 

- Enfin, diverses données de fluorescence collectées à 90° par rapport au faisceau 
laser peuvent être obtenues simultanément pour une même particule. Ces émissions 
peuvent résulter de l’autofluorescence des cellules ou du marquage par des fluorochromes. 
Le marquage fluorescent peut être par exemple le fruit d’un immunomarquage, de 
l’expression de protéines recombinantes fluorescentes, ou de l’internalisation d’un 
fluorochrome. Les différents signaux de fluorescence émis par la cellule sont focalisés par 
une lentille, puis un jeu de miroirs dichroïques séparent les signaux en fonction de leur 
longueur d’onde. Ces derniers sont récoltés sélectivement au travers de filtres disposés 
devant les photorécepteurs. Ils sont ensuite amplifiés et transformés en données 
numériques quantifiable par des photomultiplicateurs (PMT), qui transforment 
proportionnellement de la quantité de photons reçus en voltage (figure 65). 

 

II.1.c - Les réglages : voltages, régions, seuil et compensation 

Les réglages de l’instrument sont essentiels pour l’acquisition de données pertinentes 
en vue de leur analyse statistique. Ils doivent être optimisés suivant le type cellulaire et le(s) 
fluorochrome(s) utilisé(s). Ils sont réalisés sur une population de cellules non marquées ou 
« cellules blanches ». Lors du passage des cellules, le tracé du diagramme point par point de 
la granulométrie en fonction de la taille des cellules permet d’ajuster les voltages en FSC et 
SSC de manière à visualiser l’ensemble de la (ou des) population(s) cellulaire(s). Ceci rend 
possible la sélection de la population de cellules saines sur laquelle établir les statistiques. 
L’analyse s’affranchit ainsi des évènements correspondant aux cellules mortes ou débris 
(de tailles inférieures), doublets de cellules (taille supérieure) et cellules en apoptose 
(forte granulosité) afin de ne pas fausser les résultats. Cette sélection s’effectue par un 
détourage de la région contenant la population d’intérêt appelée « gate ». La suite de 
l’analyse est ensuite limitée à cette sous-population (figure 67). Il est également possible par 
cette méthode de différencier plusieurs types cellulaires d’un même échantillon, par 
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exemple pour les échantillons sanguins qui sont composés de lymphocytes, monocytes et 
granulocytes dont la granulosité est très différente. De cette manière, les analyses de 
chaque sous-population cellulaire d’un même échantillon peuvent être réalisées 
indépendamment les unes des autres. 

 

 
 

Figure 67 : Diagramme point par point de la granulométrie (SSC) des cellules HepG2 en fonction de leur taille 
(FSC). La région de cellules saines ou « gate » est ici détourée. Les données discriminées sont les suivantes : au-dessus se 
trouvent les cellules très granuleuses en apoptose et les doublets de cellules, au-dessous se trouvent les cellules mortes 
et les débris (taille et indices de réfraction plus faibles). 

La collecte de paramètres de fluorescence est communément exprimée sous forme 
d’un histogramme représentant la quantité d’évènements au sein des cellules de la région 
sélectionnée ou « gate » en fonction de l’intensité de fluorescence mesurée pour chaque 
évènement (figure 68). L’intensité de fluorescence est représentée sur une échelle linéaire 
ou logarithmique. Les plus souvent, l’échelle logarithmique est utilisée pour une visualisation 
de populations plus homogènes. 

Dans le cadre de l’utilisation de plusieurs fluorochromes, il est nécessaire de réaliser 
un réglage des compensations de fluorescence pour limiter les interférences dues aux 
chevauchements des spectres d’émission des différents fluorochromes.  

 

 
Figure 68 : Histogramme représentant le nombre de cellules saines en fonction de leur intensité de fluorescence 

en détection FL4 (acquisition de 661 à 616 nm correspondants à l’émission de fluorescence dans le domaine de la 
Cyanine 5). 

 

II.2) Présentation et analyse des résultats 

Le traitement de données s’effectue au moyen d’un logiciel adapté, ici CellQuestPro®. 
Les différents modes de représentation sont les suivants (figure 67 à 69) :  

- les diagrammes point par point permettent de mettre en relation 2 paramètres 
mesurés : par exemple FSC/SSC comme sur la figure 67 ou encore FSC/Fluorescence 
comme sur la figure 69 à droite. 

- les histogrammes expriment le nombre d’évènements en fonction d’un paramètre 
mesuré comme la fluorescence sur la figure 68 ou la figure 69 à gauche. 
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Il est possible d’utiliser des marqueurs limitant les analyses à une zone définie des 

diagrammes (figure 69), en plus du détourage de région évoqué précédemment (figure 67). 
 

  
Figure 69 : Exemple de marqueurs ; l’histogramme de gauche représente le nombre de cellules en fonction de 

leur intensité de fluorescence, le diagramme de droite représente la taille des cellules (FSC) en fonction de leur intensité 
de fluorescence pour la même population cellulaire. Ici la population est divisée en 2 : une partie fluoresce et l’autre non. 
Sur l’histogramme de gauche, des marqueurs sont utilisés afin d’établir des statistiques sur les cellules fluorescentes 
d’une part (M2) et non fluorescentes d’autre part (M1). Sur le diagramme de gauche, un quadrant est utilisé pour 
calculer le pourcentage de cellules fluorescentes par rapport aux cellules non marquées (limite verticale). 

Des statistiques sont établies à partir des différentes données exposées 
précédemment. Par exemple, les diagrammes FSC/SSC présentés précédemment 
permettent d’évaluer le pourcentage d’une sous-population d’un échantillon cellulaire 
(figure 69). Les statistiques réalisées à partir des données de fluorescence sont les suivantes : 

 
- La moyenne m = ∑ Xi / n ; avec Xi l’intensité de fluorescence et n le nombre 

d’évènement. C’est sur cette donnée statistique que se base l’étude présentée dans 
mon travail de thèse. 

- La moyenne géométrique mGeo = ∑ log(Xi) / n, qui est une meilleure estimation de la 
tendance centrale si les données sont éparpillées ou si les populations ne sont pas 
homogènes. 

- L’écart-type σ = √(v) ; avec la variance v = 1/n ∑ (Xi – m)2 qui mesure la dispersion 
autour de la moyenne.  

- Le coefficient de variation ou écart type relatif CV = σ / m. 
- La médiane M indique la valeur qui permet de couper la population en deux parties 

égales.  
 

II.3) Exemples d’applications  

La cytométrie en flux est une technique utile à de nombreuses problématiques. Les 
champs d’investigation sont larges : fonctions cellulaires et métabolisme, cycle cellulaire et 
viabilité, identification et isolement de cellules... La fluorescence peut être impliquée sous 
plusieurs formes : immuno-marquage de compartiments cellulaires, sondes fluorescentes 
révélatrice d’une protéine, d’une espèce chimique ou encore d’une voie métabolique, 
expression d’une protéine fluorescente recombinante…  

Quelques exemples parmi les plus courants sont présentés ici mais la liste est loin 
d’être exhaustive. 
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II.3.a - Méthode d’analyse du cycle cellulaire 

L’analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux est fréquemment utilisée. 
Elle permet d’évaluer la capacité de la cellule à se diviser. Elle requiert l’utilisation de 
fluorochromes spécifiques de l’ADN comme le bromure d’éthidium (BET), l’iodure de 
propidium (IP), le DAPI ou le réactif de Hoechst, qui permettent la mesure de la teneur 
cellulaire en ADN. La quantité d’ADN changeant en fonction de la phase du cycle cellulaire, 
un profil type du nombre de cellules en fonction de leur intensité de fluorescence a été 
établi pour des populations cellulaires saines en division normale (figure 70). 
Tout changement de ce profil traduit un arrêt de prolifération des cellules. Il est alors 
possible de mesurer l’impact d’un composé sur la prolifération des cellules et à quel stade 
particulier du cycle les cellules sont bloquées.  

 

 
 

Figure 70 : Histogramme du nombre de cellules en fonction de la quantité de fluorescence des marqueurs de 
l’ADN pour une population normale. On peut voir une répartition des cellules dans les différentes phases du cycle 
cellulaire G0/1, S et G2+M caractérisée par l’intensité de fluorescence qui correspond à la teneur en ADN de ces cellules. 
Durant les phases G0 et G1, la cellule est en interphase : sa teneur en ADN est normale. A la fin de la phase G1 qui 
correspond à sa croissance, la cellule entre en division. Pour cela, elle réplique son ADN durant la phase S. Puis, arrivée 
en phase G2, la cellule contient le double d’ADN avant de se diviser en deux lors de la mitose, phase M. Elle retourne 
alors en phase G0/1.  

 

II.3.b - Mesure de la viabilité cellulaire 

La mesure de la viabilité cellulaire est également envisageable pour l’évaluation de la 
cytotoxicité d’un composé. Lors de la mort cellulaire, par nécrose ou apoptose, de nombreux 
changements surviennent au niveau cellulaire. En effet, des phénomènes comme une perte 
d’intégrité de la membrane, un ralentissement du métabolisme, ou encore la dérégulation 
de l’homéostasie ionique et hydrique par les canaux ioniques sont observables. Les tests de 
viabilité concernent soit la mise en évidence des cellules vivantes, soit mortes, soit les deux. 

Les changements de morphologie de la cellule qui accompagnent le processus de mort 
cellulaire affectent la taille, la structure interne et l’indice de réfraction des cellules. 
Ces changements entraînent des modifications de leurs propriétés de diffusion de la lumière, 
observables en cytométrie par un déplacement de la population de cellules sur le 
diagramme FSC/SSC. Comme mentionné précédemment, des cellules dont la membrane est 
endommagée ont un indice de réfraction plus faible et produisent donc des signaux de 
diffusion aux petits angles (FSC) plus faibles. Des cellules en apoptose sont plus petites, 
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présentent une structure intracellulaire plus granuleuse et donc une diffusion aux grands 
angles (SSC) plus élevée et libèrent des corps apoptotiques, ce qui est visible par 
l’augmentation de la quantité de « débris » (figure 71). 

 
 

 
 

Figure 71 : Diagrammes de la granulosité des cellules en fonction de leur taille. Une nette augmentation de la 
granulométrie des cellules et l’apparition d’évènements de petites tailles sont détectés en présence de nanoparticules 
(24 mg) (C) comparé au contrôle des cellules seules (A) ou à l’incubation avec une plus faible exposition aux 
nanoparticules (12 mg) (B). Ceci correspond à une induction de la mort cellulaire, le composé est donc cytotoxique à une 
teneur de 24 mg. Nanoparticules de polyacrylamide fonctionnalisé par le peptide Tat (« Cell Penetrating Peptide »), en 
incubation avec des cellules souches mésenchymateuse. D’après Coupland et al., J. Cont. Rel,. 2008 130, 115.234 

L’intégrité membranaire peut être investiguée à l’aide de sondes fluorescentes. 
Certaines sont capables de diffuser dans les cellules dont la membrane comporte des lésions 
et de marquer certains compartiments ou composants cellulaires (BET, PI…). D’autres au 
contraire sont internalisées de manière passive dans toutes les cellules, puis après leur 
hydrolyse dans le cytoplasme diffusent hors des cellules dans le cas où les membranes sont 
lésées.  

Enfin, des sondes potentiométriques, indicatrices de pH, de concentration calcique ou 
sensibles à l’activité oxydante de la cellule peuvent être utilisées. 

 

II.3.c - Le tri cellulaire 

La cytométrie en flux permet non seulement de distinguer différentes populations 
cellulaires d’un échantillon en fonction de leur morphologie ou de leur fluorescence, mais 
aussi de les séparer physiquement. C’est ce qu’on appelle le tri cellulaire. Plusieurs types de 
tri existent, les deux principaux sont décrits ci-dessous : 

- Le tri mécanique, pour lequel une valve détourne les cellules d’intérêt vers une 
seconde voie de collecte après leur analyse. 

- Le tri par déflection de goutte : au sortir de la chambre d’analyse, le jet est séparé en 
fines gouttelettes ne contenant qu’un seul et unique évènement par vibration haute 
fréquence de la buse. Chaque évènement, est soumis à une impulsion électrique 
juste avant le fractionnement du jet. La gouttelette contenant la cellule passe ensuite 
entre deux plaques à haute tension où elle est déviée vers des voies de collectes 
différentes suivant l’excès de charge positive ou négative piégé en son sein 
(figure 72).  
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Figure 72 : Principe du tri cellulaire par déflection de gouttes. 

 

II.3.d - Analyses de fonction cellulaires 

De nombreuses fonctions cellulaires peuvent être étudiées, s’il existe un composé 
interagissant avec cette fonction cellulaire qui puisse être visualisé par émission de 
fluorescence. Par exemple l’internalisation d’un composé par endocytose via un récepteur, 
qui est l’objet de l’étude développée ici, peut être évaluée de plusieurs manières. La solution 
la plus directe consiste à marquer le ligand du récepteur par un fluorophore et mesurer la 
fluorescence internalisée dans les cellules, corrélée à l’internalisation du ligand fluorescent. 
D’autres méthodes peuvent être employées, moins directes mais plus informatives quant au 
devenir cellulaire de tels ligands. Par exemple, un ARNm peut être vectorisé par le ligand et 
son internalisation dans la cellule est appréhendée par l’expression d’une protéine 
fluorescente.98 

 
Ainsi, la cytométrie en flux est notamment utilisée depuis environ 30 ans en tant 

qu’outil de diagnostic clinique, en particulier dans les maladies affectant le système 
hématopoïétique ou immunitaire. Grâce à cette technique, les différentes sous-populations 
cellulaires des échantillons biologiques de moelle ou de sang sont analysées de manière 
distincte. L’étude morphologique permet de détecter la présence de populations cellulaire 
malignes, et l’immunophénotypage permet entre autre de détecter des profils d’expression 
antigéniques anormaux à la surface des cellules, qui sont propres à chaque type cellulaire.235 

 
Pour aller à l’essentiel 

La cytométrie en flux est une technique qui permet une analyse à grande échelle et 
multiparamétrées de populations cellulaires. Elle repose sur l’analyse simultanée et sur 
cellules individuelles de divers phénomènes optiques tels que la fluorescence, la diffraction, la 
réflexion et la réfraction. Les possibilités qu’offre une telle technique sont multiples.  

L’étude développée dans le cadre de ma thèse consiste à observer l’internalisation de 
molécules par endocytose médiée par un récepteur, mise en évidence par un marquage 
fluorescent de la molécule. La viabilité cellulaire est évaluée par analyse de la morphologie 
des cellules. Cette analyse n’influe pas sur la cellule et ses mécanismes, et elle n’exige pas 
d’ajout de composé chimique. Enfin, elle est facile à mettre en œuvre et réalisable sur chaque 
échantillon sans manipulations supplémentaire. 
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 Stratégie d’étude de l’internalisation des III -

glycoconjugués par cytométrie en flux 

L’utilisation de la cytométrie en flux pour l’étude de l’endocytose par les ASGP-R 
commence dans les années 2000. Plusieurs stratégies sont envisageables, avec un niveau de 
quantification plus ou moins élevé. Dans ce chapitre, la stratégie d’étude de l’internalisation 
des glyconconjugués dans les cellules hépatiques et les outils de mise en œuvre sont 
présentés.  

 

III.1) Cytométrie en Flux pour l’étude de l’endocytose par 

l’ASGP-R 

L’internalisation de composés marqués par un fluorophore dans les hépatocytes est 
évaluée par mesure de l’augmentation de l’intensité de fluorescence des cellules traitées par 
rapport à une population de cellules non traitées. Dans la majorité des cas, elle revêt une 
dimension plus qualitative que quantitative.  

 
Le taux d’internalisation peut être exprimée en terme de pourcentage de cellules 

marquées, c’est-à-dire pourcentage de cellules dont la fluorescence est supérieure à celle 
des cellules non traitées. Plusieurs informations sont accessibles par cette méthode grâce à 
la variation de paramètres tels que le temps d’incubation, la nature et la densité des sucres 
portés par le glycoconjugué d’intérêt, la concentration en glycoconjugués ainsi que la 
présence de compétiteurs. 

C’est ce qu’ont réalisé David et al.236 afin de déterminer les caractéristiques 
d’internalisation de différent polymères glycosylés (notés P) dans les cellules hépatiques 
humaines HepG2. Ces expériences montrent que les polymères glycosylés marqués sont 
internalisés dans les cellules HepG2 de manière sélective par rapport au polymère 
non-glycosylé (PF). Cette internalisation active par les ASGP-R est également attestée par 
l’inhibition totale du marquage en présence de lactose libre comme compétiteur. 
Enfin, l’augmentation du degré de glycosylation augmente significativement l’efficacité 
d’internalisation, qui s’avère être meilleure pour les polymères portant des unités Lac que 
Gal (figure 73).  
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Figure 73 : Analyse par Cytométrie en Flux de l’internalisation de différents polymères (P) glycosylés (500 ng/mL 

soit environ 0,03 µM) dans les cellules hépatiques HepG2. Les barres noires représentent l’incubation en présence de 
Lactose libre (150 mM). PF = contrôle. On peut voir que l’affinité dépend de la nature, la densité et la multivalence des 
sucres. D’après David et al. Bioconj. Chem., 2001, 12, 890.236 

Plus récemment, Medina et al.237 ont étudié l’internalisation de dendrimères 
fonctionnalisés par des GalNAcs. Les résultats obtenus en fonction de la densité de sucre et 
de la présence d’un compétiteur sont similaires. Ici deux temps d’incubation ont été utilisés : 
2h et 24h. Un phénomène de saturation des récepteurs est observé à 24 h et amoindrie les 
différences d’internalisation observable aux temps plus courts. Il est donc préférable de se 
placer à des temps d’incubation courts pour obtenir des informations exploitables 
(figure 74). 

 

 
 

Figure 74 : Internalisation de dendrimères fonctionnalisés dans les cellules HepG2 par des GalNAc en fonction de 
la dose, de la présence du compétiteur GalNAc libre (barres blanches) et du temps d’incubation (2h à gauche, 24h à 
droite). D’après Medina et al., Biomaterials, 2011, 32, 4118.237 

Il est également possible de raisonner en termes de déplacement de moyenne 
d’intensité de fluorescence. Kikkeri et al.238 ont étudié l’internalisation de « Quantum Dots » 
(QDs), nanostructures semi-conductrices, fonctionnalisés par des GalNAc dans les cellules 
HepG2 par cytométrie en flux. Ils comparent qualitativement l’augmentation de l’intensité 
de fluorescence des cellules HepG2 après incubation avec le ligand fluorescent (figure 75).  
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Figure 75 : Internalisation de Quantum-Dots (QDs) fonctionnalisés par des GalNAc dans les cellules HepG2. Le 

contrôle négatif est du tampon PBS (1×) seul. L’intensité de fluorescence des cellules est plus forte pour les QDs 
fonctionnalisés par le GalNAc que ceux fonctionnalisés par des chaînes polyéthylène glycol (PEG). D’après Kikkeri et al., J. 
Am. Chem. Soc., 2009, 4, 105.238 

Ces différents exemples montrent qu’il est possible de comparer plusieurs 
glycoconjugués en fonction de leur capacité à entrer dans les cellules hépatiques. 
Néanmoins, ces analyses restent qualitatives : elles renseignent sur l’existence de 
l’internalisation mais pas sur son efficacité. 

 
La stratégie proposée par Khorev et al.126 est la plus quantitative de toutes. Elle se 

déroule en deux temps : expériences de saturation des récepteurs, puis expériences de 
compétition et établissement d’IC50. 

L’étude porte ici sur un glycoconjugué trivalent présentant des GalNAc de 
configuration anomérique β avec des espaceurs flexibles de taille optimale (7). Celui-ci est 
comparé à un glycoconjugué contrôle aux bras espaceurs courts (8) ne satisfaisant pas à une 
reconnaissance efficace par ASGP-R, portant trois Galactoses (Gal) (figure 76). 

 

 
Figure 76 : Glycoconjugués trivalents 7 et 8 de l’étude de Khorev et al. marqués par le fluorophore Alexa Fluor 

488® : 7 est un ligand portant des GalNAc et 8 un contrôle aux bras espaceurs plus courts portant des Gal. D’après Khorev 
et al., Bioorg. Med. Chem., 2008, 16, 5216.126 

L’étude de la saturation des récepteurs par le ligand 7 a pour but d’élucider son mode 
d’internalisation dans les cellules hépatiques. Elle consiste en l’incubation des cellules avec 
une gamme de concentration croissante en glycoconjugué 7 marqué par la sonde Alexa Fluor 
488®. Puis, la moyenne d’intensité de fluorescence des cellules pour chaque condition 
d’incubation est évaluée par cytométrie en flux. Par le tracé de l’intensité médiane de 
fluorescence des cellules en fonction de la concentration en glycoconjugué, une courbe de 
saturation des récepteurs est obtenue. Deux types cellulaires sont utilisés : les cellules 
HepG2 qui sont des hépatocytes humains exprimant ASGP-R, et les cellules SK-Hep1 qui sont 
des cellules humaines endothéliales n’exprimant pas le récepteur. La courbe de saturation 
réalisée avec le glycoconjugué 7 a l’allure d’une hyperbole avec palier de saturation 
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(figure 77). Ceci est caractéristique d’une internalisation active médiée par un récepteur. 
Celle obtenue pour la lignée SK-Hep1 est une fonction affine de faible pente, témoignant 
d’une faible internalisation passive. Cette expérience de saturation atteste donc de 
l’internalisation sélective du glyconjugués dans les lignées cellulaires exprimant ASGP-R. 

 

 
 

Figure 77 : Expérience de saturation des récepteurs sur cellules HepG2 par le composé 7 de 0 à 12,5 µM 
(incubation 40 min à 37°C). D’après Khorev et al., Bioorg. Med. Chem., 2008, 16, 5216.126 

Néanmoins, les valeurs de médiane d’intensité de fluorescence obtenues ne peuvent 
pas être utilisées directement pour évaluer l’efficacité d’internalisation des glycoconjugués 
dans les cellules. En effet, l’intensité de fluorescence n’est pas une donnée quantifiable 
parce qu’elle dépend directement de l’environnement chimique dans lequel la molécule se 
trouve. La fluorescence émise par les fluorophores organiques tel l’Alexa Fluor 488® ou les 
Cyanines fluctuent en fonction du pH ou du potentiel oxydo-réducteur du milieu. 
L’extinction de telles sondes fluorescentes représente également une entrave à la 
quantification de la fluorescence. Or, il est nécessaire de quantifier l’internalisation des 
différents glycoconjugués pour pouvoir les comparer. C’est pourquoi des expériences de 
compétition sont réalisées. Les glyconconjugués 7 et 8 à concentration fixe de 10 µM sont 
mis en compétition avec deux compétiteurs non marqués. Le premier compétiteur est le 
GalNAc libre (de 0,6 à 200 mM) et le deuxième l’asialofétuine (de 0,6 à 200 µM), une 
glycoprotéine ligand naturel de l’ASGP-R. Grâce à ces compétitions, des IC50 sont calculés ; 
elles correspondent à la concentration en compétiteur pour 50% d’inhibition de 
l’internalisation du glycoconjugué marqué. Ce sont ces valeurs d’IC50 qui permettent de 
comparer les différents glycoconjugués entre eux pour un compétiteur donné (figure 78).  

 

 
 

Figure 78 : Compétition d’internalisation entre le composé 7 (10 µM) et le GalNAc (0-100 mM) (A) ou 
l’asialofétuine (0-100 µM) (B) sur cellules HepG2 et SK-Hep1 par mesure de l’intensité médiane de fluorescence. 
Le composé 8 (10µM) n’est pas affecté par la présence du compétiteur asialofétuine (0-100 µM). D’après Khorev et al., 
Bioorg. Med. Chem., 2008, (16), 5216.126 
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Pour le composé 7, les IC50 obtenues sur cellules HepG2 sont respectivement de 
4,5 ± 0,3 mM pour le GalNAc et 46 ± 3 µM pour l’asialofétuine (figure 78). Ces valeurs 
témoignent d’une forte intéraction du glycoconjugué avec la lectine parce que celui-ci est 
environ 500 fois mieux internalisé que le GalNAc seul et 5 fois plus que l’asialofétuine. Sur 
les cellules SK-Hep1, l’internalisation observée est très faible et n’est pas affectée par la 
présence du compétiteur. C’est donc une preuve supplémentaire de la sélectivité vis-à-vis du 
récepteur ASGP-R.  

Pour le composé 8, l’internalisation n’est pas affectée par la présence du compétiteur 
asialofétuine quel que soit le type cellulaire : ce glycoconjugué n’est donc pas ou beaucoup 
moins efficacement internalisé par les ASGP-R que 7 (figure 78). Cette perte d’affinité pour 
les ASGP-R peut être due soit à la substitution des unités GalNAc par des Gal, connus pour 
interagir plus faiblement avec le récepteur, soit aux bras espaceurs plus courts qui peuvent 
diminuer l’effet de multivalence en ne permettant pas l’interaction simultanée de plusieurs 
sucres avec les différents domaines de la lectine. 

 
Une stratégie similaire a été utilisée  au cours de ma thèse. Cette approche 

quantitative par la cytométrie en flux, assez novatrice et encore peu utilisée, permet à la fois 
de comprendre le mécanisme d’internalisation (actif ou passif), d’évaluer l’efficacité de 
l’internalisation médiée par le récepteur et enfin de comparer les différents glycoconjugués 
entre eux. Elle répond donc à toutes les objectifs définis dans le II-1). 

 

III.2) Marquage des glycoconjugués  

Afin de pouvoir suivre leur internalisation par cytométrie en flux, les différents 
glycoconjugués sont marqués par une sonde fluorescente. 

Le choix du fluorophore s’est porté sur la di-sulfo-cyanine 5 (figure 79).239 La cyanine 5 
est un fluorophore organique classiquement utilisé en cytométrie. Ses longueurs d’ondes 
d’excitation et d’émission sont compatibles avec le cytomètre utilisé, et se situent dans une 
gamme pour laquelle la l’autofluorescence des cellules est minimale. Cette sonde est connue 
pour sa forte intensité de fluorescence, sa faible interaction non spécifique avec les 
biomolécules et sa stabilité en milieu biologique. Son bon rendement quantique (= nombre 
de photon émis / nombre de photon absorbé) assure la réalisation de toutes les étapes de 
synthèse et étude biologique sans avoir à faire face à une extinction trop rapide de la 
fluorescence.  Sa très bonne stabilité chimique et sa disponibilité dans un large choix de 
fonctionnalisation favorise son utilisation en dernière étape de synthèse ainsi que sa 
purification par chromatographie liquide haute pression en phase inverse (RP-HPLC). 
En effet, lors de précédents travaux, l’utilisation de la sonde fluorescente TRITC a occasionné 
quelques difficultés lors de l’étape de purification (dégradation de l’excès de TRITC sur la 
colonne), et avait montré une forte sensibilité à l’extinction de fluorescence.13 Enfin, la 
présence des deux groupements sulfonates rend la sonde hautement soluble dans l’eau, ce 
qui évite tout problème de solubilité des glycoconjugués marqués en solution aqueuse et 
surtout en milieu biologique.239 
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Figure 79 : Structures et propriétés de la sulfo-cyanine 5 activée par un ester succinimide. * Mesuré en tampon 
phosphate. D’après Mujumdar et al., Bioconj. Chem., 1993, 4, 105.239 

 

III.3) Choix du type cellulaire et culture 

Les cellules utilisées pour mener les expériences de cytométrie en flux sont les cellules 
HepG2, et plus particulièrement leur dérivé C3A. Ce sont des cellules humaines hépatiques 
cancéreuses bien différenciées provenant d’une biopsie effectuée sur un hépatoblastome, 
une tumeur maligne du foie. Elles constituent un bon modèle des hépatocytes humains tels 
qu’ils sont présents in vivo  et ont entre autre conservé plusieurs fonctions des cellules du 
foie humain telles que la synthèse d’albumine ou de lipoprotéines.240 Ces cellules expriment 
la lectine ASGP-R de manière abondante, environ 76 000 sites de reconnaissance à haute 
affinité par cellules.241,242 Pour comparaison, ce nombre est estimé entre 50 000243 et 
environ 500 00092 sur les hépatocytes de rat fraichement isolés. C’est le modèle cellulaire le 
plus décrit et il est largement utilisé depuis 30 ans pour l’étude du récepteur ASGP-R. 

L’avantage de ces cellules est leur facilité d’usage pour la culture cellulaire et les 
expériences de cytométrie. C’est une lignée cancéreuse, donc robuste et de temps de 
génération rapide (48h). Leur résistance autorise l’emploi d’antibiotiques dans le milieu de 
culture et rend les manipulations et traitements chimiques ou enzymatiques plus aisés. 
L’inconvénient est qu’elles sont fortement adhérentes, ce qui complique leur mise en 
suspension et donc l’acquisition en cytométrie. 

 
Un contrôle cellulaire n’exprimant pas le récepteur ASGP-R est également utilisé. Pour 

cela, nous avons choisi les cellules HeLa. Ce sont des cellules humaines épithéliales 
d’adénocarcinome, tumeur développée au sein d’un épithélium glandulaire, ici le col de 
l’utérus. Elles forment la première lignée immortelle humaine établie.244 Ces cellules sont 
elles aussi très connues, décrites et très couramment utilisées en biologie cellulaire ; elles 
font encore l’objet de nombreux articles et livres. Elles ont l’avantage, tout comme les 
HepG2, d’être d’origine humaine et cancéreuse. Elles représentent un bon modèle de 
l’organisme humain et sont faciles d’utilisation. Elles aussi sont adhérentes. Il est important 
de faire preuve de rigueur pour la culture des cellules HeLa, qui sont hautement invasives et 
connues pour leur forte propension à contaminer les autres cultures cellulaires.245. 

 

III.4) Conditions d’incubation et d’acquisition au cytomètre 

Pour les expériences de cytométrie en flux, les cellules sont incubées avec les 
glycoconjugués dans des plaques 12 puits. Ces dernières sont introduits à froid de manière à 
bloquer les mécanismes d’endocytoses qui pourraient débuter pendant le temps de 

Propriétés
Maximum d’excitation (nm) 646
Maximum d’émission (nm) 664
Coefficient d’extinction molaire (M-1.cm-1) 250 000*
Rendement quantique 0,27*
Temps de vie de fluorescence (ns) 1,0
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préparation de la plaque.Lors les expériences de compétition, le glycoconjugué et son 
compétiteur sont introduits simultanément dans les puits sans pré-incubation (figure 80).  

 

 
 

Figure 80 : Etapes de préparation des cellules pour la cytométrie en flux. 

Après l’incubation à 37°C, les cellules sont lavées et mises en suspension pour leur 
passage au cytomètre. Les puits sont tout d’abord lavés à plusieurs reprise avec du PBS  froid 
afin d’éliminer toute trace de glycoconjugué en solution. Puis les cellules sont décrochées et 
nettoyées à l’aide d’un traitement chimique et enzymatique. Celui-ci est composé de 
Trypsine, une protéase membranaire qui hydrolyse les protéines à la surface des cellules, et 
d’EDTA, qui inhibe les mécanismes membranaires calcium et magnésium dépendants 
(figure 80).  

Le traitement à la trypsine-EDTA est crucial parce qu’il permet de rompre les 
interactions entre la lectine et son ligand.246 En effet, la trypsine hydrolyse les liens 
peptidiques et digère donc les protéines membranaires. De plus l’interaction du sucre avec 
le domaine de reconnaissance de l’ASGP-R étant un mécanisme calcium dépendant, elle est 
inhibée par l’EDTA qui est un ligand de forte affinité pour ce métal (log Kd = 10,85). Ceci 
permet de détacher tous les ligands adsorbés à la surface des cellules et ainsi de s’assurer 
que l’intensité de fluorescence mesurée en cytométrie correspond exclusivement aux 
composés internalisés dans les cellules. 

Enfin, les cellules sont mises en suspension dans un tampon de dissociation non 
enzymatique. Ce tampon, composé d’EDTA et PBS sans calcium ni magnésium, limite les 
phénomènes d’adhésion cellulaire afin que les cellules soient bien dissociées. Les 
suspensions sont ensuite conservées en tubes polypropylène dans la glace avant le passage 
au cytomètre de manière à ralentir les mécanismes cellulaires (que ce soit l’adhésion ou bien 
une possible excrétion des glycoconjugués) (figure 80). 

 
La sélection de population de cellules saines sur laquelle réaliser les statistiques est 

basée sur un lot de cellules non traitées. Pour chaque condition d’incubation, environ 20 000 
cellules saines sont collectées. La viabilité des cellules de chaque échantillon est estimée par 
le contrôle de la taille et de la morphologie de la population cellulaire selon la méthode 
décrite dans la section intitulée « Mesure de la viabilité cellulaire ». Ceci a permis de 
montrer que les glycoconjugués utilisés ne sont pas cytotoxiques dans les concentrations et 
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temps d’incubation choisis. Il a notamment été remarqué par cette technique que le GalNAc 
est toxique envers les cellules à partir d’une concentration de 300 mM (figure 81). 

 

  
Figure 81 : Diagrammes de la Granulométrie en fonction de la taille de cellules HepG2 seules (à gauche) et en 

présence de 300 mM de GalNAc (à droite) ; on peut voir qu’à partir de cette forte concentration le GalNAc induit la mort 
d’une partie des cellules. 

La moyenne d’intensité de fluorescence (MIF) est exploitée afin d’évaluer 
l’internalisation des glycoconjugués dans les cellules. L’interprétation des données collectées 
est réalisée grâce au logiciel Cell Quest Pro®. Comme discuté précédemment les valeurs de 
moyenne d’intensité de fluorescence obtenues ne peuvent pas être utilisées directement 
pour quantifier l’efficacité d’internalisation des glycoconjugués dans les cellules. 
C’est pourquoi, en s’inspirant des travaux de Khorev et al.,126 nous avons eu recours à des 
expériences de saturation des récepteurs et de compétition. Elles permettent de déterminer 
des EC50 et IC50 et ainsi de pouvoir comparer les différents glycoconjugués. 

 

III.5) Mise au point des expériences de cytométrie en flux 

Des tests préliminaires ont été effectués afin de déterminer les conditions de temps et 
concentrations d’incubation en glycoconjugués. Notre choix s’est tourné vers des temps 
d’incubation courts sur le modèle des travaux de Khorev et al.126 (incubations de 40 à 
60 minutes). En effet, à 37°C, le processus d’endocytose par l’ASGP-R est rapide, il est estimé 
à environ 11 minutes pour les cellules HepG2. Avec la protéine ASOR, 8,7 minutes sont 
nécessaires pour la liaison entre l’ASGP-R et son ligand, 2,3 minutes pour l’endocytose et il 
faut compter environ 4 minutes supplémentaires pour la dissociation du complexe 
lectine-ligand et le recyclage du récepteur à la membrane (avec 106 cellules pour 2 µg 
d’ASOR).86 De plus, pour des temps d’incubation longs, les récepteurs sont saturés ce qui 
donne des résultats beaucoup moins révélateurs,237 et le biais introduit par l’internalisation 
passive est accrus. Les essais ont ici portés sur des temps d’incubation de 1, 2 et 4 heures 
pour les glycoconjugués Chel1 et Chel2 marqués.  

Pour la mise au point des conditions d’expérimentation, deux concentrations en 
glycoconjugués sont adoptées : 0,2 et 2 µM. 

La fluorescence mesurée au bout d’une heure d’incubation est déjà satisfaisante et 
largement au-dessus des limites de sensibilité de l’appareil aux deux concentrations 
(figure 82). Les concentrations et temps choisis satisfont donc à l’étude de l’internalisation 
de Chel1 et Chel2 dans les HepG2. Par ailleurs, on remarque que l’intensité moyenne de 
fluorescence est multipliée par un facteur 1,5 environ entre 1 et 2 heures d’incubation, et 
d’un facteur 1,8 entre 1 et 4 heures. Le gain d’intensité entre 2h et 4h n’est donc pas 
significatif, un plateau de fluorescence est atteint. Or, il est important de se placer en amont 
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de ce plateau de manière à observer l’équilibre d’association du complexe ligand-lectine et 
ainsi comparer l’efficacité de reconnaissance des différents ligands. En tenant compte de ce 
plateau de fluorescence et afin de minimiser les effets de l’internalisation passive des 
composés, le temps d’incubation de 1h est retenu pour la suite des expériences de 
cytométrie. 

 

 
 

Figure 82 : Mise au point des conditions de concentration et temps d’incubation pour les expériences de 
Cytométrie en Flux. MIF = Moyenne d’Intensité de Fluorescence. 

 

III.6) Expériences de saturation des récepteurs 

Comme expliqué précédemment, la première étape de l’étude consiste à déterminer le 
mécanisme d’internalisation des glycoconjugués dans les cellules hépatiques. Sur le modèle 
des travaux de Khorev et al.126, pour cela des expériences de saturation des récepteurs ont 
été réalisées. Les cellules HepG2 ont été incubées 1h avec une gamme de concentration 
croissante en glycoconjugués marqués, de 0 à 15 µM. L’allure de la courbe de d’intensité 
moyenne de fluorescence de la sulfo-cyanine 5 en fonction de la concentration en 
glycoconjugué permet de conclure sur la nature du mécanisme d’internalisation. Une 
hyperbole avec palier de saturation est caractéristique d’une internalisation active médiée 
par un récepteur. Une fonction affine témoigne plutôt d’une internalisation passive, mais la 
conclusion est moins évidente. En effet, en présence d’un ligand de faible affinité et à des 
concentrations insuffisantes pour obtenir le palier de saturation, il n’est pas possible de 
conclure sur le mécanisme avec certitude (figure 83). 

 
 

Figure 83 : Allures des courbes de saturation pour une internalisation active ou passive et détermination d’EC50. 
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Cette étape n’est pas seulement informative d’un point de vue mécanistique mais 
constitue également un outil d’évaluation de l’efficacité d’internalisation des glycoconjugués 
dans les cellules hépatiques. Grâce au tracé de la courbe de saturation hyperbolique, l’EC50 
des glycoconjugués marqués est calculée. L’EC50 correspond à la concentration en 
glycoconjugué pour 50% de saturation des récepteurs (figure 83). Cette information est 
donc corrélable à l’affinité du ligand pour son récepteur. Dans le cas de la lectine ASGP-R, 
l’interaction avec le récepteur se fait de manière multivalente. De plus, la lectine est 
composée de 2 sous-unités différentes H1 et H2. La sous-unité H2 reste encore peu décrite : 
les spécificités d’interaction de son domaine de reconnaissance des carbohydrates ne sont 
pas connues, et son affinité vis-à-vis du GalNac diffère celle de H1.129 Il est donc compliqué 
de calculer la relation entre l’EC50 et une constante d’affinité ligand-récepteur. 

 
Le calcul d’EC50 est réalisé à l’aide du logiciel Origin® 9. La courbe de saturation est 

modélisée par l’équation de Hill, couramment utilisée en pharmacologie pour traduire une 
activation de récepteur ou une inhibition enzymatique.247,248 

 
L’équation est la suivante : 

y = ymax × xn / (EC50
n + xn) 

 
Avec ymax la valeur de y à saturation du récepteur 
EC50 la valeur de x pour une demi saturation du récepteur (soit pour y = ymax /2)  
et n le coefficient de Hill (ou pente à l’origine) qui reflète le nombre de ligands liés par 
récepteur.  
 
Cette équation à trois paramètres est une généralisation de l’équation de 

Michaelis-Menten qui n’est qu’a deux paramètres parce qu’elle ne prend pas en compte le 
paramètre n (modèle de stœchiométrie 1:1). La valeur du coefficient de Hill n’est cependant 
pas interprétable dans notre cas puisque nous ne détenons pas assez d’information sur 
l’interaction multivalente ligand-lectine ASGP-R.248,249 

La comparaison des EC50 entre les différents glycoconjugués donne une idée de 
l’échelle d’affinité pour le récepteur : plus un glycoconjugué a une faible EC50, plus son 
affinité pour la lectine est forte parce qu’une faible quantité suffit à les saturer. L’erreur 
estimée pour chaque EC50 est évaluée par duplication des expériences de saturation.  

Il est à noter que la saturation dépend du nombre de récepteurs à la surface des 
cellules. Par conséquent, les mesures d’EC50 sont sensibles au niveau d’expression de 
l’ASGP-R à la surface, qui peut être altéré par le vieillissement. Afin de s’affranchir de ce 
facteur et ainsi gagner en précision de mesure, des expériences de compétition sont 
effectuées. Par compétition, une affinité relative entre deux ligands vis-à-vis des récepteurs 
est observée. Les IC50 obtenues ne sont donc pas dépendants du nombre d’ASGP-R. 

 

III.7) Expériences de compétition 

Dans le but d’évaluer avec précision l’efficacité d’internalisation des différents 
glycoconjugués en fonction de paramètres architecturaux variés, des expériences de 
compétition ont été réalisées. Elles consistent à incuber simultanément les cellules avec une 
concentration fixe en glycoconjugué marqué et une concentration variable en compétiteur 
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non marqué. Le compétiteur, interagissant lui aussi avec l’ASGP-R, inhibe l’interaction entre 
le glycoconjugué et la lectine et de ce fait diminue le taux d’internalisation du composé 
marqué. Ceci se traduit par une diminution de l’intensité moyenne de fluorescence avec 
l’augmentation de la concentration en compétiteur (figure 84). L’IC50 ainsi déterminée 
correspond à la concentration en compétiteur pour 50% d’inhibition de l’internalisation du 
glycoconjugué marqué, soit 50% de diminution de l’intensité de fluorescence par rapport 
l’intensité obtenue sans compétition. Plus l’interaction du glyconconjugué avec la lectine est 
forte, et plus la quantité de compétiteur à ajouter pour inhiber son entrée est grande 
(figure 84). Par conséquent, une IC50 élevée est gage d’une forte efficacité d’internalisation 
par la lectine ASGP-R. Il est important de noter que la notion d’IC50 ici utilisée est l’inverse 
de celle couramment employée en pharmacologie, où il est plutôt question de potentiel 
inhibiteur par test d’une molécule antagoniste en concentration variable sur un agoniste 
connu de concentration fixe. 

 

 
 
Figure 84 : Principe des expériences de compétition. 

Le report de l’intensité moyenne de fluorescence en fonction de la concentration en 
compétiteur donne, en échelle semi-logarithmique, un sigmoïde décroissante (figure 85). 
Le calcul d’IC50 est réalisé à l’aide du logiciel Origin® 9. La sigmoïde est modélisée par 
l’équation de Hill, couramment utilisée en pharmacologie pour traduire un phénomène dose 
réponse.247,248,250 

 
L’équation est la suivante :  
 

y = A1 + (A2 - A1) / (1 + 10((log IC50 - X) × p)) 
 

Avec A1 la valeur de y à compétition nulle (palier inférieur),  
A2 la valeur de y à compétition maximale (palier supérieur), 
IC50 la valeur de x pour 50% d’inhibition (soit y = (A2 - A1) /2) 
et p la pente ou coefficient de Hill (de 1 ou -1 pour une stœchiométrie 

1:1, ligand : récepteur ; ici difficilement interprétable parce que deux sites de reconnaissance 
avec des affinités différentes). Cette équation à quatre paramètres dérive de celle présentée 
précédemment pour le calcul d’EC50. 

 
Il est possible de relier les valeurs d’IC50 avec des valeurs de Kd dans certaines 

conditions d’expérimentation via des modèles d’interaction, en étant néanmoins attentif à 
ne pas sur-interpréter la valeur d’IC50 obtenue.251 
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Figure 85 : Allure de la courbe de compétition entre un glycoconjugué marqué et un compétiteur non marqué. 
L’IC50 correspond à la concentration en compétiteur pour 50% d’inhibition de l’internalisation du glycoconjugué marqué. 
MIF = Moyenne d’Intensité de Fluorescence. 

Deux types de compétition ont été envisagés ici. 
Des expériences de compétition entre un glycoconjugué marqué et un compétiteur 

de référence ont été effectuées ; pour cette étude nous avons choisi le GalNAc comme 
composé monovalent de référence. Les IC50 obtenus permettent de comparer les différents 
glyconconjugués.  

Des compétitions entre glyconconjugués ont également été réalisées. Elles consistent 
en la mise en compétition directe d’un glycoconjugué marqué avec différents 
glyconconjugués non-marqués qui jouent alors le rôle de compétiteurs. Ceci permet la 
comparaison directe entre deux glycoconjugués. 

 
La concentration fixe en glycoconjugué marqué choisie pour la réalisation de toutes 

les compétitions est de 1 µM. A cette concentration, les différents glycoconjugués sont très 
efficacement internalisés, l’intensité de fluorescence est très supérieure au seuil de 
détection, et ce n’est pas une condition saturante pour les récepteurs. 

 
Enfin, les compétitions complètent l’étude du mécanisme d’internalisation. En effet, le 

phénomène d’inhibition en présence du compétiteur témoigne d’une internalisation 
récepteur-dépendante par l’ASGP-R. De plus, une inhibition totale, visible par un retour à 
zéro de l’intensité de fluorescence aux plus fortes concentrations en compétiteur, garantit 
un mécanisme d’internalisation actif et non passif. 

 
 
Pour aller à l’essentiel 

La stratégie envisagée pour l’étude des glycoconjugués des familles CP et T s’inspire des 
travaux de Khorev et al.126  Elle permet à la fois d’élucider le mécanisme d’internalisation 
dans les cellules hépatiques et de quantifier l’efficacité d’internalisation afin de comparer 
les différents glycoconjugués entre eux. Cette quantification s’effectue au moyen de calculs 
d’EC50 et d’IC50. Ces valeurs correspondent respectivement à la concentration nécessaire en 
glyconconjugué pour 50% de saturation des récepteurs ASGP-R et la concentration en 
compétiteur pour inhiber 50% de l’internalisation d’un glycoconjugué marqué donné. 
Enfin, les cellules HepG2 employées représentent un bon modèle pour l’étude du récepteur 
ASGP-R humain.92,240 
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 Conclusion IV -

La cytométrie en Flux est une technique puissante multiparamétrée à large échelle. 
Elle peut être utilisée pour de multiples applications et est adaptée à de nombreuses 
problématiques. Elle constitue un outil de choix dans notre projet, mais reste rarement 
utilisée dans le contexte des interactions sucres-protéines. Elle permet tout d’abord de 
travailler sur le type cellulaire d’intérêt, cellules hépatiques humaines, qui exprime le 
récepteur visé, l’ASGP-R, dans des conditions proches de la physiologie. De plus, cette 
technique rend possible une étude élargie à des populations cellulaires complètes. 
Pour chaque cellule des informations telles que l’intensité de fluorescence et la viabilité sont 
mesurées.  

 
Une étude systématique de l’internalisation des glycoconjugués a donc été réalisée par 

cytométrie en flux afin d’élucider le mécanisme d’internalisation et de comparer les 
différents glycoconjugués. L’influence de cinq paramètres structuraux a été évaluée : 
architecture chimique, valence, configuration anomérique, nature des sucres et longueur 
des bras espaceurs. 
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Chapitre III-  
La famille des cyclodecapeptides (CP) 

La famille CP regroupe des glycoconjugués de nature cyclodécapeptidiques. Ils 
possèdent une plateforme peptidique bi-fonctionnelle, comportant un cluster de quatre 
αGalNAc sur une face pour le ciblage des ASGP-R et une unité de chélation du Cu(I) 
composée de deux Cys sur l’autre face. Les propriétés de chélation in vitro et in cellulo de ce 
type de composés ont été présentées dans le chapitre I. Les travaux présentés ici portent 
exclusivement sur les propriétés de ciblage, afin de déterminer le mécanisme et l’efficacité 
d’internalisation dans les cellules hépatiques. La capacité de cette famille de composés à 
cibler les hépatocytes via les ASGP-R et l’influence de plusieurs paramètres structuraux sur 
l’efficacité de ciblage sont analysés par cytométrie en flux. 

 

 Elaboration des glycoconjugués pour l’étude de I -

l’efficacité de ciblage 

I.1) Différents dérivés de la famille CP 

Le premier glycoconjugué de la famille CP à avoir été conçu est le cyclodécapeptide 
Chel1. Son unité de ciblage des ASGP-R est ici étudiée en termes de mécanisme et 
d’efficacité d’internalisation dans les hépatocytes. Nous avons vu que seule la face 
supérieure du glycoconjugué est impliquée dans la reconnaissance par la lectine. Or, 
l’internalisation dans les cellules hépatiques étant analysée par cytométrie en flux, il est 
nécessaire de marquer les glycoconjugués à l’aide d’une sonde fluorescente, la sulfo-cyanine 
5 (Cy5). Afin de ne pas influer sur l’organisation de la face supérieure du cyclodécapepetide, 
ce fluorophore est introduit sur la face inférieure, remplaçant ainsi l’unité de chélation 
(figure 86).  

 
Le glycoconjugué obtenu n’est donc plus capable de piéger le cuivre mais sert de 

modèle d’étude du ciblage des hépatocytes (figure 86). Son internalisation par endocytose 
via la lectine ASGP-R est évaluée en partant de l’hypothèse que ses propriétés de 
reconnaissance ne sont pas perturbées par la présence du fluorophore et donc sont 
identiques à celles de Chel1. 

Il est possible que le changement réalisé sur la face inférieure de la molécule change la 
rigidité globale de la molécule parce que le pont disulfure renforce la structuration du 
cyclopeptide. Cependant, cette modification est certainement négligeable devant la 
flexibilité très élevée de présentation des sucres sur la face supérieure via la chaîne latérale 
des Lys. 
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Figure 86 : Modèle de Chel1 pour l’étude de l’internalisation dans les cellules hépatiques par cytométrie en flux. 

Comme présenté dans le Chapitre II, l’influence de plusieurs paramètres structuraux 
sur l’efficacité de ciblage a été étudiée. Différents glyconconjugués d’architecture 
cyclodécapeptidique dérivés de Chel1 ont donc été synthétisés afin de varier le nombre, la 
configuration anomérique, la nature des sucres ainsi que la longueur des bras espaceurs 
reliant les sucres à la plateforme peptidique. 

 
La nomenclature utilisée pour les désigner est la suivante (figure 87) : 
 

 
Figure 87 : Nomenclature et représentations schématiques des dérivés cyclodécapeptiques synthétisés et étudiés 

par cytométrie en flux. 

- CP indique que le glycoconjugué possède l’architecture cyclodécapeptidique, 
- puis en exposant, les différents paramètres sont indiqués dans l’ordre suivant : 

le nombre, la configuration anomérique puis la nature du sucre (si différente de 
GalNAc). Par défaut les glycoconjugués sont fonctionnalisés par des GalNAc. Seul un 
changement de nature du sucre est précisé : par le Galactose, noté Gal ou par le 
Lactose, noté Lac. Dans le cas d’un allongement des bras espaceurs par un motif 
polyéthylène glycol la mention « Peg » est indiquée entre le nombre de sucre et leur 
configuration. 

Chel1

CP4α-Cy5 ou CP4β-Cy5 CP3α-Cy5 ou CP3β-Cy5 CP1α-Cy5

CP4Pegα-Cy5CP4βGal-Cy5 CP4βLac-Cy5

GalNAc

Galactose

Lactose

Sulfo-Cyanine 5
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- enfin la mention « -Cy5 » après le nom indique le marquage du glycoconjugué par la 
sulfo-cyanine 5. 

Par exemple, CP3α-Cy5 désigne un cyclodécapeptide portant trois GalNAc de 
configuration α sur une face et la sonde fluorescente sur l’autre face ; CP4βGal désigne un 
cyclodécapeptide portant quatre Gal en configuration β sur une face et aucune 
fonctionnalisation de la Lys sur l’autre face (figure 87). 

Dans la suite de ce chapitre, la synthèse et l’étude in cellulo de l’efficacité 
d’internalisation de ces différents composés par l’ASGP-R sont présentés. 

 

I.2) Stratégie de synthèse 

Les différents dérivés appartenant à la famille des CP sont synthétisés selon la stratégie 
suivante, décrite depuis plusieurs années au Département de Chimie Moléculaire (DCM) 
(schéma 1) : 

- d’une part, l’unité de ciblage est obtenue par synthèse organique d’un sucre 
modifié. Il s’agit ici d’introduire une fonction oxyamine en position anomérique, 
dans les deux configurations α ou β. 

- d’autre part le précurseur linéaire décapeptidique est synthétisé sur support solide 
puis il est cyclisé et fonctionnalisé sur sa face supérieure par une à quatre fonctions 
aldéhydes en solution. 

- les deux unités sont assemblées entre elles par ligation chimiosélective de type 
oxime. 

- enfin, le marquage par la sonde fluorescente est réalisé sur l’amine libre de la Lys 
présente sur la face inférieure. 

 

 
Schéma 1 : Rétrosynthèse pour CP4α-Cy5. En bleu : unité de ciblage sucre modifié ; en rouge : Cy5 ; en noir : 

plateforme cyclodécapeptidique. 
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Les différentes étapes sont ici décrites indépendamment, et d’une manière commune 
à tous les dérivés. 

 

I.3) Synthèse de l’unité de ciblage  

Deux variations de paramètres concernent la synthèse de l’unité de ciblage : 
la configuration anomérique et la nature des sucres. L’influence de la configuration 
anomérique des sucres n’est étudié que pour les GalNAc. Les Lac et Gal sont obtenus en 
configuration β. Les conditions de réaction pour l’obtention de divers sucres fonctionnalisés 
par une fonction oxyamine ont été résumées par décrites au DCM.252,253 

 

I.3.a - Généralités sur la synthèse de sucres modifiés 

Les sucres sont des molécules biologiques portant plusieurs fonctions alcool de 
réactivité comparable, exepté l’alcool primaire et celui en position anomérique. De plus, ils 
possèdent une stéréochimie particulière en position 1 dite anomère, pouvant être de 
configuration α, substituant en axial par rapport au plan moyen du cycle dans la majorité des 
cas, ou β, substituant en équatorial par rapport au plan moyen du cycle (figure 88).  

 

 
 
Figure 88 : GalNAcαONH2 et GalNAcβONH2. 

Avant de pouvoir modifier chimiquement un sucre, il est nécessaire de protéger ses 
différentes fonctions avec des groupes protecteurs adéquats, afin que la modification puisse 
être régiosélective et induire la bonne stéréochimie. Ces groupes doivent être stables dans 
les conditions de synthèse, et les conditions de déprotection des différents groupes sont 
nécessairement orthogonales suivant la position du sucre à fonctionnaliser.  

L’introduction d’un groupement en position anomère est appelée couplage 
glycosidique ou glycosylation. Elle implique la réaction entre un sucre donneur, c’est-à-dire 
activé en position anomère par un bon groupe partant, et un accepteur nucléophile, comme 
des fonctions alcools ou amines. Cette réaction est catalysée par un promoteur, en général 
un acide de Lewis, qui active le donneur en favorisant le départ du groupe partant 
(figure 89).  

 

 
 
Figure 89 : Couplage glycosidique entre un sucre donneur activé par un bon groupe partant et un sucre accepteur 

possédant un groupement nucléophile ; le choix des groupements protecteurs des hydroxyles, de l’activateur, du 
promoteur et des conditions de réaction sont décisifs pour la régio- et stéréosélectivité de la glycosylation. 

βα
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Le choix du groupe en position C2 est crucial car il détermine la stéréochimie de la 
position anomère (groupe Z sur la figure 89). Un groupe est participant si, par un 
phénomène appelé assistance anchimérique, il stabilise l’état intermédiaire oxonium formé 
par le départ du nucléofuge lors de la substitution nucléophile. Cet état intermédiaire 
stabilisé favorise une attaque nucléophile en β par un encombrement de la face inférieure 
du sucre (figure 90). Le solvant influence également la configuration ; par exemple l’éther est 
connu pour favoriser la configuration α tandis que l’acétonitrile favorise la 
configuration β.254 

 

 
 

Figure 90 : Assistance anchimérique du groupement protecteur acétyle en position 2. 

En l’absence de groupe participant, la configuration α est obtenue majoritairement 
lors de l’introduction d’un groupe polaire X en position 1 parce qu’elle est 
thermodynamiquement favorisée par l’effet anomère. Cet effet est dû à une 
hyperconjugaison entre l’orbitale anti-liante de la liaison C1-X et le doublet non liant de 
l’oxygène endocyclique du sucre, ainsi qu’à un effet de répulsion électrostatique. 

 

I.3.b - Synthèse des GalNAcαONH2 et GalNAcβONH2 

La voie de synthèse du GalNac oxyamine de configuration α et β utilisée ici a été 
décrite et optimisée par Renaudet et al.252,253 Le galactal est utilisé comme synthon de 
départ, de manière à s’affranchir de la participation du NHAc en position C2 ; il a été 
synthétisé à partir du D-galactose, selon la procédure décrite dans la littérature.255,256 
La synthèse du GalNac oxyamine s’effectue en neuf étapes, et elle est bien décrite pour le 
GalNacαONH2.253 Quelques conditions de réaction ont été modifiées par rapport à la 
littérature, notamment en ce qui concerne les dernières étapes qui ont été optimisées pour 
le GalNacβONH2.257,258 

 
Les 7 premières étapes sont communes aux deux configurations anomériques. Puis, les 

deux GalNAc de configurations différentes sont séparés après l’étape de glycosylation 
(schéma 2). Les rendements globaux sur les 9 étapes sont de 7% pour l’anomère α et de 1% 
pour l’anomère β. 

 
Dans un premier temps, les hydroxyles du galactose sont protégés par acétylation, 

donnant le sucre 1.259,260 Celui porté en C1 possède une réactivité différente parce que ce 
n’est pas une simple fonction alcool mais un hémiacétal cyclique. Son acétylation ne donne 
donc pas un ester mais un acétal, qui est déprotégé sélectivement en milieu acide. Ainsi, une 
bromation est ensuite sélectivement réalisée en position anomère par HBr à 30% dans 
l’acide acétique (2). Le D-Galactal 3 est ensuite formé à l’aide d’une réduction par le zinc de 
type Tipson Cohen (schéma 2).261 L’intérêt de l’obtention du galactal est d’introduire un 
groupement azoture en position 2, qui sert de précurseur du NHAc et n’est pas participant 
lors de la réaction de glycosylation. Ceci est réalisé par azidonitration en présence de Cérium 
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Ammonium Nitrate (IV) ainsi que de l’azoture de sodium, décrite par Lemieux et Ratcliffe.262 
Le 2-azido-2-déoxy glycosylnitrate 4 est obtenu selon un mécanisme radicalaire impliquant la 
réduction du cérium ainsi que la perte d’un électron de l’azoture, qui interagit alors avec la 
double liaison glycale (schéma 2). Le rendement de ces 4 premières étapes est d’environ 
41%. 

 

 
 

Schéma 2 : Synthèse du GalNAc oxyamine : (a) Ac2O/ pyridine (25 eq.), 9h, t.a. ; (b) HBr /AcOH (33%) (3 eq.), 2h, 
t.a. ; (c) Zn (16 eq.), CuSO4 (0,29 eq.), NaH2PO4 (pH 4,21), Ac2O, 30 min., t.a. ; (d) CAN (3 eq.), NaN3 (3 eq.), CH3CN, 3h, -15 
°C (41% over the last 4 steps) ; (e) PhSH (3 eq.), DIPEA (1,2 eq.), CH3CN, 2h, 0 °C (96%) ; (f) DAST (1,2 eq.), THF, 2h, -40 °C ; 
(g) N-hydroxysuccinimide (2 eq.), BF3.Et2O (4 eq.), Et3N (2 eq.), CH2Cl2, 3h, t.a. (α = 61% ; β = 24%) ; (h) H2, Pd/C (10%, 1 
eq.), MeOH/Ac2O (9 :1), 1h30, t.a. (30%) ; (i) PPh3 (1,3 eq.), CH2Cl2, Ac2O (5 eq.), 4h, t.a. (15%) ; (j) N2H2 (50 eq.), EtOH, 
12h, t.a. (95%). 

Il est ensuite nécessaire d’activer la position anomérique en vue de la glycosylation par 
un bon nucléofuge. L’halogène choisit est un fluor plutôt qu’un brome ou un chlore en raison 
de la meilleure stabilité notamment vis-à-vis de l’hydrolyse. Pour cette étape, deux 
méthodes sont possibles : 

- La première est une fluoration directe du galactose azidonitré 4 par un mélange 
d’HF/Et3N ;263 elle a l’avantage de n’impliquer qu’une seule étape réactionnelle.  

- La seconde est celle réalisée ici. Elle implique au-préalable une étape d’hydrolyse 
donnant le composé 5 qui est ensuite fluoré par le diéthylaminosulfur trifluoride 
(DAST) pour obtenir le sucre activé 6.264,265 L’avantage de la deuxième méthode est 
que les conditions de réaction sont plus douces, et le DAST est moins délicat à 
manipuler. L’hydrolyse est ici accomplie par le thiophénol, plutôt qu’avec la 
procédure décrite impliquant un mélange eau/dioxane en présence de nitrite de 
sodium (schéma 2).266,267 

Une fois le sucre activé en position anomère, il est possible d’établir un couplage 
glycosidique entre celui-ci et un N-hydroxysuccinimide (NHS), précurseur de la fonction 
oxyamine, en présence de BF3.Et2O. Le N-hydroxysuccinimide est utilisé à la place du 
phthalimide parce qu’il est plus stable lors de l’étape suivante de réduction. L’anomère α 7a 
est obtenu en majorité devant le β 7b, avec un ratio 6/2, grâce à l’effet anomère ainsi que 
l’effet non participant du groupement azoture lors de l’étape de glycosylation. 
Une purification sur colonne de silice est réalisée afin de séparer les deux anomères α et β, 
avec des rendements de 61% et 24% respectivement. Ceux-ci sont ensuite traités 
indépendamment. 

Le composé 7a est réduit en amine par hydrogénation catalytique, sous atmosphère de 
dihydrogène à l’aide de palladium sur charbon activé (10%) comme catalyseur. L’amine 
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formée est acétylée in situ dans un mélange MeOH/Ac2O (9 :1), de manière à obtenir 
l’GalNAcαONHS acétylé 8. Cette réaction n’a pas donné de bons résultats sur le composé 
d’anomérie β 7b. En effet le produit de dégradation dus à la rupture de la liaison N-O du 
succinimide sensible à la réduction est formé. Une réduction sélective de l’azoture par 
réaction de Staudinger en présence de triphénylphosphine a donc été tentée.268,269 
La phosphine réagit avec l’azoture, donnant une phophinimine en équilibre avec la forme 
aza-ylide. Puis l’ajout d’anhydride acétique acétyle l’azote de l’aza-ylide en NHAc, libérant de 
l’oxyde de triphénylphophine. L’acétylation de la phosphinimine n’étant pas totale, le 
composé 9 est obtenu avec un rendement de 15%. Ces conditions peuvent être améliorées 
par une étape d’hydrolyse de la phosphinimine, jusqu’à atteindre 35% de rendement.270 

La dernière étape est un traitement à l’hydrazine pour la déprotection des hydroxyles 
et la formation de l’oxyamine grâce à une attaque nucléophile de sur les carbonyles. 
L’hydrazine est ici utilisée à la place de la méthylhydrazine pour traiter le succinimide car elle 
est plus nucléophile.257 Les GalNAc oxyamine 10 et 11 ainsi obtenus, respectivement en α et 
β, sont caractérisés par RMN. Ils vont pouvoir réagir avec les aldéhydes portés par la 
plateforme peptidique. 

 

I.3.c - Synthèse des unités GalβONH2 et LacβONH2 

Les synthèses des unités GalβONH2 et LacβONH2 ont été réalisées au sein de l’équipe 
I2BM/DCM/UJF (figure 91). Ces synthèses sont décrites à partir du lactose (Lac) et du 
galactose (Gal).252,253,271-273  

 

 
 

Figure 91 : GalβONH2 (A) et LacOβNH2 (B). 

Le LacβONH2 et le GalβONH2 sont obtenus à partir du Lac et du Gal respectivement, 
tous deux protégés par acétylations. A l’image du GalNAc, le Lac et le Gal acétylés sont 
activés en position anomère à l’aide d’une fluoration par le DAST puis glycosylés par un 
N_hydroxyphthalimide en présence de TBAHS (tétrabutylammonium hydrogène sulfate). 
Dans les deux cas, la configuration anomérique obtenue est la configuration β du fait de la 
présence de l’acétyle en position 2. Enfin, ces saccharides sont déprotégés par la 
méthylhydrazine de manière à obtenir A et B, avec entre 30% et 40% de rendement global. 

 

I.4) Plateforme cyclodécapeptidique 

La synthèse de la plateforme cyclodécapeptidique régiosélectivement 
fonctionnalisable est également décrite et optimisée par Renaudet et al.274 Elle est obtenue 
par la synthèse du peptide linéaire sur support, qui est ensuite cyclisé puis fonctionnalisé par 
des aldéhydes pour l’introduction des sucres oxyamines. Pour cela, des sérines (Ser) sont 
introduites sur les chaînes latérales des Lysines (Lys) de la face supérieure du cyclopeptide, 
et subissent ensuite une coupure oxydatives pour donner des fonctions aldéhydes. 
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Il est possible de contrôler la valence du support par le choix de la séquence 

peptidique. Ainsi, la face supérieure est composée de 1, 3 ou 4 Lys pour les valences 
correspondantes. Les Lys sont remplacées par des alanines (Ala) pour les cyclopeptides de 
valences inférieures à 4. Enfin, une Ala et une Lys composent la face inférieure pour le 
greffage du fluorophore (figure 92). 

 

 
 
Figure 92 : Plateforme cyclodecapeptidique : pour le monovalent, X1, 6 et 8 = Ala ; pour le trivalent, X1 et X8 = Lys, X6 

= Ala ; pour le tétravalent, X1, 6 et 8  = Lys. 

 

I.4.a - La synthèse peptidique sur support solide 

Le peptide linéaire protégé précurseur est tout d’abord obtenu par synthèse sur 
support solide selon la stratégie Fmoc/tBu. Ce type de synthèse a été introduit par 
Merrifield en 1963 et consiste à greffer de manière covalente le premier acide aminé sur un 
support appelé résine, composé de petites billes de polymères.275 Puis l’élongation de la 
chaîne peptidique est réalisée à partir de ce premier acide aminé, par substitution 
nucléophile d’une amine primaire sur une fonction acide carboxylique activée par un agent 
de couplage. En fin de synthèse, le peptide linéaire est décroché du support et récupéré 
dans le filtrat. Cette méthode, simple et automatisable, est devenue une technique de 
routine en synthèse peptidique. 

L’élongation peptidique se fait de l’extrémité C-terminal vers la N-terminale afin qu’il 
n’y ait pas de perte de stéréochimie, dite épimérisation, par formation d’un oxazolone. 
Les couplages peptidiques ont donc lieu par réaction entre le COOH libre de l’acide aminé en 
solution et le NH2 en α (Nα) du peptide accroché au support. Afin de contrôler le greffage, les 
Nα des acides aminés en solution sont protégées. De ce fait, la synthèse est réalisée de 
manière itérative, par une suite de déprotections sélective de l’amine terminale du peptide 
sur le support puis couplage avec un nouvel acide aminé. Ceci nécessite que les chaînes 
latérales soient protégées de manière orthogonales par rapport au Nα, et que ces 
groupements protecteurs soient stables en condition de synthèse. Deux stratégies de 
protections sont classiquement utilisées : la stratégie Boc/Bn et la stratégie Fmoc/tBu. 
La stratégie Fmoc / tBu, la plus courante, est utilisée ici :276 elle consiste à protéger les Nα 
par un groupement 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc), sélectivement hydrolysé en milieu 
basique. Les chaînes latérales sont quant à elles protégées par des tert-Butyls (tBu) ou autres 
groupements protecteurs stables en conditions basiques et acide faible, comme Boc ou Alloc 
ici utilisés (figure 93). 

 
Le couplage peptidique se fait dans le DMF à pH 8 en présence d’un agent de couplage, 

le benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate (PyBOP), qui 
forme un ester activé au C-terminal du peptide. L’avantage de la synthèse supportée est que 
les réactifs sont utilisés en excès en solution, ce qui augmente la vitesse et les  rendements 
de synthèse, et sont ensuite facilement évacués par filtration de la résine. L’inconvénient est 
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la possibilité de formation de peptides tronqués difficiles à séparer du peptide d’intérêt, 
généralement causée par des gènes stériques ou de repliement des chaînes peptidiques en 
élongation sur la résine. Pour pallier à cela, un test de Kaiser277 ou un test au TNBS278 
(2,4,6-trinitrobenzene-sulphonic acid) est effectué sur quelques billes de résines sacrifiées 
après chaque couplage afin de s’assurer que toutes les amines libres présentes sur la résines 
aient réagies. 

 
 

 
 

Figure 93 : Synthèse peptidique sur support solide en stratégie Fmoc/tBu. Utilisation de la résine GlySASRIN® pré-
fonctionnalisée avec des glycines avec un taux de chargement de 0,5 mmol/g. 1) Pipéridine (20%), DMF, 20 min, t.a. ; 2) 
Fmoc-AA(GP)OH (2 eq.), PyBOP (2 eq.), DIPEA (3-4 eq., pH 8-9), 30 min, t.a.  Le contrôle du taux de chargement de la 
résine après chaque déprotection des Nα s’effectue par dosage de la quantité d’adduit dibenzofluvene-pipéridine relâché 
en solution (mesure d’absorption UV à 299nm).279 Le test TNBS consiste à introduire quelques gouttes d’acide 
picrylsulfonique sur des billes de résine dans une solution de DIPEA à 10% dans le DMF. En cas de réaction de couplage 
non totale (test positif), deux solutions sont envisageables : relancer à nouveau la réaction de couplage, ou effectuer un 
« capping » par acétylation des amines libres pour stopper l’élongation du peptide tronqué (non utilisé ici). En fin de 
synthèse, le peptide linéaire est décroché de la résine en condition acide douce (TFA 1% dans CH2Cl2). X = Boc ou 
Boc-Ser(tBu)OH ; Y = Boc ou Alloc. 

Enfin, après couplage et déprotection de l’amine du dernier acide aminé de la 
séquence, le peptide linéaire est décroché du support avec 1% de TFA. Il est obtenu avec un 
rendement de 85 à 95%. Comme ce peptide vise à être cyclisé, la résine SASRIN® est utilisée 
parce qu’elle libère un peptide acide en son extrémité C-terminale et que le décrochage se 
fait en conditions acides douces, qui ne menacent pas de déprotéger les chaînes latérales 
dans la stratégie employée. Le premier acide aminé introduit sur la résine est 
nécessairement une glycine. En effet, c’est le seul acide aminé achiral. De cette manière 
les problèmes d’épimérisation pouvant survenir lors de la réaction de cyclisation sont ainsi 
évités.  
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I.4.b - Stratégies de synthèse des différentes plateformes 

fonctionnalisées par des aldéhydes 

Il existe deux façons d’obtenir la plateforme fonctionnalisée (schéma 3) : la synthèse 
classique et la synthèse utilisant les dipeptides.  

 

 
 

Schéma 3 : Deux types de synthèse utilisées, avec ou sans assemblage Lysine pré-fonctionnalisées par une Sérine 
protégée ; (a) Cyclisation : dilution à 0,5 mM dans CH2Cl2/DMF, PyBOP (2 eq.), DIPEA (3-4 eq., pH 8-9), 10h, t.a. ; (b) 
TFA/CH2Cl2 (50/50, v/v), 1h, t.a. ; (c) Boc-Ser(tBu)OH (1,2 eq./NH2 Lys), PyBOP (1,2 eq./NH2 Lys), DIPEA (3-4 eq., pH8-9), 
DMF, 45 min, t.a. ; (d) Pd(PPh3) (0,2 eq.), PhSiH3 (100 eq.), CH2Cl2/DMF (3/1, v/v), 30 min., t.a. ; (e) TFA/TIS/H2O 
(95/2,5/2,5), 1h, t.a. ; (f) TFA/Tis/H2O (95/2,5/2,5), 1h, t.a.  

Pour chacune des stratégies, le peptide linéaire est cyclisé en condition de couplage 
peptidique, à pH8 en présence de PyBOP, et dilué à 0,5 mM pour favoriser les réactions 
intramoléculaires et éviter tout risque de dimérisation. Cette cyclisation est facilitée par la 
pré-structuration du peptide en solution avec le coude proline-glycine.  

 
La synthèse classique 
La synthèse classique s’effectue en 5 étapes par greffage des Ser sur la face supérieure 

du châssis après décrochage, cyclisation du peptide et déprotection sélective des Lys à 
fonctionnaliser.274 C’est la voie de synthèse la plus longue des deux  mais aussi plus versatile, 
et donc utilisables pour différents types de fonctionnalisation. Elle nécessite une protection 
orthogonale des chaînes latérales des acides aminés des deux faces du cyclodécapetide : les 
Lys de la face supérieure sont protégées par des groupements Boc, et la Lys de la face 

Synthèse avec les assemblages 
Fmoc-Lys(Boc-Ser(tBu))OH

Synthèse classique
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inférieure par un groupement Alloc.280 Un traitement acide permet donc de déprotéger 
sélectivement les Lys de la face supérieure pour leur fonctionnalisation par des Boc-Ser(tBu) 
en condition de couplage peptidique. Puis la Lys de la face inférieure est déprotégée à l’aide 
de palladium au degré d’oxydation zéro, en présence de présence de triphénylphosphine et 
de phénylsilane.280 Enfin, les Ser peuvent à leur tour être déprotégées en condition acide 
(schéma 3). 

 
La synthèse utilisant les dipeptides 
La synthèse supportée du peptide linéaire utilise le synthon Fmoc-Lys(Boc-Ser(tBu))OH, 

une Lys pré-fonctionnalisée par une Ser protégée. Ce dipeptide a été préparé en milieu 
homogène par couplage peptidique de la Fmoc-Lysine-OH avec la Boc-Ser(tBu)-NHS, par 
Carlo Pifferi au DCM. Cette voie de synthèse est plus rapide, seules 2 étapes sont nécessaires 
après le décrocage du pepetide linéaire de la résine, et elle ne nécessite pas de protections 
orthogonales des chaînes latérales. Celles-ci sont donc protégées par des groupements Boc 
et tBu, puis libérées en une seule étape en milieu acide fort après la cyclisation du peptide 
(schéma 3). Cette voie de synthèse est cependant moins versatile.  

 

 

 
Schéma 4 : Synthèse de la plateforme tétravalente portant 4 fonctions aldéhyde espacées par des chaînes PEG sur 

une face et une fonction amine sur l’autre face ; (a) TFA/CH2Cl2 (50/50, v/v), 1h, t.a. (b) acide 2- [2- (Boc-
amino)ethoxy]ethoxyacetique (4,4 eq.), PyBOP (4,4 eq.), DIPEA (3-4 eq., pH8-9), DMF, 45 min, t.a. ; (c) TFA/CH2Cl2 (50/50, 
v/v), 1h, t.a. ; (d) Boc-Ser(tBu)OH (3,6 eq.), PyBOP (3,6 eq.), DIPEA (3-4 eq., pH8-9), DMF, 45 min, t.a. ; (e) Pd(PPh3) (0,2 
eq.), PhSiH3 (100 eq.), CH2Cl2/DMF (3/1, v/v), 30 min., t.a. ; (f) TFA/TIS/H2O (95/2,5/2,5), 1h, t.a.  
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Enfin, un dérivé portant quatre bras espaceurs plus long entre la plateforme et les 
sucres a été synthétisé par Clara Barrau au DCM. Pour cela, une plateforme tétravalente a 
été obtenue par voie classique, de manière à introduire les bras espaceurs sur les Lys avant 
leur fonctionnalisation par des Ser (schéma 4). Des chaînes polyéthylène glycol (PEG) acide 
2-[2-(Boc-amino)ethoxy]ethoxyacétique portant une extrémité acide carboxylique et une 
extrémité amine protégée par un Boc sont utilisées. Elles sont introduites sur les amines 
libres des Lys par lien amide en condition de couplage peptidique. Puis des Boc-Ser(tBu)OH 
sont couplées sur les extrémités amines après leur déprotection, avant d’être à leur tour 
déprotégées. 

 
Sur ces différentes plateformes sont ensuite greffés les sucres oxyamines d’une part, 

et la sonde fluorescente d’autre part. 
 

I.4.c - Oxydation des sérines en aldéhydes  

Des aldéhydes sont générés sur la face supérieure des cyclodécapeptides en vue de 
l’introduction des sucres par lien oxime.253,281 Pour cela, les Ser introduites sur les Lys sont 
converties en fonction αcéto-aldéhyde. Ceci est réalisé par une coupure oxydante au 
périodate de sodium analogue à celle des 1,2 diols. Les rendements sont d’environ 40% en 
moyenne après purification par HPLC, sur toutes les étapes depuis le décrochage de la résine 
du peptide linéaire jusqu’à la coupure oxydante des Ser (figure 94).  

 

 
 

Figure 94 : Oxydation des Ser : (a) NaIO4 (40 eq.), H2O, 30 min., t.a. (20%) 

Ces fonctions αcéto-aldéhydes, sont en équilibre en solution avec leur forme hydratée 
(figure 95). La forme hydratée, prédominante en solution, a été étudiée par RMN et 
spectrométrie de masse ESI-MS. 282-284 Nous l’avons ici caractérisée par spectrométrie de 
masse. 

 

 
 

Figure 95 : Forme hydratée de l’aldéhyde glyoxylique en solution aqueuse. 
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I.5) Assemblage et marquage par la cyanine 5 

I.5.a - Assemblage des unités de ciblage avec la plateforme 

peptidique 

L’unité glycosidique est introduite sur le peptide par ligation chimiosélective oxime, 
comme décrit par Renaudet et al.253,285,286 Cette ligation est très utilisée pour la synthèse de 
peptides et protéines depuis une vingtaine d’années.287 Les ligations chimiosélectives 
consistent à coupler deux composés portant des fonctions fortement réactives l’une envers 
l’autre. Ainsi, lors de l’assemblage du glycopeptide, aucun groupement protecteur n’est 
nécessaire : le couplage s’effectue régiosélectivement et chimiosélectivement entre les 
fonctions aldéhydes du peptide et les fonctions oxyamines des sucres.285 La chimiosélectivité 
est assurée par la différence de réactivité entre les fonctions amines et oxyamines avec les 
carbonyles. En effet, l’oxyamine est plus nucléophile qu’une amine primaire et moins 
basique. L’équilibre formé avec le carbonyle est donc déplacé en faveur de la formation de 
l’oxime. La particularité ici est qu’elle résulte de la condensation entre une fonction 
oxyamine et une fonction αcéto-aldéhyde.  

Le lien éther d’oxime obtenu est plus stable in vivo qu’une fonction oxime issue d’une 
fonction aldéhyde,288 et plus résistante à l’hydrolyse que des liens imines ou hydrazones.285 
Cette stabilisation est attribuée à l’existence de plusieurs formes de résonance, la 
délocalisation du doublet non liant de l’oxygène qui diminue l’électrophilie du carbone et 
l’effet électro-attracteur du groupement OR diminue la basicité de l’azote. Enfin, il a été 
montré par RMN que les oxymes obtenues sur cette plateforme cyclodecapeptidique sont 
exclusivement de configuration trans.273 

 
Cette ligation oxime s’effectue en solution aqueuse légèrement acide, pH 2-3, à 30°C 

avec un rendement de l’ordre de 80 à 90% après purification HPLC, et les temps de réaction 
varient de 3 à 10 h. Il est à noter que les réaction sont plus longues et les rendements plus 
faibles lors de réaction avec des sucres de configuration β.273 Les glycoconjugués obtenus 
sont caractérisés par spectrométrie de masse ESI-MS et HPLC analytique (schéma 5), leur 
analyse RMN ayant été publiée par le Département de Chimie Moléculaire.273 

 

 
 
Schéma 5 : Glycoconjugué obtenu par ligation éther oxime ; ici CP4α. (a) GalNAcαONH2 10 (2 eq./ aldéhyde), 

TFA (0,1% dans H2O, 1h, 30°C (87%). 
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I.5.b - Marquage par la sonde fluorescente sulfo-cyanine 5 

Afin de suivre l’internalisation des glycoconjugués dans les cellules, ceux-ci sont 
marqués à l’aide de la sonde fluorescente sulfo-cyanine 5. Ce marquage est réalisé en 
dernière étape de synthèse pour ne pas dégrader le fluorophore, qui est une molécule 
couteuse et sensible, notamment à la lumière. Ceci prévient donc les risques d’extinction de 
fluorescence. Ce marquage est parfaitement adapté aux études biologiques, comme l’ont 
montré des précédents travaux réalisés par l’équipe de Boturyn289. 

Le marquage s’effectue au moyen d’une attaque nucléophile de l’amine libre de la Lys 
sur la face inférieure du peptide sur une fonction ester activé porté par le fluorophore, à pH 
8-9 avec un rendement d’environ 30%.289 Les composés sont purifiés pas HPLC, puis 
caractérisés par HPLC analytique et spectrométrie de masse ESI-MS. A partir de cette étape 
ils sont conditionnés sous forme lyophilisée à l’abri de la lumière pour préserver le 
fluorophore d’une extinction rapide. 

 
Tous les glycoconjugués ont été marqués selon ce protocole (schéma 6). 
 

 
 

Schéma 6 : Glycoconjugué marqué par la sonde sulfo-cyanine 5 ; ici le CP4α-Cy5. (a) sulfo-cy5-NHS (1,2 eq.), DIPEA 
(pH8-9), DMF, 2h, t.a. (20%). 
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Pour aller à l’essentiel 

La synthèse des glycoconjugués a été réalisée à partir de celle décrite par Renaudet et 
al.253 Cette synthèse très versatile a permis l’obtention de 8 dérivés faisant varier la valence, 
la nature des sucres, leur configuration anomérique et la longueur des bras espaceurs. L’unité 
de ciblage des ASGP-R a été réalisée à partir de sucres libres en 9 étapes selon des protocoles 
déjà établis dans l’équipe du DCM. La synthèse du GalNAcβONH2 a été optimisée sur une 
étape afin d’obtenir des quantités suffisantes. L’introduction de fonctions oxyamines en 
position anomérique des sucres a permis le greffage de ces unités de ciblage sur différents 
châssis peptidiques grâce à la ligation oxime. Ces châssis cyclodécapeptidiques ont été 
assemblés par synthèse peptidique sur support solide selon deux stratégies : la méthode 
classique, plus longue mais plus versatile, et celle utilisant les dipeptides, plus rapide. Une ou 
plusieurs fonctions αcéto-aldéhyde ont été générées sur leur face supérieure par le clivage 
oxydant de Ser, couplées sur les chaînes latérales de Lys. La fonctionnalisation des peptides 
par ligation oxime avec les unités glycosidiques s’est révélée plus efficace avec les composés 
d’anomérie α que ceux d’anomérie β. Enfin, tous les glycoconjugués ont été marqués par la 
sonde fluorescente sulfo-cyanine 5 dans le but d’étudier leur internalisation par cytométrie 
en flux. 
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 Etude de l’efficacité d’internalisation par II -

cytométrie en flux 

L’internalisation des glycoconjugués de la famille CP a été étudiée par cytométrie en 
flux sur cellules humaines HepG2 exprimant l’ASGP-R. 

 

II.1) Internalisation du glycoconjugué CP4α dans les cellules 

hépatiques humaines 

Dans un premier temps, le mécanisme et l’efficacité d’internalisation de CP4α sont 
étudiés. Ce système a déjà montré sa capacité à entrer dans les cellules hépatiques pour y 
délivrer un chélateur de cuivre. Nous souhaitons maintenant savoir s’il est efficace et sélectif 
vis-à-vis des hépatocytes. Le glycoconjugué CP4α marqué par la sulfo-cyanine 5 est impliqué 
dans deux types d’expériences cellulaires : la saturation des récepteurs ASGP-R et la 
compétition avec le GalNAc (compétiteur monovalent de référence).  

 

II.1.a - Saturation des récepteurs par CP4α-Cy5 

Les expériences de saturation consistent à incuber les cellules avec une concentration 
croissante en glyconconjugué marqué : ici les HepG2 sont mises en présence du CP4α-Cy5 de 
0 à 15 µM. Le tracé de l’intensité moyenne de fluorescence en fonction de la concentration 
en glycoconjugué donne des indications à la fois sur le mécanisme d’internalisation mais 
aussi sur son efficacité. Une hyperbole avec palier de saturation est obtenue (figure 96). 
Ceci est caractéristique d’une internalisation active par un récepteur.126 

 

 
Figure 96 : Courbe de saturation des récepteurs ASGP-R par CP4α-Cy5 de 0 à 15 µM sur cellules HepG2 (�) 

modélisée par une équation de Hill et contrôle sur les cellules HeLa (�). Contrôle de l’internalisation de la sulfo-cyanine 
5 seule sur cellules HepG2 (�) ; MIF = Moyenne d’Intensité de Fluorescence. 
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Comme l’intensité de fluorescence du palier atteint n’est pas quantifiable, le recours à 
d’autres techniques est nécessaire afin d’évaluer l’efficacité d’internalisation. A l’aide de la 
modélisation de cette courbe par une équation de Hill, l’EC50 est calculée (figure 96). 
Elle correspond à la concentration en composé nécessaire à la saturation de 50% des 
récepteurs : elle est ici de 0,3 ± 0,1 µM.  

L’internalisation du fluorophore seul sulfo-cyanine 5 acide carboxylique est étudiée en 
tant que contrôle. Ceci permet de vérifier que l’hyperbole de fluorescence des cellules est 
due à la plateforme fonctionnalisée par le GalNAc et non à la sonde fluorescente. Pour les 
mêmes conditions d’incubation, la courbe obtenue est une fonction affine de pente faible, 
similaire pour les deux lignées cellulaire HepG2 et HeLa (figure 96). Ceci témoigne d’une 
faible internalisation passive de la sulfo-cyanine 5 dans les cellules hépatiques, négligeable 
devant l’effet du glycoconjugué. 

 
Le mécanisme d’internalisation est donc actif, mais par quelle voie ? Pour élucider cela, 

l’expérience de saturation est reproduite sur les cellules HeLa, qui sont des cellules 
humaines épithéliales cancéreuses n’exprimant pas le récepteur ASGP-R. Après incubation 
des cellules dans les mêmes conditions que précédemment, une fonction linéaire de pente 
faible est obtenue ; elle révèle une faible internalisation passive (figure 96). De plus, cette 
droite est tout à fait superposable à celles obtenues pour la sulfo-cyanine 5 seule sur les 
deux types cellulaires. Ces internalisations passives semblent donc corrélables et provenir du 
même mécanisme, que ce soit pour CP4α-Cy5 ou la sulfo-cyanine5 seule. 

 
En conclusion, les expériences de saturation des récepteurs ASGP-R permettent 

d’affirmer que le CP4α-Cy5 est internalisé sélectivement dans les cellules hépatiques selon un 
mécanisme ASGP-R dépendant. Qu’en est-il de l’efficacité de cette internalisation ? 

 

II.1.b - Compétition entre CP4α-Cy5 et le GalNAc 

Une fois le mécanisme d’entrée dans les cellules hépatiques établi, il est essentiel de 
quantifier l’internalisation. Pour cela, des expériences de compétition ont été réalisées avec 
le GalNAc, ligand monovalent connu de l’ASGP-R. Cette expérience de compétition consiste à 
incuber les cellules avec une concentration fixe en glycoconjugué marqué CP4α-Cy5, nous 
avons choisi 1 µM, et une concentration croissante en compétiteur. La courbe en échelle 
semi-logarithmique de l’intensité moyenne de fluorescence en fonction de la concentration 
en compétiteur conduit à une sigmoïde. Elle est modélisée par équation de Hill afin de 
calculer l’IC50, qui est la concentration en compétiteur pour 50% d’inhibition de 
l’internalisation du glycoconjugué. Pour CP4α-Cy5, l’IC50 est de 7,8 ± 0,2 mM (figure 97) ; ceci 
donne deux informations capitales. Tout d’abord, il confirme un mécanisme d’internalisation 
par l’ASGP-R, puisque le GalNAc inhibe l’internalisation par interaction compétitive sur 
domaine de reconnaissance du récepteur. Par ailleurs, cette IC50 élevée indique qu’environ 
8000 équivalents de GalNAc sont nécessaires pour inhiber 50% de l’internalisation de 
CP4α-Cy5. Par conséquent, l’interaction avec l’ASGP-R est 8000 fois plus forte pour CP4α-Cy5 
que pour le GalNAc.  
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Figure 97 : Courbe de compétition entre le CP4α-Cy5 (1 µM) et le GalNAc (0-300 mM) sur cellules HepG2 (�) 

modélisée par une équation de Hill. MIF = Moyenne d’Intensité de Fluorescence. 

Nous avons montré que CP4α-Cy5 est sélectivement internalisé dans les cellules 
hépatiques par endocytose grâce à sa reconnaissance par l’ASGP-R. De plus, cette 
internalisation est très efficace comparée au GalNAc. Le vecteur CP4α représente donc une 
excellente stratégie de ciblage. 

Etudions maintenant l’effet de plusieurs paramètres structuraux pour comprendre les 
phénomènes de reconnaissance par la lectine et dans l’optique d’optimiser le glycoconjugué 
pour une internalisation encore plus efficace. 

 

II.2) Effet de la multivalence 

Pour toutes les lectines, la taille, la densité de sucre et la géométrie du ligand sont des 
paramètres importants à la reconnaissance. Il a été montré dans la littérature que la valence 
idéale pour concevoir des ligands de forte affinité envers l’ASGP-R est de trois ou quatre 
sucres.162 Un nombre inférieur à trois conduit à des ligands d’affinité 100 à 1000 fois plus 
faible, tandis qu’un nombre supérieur à quatre n’apporte pas d’amélioration significative. 
Ici, le glycoconjugué CP4α possède 4 sucres. 

 
L’effet de la valence du ligand a été étudié en comparant le composé CP4α avec 

différents dérivés : le CP3α, trivalent, et le CP1α, monovalent. Chacun de ces glycoconjugués a 
été marqué par la sulfo-cyanine 5, de ce fait les expériences de saturation des récepteurs et 
de compétition avec le GalNAc ont été réalisées sur chacun d’eux. L’étude biologique du 
cyclodécapeptide monovalent CP1α donne des indications sur l’influence du nombre de sucre 
sur ce type de structure. Ceci permet de s’assurer que l’architecture de CP4α favorise une 
interaction simultanée de plusieurs sucres avec plusieurs sites de reconnaissance des 
lectines. L’étude du dérivé trivalent CP3α permet d’appréhender l’éventuel apport du 
4ème sucre. 
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II.2.a - Saturation des récepteurs par CP3α-Cy5 et CP1α-Cy5 

La courbe de saturation obtenue avec le composé CP3α-Cy5 est une hyperbole avec 
palier de saturation, analogue à celle obtenue précédemment avec CP4α-Cy5 : ceci montre 
une internalisation médiée par les ASGP-R (figure 98). L’EC50 calculée pour CP3α-Cy5 est de 
0,8 ± 0,4 µM. Pour rappel, celle-ci est de 0,3 ± 0,1  µM pour CP4α-Cy5. Ces différences d’EC50 
indiquent que l’ASGP-R a plus d’affinité pour le glycoconjugué CP4α-Cy5 que pour CP3α-Cy5, 
parce qu’il sature les récepteurs à des concentrations plus faibles. 

 

 
Figure 98 : Courbes de saturation des récepteurs ASGP-R par le CP3α-Cy5 de 0 à 15 µM modélisées par une 

équation de Hill et le CP1α-Cy5 de 0 à 20 µM sur cellules HepG2. MIF = Moyenne d’Intensité de Fluorescence. 

Par ailleurs, le palier de saturation n’est pas atteint dans la gamme de concentration 
choisie pour le CP1α-Cy5 (figure 98). Il nous est impossible d’aller vers des concentrations 
plus hautes car nous ne disposons pas de quantité suffisante en glycoconjugué. 
Malgré l’impossibilité de calculer l’EC50 pour ce composé, ce résultat nous informe que le 
glycoconjugué monovalent est moins efficacement reconnus par le récepteur que les 
composés tri- et tétravalent puisque le palier de saturation n’est pas atteint. 

 

II.2.b - Compétitions des CP3α-Cy5 et CP1α-Cy5 avec le GalNAc 

Les glycoconjugués CP3α-Cy5 et CP1α-Cy5 à 1 µM ont été mis en compétition avec le 
compétiteur de référence : le GalNAc. Les IC50 obtenues sont les suivantes : pour CP3α-Cy5, 
l’IC50 est de 4,0 ± 0,5 mM et pour CP1α-Cy5, elle est de 0,7 ± 0,1 mM (figure 99) ; pour rappel 
celle de CP4α-Cy5 est de 7,8 ± 0,2 mM. 
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Le glycoconjugué cyclodécapeptidique tétravalent possède une IC50 plus de dix fois 
supérieure à celle du monovalent. Ceci montre que la présentation multivalente des sucres 
est essentielle pour une internalisation efficace par les ASGP-R.  

Le glycoconjugué cyclodécapeptidique trivalent quant à lui possède une IC50 diminuée 
par deux comparée au tétravalent. Bien que les deux molécules multivalentes soient 
efficacement reconnues l’ASGP-R, la présence d’un 4ème sucre augmente la capacité de la 
molécule à cibler les ASGP-R. Cette augmentation entre 3 et 4 sucres n’est cependant pas 
aussi significative que celle entre les multivalents et le monovalent. 

 
Enfin on remarque que l’IC50 obtenue pour le monovalent CP1α-Cy5 est très élevée 

comparée à la valeur attendue. En effet, cette IC50 est de 0,7 ± 0,1 mM alors qu’une 
interaction similaire à celle du GalNAc seul était attendue, soit une IC50 avoisinant les 1 µM. 
Or, l’IC50 calculée signifie que l’interaction du CP1α-Cy5 avec l’ASGP-R est 700 fois plus forte 
que celle du GalNAc. On en déduit donc que la molécule dans son ensemble joue un rôle 
dans l’efficacité d’internalisation.  

Par ailleurs, pour le CP1α, la plateforme cyclodecapeptidique est très hydrophobe 
comparée à celles utilisées pour les composés multivalents. En effet, des Ala sont introduites 
à la place de trois Lys de la face supérieure du peptide, ce qui semble promouvoir son 
internalisation passive. Ceci est visible notamment par un non-retour à zéro de la 
fluorescence lors des compétitions avec le GalNAc : le palier inférieur de la courbe ne 
retourne pas à la valeur d’intensité de fluorescence résiduelle des cellules (figure 99). 

 

 
Figure 99 : Courbes de compétition entre le CP3α-Cy5 (à droite) ou le CP1α-Cy5 (à gauche ; 1 µM) et le GalNAc (0-

300 mM) sur cellules HepG2 modélisées par une équation de Hill. Les IC50 obtenues sont de 4,0 ± 0,5 mM pour le CP3α-Cy5 
et de 0,7 ± 0,1 mM pour le CP1α-Cy5 ; MIF = Moyenne d’Intensité de Fluorescence. 

Ces observations permettent de déduire que le remplacement des Lys par des Ala pour 
ce composé n’est pas sans conséquence sur les phénomènes d’internalisation dans les 
cellules. Ce contrôle n’est donc pas parfaitement adapté pour juger de l’influence du nombre 
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de sucre sur l’internalisation. Cependant il est très difficile de choisir une substitution qui 
n’influerait pas sur la reconnaissance parce que d’autres fonctions ou d’autres sucres 
pourraient également se comporter de manière inattendue. Par exemple, une étude de la 
reconnaissance de ligands trivalents par des domaines de reconnaissance des sous unités H1 
menée par SPR a donné des résultats surprenants.290 L’effet de multivalence de ligands 
trivalents est évalué, faisant varier le nombre de Gal par substitution avec de Glucoses (Glc) 
qui ne sont que très faiblement reconnus par la protéine. Bien que l’affinité mesurée pour le 
Gal soit plus de dix fois supérieure à celle du Glc, le ligand de meilleure affinité s’est révélé 
être celui portant deux Gal et un Glc, devant celui portant trois Gal. Ce résultat soulève la 
possibilité de l’interaction de l’unité Glc avec un autre site de la protéine que la poche de 
reconnaissance elle-même. Ceci sous-entend l’existence d’un second site de reconnaissance 
sur le domaine de reconnaissance de la sous unité H1. Cette possibilité a été étudiée par 
RMN, avec l’identification de la liaison simultanée d’un imidazole à proximité du site de 
reconnaissance des carbohydrates contenant un GalNAc.290 Par conséquent, la conception 
du ligand monovalent est une question qui ne pourra être résolue tant que le mécanisme 
d’interaction multivalent ligand-ASGP-R n’aura pas été précisément identifié, plus 
particulièrement l’existence d’un site de liaison secondaire et le rôle joué par la sous-unité 
H2 du récepteur qui est peu documentée à ce jour. Quel que soit le substituant utilisé, sa 
possible interaction avec la lectine ne pourra pas être maîtrisée. 
 

En conclusion, les expériences de saturation et de compétition sont cohérentes entre 
elles. Elles montrent que la multivalence augmente fortement l’efficacité d’internalisation 
par l’ASGP-R, d’un facteur 4000 à 8000 par rapport au GalNAc monovalent. La présentation 
multivalente des GalNAc sur l’architecture cyclodécapeptidique favorise donc l’interaction 
multivalente avec la lectine. La présence de quatre GalNAc conduit à la reconnaissance la 
plus efficace, mais seulement un facteur deux comparé au composé trivalent. L’apport du 
4ème sucre n’est donc pas décisif. 

 

II.3) Effet de la configuration anomérique 

Contrairement à l’effet de multivalence, l’effet de la configuration anomérique sur 
l’affinité pour l’ASGP-R est quant à lui très controversé. D’un point de vue théorique, il 
semblerait que la configuration β soit préférable dans le cas d’une fonctionnalisation du 
sucre en position anomère.173 Elle permettrait de diminuer l’encombrement en éloignant les 
substituants anomériques de la surface de la protéine.  

Dans cette partie, il s’agit de mesurer l’influence d’une telle variable sur la 
reconnaissance du glycoconjugué cyclodécapeptidique, et de tenter d’améliorer la 
reconnaissance par l’emploi de la configuration anomérique β. 

 
L’influence de la configuration anomérique sur l’efficacité d’internalisation par 

l’ASGP-R a été étudiée par la comparaison des glycoconjugués de valence identique mais de 
configurations différentes. Ces glycoconjugués sont les suivants : le CP4α-Cy5, le CP4β-Cy5, 
le CP3α-Cy5 et le CP3β-Cy5.  

 
  



136 
 

II.3.a - Saturation des récepteurs par CP4β-Cy5 et CP3β-Cy5 

La tendance obtenue par calcul des EC50 semble montrer une préférence de la lectine 
pour les composés de configuration α. En effet les EC50 des composés d’anomérie α sont plus 
faibles que pour ceux d’anomérie β ; ils saturent les récepteurs à plus faible concentration et 
sont donc plus efficacement reconnus : 

- Pour CP4α-Cy5 et CP4β-Cy5, les EC50 sont respectivement de 0,3 ± 0,1 µM et 2,1 µM. 
- Pour CP3α-Cy5 et le CP3β-Cy5, les EC50 sont respectivement de 0,8 ± 0,4 µM et 

1,7 ± 0,7 µM. 
La différence semble plus marquée pour les composés tétravalents que pour les 

composés trivalents. Pour plus de précision, nous préférons nous référer aux expériences de 
compétition avec le GalNAc. 

 

II.3.b - Compétition de CP4β-Cy5 et CP3β-Cy5 avec le GalNAc 

Les expériences de compétition avec le GalNAC corroborent et précisent les résultats 
obtenus lors des expériences de saturation. Un facteur deux sépare les IC50 en faveur de 
l’anomérie α, quelle que soit la valence du glycoconjugué de la famille CP (figure 100) : 

- Pour CP4α-Cy5 et CP4β-Cy5, les IC50 sont respectivement de 7,8 ± 0,2 µM et 
4,3 ± 0,1 µM. 

- Pour CP3α-Cy5 et le CP3β-Cy5, les IC50 sont respectivement de 4,0 ± 0,5 µM et 
1,5 ± 0,1 µM. 

 

 
Figure 100 : Courbes de compétition entre les glycoconjugués marqués (1 µM) et le GalNAc (0-300 mM) pour 

CP4α-Cy5 et CP4β-Cy5 (à droite) et CP3α-Cy5 et CP3β-Cy5 (à gauche) sur cellules HepG2 modélisées par une équation de Hill. 
MIF = Moyenne d’Intensité de Fluorescence. 
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Ce résultat a été confirmé par comparaison directe entre les glycoconjugués 
tétravalents. Ici, le compétiteur n’est plus le GalNAc mais directement un glycoconjugué non 
marqué. En utilisant le CP4β-Cy5 (1µM) comme composé marqué et le CP4α comme 
compétiteur, une IC50 de 0,4 ± 0,1 µM est obtenue, ce qui confirme que le CP4α est deux fois 
mieux internalisé que le CP4β (figure 101). 

 

 
Figure 101 : Courbe de compétition entre CP4β-Cy5 (1 µM) et CP4α (0-30 µM) sur cellules HepG2 modélisée par une 

équation de Hill. MIF = Moyenne d’Intensité de Fluorescence. 

Par conséquent, l’anomérie α est plus efficacement reconnue par ASGP-R pour la 
famille de composé CP mais ce paramètre n’a pas une influence majeure (facteur 2). 

 
Pour conclure, la configuration anomérique des sucres a une faible influence sur 

l’efficacité de reconnaissance par la lectine ASGP-R. Les composés de la famille CP 
d’anomérie α sont deux fois plus efficacement internalisés que leurs analogues d’anomérie 
β, à valence identique. Les résultats obtenus par compétition étant plus précis que ceux 
obtenus par saturation des récepteurs, ils confirment l’utilité de l’emploi des deux 
techniques pour la comparaison des différents glycoconjugués. 

 

II.4) Effet de la nature du sucre 

La lectine ASGP-R reconnait avec une forte affinité et sélectivité le Galactose et le 
GalNAc, avec une affinité 50 fois plus élevée pour ce dernier.118,146 De plus, peu de lectines 
reconnaissent avec affinité et sélectivité le GalNAc comparé au Galactose ; son utilisation 
laisse donc envisager une sélectivité accrue envers la lectine d’intérêt. Afin de valider notre 
choix qui s’est porté vers la fonctionnalisation des glyconconjugués par le GalNAc pour une 
interaction et sélective efficace avec la lectine ASGP-R, des dérivés de la famille CP portant 
des sucres de nature différents ont été synthétisés. Les sucres utilisés sont le Gal et le Lac, 
tous deux reconnus par l’ASGP-R. Il est à noter que le Lac correspond au disaccharide 
Galβ1→4Glc (figure 91).  

Les dérivés étudiés ici sont le CP4βGal-Cy5, portant 4 Gal, et le CP4βLac-Cy5, portant 4 Lac. 
La configuration anomérique β a été choisie notamment pour des questions de synthèse. Les 
expériences de saturation des récepteurs et de compétition avec le GalNAc ont donné des 
résultats très similaires pour ces deux glycoconjugués. 
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II.4.a - Saturation des récepteurs par CP4βGal-Cy5 et CP4βLac- Cy5 

Lors des expériences de saturation, le palier de saturation des récepteurs n’a pas pu 
être atteint pour aucune des deux molécules dans la gamme de concentration étudiée, de 
0 à 15 µM (figure 102). Ainsi, l’interaction est moins forte pour les glycoconjugués portant 
quatre Gal ou Lac que ceux portant des GalNac, en comparaison des composés CP4β-Cy5 ou 
CP4α-Cy5. Ceci concorde avec ce qui est décrit dans la littérature. 

 
 

 
Figure 102 : Courbes de saturation des récepteurs par le CP4βLac-Cy5 et le CP4βGal-Cy5 (0 à 15 µM) sur HepG2 ; Les 

paliers de saturation ne sont pas atteints aux concentrations étudiées. MIF = Moyenne d’intensité de Fluorescence. 

 

II.4.b - Compétition de CP4βGal-Cy5 et CP4βLac- Cy5 avec le GalNAc 

Des expériences de compétition avec le GalNac ont été réalisées pour les deux 
glycoconjugués CP4βGal-Cy5 et CP4βLac-Cy5. Les IC50 obtenues avec le GalNAc sont 
respectivement de 0,5 ± 0,1 µM pour le CP4βGal-Cy5 et de 0,8 ± 0,1 µM pour le CP4βLac-Cy5 
(figure 103).  

On en déduit donc que ces deux composés sont reconnus par l’ASGP-R avec une 
efficacité comparable, et que le Lac semble légèrement mieux reconnu que le Gal. Cette 
différence peut être attribuée  à une participation du pénultième Glc dans la reconnaissance 
du glycoconjugué par la lectine. Par ailleurs, il est à souligner que le Lac étant un 
disaccharide, la distance entre les résidus Gal terminaux est plus grande su CP4βLac que celle 
sur le CP4βGal, ce qui peut également contribuer à la différence observées entre les deux 
glycoconjugués. Ceci est en accord avec la littérature, comme nous l’avons vu dans le 
chapitre I. De plus, par comparaison avec le CP4β-Cy5 de valence et configuration identique, 
les glycoconjugués CP4βLac et CP4βGal sont 6 à 8 fois moins efficacement internalisés. Ceci 
confirme la forte préférence de la lectine envers le GalNAc.118,146,154  

Etonnamment, l’intensité minimale de fluorescence ne retourne pas à zéro concernant 
la courbe de compétition entre le CP4βGal-Cy5 et le GalNAc. On peut donc supposer que 
l’internalisation passive est plus prononcée pour ce composé.   
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Figure 103 : Courbes de compétition entre les glycoconjugués marqués (1 µM) et le GalNAc (0-300 mM) pour 

CP4βLac-Cy5 (�), CP4βGal-Cy5 (�) et CP4β-Cy5 (�) sur cellules HepG2 modélisées par une équation de Hill. MIF = Moyenne 
d’Intensité de Fluorescence. 

En conclusion, les glycoconjugués portant un GalNAc sont plus efficacement reconnus 
par les ASGP-R. C’est un paramètre significatif, puisqu’à valence et anomérie identique le 
glycoconjugué tétravalent CP4β-Cy5 se révèle être 6 à 8 fois mieux internalisé que CP4βLac-Cy5 
et CP4βGal-Cy5 respectivement. Ces résultats, en accord avec la littérature, confirment 
qu’intégrer le GalNAc dans les glycoconjugués en tant qu’unité de ciblage des cellules 
hépatiques est un choix pertinent. 

 

II.5) Effet de la longueur des bras espaceurs 

Dans la littérature, les travaux de Lee,162 Baenziger,118 Biessen,179 ainsi que de 
Khorev126 montrent qu’une distance optimale entre les sucres d’environ 20 Å est à prévoir 
pour cibler efficacement l’ASGP-R. Cette distance correspond à celle qui sépare les domaines 
de reconnaissance de la protéine à la surface des cellules, et permet ainsi les interactions 
multivalentes ligand-lectine. Les espaceurs reliant les sucres à la plateforme peptidique sont 
rallongés, dans le but de vérifier si ceux utilisés jusqu’alors sont assez longs et flexibles pour 
satisfaire à une reconnaissance multivalente optimale. Des motifs polyéthylène glycol sont 
introduits entre les chaînes latérales des Lys et les Ser oxydées servant de points d’ancrages 
aux sucres, donnant le composé CP4pegα-Cy5. La longueur des bras espaceurs classique est 
estimée à 1,8 nm et celle des bras portant la chaîne PEG à 2,85 nm, soit 1,6 fois plus 
longue.291  
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II.5.a - Saturation des récepteurs par CP4pegα-Cy5 

L’EC50 obtenue par cytométrie en flux pour le CP4pegα-Cy5 est identique à celle 
déterminée pour le CP4α : elle est de 0,3 ± 0,1 µM. Il semble donc que l’introduction de la 
chaîne PEG n’influence pas les propriétés d’internalisation du glycoconjugué. 

 

II.5.b - Compétition de CP4pegα-Cy5 avec le GalNAc 

L’IC50 obtenue par compétition avec le GalNAc est de 10,5 ± 0,4 mM, alors que cette 
valeur pour le CP4α est de 7,8 ± 0,2 mM. La différence entre les deux IC50 est faible, d’un 
facteur 1,5 environ (figure 104). Par conséquent, l’allongement des bras espaceurs induit 
une légère amélioration de l’efficacité d’internalisation du glycoconjugué tétravalent, mais 
celle-ci est plutôt négligeable.  

 

 
Figure 104 : Courbes de compétition entre les glycoconjugués marqués (1 µM) et le GalNAc (0-300 mM) pour 

CP4α-Cy5 (�) et CP4pegα-Cy5 (�) sur cellules HepG2 modélisées par une équation de Hill. MIF = Moyenne d’Intensité de 
Fluorescence. 

Pour conclure, la différence observée entre les deux glycoconjugués de taille de bras 
espaceurs différentes est faible voire négligeable. Le composé CP4α dispose donc de bras 
assez longs et flexibles ; la distance entre les sucres de ce dernier satisfait à une interaction 
multivalente avec plusieurs domaines de reconnaissance des ASGP-R. L’augmentation de la 
longueur des bras favorise légèrement cet effet. Néanmoins, le gain d’efficacité 
d’internalisation est faible et le risque encouru en augmentant la flexibilité des bras 
espaceurs est une perte de sélectivité pour l’ASGP-R et une perte entropique. Le bénéfice de 
l’introduction des chaînes PEG est de ce fait trop minime pour être retenu comme critère 
d’amélioration de l’interaction glycoconjugué-lectine. 
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Pour aller à l’essentiel 

Nous avons mis en évidence que la cytométrie en flux est une technique adaptée à 
notre problématique. Elle nous a permis de démontrer que les glycoconjugués de la famille 
CP tri- et tétravalents sont sélectivement efficacement internalisés dans les cellules 
hépatiques, 1500 à 8000 fois mieux que le GalNAc. Les paramètres structuraux de plus forte 
influence sur cette efficacité d’internalisation sont le nombre et la nature des sucres portés 
par les glycoconjugués. La configuration anomérique ainsi que la longueur des bras 
espaceurs ont un effet plus modéré voire négligeable. 
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 Conclusion de l’étude de la famille CP III -

Le glycoconjugué CP4α et ses dérivés ont été synthétisés grâce à une voie de synthèse 
bien décrite à ce jour et très versatile. D’un point de vue du mécanisme d’internalisation, les 
expériences de cytométrie en flux ont mis en évidence que les différents glycoconjugués 
multivalents entrent dans les cellules hépatiques via la lectine ASGP-R, de manière 
sélective. De plus, il a été montré que la reconnaissance par la lectine des composés 
cyclodécapeptidiques s’effectue selon une interaction multivalente. 

Deux paramètres importants influençant l’efficacité d’internalisation de cette famille 
de glycoconjugués ont été ici mis en évidence : 

- La multivalence, qui augmente jusqu’à 8000 fois l’efficacité d’internalisation par 
ASGP-R. Celle-ci est optimale pour des molécules tri- à tétravalentes.  

- Le choix du sucre est lui aussi un critère fondamental, puisque la lectine montre une 
nette préférence pour les GalNAc comparée aux Lac et Gal, d’un facteur 6 à 8 
respectivement. 

L’influence de la configuration anomérique s’est révélée faible, bien que les composés 
d’anomérie α semblent deux fois mieux internalisés que leurs isomères d’anomérie β quelle 
que soit la valence. Enfin, l’augmentation de la longueur et de la flexibilité du bras espaceur 
reliant le sucre au reste de la molécule ne favorise l’internalisation que de façon négligeable. 
Ceci signifie que longueur des espaceurs satisfait d’ores et déjà à une interaction 
multivalente du CP4α avec plusieurs domaines de reconnaissances des lectines ASGP-R.  

La stratégie de vectorisation de mimes de métallochaperonnes par les glycoconjugués 
d’architecture cyclodécapeptidique est donc efficace et pertinente, et le CP4α semble être le 
meilleur glycoconjugué de la famille CP pour la vectorisation vers l’ASGP-R. 

 
 
Tableau 11 : Récapitulatif des efficacités d’internalisations relatives au compétiteur de référence, le GAlNAc, des 

différents glycoconjugués de la famille CP. 

Glycoconjugué (1 µM) IC50 GalNAc (mM) 

CP4α-Cy5 7,8 ± 0,2  
CP4β-Cy5 4,3 ± 0,1  
CP1α-Cy5 0,7 ± 0,1  
CP3α-Cy5 4,0 ± 0,5  
CP3β-Cy5 1,5 ± 0,1  

CP4βLac-Cy5 0,8 ± 0,1  
CP4βGal-Cy5 0,5 ± 0,1  
CP4pegα-Cy5 10,4 ± 0,4  
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Chapitre IV-  
La famille des tripodes (T) 

Une deuxième famille de glycoconjugués est étudiée : la famille T. Elle regroupe des 
composés tripodaux pour lesquelles trois unités de ciblages βGalNAc sont introduites sur le 
chélateur pseudopeptidique par des ponts disulfures ou des liens amides avec des bras 
espaceurs polyéthylèneglycol (PEG). L’unité chélatrice NTA(CysNH2)3 ou NTA(D-PenNH2)3 
coordine le Cu(I) grâce à trois fonctions thiol. Les propriétés de chélation in vitro et in cellulo 
des composés de la famille T ont été présentées dans le chapitre I. Leur capacité à cibler les 
hépatocytes via les ASGP-R est ici évaluée par cytométrie en flux, afin de déterminer le 
mécanisme et l’efficacité d’internalisation dans les cellules hépatiques. 

 

 Elaboration des glycoconjugués pour l’étude de I -

l’efficacité de ciblage 

I.1) Différents dérivés de la famille T 

Différents glycoconjugués de la famille T ont été présentés dans le chapitre 1. 
Leurs structures sont rappelées sur la figure 105. 

 
Le composé Chel2 est le glycoconjugué ayant fait preuve des meilleures propriétés de 

chélation du Cu(I) in vitro et in cellulo. Son unité chélatrice associe une plateforme chimique 
acide nitrilotriacétique (NTA) à trois résidus Cys. Ce pseudopeptide est fonctionnalisé par 
trois unités GalNAc liées aux fonctions thiols par un pont disulfure via un espaceur 
PEG 2[2-(2-chloroéthoxy)éthoxy]éthanol d’environ 11-12 Å. Ainsi, la distance entre l’azote 
apical du NTA et les GalNAc est d’environ 20 Å.  

Divers dérivés de Chel2 ont été également obtenus afin d’étudier l’influence de 
l’architecture moléculaire sur la chélation et l’incorporation. Les glycoconjugués Chel4 et 
Chel6 possèdent la même unité de chélation que Chel2. Chel3 diffère de Chel2 au niveau de 
l’introduction des unités de ciblage sur le pseudopeptide. Dans Chel3, le lien chimique entre 
l’unité de ciblage et le chélateur est une fonction amide, qui n’est pas rompue en milieu 
réducteur. Chel6 quant à lui possède un lien glycosidique différent entre les GalNAc et les 
bras espaceurs PEG. Le lien O-glycosidique présent sur Chel2 a été remplacé par un lien 
triazole plus résistant à l’hydrolyse. De plus, il est possible que ce dernier établisse des points 
d’interaction supplémentaires avec le site de reconnaissance de l’ASGP-R. Enfin, Chel4 
possède le même système de ciblage que Chel2 mais une unité chélatrice différente. En 
effet, des résidus D-pénicillamines (D-Pen), couramment utilisés pour traiter la maladie de 
Wilson sous le nom de Trolovol®, sont insérés sur la plateforme NTA à la place des résidus 
Cys. 
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Figure 105 : Structure des glycoconjugués Chel2, Chel3, Chel4 et Chel6 ; les unités de ciblage sont représentées en 

bleu, les ponts disulfures masquant les fonctions chélatrices en rouge et enfin les différences entre les glycoconjugués 
sont repérées par les cercles gris. 

L’internalisation de Chel2 dans les cellules hépatiques est suivie grâce à l’introduction 
d’un fluorophore, la sulfo-cyanine 5 (Cy5), qui est introduit via un lien amide sur la 
plateforme. Cette dernière est de ce fait remplacée par un NTA(Lys) afin de disposer d’une 
fonction amine nécessaire au couplage (figure 106). Il est à noter que le tripode perd alors sa 
symétrie C3. Seul Chel2 a été marqué par le fluorophore. En effet, l’efficacité 
d’internalisation de la série de glycoconjugués a été étudiée par rapport à Chel2 pris comme 
composé de référence. 

 

2

Chel3 Chel6

Chel4Chel2 ou T3β
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Figure 106 : Modification apportée au glycoconjugué Chel2 pour son marquage avec le fluorophore 

sulfo-cyanine 5. 

L’influence de plusieurs paramètres structuraux sur l’efficacité de ciblage a été 
étudiée. D’après les informations recueillies de la littérature et celles apportées par l’étude 
des composés de la famille CP, deux critères ont été retenus comme pertinents pour l’étude 
des composés de la famille T : le nombre et la configuration anomérique des GalNAc qui 
peut être α ou β. Deux glyconconjugués d’architecture tripodale analogues à Chel2 ont donc 
été synthétisés afin de varier  ces paramètres. Nous partons donc de la conclusion établie 
précédemment que le GalNAc est le sucre le plus efficacement reconnu par l’ASGP-R et que 
les bras espaceurs de 20 Å environ satisfont à une interaction par effet cluster.  

Une nomenclature similaire à celle développée dans le chapitre III pour la famille CP 
est également utilisée pour désigner ces composés : 

- T indique que le glycoconjugué appartient à la famille d’architecture tripodale, 

- le nombre et la configuration anomérique du GalNAc sont indiqués en exposant. 

- enfin la mention «-Cy5 » après le nom indique le marquage du glycoconjugué par 

la sulfo-cyanine 5. 

Par exemple, T3β-Cy5 désigne le pseudopeptide portant trois résidus GalNAc de 
configuration β (Chel2), marqué par la Cy5 (figure 107). 

 

 
Figure 107 : Représentation schématique et nomenclature des dérivés de Chel2 faisant varier le nombre, la 

configuration anomérique des sucres et portant le fluorophore sulfo-cyanine 5. 
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Dans la suite de ce chapitre, la synthèse et l’étude in cellulo de l’efficacité 
d’internalisation de ces différents composés dans les cellules hépatiques sont présentées. 

I.2) Stratégie de synthèse 

La stratégie de synthèse des glycoconjugués de la famille T est analogue à celle utilisée 
pour la famille CP (schéma 7):  

- d’un part, une chaîne PEG de 11-12 Å est introduite en position anomérique du 

GalNAc, dans les deux configurations α ou β pour le lien O-glycosidique, et en β 

seulement pour le lien triazole. 

- d’autre part l’unité de chélation pseudopeptidique est synthétisée à partir du NTA, 

ou du Nα-Nα-bis(carboxyméthyl)-L-lysine que l’on notera par la suite NTA(Lys) pour 

les composés destinés à être marqués. 

- les deux unités sont assemblées entre elles par ligation chimiosélective 

(pont disulfure ou lien amide). 

 
 
Schéma 7 : Rétrosynthèse des composés de la famille T (sauf Chel3) ; les unités de ciblage et bras espaceurs sont 

représentées en bleu, les ponts disulfures masquant les fonctions chélatrices en rouge, et les unités tripodales chélatrices 
en noir. 

Dans le cas du composé marqué, la Cy5 est introduite sur l’amine libre présente sur la 
plateforme NTA(Lys). Enfin, le glycoconjugué Chel3 a nécessité une modification de la 
stratégie de synthèse. En effet, la fonctionnalisation  des fonctions amides du NTA(CysNH2)3 
par les résidus GalNAc-PEG s’est avérée très difficile. La stratégie de synthèse développée 
consiste au greffage des Cys sur la chaîne PEG portée par le sucre, puis l’introduction de ce 
synthon sur un NTA activé par des fonctions N-hydroxysuccinnimide (NHS) (schéma 8).  
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Schéma 8 : Rétrosynthèse du glycoconjugué Chel3 ; les unités de ciblage et bras espaceurs sont représentées en 
bleu, les ponts disulfures masquant les fonctions chélatrices en rouge, et les unités tripodales chélatrices en noir. 

Les synthèses des différents glycoconjugués ont été mises au points et optimisées lors 
de précèdent travaux au laboratoire RICC/SCIB/INAC/CEA. Les synthèse de Chel2 et son 
homologue asymétrique ont été mises au point par Pujol et al.12, celle de Chel4 par Jullien 
et al.72 Puis Rivaux et al. ont à la fois optimisé ces synthèses et mis au point la synthèse des 
glycoconjugués Chel3 et Chel6. Enfin, la synthèse de T3α a été adaptée par Robert et al. 
Les composés Chel2, Chel3, Chel4 et Chel6 utilisés dans ces travaux de thèse ont été 
synthétisés par Céline Rivaux, et le composé T3α par Faustine Robert. J’ai pour ma part 
réalisé la synthèse des composés asymétriques. 

 

I.3) Synthèse des unités de ciblage des ASGP-R reliées aux bras 

espaceurs 

Sur les différents glycoconjugués de la famille T, les unités de ciblage GalNAc sont 
reliées à des bras espaceurs PEG de 11-12 Å par liaison O-glycosidique, sauf pour Chel6 pour 
lequel un lien triazole est utilisé. Les généralités sur la synthèse de sucres modifiés sont 
rappelées dans le chapitre III. 
  

2
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I.3.a - Unité de ciblage de T3β, T1β et de Chel4 

L’intermédiaire 59 permettant d’introduire l’unité de ciblage est utilisée pour la 
synthèse de T3β, T1β et Chel4. Le composé 59 est synthétisé en six étapes à partir du GalNAc 
commercial, avec un rendement global de 20% (schéma 9).12 Une chaîne 
2[2-(2-chloroéthoxy)éthoxy]éthanol commerciale est introduite en position anomérique du 
GalNAc. Puis un thiol activé est inséré en bout de chaîne PEG afin de promouvoir la 
formation chimiosélective d’un pont disulfure intermoléculaire entre le système de ciblage 
ainsi obtenue et l’unité de chélation.12 

 

 
 

Schéma 9 : Synthèse de l’unité GalNAC-PEG possédant un thiol activé en bout de chaîne ; (a) Ac2O (10 eq.), 
pyridine (17 eq.), 12h, t.a. (Qtt) ; (b) TMSOTf (3,4 eq.), CH2Cl2, 12h, 45°C. (Qtt) ; (c) 2[2-(2-chloroéthoxy)éthoxy]éthanol 
(1,65 eq.), TMSOTf (0,6 eq.), CH2Cl2, 12h, t.a. (55%) ; (d) Thiourée (2,2 eq.), H2O, 24h, 110°C ; (e) NaOH (pH 9,6), 
MeOH/H2O, 7h, 85°C ; (f) Aldrithiol (3 eq.), MeOH, 4h, t.a. (33%).  

Les fonctions hydroxyles du sucre sont tout d’abord acétylées par traitement à l’aide 
d’anhydride acétique en présence de pyridine, pour conduire au composé 54.259,260 
Le GalNAc acétylé obtenu est ensuite activé sous forme d’oxazoline 55 en présence de 
TMSOTf (trifluorométhylsulfonate de triméthylsilyle).175,259 Cet intermédiaire gêne l’attaque 
du nucléophile sur la face α du sucre, tel que montré dans le phénomène d’assistance 
anchimérique dans le chapitre 3 (figure 90). Il permet ainsi l’obtention sélective de la 
configuration β dans un ration 8/2 (β/α) lors de l’étape de couplage glycosidique avec 
l’alcool 2[2-(2-chloroéthoxy)éthoxy]éthanol. Le composé 56 purifié par chromatographie sur 
gel de silice est ainsi obtenu, avec un rendement global de 55% sur les trois étapes. Il est à 
noter que le sucre de configuration anomèrique α est également isolé mais en faible 
quantité et qu’il est difficilement purifiable parce qu’élué en même temps que l’alcool en 
excès.  

 
Une fonction thiol activé par un motif S-Pys est ensuite insérée en bout de la chaîne 

PEG. Parmi de multiples méthodes d’activation possibles, le radical 2-pyridyl-sulfanyl (PYS) 
est le plus couramment employé et a été choisi parce qu’il s’est révélé être le plus 
efficace.14,292,293 Pour cela, une fonction thiol est introduite en bout de chaîne PEG puis elle 
est activée par l’aldrithiol au moyen d’un échange de disulfure. Les thiols étant sensibles à 
l’oxydation, ceci est réalisé en trois étapes in situ, à l’abri de l’oxygène sous flux d’argon et 
en solvants dégazés. Dans un premier temps, l’intermédiaire thiourée 57 est généré à partir 
du dérivé chloré 56 par addition de thiourée dans l’eau.294 La coupure de la fonction 
thiourée en thiol et la déprotection sélective des groupements hydroxyles du sucre sont 
exécutées de manière simultanée par traitement basique à l’aide de soude, à reflux. Lors de 
cette étape, le pH est rigoureusement contrôlé, et maintenu à 9,6 afin de déprotéger les 
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groupements hydroxyles sans dépasser 10 pour ne pas déprotéger l’amine acétylée en 
position 2 du sucre.295 Cette réaction est suivie par RMN 1H, et la formation du composé 58 
ainsi que d’un sous-produit d’oxydation (10%) sont  observés (figure 108). 

 

 
Figure 108 : Sous-produit de dimérisation de l’unité de ciblage. 

Enfin, le produit activé 59 est obtenu après addition de l’aldrithiol, avec un rendement 
de 33% à partir du dérivé chloré. Il est purifié par HPLC (« high pressure liquid 
chromatography ») préparative sans acide trifluoroacétique (TFA). 

 

I.3.b - Unité de ciblage de T3α  

L’emploi du GalNAc comme synthon de départ favorise la formation du composé de 
configuration β par assistance de groupe voisin, comme nous l’avons vu dans le chapitre III. 
Par conséquent, l’accès à la configuration anomérique α par la voie de synthèse décrite dans 
le paragraphe précèdent est difficile ; l’anomère α n’est obtenu qu’en faible quantité et il est 
difficilement purifiable. 

En s’inspirant de la synthèse du GalNacαONH2 présentée dans le chapitre précèdent, 
une nouvelle voie de synthèse de cet anomère a été mise au point au sein de l’équipe 
RICC/SCIB/INAC/CEA, en 8 étapes avec un rendement global de 6%. Elle consiste à utiliser le 
tri-O-acétyl galactal commercial comme synthon de départ, à partir duquel le tri-O-acétyle 
2-azido-2-déoxy galactose 5  est obtenu après une azidonitration en présence de Cérium 
Ammonium Nitrate (IV) et d’azoture de sodium puis une hydrolyse au thiophénol, selon la 
voie de synthèse décrite dans le chapitre III. Ensuite, une méthode d’activation différente est 
utilisée : celle des trichloroacétimidate (schéma 10).267,296  

 

 
 

Schéma 10 : Synthèse du GalNAc O-glycosylé en configuration α : (a) Trichloroacétonitrile (5 eq.), K2CO3 (5 eq.), 
CH2Cl2, 16h, t.a. (83%) ; (b) 2[2-(2-chloroéthoxy)éthoxy]éthanol (1,5 eq.), TMSOTf (2 eq.), Et2O/CH2Cl2 (2/1, v/v), 30 min., 
-20°C (91%) ; (c) H2, Pd/C (10%, 1 eq.), MeOH/Ac2O (9 :1), 1h30, t.a. (33%) ; (d) Thiourée (2,2 eq.), H2O, 24h, 110°C ; (e) 
NaOH (pH 9,6), MeOH/H2O, 7h, 85°C ; (f) Aldrithiol (3 eq.), MeOH, 4h, t.a. (46%). 

Le sucre activé formé 60 est plus stable que les dérivés halogénés, et il est possible de 
contrôler la  stéréochimie de la réaction (schéma 10). Par ajout de trichloroacétonitrile en 
présence d’un base forte, le sucre activé de configuration α est obtenu majoritairement par 
effet anomère, la réaction d’activation est sous contrôle thermodynamique (voir chapitre 
III). A l’inverse, en présence de base faible, la réaction est sous contrôle cinétique et la 
configuration β est majoritaire. En se plaçant ici sous contrôle cinétique à l’aide de K2CO3, le 
composé activé tri-O-acétyle 2-azido-2-déoxy galactopyranosyl trichloroacétimidate 60 est 
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obtenu avec un rendement de 83% et un ratio α/β de 0.7/1. L’obtention d’un sucre activé de 
configuration anomérique β permet de favoriser une glycosylation en α, grâce à l’attaque du 
nucléophile sur la face α du sucre selon un mécanisme de type SN2 avec inversion de 
configuration (figure 109).  

 

 
 

Figure 109 : Activation du sucre 5 par voie aux trichloroacétimidates ; contrôle de la stéréochimie. 

Le couplage glycosidique avec le 2[2-(2-chloroéthoxy)éthoxy]éthanol est ensuite 
réalisé en présence de TMSOTf, conduisant au composé 61 en mélange α/β avec un 
rendement de 91%. Le ratio entre les deux anomères déterminé par RMN 1H est de 1:0,7 
(α:β). Ce ratio est l’exact opposé de celui obtenu pour le sucre trichloroacétimidate 60, ce 
qui confirme un mécanisme d’attaque nucléophile SN2. Les deux anomères sont séparés 
après la réduction et acétylation in situ de l’azoture de la position 2, au moyen d’une 
hydrogénation catalytique par palladium sur charbon activé (10%), en présence d’anhydride 
acétique. Le composé 62 de configuration α est obtenu avec un rendement de 33% après 
purification par chromatographie sur gel de silice. Les étapes suivantes de synthèse pour 
l’obtention du thiol activé par un S-PYS sont identiques à celles décrite pour le composé 
d’anomérie β. Une fonction thiol est introduite en bout de chaîne PEG par réaction avec la 
thiourée puis traitement basique, qui permet par la même occasion de déprotéger les 
groupements hydroxyles du sucre 62. La fonction thiol est ensuite activée par échange de 
disulfure avec l’aldrithiol, conduisant au composé 65 avec un rendement de 46% sur ces trois 
étapes à partir du dérivé chloré. Ce rendement est légèrement supérieur à celui obtenu avec 
le composé d’anomérie β 59. 

 

I.3.c - Unité de ciblage de Chel3 et Chel6 

Le glycoconjugué Chel3 diffère de Chel2 par le mode de greffage du système 
GalNAc-PEG sur le tripode. Ce greffage se fait par un lien amide et non par formation de 
ponts disulfures sur les thiols. De ce fait, la chaîne PEG portée par le GalNAc est 
fonctionnalisée par une amine à la place du thiol activé (schéma 11).  

 

Base forte

Base faible

Contrôle thermodynamique, α majoritaire

Contrôle cinétique, β majoritaire

Attaque nucléophile en α

Attaque nucléophile en β
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Schéma 11 : Synthèse du système GalNAc-PEG pour le glycoconjugué Chel3 ; (a) NaN3 (2 eq.), DMF, 16h, 80°C ; (b) 
PPh3 (1,1 eq.), H2O, 16h, t.a. ; (c) Boc2O (1,1 eq.), EtOH, 5h, t.a. ; (d) 68 (1,65 eq.), TMSOTf (0,6 eq.), CH2Cl2, 12h, t.a. 
(58%) ; (e) TFA (50 eq.), Et3SiH (3 eq.), CH2Cl2, 5h, t.a. 

La chaîne PEG-amine 68 est réalisée en 3 étapes à partir du 
2[2-(2-chloroéthoxy)éthoxy]éthanol : une fonction azoture est introduite sur l’extrémité de 
la chaîne PEG par substitution nucléophile, puis elle est réduite en amine par la 
triphénylphosphine avant d’être protégée par un groupement tert-butyl carbonate (Boc).297-

300 Cette nouvelle chaîne est ensuite introduite sur l’intermédiaire oxazoline 55, et le 
composé 70 de configuration anomérique β est isolé avec un rendement de 58%. Enfin, 
l’amine en bout de chaîne du composé 70 est déprotégée par traitement acide, conduisant 
au composé 71 prêt à être introduit sur la fonction acide carboxylique de la Cys.  

 
Le glycoconjugué Chel6 possède quant à lui un lien triazole entre le sucre et la chaîne 

PEG, qui est obtenu par cycloaddition de Huisgen entre une fonction alcyne et un azoture 
(schéma 12).301  Il est obtenu en 7 étapes avec un rendement global de 21%. L’hydroxyle de 
la chaîne 2[2-(2-chloroéthoxy)éthoxy]éthanol est transformé en fonction propargyle, par un 
traitement au bromure de propargyle en présence d’hydrure, conduisant à la chaîne PEG 
24.302 Le tri-O-acétyl 1-azido N-acétyl-galactosamine 25 est obtenu par traitement à l’azoture 
de triméthylsilyle en présence de chlorure d’étain.303 Puis, la cycloaddition chimiosélective 
de Huisgen catalysée par le Cu est réalisée entre la chaîne 24 et le sucre 25, conduisant au 
composé 26 d’anomérie β isolé avec un rendement de 80% (schéma 12).304 Un thiol activé 
est introduit en bout de chaîne PEG par la voie de synthèse présentée précédemment, 
donnant le composé 29. Le rendement des trois étapes impliquant successivement la 
thiourée, le traitement basique et l’activation par l’aldrithiol est de 32% ; il est comparable à 
celui obtenu pour le composé O-glycosylé de configuration β (6). 

 

 
Schéma 12 : Synthèse du système GalNAc-PEG pour le glycoconjugué Chel6 ; (a) NaH (60%, 2 eq.), bromure de 

propargyl (80% dans toluene, 1,1 eq.), THF, 12h, t.a. (81%) ; (b) TMSN3 (1,5 eq.), SnCl4 (0,5 eq.), CH2Cl2, 12h, t.a. ; (c) 75 
(1,1 eq.), CuSO4 (0,6 eq.), ascorbate de sodium (1,2 eq.), CH3CN, 72h., t.a. (80%) ; (d) Thiourée (2,2 eq.), H2O, 24h, 110°C ; 
(e) NaOH (pH 9,6), MeOH/H2O, 7h, 85°C ; (f) Aldrithiol (3 eq.), MeOH, 4h, t.a. (32%). 
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I.4) Synthèse des unités de chélation tripodales 

Les unités de chélation pseudopeptidique sont synthétisées en condition de synthèse 
peptidique classique en milieu homogène. Le principe de la synthèse peptidique est 
développé dans le chapitre III. Les activateurs utilisés pour les réactions de couplage 
peptidique sont l’EDCI (1-éthyl-(3-diméthylaminopropyl)-carbodiimide) et l’HOBt 
(hydroxybenzotriazole). La fonction acide carboxylique est activée par l’EDCI : ils forment un 
premier intermédiaire qui est ensuite attaqué par l’HOBt, libérant une urée. Ce second 
intermédiaire formé avec l’HOBt est plus réactif, il réagit donc plus facilement avec l’amine 
secondaire. 

 

I.4.a - Unité de chélation symétrique  

Deux unités de chélation tripodales différentes ont été synthétisées à partir du NTA 
commercial : L2 et L5.12,72 Toutes deux possèdent un axe de symétrie C3 et diffèrent par la 
présence de deux groupements méthyles sur le carbone adjacent aux fonctions thiols de L5. 

 
Unité de chélation de Chel2 et Chel6 : L2   
L’unité de chélation L2 est obtenue en deux étapes, avec 34% de rendement 

(schéma 13).12 Le pseudopeptide protégé 81 est tout d’abord obtenu par couplage du 
composé Cys(Trt)-NH2 en condition de synthèse peptidique, en présence d’EDCI et d’HOBt, 
avec un rendement de 40% et purifié par chromatographie sur gel de silice. Celui-ci est 
ensuite déprotégé en milieu acide, donnant l’unité chélatrice NTA(Cys-NH2)3 L2 avec un 
rendement de 85% après purification par HPLC préparative.  

 

 
 
Schéma 13 : Sytnthèse de l’unité L2 ; (a) Cys(Trt)-NH2 (3 eq.), EDCI (3 eq.), HOBt (3 eq.), CH3CN, 72h, t.a. (40%); (b) 

TFA (50 eq.), Et3SiH (6 eq.), CH2Cl2, 1,5h, t.a. (85%).  

Unité de chélation de Chel4 : L5   
De la même manière, l’unité de chélation NTA(D-PenNH2)3 L5  est synthétisée à partir 

du synthon D-pen amide 85 couplé sur le NTA commercial en présence d’EDCI et d’HOBt 
(schéma 14).72 Le synthon D-Pen amide est quant à lui obtenu en 3 étapes à partir de la 
Fmoc-D-Pen(Trt) commerciale, après activation de la fonction acide avec un 
N-hydroxysuccinimide, traitement à l’ammoniac puis déprotection de l’amine.305  
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Schéma 14 : Synthèse de l’unité L5 ; (a) NHS (1,45 eq.), EDCI (1,3 eq.), CH3CN, 16h, t.a. (92%) ; (b) NH3 (30 eq.), 

CH3CN, 1h, t.a. ; (c) Et3N (36 eq.), CH3CN, 8h, t.a. ; (d) 85 (3 eq.), EDCI (3,1 eq.), HOBt (3,1 eq.), CH3CN, 16h, t.a. ; (e) TFA 
(50 eq.), Et3SiH (9,1 eq.), CH2Cl2, 1h, t.a. (35%). 

Cas particulier de Chel3  
Le couplage des fonctions amines des chaînes PEG du composé 71 sur les fonctions 

acides de Cys greffées sur le NTA n’ayant pas fonctionné, le glycoconjugué Chel3 a été 
synthétisé d’une manière différente (schéma 15). Des unités Boc-tert-butyle mercapto 
L-Cystéine activée par un N-hydroxysuccinimide 69 sont donc directement introduites sur les 
amines des chaînes PEG. Le produit 72 obtenu avec un rendement de 71% est ensuite 
déprotégé successivement en milieu acide puis par trans-estérification avec le méthanolate 
de sodium, donnant le composé 74 prêt à être introduit sur le NTA. Les fonctions thiols des 
Cys de ce composé sont masquées par leur implication dans des ponts disulfures avec des 
thio-ter-butyles. Les fonctions acides carboxyliques du NTA sont quant à elles activées par 
des groupements N-hydroxysuccinimides (NHS), conduisant au tripode activé 88 
(schéma 15). 

 
Schéma 15 : Synthèse des synthons pour l’obtention de Chel3 ; (a) NHS (1,4 eq.), EDCI (1,3 eq.), CH3CN, 24h, t.a. ; 

(b) 69 (1,1 eq.), DIPEA (pH7), CH3CN, 20h, t.a. (71%) ; (c) TFA (50 eq.), Et3SiH (3 eq.), CH2Cl2, 3h, t.a. (Qtt) ; (d) NaOMe 
(1,5 eq.), MeOH, 12h, t.a. (Qtt) ; (e) NHS (42 eq.), EDCI (41 eq.), 20h, t.a. 
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I.4.b - Unité de chélation asymétrique 

L’unité de chélation asymétrique portant une fonction amine primaire pour 
l’introduction du fluorophore est obtenue en trois étapes à partir de la 
Nα,Nα-bis(carboxyméthyl)-L-lysine commerciale, avec un rendement global de 60% 
(schéma 16).  

 

 
 

Schéma 16 : Synthèse de l’unité asymétrique analogue de L2 ; (a) Boc2O (1,5 eq.), NaHCO3 (2,6 eq.), CH3CN/H2O 
(1:1), 24h, t.a. ; (b) Cys(Trt)-NH2 (3 eq.), EDCI (3,1 eq.), HOBt (3,1 eq.), CH3CN, 30h, t.a. (74%); (c) TFA (50 eq.), Et3SiH 
(6 eq.), CH2Cl2, 1,5h, t.a. (96%). 

La première étape consiste en la protection de l’amine de la 
Nα,Nα-bis(carboxyméthyl)-L-lysine par une groupement tert-butyl carbonate (Boc), donnant 
le composé 89. Les trois résidus Cys(Trt)-NH2 sont ensuite introduites par couplage 
peptidique sur les fonctions acides carboxyliques, en présence des agents de couplage EDCI 
et HOBt comme dans le cas de L2. Le composé 90 est obtenu avec un rendement de 74% 
après purification par chromatographie sur gel de silice, sur les deux étapes. Les fonctions 
thiols et amine de ce pseudopeptide sont enfin déprotégées en milieu acide, donnant le 
composé 91 purifié par HPLC préparative, avec un rendement de 96%. 

 

I.5) Assemblage des deux unités et marquage par la cyanine 5 

Une fois les unités de ciblage et de chélation obtenues, celles-ci sont assemblées pour 
accéder aux différents glycoconjugués. Le glycoconjugués T3β est ensuite marqué avec le 
fluorophore Cy5. 

 

I.5.a - Assemblage des unités de ciblage avec les unités de chélation 

Lien disulfure 
Les glycoconjugués sont assemblés par formation régiosélective d’un pont disulfure 

dissymétrique par réaction intermoléculaire entre les fonctions thiols portés par les résidus 
Cys ou D-Pen des tripodes, et les fonctions thiols activés en bout de chaîne PEG des unités de 
ciblage (schéma 17).293,306 Il n’est donc pas nécessaire de protéger la fonction amine de la 
chaîne latérale de la Lys sur les tripodes asymétriques. Cette réaction est réalisée à pH4, 
dans un mélange eau/THF dégazé et sous flux d’argon pour conduire aux glycoconjugués 
d’intérêt avec de rendement de 40 à 60%. 
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Schéma 17 : Assemblage des glycoconjugués T3β, T3α, Chel4, Chel6, 98, et obtention de T1β ; (a) 81/87/91 (1 eq.), 
59/65/80 (3,5 eq.), THF/H2O (pH4), 4h, t.a. ; R1 = H ou CH3, R2 = H ou (CH2)4NH2, X = CH2O ou triazole. 

Le produit de couplage chimiosélectif n’est pas le seul observé ; la dimérisation 
d’unités de ciblage ainsi que la formation de ponts-disulfures intra-moléculaires sont 
observés (4-6%). Ainsi, lors de la synthèse du glycoconjugué Chel2, le sous-produit 
monovalent T1β présentant une unité de ciblage et un pont disulfure intramoléculaire est 
isolé (6%). Celui-ci est utilisé pour étudier l’influence de la multivalence des glycoconjugués 
tripodaux. 

Le rendement obtenu pour le glycoconjugué Chel2  est supérieur à celui de son 
analogue de congfiguration opposée T3α. Par ailleurs, une différence est observée entre le 
tripode Chel2 et son analogue asymétrique. En effet, la réaction de couplage est gênée par la 
présence du bras Lys : le rendement passe de 47% pour 31 à 39% pour le tripode 
asymétrique. Il est à noter que cet effet d’encombrement est également observé avec le 
tripode 87, dont les groupes diméthyles conduisent à un rendement de couplage de 40%. 

 
Cas particulier de Chel3 
Enfin, concernant Chel3, le synthon 74 pré-fonctionnalisée par une Cys  est introduit 

sur le NTA NHS activé 88, de manière à obtenir le glycoconjugué Chel3 (97) avec un 
rendement de 16% après purification par HPLC préparative. 
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I.5.b - Marquage à la sulfo-cyanine 5 

Seul le glycoconjugué T3β (98) a été marqué par la Cy5. Le marquage du glycoconjugué 
T3β s’effectue par couplage de l’ester activé NHS du fluorophore sur l’amine libre de la chaîne 
de la Lys portée par le glycoconjugué, à pH8-9 (schéma 18). Le glycoconjugué T3β-Cy5 (99) 
est obtenu avec un rendement de 30% après purification par HPLC préparative. 

 

 
 
Schéma 18 : Synthèse du glycoconjugué T3β-Cy5 ; sulfo-cyanine 5 NHS-ester (1,2 eq.), DIPEA (pH 8-9), CH3CN, 2h, 

t.a. (30%) 

 
 
Pour aller à l’essentiel 

La synthèse des glycoconjugués de la famille T est réalisée en 10 à 13 étapes, avec des 
rendements globaux allant de 1 à 10% environ. Une stratégie efficace et applicable à tous les 
glycoconjugués a été développée, sauf pour Chel3 mettant en jeux un lien amide. Des unités 
GalNAc, sur lesquelles sont introduites une chaîne PEG par liaison O-glycosidique ou triazole, 
sont greffées sur l’unité chélatrice pseudopeptidique par pont disulfure. Pour les 
pseudopeptides 91 et L5, l’encombrement apporté par la chaîne latérale Lys ou les groupes 
diméthyles diminue les rendements de fonctionnalisation d’environ 10%. Une stratégie 
différente est utilisée pour Chel3, pour lequel les résidus GalNAc couplés à des chaînes PEG 
sont introduits par des liens amides et non par des ponts disulfures sur l’unité tripodale. 

Enfin, seul le glycoconjugué T3β a été marqué par le fluorophore Cy5. Pour les tests 
cellulaires, les autres glycoconjugués sont donc utilisés en tant que compétiteurs du T3β-Cy5. 

  

22



157 
 

 Etude de l’efficacité d’internalisation par II -

cytométrie en flux 

Le mécanisme et l’efficacité d’internalisation des différents glycoconjugués de la 
famille T dans les hépatocytes humains HepG2 sont étudiés par cytométrie en flux. 
Ces glycoconjugués sont comparés par expérience de compétition avec le T3β-Cy5. 
L’influence de deux paramètres structuraux est de plus analysée pour Chel2, à savoir le 
nombre de sucre et leur configuration anomérique. 

 

II.1) T3β-Cy5 est internalisé sélectivement et efficacement dans 

les hépatocytes par l’ASGP-R 

Le mécanisme et l’efficacité d’internalisation dans les cellules du glycoconjugué Chel2 
sont étudiés grâce à son analogue marqué par un fluorophore : le T3β-Cy5. Le principe des 
expériences de saturation et de compétition avec le GalNAc sont expliqués dans le 
chapitre II, et décrites pour le composé CP4α-Cy5 dans le chapitre III. L’étude du 
glycoconjugué T3β-Cy5 a été réalisée dans les mêmes conditions que celles présentées pour 
le glycoconjugué CP4α-Cy5. 

 

II.1.a - Saturation des récepteurs par le glycoconjugué T3β-Cy5 

Les expériences de saturation des récepteurs permettent d’établir le mécanisme 
d’internalisation du glycoconjugué et d’en estimer l’efficacité. Les cellules HepG2 sont 
incubées avec une concentration croissante en T3β-Cy5, de 0 à 15 µM. La courbe d’intensité 
moyenne de fluorescence des cellules en fonction de la concentration en glycoconjugué 
obtenue a l’allure d’une hyperbole avec palier de saturation, ce qui est caractéristique d’une 
internalisation pas des récepteurs (figure 110).126 L’EC50, correspondant à la concentration 
en T3β-Cy5 pour la saturation de 50% des récepteurs, est de l’ordre de 2,4 ± 0,5 µM. 

Un contrôle est réalisé sur les cellules HeLa, cellules endothéliales humaines qui 
n’expriment pas l’ASGP-R : la fonction affine obtenue témoigne d’une faible internalisation 
passive, comparable à celle du fluorophore seul. 

Le glycoconjugué T3β-Cy5 est donc internalisé dans les cellules HepG2 par les ASGP-R. 
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Figure 110 : Courbes de saturation des récepteurs ASGP-R par le T3β-Cy5 de 0 à 15 µM sur cellules HepG2 (�) 

modélisée par une équation de Hill et contrôle sur les cellules HeLa (�). Contrôle de l’internalisation de la sulfo-cyanine 
5 seule sur cellules HepG2 (�) ; MIF = Moyenne d’Intensité de Fluorescence. 

 

II.1.b - Compétition entre le glycoconjugué T3β-Cy5 et le GalNAc 

Des expériences de compétitions avec le ligand monovalent GalNAc sont réalisées afin 
de mesurer l’efficacité d’internalisation par la lectine. Le glycoconjugué T3β-Cy5 est introduit 
à concentration fixe sur les cellules HepG2, 1 µM, et la concentration en GalNAc fluctue 
entre 0 et 300 mM. L’IC50 obtenue, correspondant à la concentration en GalNAc pour inhiber 
l’internalisation de 50% du glycoconjugué, est de 1,5 ± 0,1 mM (figure 111). 

 

 
Figure 111 : Courbe de compétition entre le T3β-Cy5 (1 µM) et le GalNAc (0-300 mM) sur cellules HepG2 modélisée 

par une équation de Hill. MIF = Moyenne d’Intensité de Fluorescence. 

Cette IC50 de l’ordre du millimolaire témoigne d’une plus forte interaction entre 
l’ASGP-R et le tripode comparée à celle du GalNAc seul : le tripode est environ 1500 fois plus 
efficacement internalisé que le GalNAc. De plus, l’existence d’une telle compétition et le 
retour à zéro de la fluorescence à 300 mM de GalNAc confirment que l’internalisation du 
glycoconjugué T3β-Cy5 s’effectue par un mécanisme actif via l’ASGP-R. 
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II.2) Etude des différents paramètres sur l’efficacité 

d’internalisation 

Partant de l’hypothèse que tous les glycoconjugués analogues de T3β-Cy5 sont 
internalisés dans les hépatocytes par un mécanisme dépendant des ASGP-R, leurs efficacités 
d’internalisation sont comparées. Pour cela, des expériences de compétition sur cellules 
HepG2 sont réalisées entre le composé marqué de référence T3β-Cy5 et les autres 
glycoconjugués non marqués : Chel3, Chel4, Che6, T1β et T3α. 

 

II.2.a - Influence du nombre de sucre 

Il a été montré que le glycoconjugué T3β-Cy5 est 1500 fois mieux internalisé que le 
GalNAc dans les hépatocytes, ce qui signifie que la présentation multivalente des sucres sur 
le tripode augmente considérablement l’efficacité de reconnaissance. Il est donc nécessaire 
de vérifier que cette différence de reconnaissance entre le GalNAc seul et le glycoconjugué 
T3β-Cy5 est due à la multivalence des sucres. 

L’influence du nombre de sucre portés par les tripode sur leur efficacité de 
reconnaissance par la lectine est étudiée par la comparaison des composés T3β-Cy5 et T1β. 
Le glycoconjugué T1β est utilisé en tant que compétiteur, il diffère de T3β-Cy5 par sa 
fonctionnalisation avec un unique sucre et l’absence de marquage. Bien que le palier 
inférieur de la sigmoïde ne soit pas atteint dans la gamme de concentration choisie, l’IC50 est 
extrapolée en fixant ce palier à la valeur de fluorescence obtenue pour la concentration la 
plus forte en compétiteur (figure 112). L’incubation des cellules en présence de 1 µM du 
composé T3β-Cy5 et 0 à 3 mM de compétiteur T1β conduit à une IC50 de 200 µM environ. 
Ceci signifie que le tripode portant 3 sucres est environ 200 fois mieux internalisé que le 
monovalent. La multivalence du glycoconjugué T3β augmente donc de manière très 
significative son efficacité de reconnaissance par l’ASGP-R. 

 

 
Figure 112 : Courbe de compétition entre le T3β-Cy5 (1 µM) et le T1β (0-3 mM) sur cellules HepG2 modélisée par 

une équation de Hill. MIF = Moyenne d’Intensité de Fluorescence. 
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Cependant, il est à noter le T1β est à approximativement un compétiteur 7 fois plus 
efficace que le GalNAc seul. Ceci implique que pour le glycoconjugués T1β, la partie de la 
molécule substituée au GalNAc intervient dans le mécanisme d’internalisation. 

 

II.2.b - Influence de la configuration anomérique des sucres 

L’influence de la configuration anomérique des sucres est assez controversée. Les 
informations de la littérature et l’étude réalisée sur la famille CP tendent à montrer qu’elle 
est très dépendante de la nature du glycoconjugué, mais elle reste de faible impact. Ainsi, ce 
paramètre est étudié sur les molécules de la famille T grâce à l’emploi du composé T3α en 
tant que compétiteur du glycoconjugué T3β-Cy5. Le T3α ne diffère de T3β-Cy5 que par la 
configuration des sucres en α au lieu de β et l’absence de marquage. La gamme de 
concentration choisie pour le T3α est de 0 à 300 µM, contre 1 µM de glycoconjugué marqué. 
L’IC50 obtenue de 1,0 ± 0,1 µM démontre que l’efficacité d’internalisation des deux 
glycoconjugués est identique (figure 113). Par conséquent, la configuration anomérique des 
GalNAc n’a pas d’effet majeur sur la reconnaissance des tripodes par la lectine ASGP-R. 

 

 
Figure 113 : Courbe de compétition entre le T3β-Cy5 (1 µM) et le T3α (0-300 µM) sur cellules HepG2 (carrés) 

modélisée par une équation de Hill. MIF = Moyenne d’Intensité de Fluorescence. 

 

II.2.c - Glycoconjugués analogues de Chel2 : Chel3, Chel4 et Chel6  

Les glycoconjugués Chel3, Chel4 et Chel6 sont étudiées dans des conditions identiques 
au dérivé T3α. Les IC50 obtenues pour les glycoconjugués Chel3 et Chel6 sont proches de 
1 µM (figure 114). Les trois glycoconjugués Chel3, Chel6 et T3β-Cy5 possèdent donc des 
efficacités d’interaction équivalentes avec la lectine ASGP-R. Les modifications apportés sur 
le tripode n’influencent donc pas les propriétés de ciblage des hépatocytes dans les 
conditions d’expérimentation in cellulo choisies : 

- Le lien glycosidique triazole entre la GalNAc et la chaîne PEG présent sur le 

composé Chel6 n’influe par de manière significative sur l’interaction monovalente 

sucre-lectine, 
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- l’introduction des systèmes GalNAc-PEG par lien amide sur le pseudopeptide pour 

Chel3 ne semble pas modifier l’architecture de présentation des sucres sur le 

tripode. 

Or, il a été montré lors de précédentes études que les propriétés de chélation du Cu(I) 
des glycoconjugués Chel6 et Chel3 sont similaires à celle du composé Chel2 in vitro mais 
inférieures in cellulo. L’internalisation de tous ces composés dans les hépatocytes est donc 
équivalente. Les différences d’efficacité de chélation du Cu(I) intracellulaire proviennent 
donc probablement du mécanisme de relargage du chélateur dans les cellules, par exemple 
au niveau de la compartimentalisation des conjugués ou de la rupture des ponts disulfures.  

 

 
Figure 114 : Courbes de compétition entre le T3β-Cy5 (1 µM) et les glycoconjugués Chel3 (�), Chel4 (�) et Chel6 

(�) (0-300 µM) sur cellules HepG2 modélisées par une équation de Hill. MIF = Moyenne d’Intensité de Fluorescence. 

La valeur d’IC50 obtenue pour le glycoconjugué Chel4 est quant à elle de 
2,9 ± 0,6 µM. Ce dernier présente donc une efficacité d’internalisation environ trois fois 
moins élevée. Ceci pourrait être attribué à un encombrement apporté par les di-méthyls, 
qui modifie la flexibilité globale de la molécule tripodale ou un changement de 
lipophilie. Par ailleurs, il a été montré que le composé Chel4 possède de moins bonnes 
propriétés de chélation du Cu(I) à la fois in vitro et in cellulo que Chel2. Ceci est donc attribué 
à deux facteurs : 

- le premier est le relargage du chélateur L5 par Chel4 suite à la réduction de ses 

ponts disulfures, dont les propriétés de chélation sont inférieures au chélateur L2 

relargué par Chel2. 

- Le deuxième, qui ne concerne que l’étude in cellulo, est la moins bonne 

internalisation de Chel4 dans les cellules hépatiques. 
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Pour aller à l’essentiel 

Les glycoconjugués de la famille T sont internalisés efficacement et sélectivement dans 
les hépatocytes par l’intermédiaire du récepteur ASGP-R. Le glycoconjugué de référence 
T3β-Cy5 est environ 1500 fois mieux internalisé que le GalNac, et la multivalence augmente 
l’efficacité d’internalisation de façon significative. Les variations apportées au niveau de la 
configuration anomérique, de la nature de la liaison glycosidique, du type d’ancrage des 
espaceurs sur l’unité chélatrice ou encore l’introduction d’unités chélatrices D-pen, 
respectivement analysés à l’aide de T3α, Chel6, Chel3 et Chel4, ne modifient pas 
significativement les propriétés d’internalisation.  

 
 
 
 

 Conclusion III -

 
Dans ce chapitre, nous avons vu que de nombreux glycoconjgués de nature tripodale 

ont été synthétisés selon une stratégie commune. L’étude de leur internalisation dans les 
hépatocytes humains a révélé que ces derniers sont efficacement et sélectivement 
internalisés par les lectines ASGP-R. Lors de précédentes études, il a été montré que le 
glycoconjugué Chel2, ou T3β, possède les meilleures propriétés de chélation intracellulaire 
face aux autres composés de la même famille. Ceci ne peut donc pas être attribué à des 
différences de propriétés de ciblage des hépatocytes en ce qui concerne les glyconconjugués 
Chel3 et Chel6, mais plutôt à une différence de mécanisme de libération de chélateur 
intracellulaire. L’efficacité de chélation plus faible in cellulo du composé Chel4 peut quant à 
elle être expliquée par une moins bonne efficacité d’internalisation et le relargage d’un 
chélateur de moins forte affinité dans le cytoplasme. 

En définitive, le glycoconjugué de la famille T réunissant à la fois les meilleures 
propriétés d’incorporation dans les hépatocytes et de chélation du cuivre intracellulaire est 
le composé Chel2. 

 
Tableau 12 : Récapitulatif des efficacités d’internalisations relatives au glycoconjugué de référence, le T3β-Cy5, du 

GalNAc monovalent et des différents glycoconjugués de la famille T. 

T3β-Cy5 (1µM) Compétiteur IC50 

 GalNAc 1,5 ± 0,1 mM 
T1β 200 ± 68 µM 
T3α  1,0 ± 0,1 µM 

Chel3 1,5 ± 0,2 µM 
Chel4 2,9 ± 0,1 µM 
Chel6 1,2 ± 0,1 µM 

 

  



163 
 

Chapitre V-  

Comparaison des deux familles CP et T 

L’incorporation des glycoconjugués des familles CP et T dans les hépatocytes humains 
a été étudiée dans les chapitres précédents. Un des objectifs de cette thèse est de comparer 
les propriétés d’internalisation des deux familles dans le but de déterminer les 
caractéristiques structurales optimales pour l’internalisation par la lectine ASGP-R. 
Les analyses de cytométrie en flux présentées dans les chapitres III et IV sont mises en 
parallèle. Une étude de modélisation moléculaire est également présentée afin d’apporter 
des informations complémentaires sur les interactions des glycoconjugués des deux familles 
avec la lectine.  

 

 Comparaison des efficacités d’internalisation des I -

glycoconjugués des familles CP et T dans les 

hépatocytes par cytométrie en flux  

Les deux familles de molécules CP et T sont comparées à l’aide des analyses effectuées 
sur les glycoconjugués suivants (figure 115) :  

- CP4α et T3β sont les têtes de séries de chacune des deux familles ; ils réunissent les 

meilleures propriétés de chélation du Cu(I) et de ciblage des ASGP-R. Les comparer 

entre eux conduit à l’identification du composé possédant les meilleures propriétés 

de ciblage des hépatocytes. 

- CP3β possède la même valence et la même configuration anomérique des sucres que 

T3β. La comparaison de ces deux glyconconjugués renseigne donc sur l’influence de 

l’architecture moléculaire vis-à-vis de l’efficacité d’internalisation par ASGP-R.  

 
Figure 115 : Comparaison entre les glycoconjugués des deux familles, CP et T, afin de déterminer quel est le 

composé ciblant le plus efficacement l’ASGP-R, et l’impact de l’architecture moléculaire sur la reconnaissance par la 
lectine. Les influences des paramètres structuraux au sein de chaque famille ont été déterminés précédemment, comme 
par exemple indiqué en gris pour la famille CP. 

Architecture ?

Meilleur ciblage ?
CP4α T3β
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Anomérie : CPxα > CPxβ �
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Les études de saturation des récepteurs ASGP-R et de compétition avec le GalNAc sont 
ici mises en relation et complétées par une compétition directe entre les glycoconjugués 
CP4α et T3β. 
 

I.1) Saturations des récepteurs ASGP-R  

Lors des expériences de saturation des récepteurs ASGP-R mettant en jeux les 
CP4α-Cy5, CP3β-Cy5 et T3β-Cy5, nous avons vu que les allures des courbes témoignent d’une 
internalisation active via des récepteurs. Des différences au niveau des EC50 sont observées 
(figure 116). 

 

 
Figure 116 : Courbes de saturation des récepteurs ASGP-R par les glycoconjugués T3β-Cy5 (�), CP3β-Cy5 (�) et 

CP4α-Cy5 (�) de 0 à 20 µM sur cellules HepG2 modélisées par une équation de Hill ; MIF = Moyenne d’Intensité de 
Fluorescence. 

Ces résultats démontrent que le CP4α-Cy5 a une meilleure affinité pour l’ASGP-R que 
les deux composés trivalents, dont les EC50 sont 7 à 10 fois supérieures. Il est à noter 
qu’aucune conclusion ne peut être établie entre les glycoconjugués trivalents aux vues des 
larges intervalles d’erreurs. 

Par ailleurs, les intensités maximales de fluorescence atteintes aux paliers de 
saturation diffèrent selon le glyconconjugué. Afin de vérifier si cette différence provient 
d’une extinction du fluorophore sur certains glycoconjugués, l’intensité de la fluorescence 
des solutions utilisées pour les expériences cellulaires a été mesurée. Les résultats montrent 
que les composés ont tous la même intensité de fluorescence au sein des solutions 
d’incubation. Les différences de fluorescence peuvent être dues à une localisation 
intracellulaire différente des glycoconjugués, ou bien à des différences dans les cinétiques 
d’internalisation par le récepteur, ou encore à des quantités d’internalisation maximale 
différentes. 
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I.2) Affinement des résultats par expériences de compétition 

I.2.a - Comparaison avec un compétiteur commun : le GalNAc 

Lors des expériences de compétition avec le GalNAc, les IC50 suivants sont obtenues 
(figure 117). 

 
Figure 117 : Courbes de compétition entre les glycoconjugués marqués T3β-Cy5 (�), CP3β-Cy5 (�) et CP4α-Cy5 (�) 

(1 µM) et le GalNAc (0-300 mM) sur cellules HepG2 modélisées par une équation de Hill. MIF = Moyenne d’Intensité de 
Fluorescence. 

L’IC50 pour le CP4α-Cy5 est 5 fois plus élevée que celle du T3β-Cy5, donc ce 
glyconconjugué est 5 fois plus efficacement internalisé que le tripode. La compétition du 
CP3β-Cy5 avec le GalNAc permet de comprendre si cette différence provient de l’architecture 
ou du nombre de sucres des glycoconjugués. Les IC50 obtenues avec le GalNAc sont les 
mêmes pour les deux glyconconjugués CP3β-Cy5 et T3β-Cy5, qui possèdent le même nombre 
de GalNAc, dans la même configuration, mais portés par des plateformes d’architectures 
différentes. On en déduit donc que les deux architectures, bien que très différentes, sont 
équivalentes pour cibler les ASGP-R. De ce fait, la différence entre CP4α-Cy5 et T3β-Cy5  est 
due majoritairement à l’effet du 4ème sucre porté par le cyclodécapeptide. 

 

I.2.b - Compétitions inter-familles 

Une compétition entre glycoconjugués est également réalisée. Le glycoconjugué 
T3β-Cy5 (1 µM) est utilisé comme référence et le composé CP4α comme compétiteur, 
conduisant à un résultat cohérent avec les compétitions précédentes, à savoir une IC50 de 
0,075 ± 0,004 µM. Celle-ci confirme la plus forte efficacité d’internalisation du 
cyclodécapeptide CP4α observé lors des compétitions avec le GalNAc. 
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 Etude de l’interaction glycoconjugué-lectine II -

par modélisation moléculaire 

L’étude de l’interaction entre les glycoconjugués et la lectine ASGP-R a été réalisée par 
modélisation moléculaire en collaboration avec Dr Anne Imberty et le Dr Jérémie Topin. 
Celle-ci a pour but de comparer les deux systèmes CP et T, selon les deux composantes de 
l’interaction avec la protéine : monovalente et multivalente (voir chapitre I). Il est ici 
question d’établir un modèle du mécanisme de liaison des glycoconjugués avec la protéine 
ASGP-R, afin de comprendre les caractéristiques d’interaction monovalentes et 
multivalentes pour chacune des deux familles. 

 

II.1) Modélisation de l’interaction monovalente des GalNAc 

avec la sous unité H1 de l’ASGP-R 

Nous avons vu dans le chapitre I que la fonctionnalisation du galactoside en position 1 
a un effet variable sur l’affinité de la lectine ASGP-R, allant d’un facteur 2 pour la 
configuration anomérique jusqu’à un facteur 10 concernant certains substituants linéaires 
peu encombrés.153,155,171,173,174 Les deux familles de composés CP et T présentent des GalNAc 
avec des espaceurs, chaînes reliant le sucre au reste de la molécule, et liens O-glycosidiques 
différents. Une étude in silico est réalisée dans le but d’évaluer l’influence de deux facteurs 
sur la reconnaissance du GalNAc par le domaine de reconnaissance de la sous unité H1 de la 
protéine ASGP-R : 

- la nature chimique de ces liens  

- la configuration anomérique des GalNAc 

Tous les calculs ont été réalisés au moyen de la suite logicielle Schrödinger, à travers 
l’interface graphique Maestro (http://www.schrodinger.com, Schrödinger LLC, New York).  

Quatre ligands monovalents portant les cinq premiers atomes de la chaîne reliant les 
GalNAc aux plateformes CP et T ont été construits, ainsi que deux autres ligands 
correspondant à des monosaccharides étudiés dans la littérature et présentés dans le 
chapitre 1 (figure 118).174 Ces ligands ont été choisis pour avoir montré une préférence de 
reconnaissance similaire à la famille CP concernant leurs configurations anomériques. En 
effet le GalNAc-α-Oallyl présente une affinité environ 1,7 fois supérieure à celle de son 
isomère de configuration β, alors que l’inverse est observé pour les GalNAc portés. 
Nous souhaitons donc voir si nous retrouvons cette tendance par modélisation moléculaire. 

 
Une série de docking (amarrage moléculaire) a été réalisée en utilisant les paramètres 

suivants. Tout d’abord, les ligands ont été construits et optimisés. Les charges partielles de 
chacun des atomes des ligands ont été obtenues par calcul quantique (module Jaguar, 
méthode B3LYP, base 6-31G*). La flexibilité des ligands a été prise en compte par la 
génération de 10 conformères (module confgen, recherche extensive, champ de force 
MM3). L’interaction de ces derniers avec la poche de reconnaissance des sucres de la sous 
unité H1 de la lectine ASGP-R a été étudiée par modélisation moléculaire. 
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Figure 118 : Construction de ligands pour la modélisation moléculaire. Les ligands des cadres rouges 
correspondent aux GalNAc portant les 5 premiers atomes du bras espaceur présent sur les composés de la famille CP et 
T, en configuration α et β ; les ligands du cadre bleu (à droite) correspondent aux ligands monovalents décrits dans la 
littérature par Wong et al.174 Au centre, représentation schématique de la lectine ASGP-R.126 

La structure de la protéine a été préparée en utilisant le module prepWizard à partir 
du fichier pdb 1DV8.127,307 L’état de protonation de chacun des résidus a été déterminé à un 
pH de 7.0 (module proPka). Après avoir retiré les molécules d’eau, la structure a été 
minimisée en appliquant des contraintes sur le squelette. Finalement la grille de docking de 
10 Å a été générée autour des résidus Gln239, Asp241 et Trp243. Le docking des ligands a 
été réalisé en considérant le site de liaison comme rigide et en utilisant le mode haute 
précision du module glide (XPdocking).308 Finalement l’énergie d’interaction entre les ligands 
et la protéine a été calculée par décomposition MM-GBSA (module Prime) à partir des poses 
précédemment obtenues. Ces calculs ont permis d’établir un modèle d’interaction protéine 
ligand en accord avec la littérature.   

 

II.1.a - Modèle d’interaction monovalente du GalNAc par 

mutagénèse dirigée  

L’interaction monovalente des sucres dans le domaine de reconnaissance d’une lectine 
de type C s’effectue par l’établissement d’un réseau de liaisons hydrogène, d’interactions de 
van der Waals et la coordination d’un ion calcium, comme ceci a été détaillé dans le 
chapitre I.  

Le domaine de reconnaissance des sucres de la sous unité majoritaire H1 de la lectine 
ASGP-R humaine a été cristallisé et sa structure résolue (référence 1DV8, Protein databank). 
Néanmoins, ce domaine n’a pas été cristallisé en présence de ligand. Le site de liaison du 
sucre a été déterminé par analogie avec les domaines de reconnaissance d’autres lectines de 
types C, dont le mode de liaison des sucre est connu. Ces résultats constituent le point initial 
de l’étude de modélisation moléculaire visant à décrire les interactions ligand-protéine.  

Des études par mutagénèse dirigée ont été réalisées par Drickamer et al.116,117,133,147-150 
Elles reposent sur le principe que tous les domaines de reconnaissance des lectines de types 
C partagent les mêmes acides aminés très conservés alors que leur spécificité de 
reconnaissance diffèrent. L’analyse des différences entres les séquences des domaines de 
reconnaissance permet d’identifier les acides aminés essentiels dans l’interaction d’un type 
de sucre particulier. Une lectine très proche de l’ASGP-R est employée afin d’étudier sa forte 
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affinité et spécificité vis-à-vis des galactoside : la « Mannose Binding Protein » (MBP) 
(figure 119). Cette lectine de type C reconnait spécifiquement les mannosides et elle est 
grandement homologue avec l’ASGP-R, avec une homologie de séquence de 39% entre le 
domaine de reconnaissances des sucres de la MBP de rat et celui de H1.309 Pour l’étude de 
mutagénèse dirigée, Drickamer et al. ont choisi de comparer la MBP de rat avec la sous unité 
RHL-1 de l’ASGP-R provenant de la même espèce, équivalente de la sous-unité H1. 

 

 
 
 

Figure 119 : Principe de la mutagénèse dirigée. Le domaine de reconnaissance de sucre de la lectine MBP de type 
C est choisi comme modèle en raison de sa forte homologie avec celui de RHL-1 et ses caractéristiques de liaison du sucre 
connues. Ce domaine modèle est ensuite muté sur ses acides aminés de la poche de reconnaissance des sucres. Ces 
mutations ne sont pas choisies au hasard, elles consistent à remplacer certains acides aminés par ceux présents aux 
mêmes positions sur RHL-1. Puis les caractéristiques de reconnaissance des sucres par le mutant obtenu sont étudiées. 
Ainsi, les mutations permettent d’instaurer des caractéristiques de liaisons du sucre identiques à celles de RHL-1. En 
procédant par étapes, il est possible de conclure sur les points de contacts entre les acides aminés et le sucre.  

Un mutant a été réalisé à partir de la MBP murine et réunit les caractéristiques 
principales de reconnaissances des sucres de l’ASGP-R. Grâce à seulement 5 mutations et 
5 insertions au niveau du site de reconnaissance du Man de la MBP, un mutant 
reconnaissant les résidus Gal avec une affinité et une sélectivité équivalente à RHL-1 a été 
obtenu et cristallisé en présence de Gal.117 Ainsi, il a été mis en évidence que la mutation du 
motif « EPN »  impliqué dans la coordination de l’atome de calcium du site de 
reconnaissance en motif « QPD » change la préférence du Man pour celle du Gal. La 
mutation de 4 résidus supplémentaires a permis l’obtention d’un mutant présentant une 
préférence pour le GalNAc similaire à RHL-1. Ce mutant a été cristallisé en présence de 
GalNAc, servant ainsi de modèle d’interaction monovalente du sucre dans la poche de 
reconnaissance de l’ASGP-R.148  

Les principales mutations sont récapitulées dans le schéma ci-après, et reprennent les 
caractéristiques de liaison du GalNAc par l’ASGP-R développées dans le chapitre I 
(figure 120).  
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Figure 120 : Schéma récapitulant les mutations les plus déterminantes du domaine de reconnaissance des 
carbohydrates de la MBP (en rouge) pour conduire à la forte affinité et sélectivité pour le GalNAc observée sur RHL-1. A) 
Alignement des séquences des sites de reconnaissance des carbohydrates de la MBP et de la sous unité RHL-1 de l’ASGP-
R de rat. B) Site de coordination de la MBP native (en vert) en présence de mannose (en bleu) (protein databanck 
2MSB).133 C) Site de coordination de la MBP mutée (en vert), cristallisée en présence de GalNAc (en bleu) (Protein Data 
Bank 1FIH).148 Les sphères vertes représentent les ions Ca2+ (images réalisées grâce au logiciel PyMol). 

Les mutations effectuées sur la MBP conduisant à une reconnaissance du Gal 
correspondent aux deux résidus interagissant majoritairement avec les hydroxyles 3 et 4 des 
sucres. Ce sont des Glu et Asn dans le site de coordination du Man (motif EPN) tandis qu’on 
observe des Gln et Asp dans le site de coordination du Gal (motif QDP). Une affinité et une 
sélectivité pour les galactosides équivalentes à celles de RHL-1 est obtenue grâce à la 
mutation de l’His189 en Trp. De plus, l’insertion d’une boucle riche en glycine maintient la 
position de la chaîne latérale indolique de ce Trp. Enfin, l’His introduite en position 202 est le 
résidu le plus déterminant parmi ceux impliqués dans la préférence du GalNAc par rapport 
au Gal.117,133,147,148 

Nous avons donc utilisé ce mutant afin de valider les modèles construits par 
modélisation moléculaire. 

 

II.1.b - Modélisation de l’interaction des GalNAc portés par les 

glycoconjugués des familles CP et T avec le domaine de 

reconnaissance de H1 

Les modèles d’interaction déterminés par modélisation moléculaire entre les différents 
ligands monovalents (figure 118) et le site de reconnaissance de la sous unité H1 
reproduisent les principales caractéristiques structurales des interactions décrites dans la 
littérature.148 Les fonctions hydroxyles portées en position 3 et 4 du GalNAc sont impliquées 
dans la sphère de coordination de l’atome de calcium. On retrouve également le réseau de 
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liaisons hydrogène et d’interactions de van der Waals avec les résidus clés mentionnés 
précédemment (figure 120 et figure 34). De plus, l’orientation du sucre dans la poche de 
reconnaissance notamment par rapport à la chaîne latérale indolique du résidu Trp243 est 
conservée.  

 

 
 

Figure 121 : Modèle d’interaction des ligands dans le site de reconnaissance de la sous unité H1 de l’ASGP-R (en 
vert ; sphère = ion Ca2+). A gauche, positionnement du ligand GalNAc-α-T (bleu) dans le site de reconnaissance, avec les 
résidus clés de l’ASGP-R impliqués dans l’interaction avec le sucre. A droite, superposition des ligands GalNAcα-CP 
(jaune) et GalNAcβ-CP (bleu) au site de reconnaissance ; le substituant de la position 1 en α pointe vers le solvant tandis 
que celui en β pointe vers la protéine. 

Enfin, un calcul de déviation (« root mean square deviation » RMSD, sur les atomes 
lourds du sucre) entre le positionnement du GalNAc dans le domaine de reconnaissance de 
H1 calculé et celui déterminé par cristallisation du mutant MBP est inférieur ou égal à 1 Å. 
Cette faible déviation signifie que les modèles établis par le calcul sont assez précis pour 
retrouver les résultats expérimentaux de liaison du GalNAc, validant ainsi notre approche. 
Ces résultats permettent de décrire l’interaction monovalente des glycoconjugués avec la 
sous unité H1 de l’ASGP-R.  

On remarque sur les complexes que les anomères α voient leur substituant de la 
position 1 dirigée vers le solvant, tandis que les anomères β ont leur substituant en 
interaction avec la protéine (figure 121). Cette différence structurale apparait comme un 
artefact dû à la non prise en compte de la totalité du substituant.  

 
Pour la meilleure pose de chaque ligand, l’énergie libre d’interaction ΔGMM-GBSA entre le 

ligand et le récepteur est calculée à l’aide des équations suivantes :310,311 
 

ΔGMM-GBSA = G complexe – G protéine – G ligand (1) 
G = H – TΔS (2) 
Et H = E vdW + E ele + E int + G sol (3) 

 
Avec H et – TΔS le changement d’enthalpie et d’entropie lors de la formation du 

complexe ligand-récepteur. EvdW, Eele, et Eint représentent respectivement les interactions de 
van der Waals, électrostatiques et l’énergie interne. G sol est l’énergie libre de solvatation. 
Il est à noter que les variations d’entropies n’ont ici pas été prises en compte dans le calcul 
du ΔG, comme nous n’avons pas réalisé de dynamique moléculaire. 
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Les énergies d’interaction déterminées pour chacun des ligands sont comparables, et 
comprises entre -72 et -50 kcal/mol (figure 122).  

 
Figure 122 : Energies d’interaction entre les ligands monovalents et le site de reconnaissance de la sous-unité H1 

de l’ASGP-R , ΔGMM-GBSA (en kcal/mol), en fonction de la chaîne glysosidique portée par le GalNAc. Il apparait que les 
meilleures poses pour les ligands ont des valeurs de ΔGMM-GBSA très proches. 

Il apparait que les ligands de configuration α, à savoir les GalNAc-α-Oallyl, GalNAc-α-CP 
et GalNAc-α-T, ont des énergies d’interaction similaires autour de -57 kcal/mol. Ces énergies 
sont très proches quelle que soit la fonctionnalisation du GalNAc en position anomérique. 
Par conséquent, la nature des liens glycosidiques des deux différentes chaînes présentes 
sur les familles CP et T ne présente pas d’influence notable sur l’interaction monovalente 
du GalNAc avec le domaine de reconnaissance de la protéine. Les deux meilleurs ligands, les 
composés GalNAc-β-CP et GalNAc-β-T, sont en configuration β et ont des affinités de -72 
et -65 kcal/mol respectivement. Cet écart par rapport à leurs isomères s’explique 
principalement par un changement dans le réseau de liaisons hydrogène : l’atome d’oxygène 
en extrémité de chaîne des deux différents substituants en β établit une liaison hydrogène 
avec la Gln239. Cette liaison hydrogène supplémentaire pour les chaînes glycosidiques en β 
ne doit certainement pas pouvoir s’établir lorsque ces dernières sont reliées au reste du 
glycoconjugué, du fait de la perte de flexibilité et l’occupation spatiale qui en résultent. Par 
conséquent, la différence observée entre les anoméries α et β sur la famille CP lors des 
tests biologiques par cytométrie en flux provient majoritairement de la présentation 
générale des GalNAc sur la plateforme peptidique. L’anomérie α permet certainement de 
diminuer la gêne stérique en éloignant la molécule ligand de la lectine. Enfin, une légère 
différence est observée entre les ligands de la littérature GalNAc-α-Oallyl et GalNAc-β-Oallyl, 
en faveur du sucre d’anomérie α. Cette différence est faible mais suit la tendance des 
résultats obtenus par l’expérimentation, qui montrent que la lectine a une affinité pour le 
GalNAc-α-Oallyl 1,7 fois supérieure à celle pour le GalNAc-β-O-Allyle.174 Ceci contribue donc 
à la validation de notre modèle calculatoire. 

 

II.2) Interaction multivalente : difficulté de trouver un modèle 

Il serait intéressant de pouvoir modéliser l’interaction des glyconconjugués CP4α et T3β 
avec la lectine ASGP-R entière. Ceci permettrait d’appréhender de quelle manière 
l’architecture et la valence peuvent influer sur les mécanismes de reconnaissance. 
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Cependant, seul le domaine de reconnaissance des carbohydrates de cette protéine a été 
cristallisé, et non la protéine dans son ensemble. De ce fait, deux solutions sont possibles : 

- construire une structure prédictive de l’ASGP-R trimérique en se basant sur la 
structure de la sous-unité H1 ; néanmoins cette méthode est très lourde en calcul, longue et 
complexe à mettre en place.172 

- trouver un modèle pertinent de l’ASGP-R entièrement cristallisé afin d’étudier 
l’interaction entre les glyconconjugués et cette protéine modèle oligomérique.  

L’ASGP-R est une lectine de type C qui possède de nombreux homologues. Son 
domaine de reconnaissance des carbohydrates est notamment très conservé et fortement 
homologues avec d’autres lectines comme la MGL, DC-SIGN ou encore la MBP. Cependant, 
ces différentes lectines possèdent des disparités au niveau de leurs cous, segments 
protéiques reliant les domaines de reconnaissance aux domaines transmembranaires, et la 
séquence charnière entre le cou et le domaine de reconnaissance en termes de longueur, 
rigidité et motifs de repliement. Il en résulte une grande diversité de l’assemblage des 
sous-unités de la protéine et de la présentation des domaines de reconnaissance des 
carbohydrates : différences de stœchiométrie, de flexibilité, d’organisation des sous-unités, 
orientation et distances entre les domaines de reconnaissance… La tableau 13 présente des 
lectines de type C toutes homologues de l’ASGP-R, composées de plusieurs protéines 
transmembranaires s’oligomérisant selon une association en « coiled-coil » d’hélices α. Il 
illustre la difficulté de trouver un bon modèle à la fois structuralement proche de l’ASGP-R et 
entièrement cristallisé. Ces lectines peuvent être classées en deux groupes suivant les 
propriétés de leur domaine de reconnaissance : les 3 premières reconnaissent les 
mannosides grâce aux motifs « EPN » et les autres reconnaissent les galactosides grâce au 
motif « QDP », à l’exception de la tétranectine qui reconnait les mannosides par un motif 
« EPN ». 

 
Tableau 13 : Lectines de type C hautement homologues avec l’ASGP-R. Pour rappel, la distance entre les 

domaines de reconnaissance de l’ASGP-R est d’environ 20 Å. 

Lectine Cristallisation  Différences avec l’ASGP-R Ref. 

MBP Oui  19 séquences collagène consécutive au cou qui induit notamment 
l’oligomérisation de plusieurs trimères en hexamères ; distance 
entre les domaines de reconnaissance de 50 Å environ ; groupe 
des collectines 

83,312-314 

Langérine Oui mais 
tronquée 

Trimère rigide avec une position précise des domaines de 
reconnaissance, espacés de 42 Å ; présence d’un site de 
reconnaissance secondaire et d’un seul ion Ca2+ ; cou plus long et 
séquence charnière très rigide 

315,316 

DC-SIGN 
DC-SIGNR 

Oui mais 
tronquée 

homotétramère, cou très long (répétition de 23 heptades contre 
4 pour l’ASGP-R) et beaucoup plus flexible ; site de 
reconnaissance de sucre étendu et domaines de reconnaissance 
espacés de 40 Å environ 

114,317,318 

MGL  
(M-ASGP-R) 

Non  Organisation plus flexible des domaines de reconnaissances due à 
une insertion de 24 résidus au niveau de la charnière 

188,189 

KCR Non  Cou plus long 
184 

SRLC Oui  Cou plus long et insertion de type collagène 
115,191 

Tétranectine Oui mais 
domaine de 
reconnaissance 
uniquement 

Distance entre les domaines de reconnaissance d’environ 55 Å. 
319 

MBP = « Mannose Binding Protein » ; DC-SIGN = « cell specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing 
nonintegrin » ; MGL = « Macrophage Galactose Lectin » ; KCR = « Kupffer Cell Receptor ». 
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La MGL est la lectine la plus proche de l’ASGP-R, avec une homologie de séquence 
supérieure à 50%. Néanmoins, une insertion sur la MGL de 24 résidus dans la séquence 
charnière entre le cou et le domaine de reconnaissance conduit à une plus grande flexibilité 
de cette dernière, et donc des caractéristiques de reconnaissance multivalentes différents 
(figure 123). De plus, cette dernière n’a pas été cristallisée. La Lectine SRLC est elle aussi très 
proche de l’ASGP-R et possède l’avantage d’être entièrement cristallisée. Cependant, elle 
possède un cou plus long et plus flexible du fait d’une insertion de type collagène riche en 
glycines et en prolines analogue à celle de la MBP, dans la séquence du cou.  

 

 
 

Figure 123 : Alignement de séquence de la sous-unité H1 de l’ASGP-R (P07306) avec le récepteur le plus similaire 
de cette lectine : la MGL (rat ; P49301). En dessous, exemple de séquence collagène riche en glycines (bleu) telles que 
présentes sur la lectine SRLC (ici) ou MBP. Alignement réalisé à l’aide du programme Gene Doc ; estimation de la 
conservation des séquences : identiques (orange) ou très fortement conservées (>80%, jaune). Séquences récupérées sur 
www.ebi.ac.uk.  

Par ailleurs, l’ASGP-R est un hétérooligomère et peu de données sont disponibles sur la 
sous-unité minoritaire H2. Par conséquent aucun modèle pertinent n’a pu être trouvé pour 
réaliser une étude de l’interaction multivalente avec les glycoconjugués CP4α et T3β. 
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 Conclusion III -

La comparaison des glycoconjugués CP4α et T3β, identifiées comme les plus 
efficacement internalisés de leur familles respectives, montre que CP4α est environ 5 fois 
mieux internalisé que T3β. 

L’étude de modélisation moléculaire montre que la différence entre les deux familles 
de la nature chimique du substituant en position 1 du GalNAc a peu ou pas d’influence sur 
l’interaction monovalente avec le site de reconnaissance de la protéine ASGP-R. Cependant, 
l’utilisation de ligands monovalents tronqués rend difficile la conclusion quant à l’effet de 
l’anomérie. Il semblerait que la différence observée entre les configurations α et β sur les 
composés de la famille CP soient essentiellement due au mode de présentation multivalente 
des sucres sur le cyclopeptide. Or, le mode d’interaction multivalente n’a pas pu être analysé 
par cette technique computationnelle à cause de l’absence de modèle pertinent de la lectine 
trimérique. 

L’interaction multivalente ligand-lectine, et donc l’effet de l’architecture sur l’efficacité 
d’internalisation, a été étudié par cytométrie en flux. La comparaison des efficacités 
d’internalisation des glycoconjugués CP3β et T3β montre que les deux architectures sont 
équivalentes pour le ciblage de la lectine ASGP-R. La différence entre les deux 
glycoconjugués semble donc due exclusivement au nombre de sucre, avec la présence de 4 
sucres sur le cyclodécapeptide contre 3 sur le glycoconjugué tripodal. Enfin, il est probable 
que les glyconconjugués CP4α et T3β interagissent avec ASGP-R selon des mécanismes 
différents lors de la reconnaissance à la membrane des hépatocytes. 
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Conclusion générale 

Ce travail de thèse apporte des éléments de compréhension concernant la 
vectorisation de composés actifs vers le foie, par l’intermédiaire des lectines ASGP-R, dans le 
cadre de la maladie de Wilson. Cette maladie génétique conduit à une accumulation de Cu 
dans l’organisme. L’organe majoritairement touché par cette surcharge est le foie, parce 
qu’il joue un rôle prépondérant dans l’homéostasie de ce métal. Dans cette pathologie les 
hépatocytes, cellules hépatiques constituant majoritairement le foie, sont incapables 
d’éliminer correctement le Cu. Des chélateurs sont donc administrés aux patients afin de 
promouvoir son excrétion. Néanmoins, ces traitements systémiques entraînent beaucoup 
d’effets secondaires. Une stratégie innovante et plus sélective est proposée par Delangle et 
al., visant à piéger sélectivement le Cu accumulé à l’intérieur des hépatocytes. Cette 
stratégie et les questions étudiées au cours de cette thèse sont représentées sur la 
figure 124. 

 

 
 

Figure 124 : Les différentes étapes de la conception de pro-chélateurs sélectifs du Cu(I) ciblés vers les 
hépatocytes, pour la conception de nouveaux candidats médicaments dans le cadre de la maladie de Wilson, selon la 
stratégie développée par Delangle et al. 
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Le développement des composés répond au trois critères suivants : 
- concevoir des chélateurs sélectifs du Cu(I), degré d’oxydation du Cu disponible 

intracellulaire, sur le modèle de protéines responsables de l’homéostasie du Cu 

dans l’organisme. 

- transformer ces chélateurs en pro-drogues qui ne deviennent actives qu’après leur 

entrée dans la cellule cible pour une action localisée. 

- vectoriser ces pro-chélateurs vers les cellules d’intérêt par l’intermédiaire de leur 

récepteur aux asialoglycoprotéines (ASGP-R). Cette lectine, abondamment et 

presque exclusivement exprimée à la membrane des hépatocytes, reconnait avec 

une forte affinité les résidus galactosides présentés de manière multivalente et 

réalise une endocytose rapide, efficace et spécifique de ses ligands. 

 
Les unités pro-chélatrices ont été fonctionnalisées par des unités de vectorisation 

répondant aux critères optimaux identifiés dans la littérature pour un ciblage efficace et 
sélectif de la lectine ASGP-R :  

- trois à quatre GalNAc présentés en cluster, 

- distants de 20 Å environ, 

- avec des bras espaceurs flexibles.  

Il a été montré lors de précédents travaux que ces glycoconjugués libèrent des 
chélateurs de forte affinité et sélectivité pour le Cu(I). De plus, ils ont la capacité d’entrer 
dans les cellules hépatiques et faire diminuer le taux de Cu disponible intracellulaire. 
Les deux composés présentant les meilleures propriétés de chélation du Cu intracellulaire 
sont les glycoconjugués Chel1 et Chel2, qui appartiennent aux familles Cyclodécapeptide CP 
et Tripode T.  

  
Les propriétés de ciblage des hépatocytes par les glyconconjugés des familles CP et T 

ont été étudiées par cytométrie en flux sur une lignée d’hépatocytes humains, et donc sur 
les ASGP-R humains membranaires. Cette technique est particulièrement adaptée à la 
quantification de l’incorporation des glycoconjugués dans les hépatocytes. Elle permet 
l’analyse multiparamétrée et individualisée de populations cellulaires entières, afin 
d’extraire des statistiques fiables et reproductibles. Nous avons dans un premier temps mis 
en évidence que les glycoconjugués des familles CP et T sont internalisés dans les 
hépatocytes par un mécanisme dépendant des récepteurs ASGP-R. Les vecteurs introduits 
sur les unités chélatrices du Cu sont donc capables de cibler les ASGP-R de manière 
sélective, ce qui permet leur endocytose dans les hépatocytes. De plus, nous avons montré 
que l’internalisation dans les cellules hépatiques de ces glycoconjugués est très efficace. 
Les deux glycoconjugués T3β et CP4α, Chel2 et un analogue de Chel1, sont 1500 à 8000 fois 
mieux internalisés que le GalNAc. De plus, des concentrations en glycoconjugué de l’ordre de 
0,2 à 2 µM sont suffisantes pour saturer la moitié des récepteurs ASGP-R à la surface des 
hépatocytes. Ceci valide la stratégie de vectorisation des pro-chélateurs développée par 
Delangle et al. Chel1 et Chel2 sont donc d’excellents candidats pour la vectorisation de 
médicaments. Il a par ailleurs été vérifié qualitativement que des concentrations en Cu 
jusqu’à 100 µM dans le milieu de culture cellulaire ne diminuent pas l’internalisation des 
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glycoconjugués par la lectine de manière significative. Ceci étaye la faisabilité de l’approche 
thérapeutique pour la maladie de Wilson.  

L’influence de la structure moléculaire sur l’efficacité d’internalisation a également 
été étudiée, et les résultats représentés en figure 125. 

 

 
 

Figure 125 : Echelle d’efficacité d’internalisation relative au compétiteur de référence : le GalNAc. 

La multivalence joue un rôle essentiel pour une internalisation efficace des 
glycoconjugués dans les hépatocytes. La présence de trois à quatre sucres sur T3β et CP4α 
respectivement, augmente jusqu’à 8000 fois l’efficacité d’internalisation en comparaison 
avec le GalNAc seul. Cette tendance est confirmée par la comparaison avec les 
glycoconjugués monovalents, cependant d’autres facteurs non élucidés interviennent dans 
la reconnaissance de ces derniers, en particulier le glycoconjugué CP1α. 

La nature du sucre est également un paramètre clé. Le choix des GalNAc est donc 
justifié et pertinent puisque ces sucres augmentent significativement l’efficacité 
d’internalisation des glyconconjugués par l’ASGP-R comparé au Gal et au Lac. De plus, les 
GalNAc permettent non seulement une forte efficacité d’internalisation mais peuvent aussi 
accroître la sélectivité par rapport à d’autres lectines endogènes reconnaissant les 
galactosides. 

La configuration anomérique n’a qu’une faible influence sur l’internalisation par la 
lectine. Aucune différence entre les configurations n’a été observée sur la famille T, tandis 
que sur la famille CP, les glycoconjugués portant des GalNAc de configuration α sont deux 
fois plus efficacement internalisés que ceux de configuration β. La modélisation moléculaire 
indique que les interactions monovalentes des sucres portés par les deux types de 
glycoconjugués avec le domaine de reconnaissance de la sous unité H1 de l’ASGP-R semblent 
équivalentes. La préférence observée au sein de la famille CP pour la configuration α est 
certainement due à un positionnement différent des sucres par rapport à la molécule 
porteuse. 

La flexibilité et la longueur des bras espaceurs des deux familles de glycoconjugués 
semble adéquate pour une interaction multivalente de plusieurs sucres avec plusieurs 

Gal

1

GalNAc

Reference

log

αβ

α/β

Lac

β



178 
 

domaines de reconnaissance de la lectine. En effet, à valence égale, les deux architectures 
CP et T présentent des propriétés de vectorisation équivalentes. Sur les glycoconjugués de la 
famille CP, l’augmentation de la longueur des bras espaceurs de modifie pas 
significativement l’efficacité d’internalisation. En outre, les variations de structures sur la 
famille T n’affecte pas ou très peu ses propriétés d’incorporation, que ce soit au niveau du 
point d’ancrage des bras espaceurs sur le tripode ou de son encombrement.  

 
Parmi les glycoconjugués étudiés au sein de chacune des deux familles, le meilleur 

système de ciblage est celui du glycoconjugué CP4α. Ce dernier est cinq fois plus 
efficacement internalisé que les composés de la famille T du fait de la présence d’un 
quatrième sucre. Ceci apporte un élément d’explication concernant les efficacités de 
chélation du Cu(I) intracellulaires observées pour les composés Chel1 et Chel2. En effet, 
Chel1 et Chel2 font diminuer le taux de Cu intracellulaire disponible avec la même efficacité 
bien que le chélateur libéré par Chel1 possède une affinité moins forte pour le Cu(I) que 
celui libéré par Chel2. La meilleure efficacité d’internalisation de Chel1 compense donc en 
partie ses moins bonnes propriétés de chélation du Cu(I). 

 
Le meilleur compromis entre ciblage des hépatocytes et chélation du Cu(I) dans le but 

de concevoir un candidat médicament pour la maladie de Wilson pourrait donc consister en 
la combinaison de l’unité chélatrice du tripode avec une plateforme cyclodécapeptidique 
CP4α (figure 126). 

 

 
 

Figure 126 : Possibilité de nouveaux glycoconjugués hybrides combinant le meilleur chélateur de Cu(I) avec le 
meilleur système de ciblage. 

Toutefois, l’interprétation de la relation entre la chélation intracellulaire et l’efficacité 
de ciblage pour les composés de la famille T est plus complexe. En effet, tous les 
glycoconjugués de cette famille libèrent des chélateurs d’affinité similaire pour le Cu(I) et 
sont internalisés dans les hépatocytes avec la même efficacité. Pourtant, le composé Chel2 
bénéficie d’une plus forte capacité à faire diminuer le taux de Cu disponible intracellulaire. 
D’autres facteurs sont donc impliqués dans ces différences de chélation intracellulaire. 
Pour qu’un composé soit efficace, il faut non seulement qu’il pénètre dans les hépatocytes 
mais aussi que son devenir intracellulaire lui permette de rencontrer le Cu(I) et de former 
avec lui des complexes stables. Ces observations soulèvent donc des questions de 
localisation intracellulaire des glycoconjugués et de spéciation des complexes formés, qui 
sont difficiles à maîtriser. 
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Ainsi, des questions essentielles demeurent : où se localisent les glycoconjugués dans 
la cellule ? Sont-ils excrétés après la complexation du Cu ? Ces systèmes de vectorisation 
sont-ils sélectifs vis-à-vis d’autres lectines endogènes reconnaissant les galactosides, en 
particulier la « Macrophage Galactose Lectin » (MGL) ? Des expériences de colocalisation des 
glycoconjugués marqués avec différents compartiments cellulaires par immunofluorescence 
permettraient d’élucider le cheminement intracellulaire des glycoconjugués. Par ailleurs, des 
expériences de cytométrie en flux sur des lignées cellulaires exprimant la MGL ou des 
mesures d’affinité avec cette lectine par résonance plasmonique de surface (SPR) pourraient 
être mises en place afin d’étudier la sélectivité de ciblage.  
 

Ces travaux de thèse apportent des éléments de compréhension cruciaux pour 
l’élaboration de chélateurs de Cu(I) ciblés vers les hépatocytes et de façon plus générale 
pour la vectorisation de molécules actives vers le foie. Nous avons démontré que les 
glycoconjugués élaborés étaient efficacement internalisés par les cellules cibles ce qui est un 
gage de réussite pour l’approche thérapeutique proposée. L’efficacité des composés les plus 
prometteurs est actuellement en cours d’étude sur la souris modèle de la maladie de Wilson 
pour proposer un candidat médicament. 
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Partie expérimentale 

 Synthèse des composés de la famille CP I -

I.1) Généralités 

I.1.a - Réactifs 

Tous les réactifs de départ et les solvants sont commerciaux. Ils ont été commandés 
chez Aldrich, Acros, Interchim, Bachem ou Invitrogen. Tous les acides aminés protégés sont 
de série L et la résine Fmoc-Gly-Sasrin® a été achetée chez Advanced ChemTech Europe. Le 
PyBOP® a été commandé chez France Biochem. Aucune purification n’a été mise en œuvre 
avant l’utilisation de ces produits. Les solvants anhydres ont été utilisés de la même façon, 
sans purification avant manipulation. Toutes les solutions aqueuses ont été préparées avec 
de l’eau ultrapure filtrée et purifiée par osmose inverse.Enfin, de l’argon a été utilisé pour les 
manipulations sous atmosphère inerte. 

 

I.1.b - Equipements 

- Chromatographie 
Les chromatographies sur couche mince ont été réalisées sur gel de silice 60 F254 

(Merck). Pour révéler ces plaques, nous avons utilisé une lampe UV, une solution au KMnO4, 
une solution de H2SO4 à 10% dans l’éthanol, ou de la ninhydrine à 1% dans l’éthanol. 

Les chromatographies sur colonne ont été réalisées avec du gel silice, préparé à base 
de silice 60 F254 (Merck, 40-63 µm). 

Les RP-HPLC analytiques ont été réalisées sur un système Waters équipé d’un 
détecteur Waters 2487 et d’une colonne EC 125/3 nucleosil 300-5 (RP18), et sur un système 
VWR équipé d’une colonne Purosphere (RP18 ; L = 250 mm, Ø = 4.6 mm et p = 5 μm). Les 
analyses ont été réalisées à 1 mL/min avec une détection UV à 214 et 250 nm, en utilisant 
des gradients A-B (A: H2O / 0,01% TFA, B: CH3CN / 0,01% TFA / 10% H2O). Les RP-HPLC 
préparatives ont été réalisées sur Gilson GX 281 et GX 271 à respectivement 22 mL/min et 
4,65 mL/min, équipées de colonnes VP 250/21 nucleosil 300-7 et VP 250/10 nucleosil 300-7 
(RP18), avec des détections à 214 nm et 250 nm ou 600 nm. Les purifications ont été 
réalisées en gradients A-B et les échantillons sont filtrés avant injection sur filtre 0.45 µM.  

 
- Caractérisations 

 Les spectres de RMN 1H et 13C ont été acquis sur un spectromètre Bruker Avance 400 
MHz. Les déplacements chimiques (δ) sont exprimés en parties par million (ppm). Plusieurs 
abréviations sont utilisées pour décrire les spectres : s (singulet), d (doublet), dd (doublet de 
doublets), t (triplet), q (quadruplet), m (multiplet). La configuration anomérique est établie à 
partir des constantes de couplage J1,2 et des déplacements chimiques. 
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Figure 127 : Rappel de la numérotation des carbones des sucres pour les interprétations des spectres RMN. 
  

Les spectres de masse ont été enregistrés sur un spectromètre Esquire 3000 (Bruker) 
ou un système UPLC/MS Acquity (Waters), en mode d’ionisation électrospray. 

 

I.2) Synthèse des sucres modifiés avec une function oxyamine 

en position anomérique 

Compound 1: Peracetyl-D-galactose 

Adapted from the procedure described by Wu et al.259 
 

 
 

Chemical Formula: C16H22O11 

MW: 390.34 g.mol-1 
 
To a solution of commercial D-galactose (20 g, 0.111 mol, 1 eq.) in acetic anhydride 

(264 mL, 2.76 mmol, 25 eq. = 5 eq. per hydroxyl group), pyridine (224 mL, 2.76 mmol, 25 eq.) 
was added. The reaction mixture was stirred for 12 hours at room temperature and 
monitored by thin layer chromatography (TLC) (SiO2, CH2Cl2/ethyl acetate, 80/20, v/v). After 
evaporation under reduced pressure, the resulting residue was dissolved in ethyl acetate 
(150 mL) and washed with 10% aqueous citric acid (until pH 3; 3 × 100 mL), water 
(1 × 100 mL) and 5% aqueous NaHCO3 (until basic pH; 3 × 50 mL). The organic fraction was 
dried over anhydrous Na2SO4, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude 
compound 1 (m = 45 g, Rf = 0.75) as an orange oil was used without purification (α/β = 2/1). 

 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz, 298 K): δ = 6.37 (d, Jα = 1.7 Hz, 1H, H-1α); 5.69 (d, Jβ = 8.3 Hz, 1H, H-
1β); 5.42-5.49 (m, 2H, H-4α, H-4β); 5.29-5.35 (m, 3H, H-2α, H-3α, H-2β); 5.07 (m, 1H, H-3β); 4.34 
(t broad, Jα = 5.6 Hz, 1H, H-5α); 4.04-4.18 (m, 3H, H-5β, H-6α,β); 1.98-2.15 (10s, 30H, 
5×COCH3α, 5×COCH3β). 
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Compound 2: Tetra-acetyl-D-galactosyl bromide 

Adapted from the procedure described by Lemieux et al.262  
 

 
 

Chemical Formula: C14H19BrO9 

MW: 411.20 g.mol-1 
 
To a solution of peracetylated galactose 1 (43 g, 0.110 mol) in acetic anhydride (11 mL) 

at 0°C, HBr (33% in acetic acid glacial, 54 mL, 0.33 mmol, 3 eq.) was added carefully. The 
reaction mixture was stirred for 2 hours at room temperature and monitored by TLC (SiO2, 
CH2Cl2/ethyl acetate, 80/20, v/v). Then CH2Cl2 (300 mL) was added and the organic fraction 
was washed with iced water (300 mL), a 5% NaHCO3 solution in water (until basic pH; 
2 × 100 mL), a saturated aqueous NaHCO3 solution (until basic pH, 3 × 100 mL) and a 
saturated aqueous NaCl solution (1 × 100 mL). The organic fraction was dried over 
anhydrous Na2SO4, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude compound 2 
(m = 43 g, Rf = 0.8) as an orange oil was used without purification. 

 

1H NMR (CDCl3, 200 MHz, 298 K): δ = 6.67 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H-1); 5.49 (dd, J = 3.2 and 1.0 Hz, 
1H, H-4); 5.38 (dd, J = 3.2 and 10.6 Hz, 1H, H-3); 5.03 (dd, J = 3.5 and 10.6 Hz, 1H, H-2); 4.46 
(t broad, J = 6.5 Hz, 1H, H-5); 4.07-4.21 (m, 2H, H-6); 1.99, 2.03, 2.09, 2.13 (4s, 12H, 
4×COCH3). 

 
Compound 3: 2,4,6-Tri-O-acetyl-D-galactal 

Adapted from the procedures describes by Roy et al.320 and Kozikowski et al.255 
 

 
 

Chemical Formula: C12H16O7 

MW: 272.25 g.mol-1 

 
To a solution of crude compound 2 (10 g, 24.3 mmol) in acetic acid (195 mL), Zn dust 

(25.5 g, 389 mmol, 16 eq.) and copper sulfate (1.8g,7.05 mmol, 0.29 eq.) in an aqueous 
solution of NaH2PO4 (48.6 mL, 0.1M, pH4.21) was added. The reaction mixture was 
vigorously stirred for 30 min at room temperature and monitored by TLC (SiO2, CH2Cl2/ethyl 
acetate, 90/10, v/v). Then, ethyl acetate was added (240mL) and the reaction mixture was 
vigorously stirred for 30 min at room temperature. After filtration over celite, the organic 
fraction is washed with cold water (2 × 100 mL) and a saturated aqueous NaHCO3 solution 
(until basic pH; 3 × 100mL). The organic fraction was dried over anhydrous Na2SO4, filtered 
and evaporated under reduced pressure. The crude compound 3 (m = 6 g, Rf = 0.8) as an 
yellow oil was used without purification. 
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1H NMR (CDCl3, 300 MHz, 298 K): δ = 6.42 (dd, 1H, J = 1.8 and 6.3 Hz, H-1); 5.53-5.50 (m, 1H, 
H-3); 5.39 (td, J = 4.6 and 1.6 Hz, 1H, H-4); 4.69 (ddd, 1H, J = 1.6, 2.6 and 6.3 Hz, 1H, H-2); 
4.31-4.14 (m, 3H, H-5, H-6); 2.08, 2.04, 0.98 (3s, 9H, 3×COCH3). 

 
Compound 4: 3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-deoxy-D-galactopyrannosyl nitrate 

Adapted from the procedure described by Lemieux and al.262  
 

 
 

Chemical Formula: C12H16N4O10 

MW: 376.28 g.mol-1 
 
To a solution of crude tri-O-acetyl galactal 3 (9 g, 33.07 mmol) in acetonitrile (227 mL) 

cooled at -15°C, cerrium (IV) ammonium nitrate (CAN: 54.4 g, 99.21 mmol, 3eq.) and sodium 
azide (6.4 g, 99.21 mmol 3eq.) was carefully added (orange suspension). The reaction 
mixture was vigorously stirred for 3 hours at -15°C and monitored by TLC (SiO2, CH2Cl2/ethyl 
acetate, 80/20, v/v). Then the reaction mixture was poured into a mixture of cold ether (200 
mL) and ice water (100 mL), before the washing of the organic fraction with cold water 
(1 × 100mL), a saturated aqueous NaHCO3 solution (until basic pH, 3 × 100mL) and brine 
(1 × 100mL). The organic fraction was dried over anhydrous Na2SO4, filtered and evaporated 
under reduced pressure. The crude compound 4 was purified by column chromatography on 
silica gel (400g, gradient CH2Cl2/ethyl acetate from 100/0 to 80/20, v/v) to obtain the 
compound 4 (5.05 g, 41% over 4 steps, Rf = 0.83) as a colorless oil. The individual 
stereoisomers were not isolated. 

 
1H NMR (CDCl3, 200 MHz): δ ppm = 6.33 (d, Jα = 4.1 Hz, H-1α); 5.57 (d, Jβ = 8.6 Hz, H-1β); 5.49 
(dd, Jα = 1.4 and 3.4 Hz, H-4α); 5.39 (dd, Jβ = 3.4 and 1.0 Hz, H-4β); 5.22 (dd, Jα = 3.2 and 
11.0 Hz, H-3α); 4.94 (dd, Jβ = 3.0 and 10.3 Hz, H-3β); 4.34 (t large, Jα = 7.2 Hz, H-5α); 4.16-4.03 
(m, H-2α, H-5β, H6α,β); 3.79 (m, H-2β); 2.17-1.97 (6s, 6×COCH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 376.09; found m/z: 399.0 [M+Na]+; 314.9 [M+K]+

. 

 

Compound 5: 3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-deoxy-D-galactose 

Adapted from the procedure described by Allen et al.262 and Parry et al.267 
 

 
 

Chemical Formula: C12H17N3O8 

MW: 331.28 g.mol-1 
 
To a solution of the compound 4 (5.05 g, 13.4 mmol) in CH3CN (45 mL) cooled at 0°C, 

N,N-diisopropylethylamine (DIPEA: 2.66 mL, 16.1 mmol, 1.2 eq.) and thiophenol (4.1 mL, 
40.2 mmol, 3eq.) were added. The reaction mixture was stirred 1 hour at 0°C and then 
1 hour at room temperature (precipitate) and monitored by TLC (SiO2, CH2Cl2/ethyl acetate, 
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90/10, v/v). After evaporation under reduced pressure, the resulting residue was dissolved in 
CH2Cl2 (100mL) and the organic fraction was washed with water (1 × 50mL), saturated 
aqueous NaHCO3 solution (until basic pH, 3 × 50mL) and  saturated aqueous NaCl (3 × 50mL). 
The organic fraction was dried over anhydrous Na2SO4, filtered and evaporated under 
reduced pressure. The crude compound 5 was purified by column chromatography on silica 
gel (200g, gradient cyclohexane/ethyl acetate from 100/0 to 70/30) to obtain the compound 
5 (4.25g, 96%, Rf = 0.5) as a pale yellow oil. The individual stereoisomers were not isolated. 

 
1H NMR (CDCl3, 200 MHz, 298 K): δ ppm = 6.31 (d, Jα = 4.1 Hz, 1H, H-1α); 5.55 (d, Jβ = 8.9 Hz, 
1H, H-1β); 5.47 (dd, Jα = 1.4 Hz and 3.4 Hz, 1H, H-4α); 5.36 (d broad, Jβ = 3.4 Hz, 1H, H-4β); 
5.22 (dd, Jα = 3.2 and 11.0 Hz, 1H, H-3α); 4.94 (dd, Jβ = 3.0 and 10.3 Hz, 1H, H-3β); 4.34 (t 
broad, Jα = 7.2 Hz, 1H, H-5α); 4.16-4.03 (m, 6H, H-2α, H-5β, H6α,β); 3.79 (m, 1H, H-2β), 2.17-
1.97 (6s, 18H, 6×COCH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 331.10; found m/z: 354.1.0 [M+Na]+; 370.0 [M+K]+. 

 
Compound 6: 3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-deoxy-D-galactopyrannosyl fluoride 

 

 
 

Chemical Formula: C12H16FN3O8 

MW: 333.27 g.mol-1 
 
To a solution of compound 5 (4.25 g, 12.8 mmol) in anhydrous THF (18 mL) cooled 

at -40°C under inert atmosphere (argon), diethylaminosulfur trifluoride (DAST: 2 mL, 
15.4 mmol, 1.2eq.) was dropwise added. The orange reaction mixture was stirred 2 hours at 
room temperature and monitored by TLC (SiO2, CH2Cl2/ethyl acetate, 90/10, v/v). Then the 
reaction mixture is cooled at -40°C, methanol (20 mL) was added dropwise and the mixture 
was stirred 5 min at room temperature. After evaporation under reduced pressure, the 
resulting residue was dissolved in CH2Cl2 (150mL) and the organic fraction was washed with 
water (1 × 50mL), saturated aqueous NaHCO3 (until basic pH; 3× 50mL) and  saturated 
aqueous NaCl (3 × 50mL).  The organic fraction was dried over anhydrous Na2SO4, filtered 
and evaporated under reduced pressure. The crude compound 6 (m = 4.1 g, Rf = 0.6) as an 
yellow oil was used without purification. 

 
1H NMR (CDCl3, 200 MHz, 298 K): δ ppm = 5.71 (dd, Jα = 2.6 and 52.2 Hz, 1H, H-1α); 5.48 (dd, 
Jα = 1.2 and 3.2 Hz, 1H, H-4α); 5.34-5.36 (m, 1H, H-3α); 5.32 (td, Jβ = 1.1 and 3.3 Hz, 1H, H-4β); 
5.09 (dd, Jβ = 7.5 and 51.8 Hz, 1H, H-1β); 4.83 (ddd, Jβ = 3.3, 0.8 and 10.9 Hz, 1H, H-3β); 4.36 
(td, Jα = 1.2 and 6.4 Hz, 1H, H-5α); 3.96 (t broad, Jβ= 6.3, 1H, H-5β); 4.06-4.17 (m, 4H, H-6α,β); 
3.78 (ddd, Jβ = 7.5, 10.9 and 12.7, 1H, H-2β); 3.68-3.78 (m, 1H, H-2α); 2.01-2.13 (6s, 6×COCH3). 
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Compound 7: O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-deoxy-D-galactopyrannosyl)-N-  
 oxysuccinimide 

Adapted from the procedure described by Renaudet et al.253  
 

 
 

Chemical Formula: C16H20N4O10 

MW: 428.35 g.mol-1 
 
To a solution of compound 6 (4.1 g, 12.3 mmol) in anhydrous CH2Cl2 (50mL) under 

inert atmosphere (argon), N-hydroxysuccinimide (NHS: 2.95 g, 25.6 mmol, 2 eq.), 
trimethylamine (Et3N: 3.57 mL, 25.6 mmol, 2eq.) and boron trifluoride (BF3.Et2O: 6.4mL, 
51.2 mmol, 4eq.) were successively added (reaction mixture was successively yellow, red 
and pale brown). The reaction mixture was stirred 3 hours at room temperature and 
monitored by TLC (SiO2, CH2Cl2/ethyl acetate 95/5, v/v). Then CH2Cl2 (50mL) was added and 
the organic fraction was washed with saturated aqueous NaHCO3 solution (until the organic 
fraction became colorless, 5 × 50mL) and saturated aqueous NaCl (1 × 50mL).  The organic 
fraction was dried over anhydrous Na2SO4, filtered and evaporated under reduced pressure. 
The crude compound 7 was purified on silica gel by flash chromatography on Grace Revelris 
(12 g, 5 injections, gradient CH2Cl2/ethyl acetate from 100/0 to 20/80, v/v) to obtain the 
pure α and β isomers of compound 7 (7a: 3.23 g, 61%, Rfα = 0, 46; 7b: 1.25 g, 24%, Rfβ = 0,38) 
as a brown oil. 

 
α anomer 7a: 

1H NMR (CDCl3, 300 MHz, 298 K): δ ppm = 5.53 (d broad, J = 3.5 Hz, 1H, H-4); 5.49 (d, 
J = 3.8 Hz, 1H, H-1); 5.42 (m, 1H, H-3); 5.06 (t broad, J = 6.6 Hz, 1H, H-5); 4.18 (dd, J = 11.3 Hz, 
1H, H-6a); 3.92-3.85 (m, H-2, 2H, H-6b); 2.74 (s, 4H, 2×CH2); 2.12, 2.04, 2.02 (3s, 9H, 
3×COCH3). 

 
13C NMR (CDCl3, 75 MHz, 298 K): δ ppm = 170.4 (C=O); 169.5 (C=O); 169.9(C=O); 102.2 (C-1); 
68.9, 67.6, 67.3 (C-3, C-4, C-5); 61.2 (C-6); 56.6 (C-2); 25.4 (2×CH2); 20.7 (COCH3); 20.5 
(COCH3). 

 
β anomer 7b: 

1H NMR (CDCl3, 300 MHz, 298 K): δ ppm = 5.34 (d broad, J = 3.2 Hz, 1H, H-4); 4.96 (d, J = 
8.2 Hz, 1H, H-1); 4.83 (m, 1H, H-3); 4.22-4.06 (m, 2H, H-5, H-6a); 3.96-3.84 (m, 2H, H-2, H-
6b); 2.78 (s, 4H, 2×CH2); 2.16, 2.06, 2.01 (3s, 9H, 3×COCH3). 

 
13C NMR (CDCl3, 75 MHz, 298 K): δ ppm = 170.2 (C=O); 170.0 (C=O); 104.6 (C-1); 71.3, 70.9, 
65.7, 60.5, 59.0 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6); 25.4 (2×CH2); 20.6 (COCH3); 20.5 (COCH3). 
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Compound 8: O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamido-2-deoxy-α-D-galactopyrannosyl)-N- 
  oxysuccinimide 

 

 
 

Chemical Formula: C18H24N2O11 

MW: 444.39 g.mol-1 
 
To a solution of the compound 7a (3.23g, 7.52 mmol) in MeOH/Ac2O (90 mL, 90/10, 

v/v), Pd/C (10%, 0.8g, 1eq.) was added carefully. Then the reaction mixture was carefully 
subjected to dihydrogen 1 min, and then was stirred 1h30 at room temperature under 
hydrogen atmosphere and monitored by TLC (SiO2, ethyl acetate). After removal of the 
catalyst by filtration on celite washed with methanol, the filtrat was evaporated under 
reduced pressure. The resulting residue was dissolved in toluene and evaporated under 
reduced pressure to co-evaporate the remaining acetic acid. The crude compound 8 was 
purified on silica gel by flash chromatography on Grace Revelris (12 g, 2 injections, gradient 
CH2Cl2/Et2O from 100/0 to 100/0, v/v) to obtain the compound 8 (1 g, 30%, Rf = 0.67) as a 
white solid. 

 
1H NMR (CDCl3, 300 MHz, 298 K): δ ppm = 6.07 (s broad, J = 9.6 Hz, 1H, NH); 5.48 (dd, J = 1.3 
and 3.0 Hz, 1H, H-4); 5.28 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-1); 5.26 (m, 1H, H-3); 4.95 (td, J = 6.1 and 
6.6 Hz, 1H, H-5); 4.71 (m, 1H,  H-2); 4.23 (m, 1H, H-6a); 3.91 (m, 1H, H-6b); 2.71 (s, 4H, 
2×CH2); 2.13, 2.03, 2.02, 1.99 (4s, 12H, 4×COCH3). 

 
13C NMR (CDCl3, 75 MHz, 298 K): δ ppm = 170.9 (C=O); 170.7 (C=O); 170.6 (C=O); 170.4 
(C=O); 170.1 (C=O); 104.2 (C-1); 69.2, 67.3, 67.1 (C-3, C-4, C-5); 61.6 (C-6); 47.2 (C-2); 25.4 
(2×CH2); 23.2 (NHOCOCH3); 20.7 (OCOCH3). 

 
Compound 9: O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamido-2-deoxy-β-D-galactopyrannosyl)-N- 
  oxysuccinimide 

 

 
Chemical Formula: C18H24N2O11 

MW: 444.39 g.mol-1 
 
To a solution of the compound 7b (1g, 2.33 mmol) in CH2Cl2 (10 mL), 

triphenylphosphine (0.8 g, 3.03 mmol, 1.3 eq.) was added. The reaction mixture was stirred 
at room temperature half an hour and acetic anhydride (1.1mL, 11.65 mmol, 5eq.) was 
added. The reaction mixture was stirred at room temperature 3 hours and monitored by TLC 
(SiO2, CH2Cl2/Methanol 95/5, v/v). After the addition of CH2Cl2 (30 mL) the organic fraction 
was washed with saturated aqueous NaHCO3 aqueous solution (until basic pH; 3 × 30mL) 
dried over anhydrous Na2SO4, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude 
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compound 9 was precipitate in CH2Cl2/Et2O and purified by flash chromatography Grace 
Revelris on silica gel (24g, gradient CH2Cl2/MeOH 100/0 to 85/5) to obtain the compound 9 
(152 mg, 15%, Rf = 0.6) as a white solid. 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 5.77 (s broad, J = 8.0 Hz, 1H, NH); 5.35 (m, 1H, H-
4); 5.27 (dd, J = 4.0 and 11.2 Hz, 1H, H-3); 5.05 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-1); 4.28 (m, 2H, H-5, H-2); 
4.20 (dd, J = 7.2 and 11.2 Hz, 1H, H-6a); 3.92 (m, 1H, H-6b); 2.72 (s, 4H, 2×CH2); 2.15, 2.01, 
2.00, 1.99 (4s, 12H, 4×COCH3). 

 
13C NMR (CDCl3, 75 MHz, 298 K): δ ppm = 170.9 (C=O); 170.7 (C=O); 170.6 (C=O); 170.4 
(C=O); 170.1 (C=O); 104.2 (C-1); 69.2, 67.3, 67.1 (C-3, C-4, C-5); 61.6 (C-6); 47.2 (C-2); 25.4 
(2×CH2); 23.2 (NHOCOCH3); 20.7 (OCOCH3). 

 
Compound 10: 2-acetamido-2-deoxy-α-D-galactopyrannosyl-oxyamine 

 

 
 

Chemical Formula: C8H16N2O6 

MW: 236.22 g.mol-1 
 
To a solution of the compound 8 (0.226 g, 0.51 mmol) in absolute ethanol (8 mL), 

hydrazine (1.2 mL, 25.5 mmol, 50 eq.) was added. The reaction mixture was stirred overnight 
at room temperature and monitored by TLC (SiO2, CH2Cl2/Ethanol 50/50, v/v). After 
evaporation under reduced pressure, the resulting residue was precipitate in 
methanol/CH2Cl2 and filtered under reduced pressure. The resulting white powder was 
dissolved in water and lyophilisated to obtain the compound 10 (0.115 g, 95%, Rf = 0.2) as a 
white solid. 
 
1H NMR (D2O, 300 MHz, 298 K): δ ppm = 4.99 (d, 1H, J = 4.1 Hz, 1H, H-1); 3.99-4.03 (m, 2H, H-
4, H-5); 4.24 (dd, J = 4.1 and 11.3 Hz, 1H, H-2); 3.76-3.89 (m, 3H, H-3, H-6); 2.08 (s, 3H, 
NHCOCH3). 

 
13C NMR (CDCl3, 75 MHz, 298 K): δ ppm = 22.3 (HNCOCH3); 49.6 (C-2); 61.5 (C-6); 68.0 (C-3); 
68.8, 71.4 (C-4, C-5); 101.0 (C-1); 175.0 (HNCOCH3). 

 
Compound 11: 2-acetamido-2-deoxy-β-D-galactopyrannosyl-oxyamine 

 

 
 

Chemical Formula: C8H16N2O6 

MW: 236.22 g.mol-1 
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To a solution of the compound 9 (0.152 g, 0.34 mmol) in absolute ethanol (5mL), 
hydrazine (830 µL, 17.1 mmol, 50 eq.) was added. The reaction mixture was stirred overnight 
at room temperature and monitored by TLC (SiO2, CH2Cl2/Ethanol 50/50, v/v). After 
evaporation under reduced pressure, the resulting residue was precipitate in 
methanol/CH2Cl2 and filtered under reduced pressure. The resulting white powder was 
dissolved in water and lyophilisated to obtain the compound 11 (0.755 mg, 94%, Rf = 0.2) as 
a white solid. 

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 4.60 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1); 4.03-3.72 (m, 6H, H-3, 
H-4, H-4, H-5, H-6); 2.09 (s, 3H, NHCOCH3). 

 

I.3) Synthèse peptidique 

 
General procedures for peptides syntheses 
 
Syntheses of linear protected peptides by SPPS: Procedure A 
The synthesis of linear peptide precursors with protected side-chains was performed 

manually by solid-phase peptide synthesis (SPPS) using the standard 
9-fluorenylmethoxycarbonyl/tertiobutyl (Fmoc/tBu) protection strategy.276 The solid phase 
support used was the GlySASRIN® resin (substitution 0.5 mmol.g-1), introduced in a glass 
reaction vessel fitted with a sintered glass frit, on a mechanic stirring system. The glass frit 
allowed elimination of excess reagents in solution and solvents under compressed air. 
Before use, the vessel was treated overnight with (CH3)2SiCl2 as lubricant to prevent resin 
beads from sticking to the glass inner wall during the synthesis. It was then carefully washed 
with CH2Cl2 until complete acid trace clearance. 

The peptide synthesis is an iterative procedure, and the following protocole was used 
for each amino-acid coupling. 

 
Deprotection of the N-terminus: 
At the beginning of the synthesis and after each ether washing, the GlySASRIN® resin 

(1 g) was washed and swollen with CH2Cl2 (10 mL, 1 × 10 min) and once with DMF (10 mL, 
1 × 10 min). The GlySASRIN® resin, preloaded by the Fmoc-Gly-OH amino-acid, has to be 
deprotected before the coupling the second amino-acid of the linear chain. N-α-Fmoc 
protecting groups were removed by treatment with piperidine/DMF solution (20/100; v/v) 
(10 mL, 1 × 10 min and 2 × 5 min). The resin was further washed with DMF (10 mL, 6 × 2 min, 
until neutral pH). The completeness of the deprotection was checked by UV measurement. 
Indeed, Fmoc groups releasing afforded dibenzofulvene whose adduct with piperidine 
absorbs light in the UV range (λ = 299 nm, ε = 7800 M-1.cm-1). Cleavage and washing 
solutions were thus together collected and the volume of the solution was adjusted to a 
known value with MeOH.  

 
Peptide coupling: 
After complete deprotection of the N-α-Fmoc, coupling reaction was performed using, 

relative to the resin loading, 2 eq. of N-Fmoc-protected amino acid in situ activated with 
PyBOP (0.822 g, 1 mmol, 2 eq.) and DIPEA (adjust to pH8-9, 3-4 eq.) in DMF (10 mL) for 
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30-45 min at room temperature. The resin was then washed with DMF (10 mL, 5 × 1 min) 
and with CH2Cl2 (10 mL, 1 × 1 min). The completeness of amino acid coupling reaction was 
checked by TNBS test.278 To a small quantity of resin beads in a tube, three drops of a 
solution of 1% trinitrobenzenesulfonic acid in DMF and a solution of 10% DIPEA in DMF were 
added. After 1 min at room temperature, a red coloration of the resin beads occurs if free 
amino functions remain (positive TNBS test). Coupling reaction with the protected amino 
acid should then be repeated until the beads remain colourless (negative TNBS test). 

 
After complete coupling reaction, the N-α-Fmoc protecting group was removed using 

the same procedure presented previously before the coupling of the next amino acid. For 
peptid chain elongation, building blocks can be used instead of amino-acids. For one 
synthesis, a lysine functionalized by a serine on its lateral chain was used, the 
Fmoc-Lys(Boc-Ser(tBu))-OH. The coupling reaction mixture was stirred 1 hour at room 
temperature. 

 
The synthesis can be paused for several hours. After the washing steps following an 

amino-acid coupling, the resin is washed with diethyl ether (10mL, 1 × 5 min) and stored at 
5°C. 

 
Peptide removal from the resin: 
After the coupling and the deprotection of the last amino acid of the peptide chain, the 

peptide was cleaved from the resin by treatment with 1% trifluorotriacetic acid (TFA) in 
CH2Cl2 (10mL, 10 × 5 min until dark violet coloration of the resin). The filtrate was collected 
and DIPEA (1 mL) was added to avoid deprotection during evaporation. After concentration 
under reduced pressure, the linear protected peptide was precipitated in diethyl ether. The 
white powder obtained by centrifugation was triturated and washed three times with diethyl 
ether to obtain crude materials that was used in the next step without further purification. 

 
The yield of the SPPS was calculating thanks to the dibenzofulvene adduct quantified 

during the last deprotection.  
 
Cyclisation of the protected linear peptide precursor: Procedure B 
To a solution of the protected linear peptide precursor at 0.5 mM in CH2Cl2/DMF (98/2, 

v/v), PyBOP (2 eq.) and DIPEA (3-4 eq., until pH 8-9) were added. The reaction mixture was 
stirred overnight at room temperature and monitored by analytical RP-HPLC (linear gradient: 
95/5 to 0/100 A/B in 20 min). After evaporation under reduced pressure, the resulting 
residue was precipitated in diethyl ether. The white powder obtained by centrifugation was 
triturated and washed three times with diethyl ether to obtain crude materials that was 
used in the next step without further purification. 

 
Cleavage of protecting group N-ε: Procedure C 

- N-ε Boc/tBu: Procedure C1 
The peptide was dissolved in a solution of TFA/CH2Cl2 (50mL, 50/50, v/v). For -OtBu 

protecting group the peptide was treated with a mixture of TFA/TIS/H2O (50 mL, 95/2.5/2.5, 
v/v). The reaction mixture was stirred during 1h at room temperature at room temperature 
and monitored by analytical RP-HPLC (linear gradient: 95/5 to 0/100 A/B in 20 min). After 
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evaporarion under reduced pressure, the resulting residue was precipitated and washed 
with diethyl ether. This material was further used without additional purification. 

 
-  N-ε Alloc: Procedure C2 

To a solution of the Alloc-containing peptide in anhydrous CH2Cl2/DMF (3/1) under 
argon, Phenylsilane (100 eq.) and Pd(PPh3)4 (0.2 eq.) were added under inert atmosphere 
(argon). The reaction mixture was stirred 30 min at room temperature and then treated with 
methanol (10 mL) before evaporation under reduced pressure. The resulting residue was 
dissolved in a minimum of MeOH/CH2Cl2 (50/50, v/v) and finally precipitated, triturated and 
washed with diethyl ether affording compound as a white powder. This material was further 
used without additional purification. 

 
Oxidative cleavage: Procedure D 
To a solution of the cyclodecapeptide in water (10-2M), NaIO4 (10 eq./aldehyde) was 

added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 30 min and the product 
was directly purified by RP-HPLC (linear gradient: 100/0 to 40/60 A/B in 30 min) affording 
pure aldehyde-containing cyclodecapeptide as a white powder after lyophilisation. 

 
Boc-Ser(tBu)OH coupling on the lateral chain of the Lysines: Procedure E 
To a solution of the cyclodecapeptide (≈ 0.4 mmol) in DMF (30 mL), Boc-Ser(tBu)OH 

(1.2 eq./free Lys-NH2), PyBOP (1.2 eq./free Lys-NH2) and DIPEA (3-4eq., adjust to pH8-9) 
were added. The reaction mixture was stirred for 30-45 min at room temperature. After 
concentration under reduced pressure, the cyclodecapeptide was precipitated in diethyl 
ether. The white powder obtained by centrifugation was triturated and washed three times 
with diethyl ether to obtain crude materials that was used in the next step without further 
purification. 

 
Compound 12: Boc-Ser(tBu)-N-hydroxysuccinimide ester 

 

 
 

Chemical Formula: C16H26N2O7 

MW: 358.39 g.mol-1 
 
To solution of Boc-Ser(tBu)-OH (2.8 g, 10.7 mmol) in Ethyl Acetate/dioxan (100 mL, 

50/50, v/v) cooled on ice bath, N-hydroxysuccinimide (1.8 g, 16 mmol, 1.5 eq.) and 
N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC: 2.2 g, 10.7 mmol, 1eq.) were added. The reaction 
mixture was stirred 5 hours at room temperature and monitored by analytical RP-HPLC 
(linear gradient: 95/5 to 0/100 A/B in 20 min). After filtration on celite with ethyl acetate, 
the filtrate collected was evaporated under reduced pressure. The obtained oily residue was 
taken into ethyl acetate (150 mL) and washed with 5 % aqueous NaHCO3 (2 × 70 mL), water 
(2 × 70 mL) and brine (2 × 70 mL). The organic fraction was then dried over anhydrous 
MgSO4, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude compound 
Boc-Ser(tBu)-NHS 12 was obtained as a white powder after evaporation of the solvent (3.5 g, 
92%). 
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1H RMN (CDCl3, 300 MHz, 298K): δ ppm = 5.41 (1H, d, J = 9.0 Hz), 4.78 (1H, d, J = 9.0 Hz), 3.92 
(1H, m), 3.66 (1H, m), 2.82 (4H, s), 1.46 (9H, s), 1.20 (9H, s). 

 
ES-MS: calculated mass: 359.2; found m/z: 381.17 [M+Na]+  

 
Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 13.8 min (nucleosil, A/B, linear gradient, 5% to 100% of B in 20 
min). 

 
Compound 13: Fmoc-Lys(Boc-Ser(tBu))-OH 

 

 
 

Chemical Formula: C33H45N3O8 

MW: 611.74 g.mol-1 
 
To a solution of Boc-Ser(tBu)-NHS 12 (8.00 g, 22.3 mmol) in CH2Cl2 (75 mL) was added 

dropwise over 30 min to a stirred suspension of finely powdered TFA-salt of Fmoc-lysine 
(8.19 g, 22.3 mmol, 1eq.) and DIPEA (adjust to pH9, 2-4 eq.) in CH2Cl2 (130 mL). The reaction 
mixture was stirred 5 hours at room temperature and monitored by analytical RP-HPLC 
(linear gradient: 95/5 to 0/100 A/B in 20 min). After evaporation under reduced pressure, 
the remaining residue was dissolved in Ethy Acetate (400 mL), washed with 10 % aqueous 
citric acid solution (70 mL), water (2 × 100 mL), and finally brine (100 mL). The organic 
fraction was dried over Na2SO4 and evaporation under vacuum to obtain the 
Fmoc-Lys(Boc-Ser(tBu))-OH 13 (12.5 g, 92%) as a white solid. 

 
1H RMN (CDCl3, 300 MHz, 298K): δ ppm = 7.68 (2H, d, J = 7.5 Hz), 7.55 (2H, d, J = 7.5 Hz), 
7.33-7.18 (4H, m), 6.84 (1H, s), 6.25 (1H, d), 5.62 (1H, s), 4.34-4.06 (5H, m), 3.63 (1H, m), 3.36 
(1H, m), 3.20-3.05 (2H, m), 1.84 (1H, m), 1.65 (1H, m), 1.47-1.32 (14H, m), 1.09 (9H, s). 

 
ES-MS: calculated mass = 611.3; found m/z: 612.4 [M+H]+; 634.4 [M+Na]+ 

 
Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 16.0 min (nucleosil, A/B, linear gradient: 5% to 100% of B in 20 
min) 

 
Compound 14 

 

 
 

Chemical Formula: C100H179N19O29 

MW: 2111.60 g.mol-1 
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The linear peptide precursor 14 was synthesised following procedure A, using the 

building block Fmoc-Lys(Boc-Ser(tBu))-OH 13 (94%, 0.47 mmol). 
 

ES-MS: calculated mass = 2110.31; found m/z: 2110.93 [M+H]+; 2133.79 [M+Na]+ 
 

Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 25 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 20 min, 30/70 for 
10 min). 

 
Compound 15 

 

 
 

Chemical Formula: C100H177N19O28 

MW: 2093.59 g.mol-1 
 
The linear peptide 14 was cyclised following procedure B to obtain the 

cyclodecapeptide 15 (3g, crude material with lot of salts). 
 

ES-MS: calculated mass = 2092.30; found m/z: 2093.92 [M+H]+  

 
Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 29 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 20 min, 30/70 for 
10 min). 
 
Compound 16 

 

 
 

Chemical Formula: C59H105N19O18 

MW: 1368.58 g.mol-1 
 
The crude cyclodecapeptide 15 (1.5 g, ≈ 0.27 mmol) was deprotected following 

procedure C1 to obtain the compound 16 (0.21 g, salts). 
 

ES-MS: calculated mass = 1367.79; found m/z: 1368.60 [M+H]+; 684.81 [M+2H]2+  
 

Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 9.6 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 20 min, 30/70 for 
10 min). 
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Compound 17 

 

 
 

Chemical Formula: C55H85N15O18 

MW: 1244.35 g.mol-1 
 
The Ser of the cyclodecapeptide 16 (0.077 g, 0.06 mmol) were oxydised following 

procedure D to obtain the compound 17 (13.2 mg, 20%). 
 

ES-MS: calculated mass = 1243.62; found m/z: 1316.54 [M+4H2O+H]+; 1298.56 [M+3H2O+H]+  
(hydratation of the aldehyde) 

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity = 91%; Rt = 9.8 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 20 
min, 30/70 for 10 min). 

 
Compound 18 

 

 
 

Chemical Formula: C71H123N15O21 

MW: 1522.85 g.mol-1 

 
The linear peptide precursor 18 was synthesised following procedure A, without using 

the building block (456 mg, 0.3 mmol, 73%). 
 

ES-MS: calculated mass = 1521.90 ; found m/z: 1522.41 [M+H]+ 
 

Compound 19 

 

 
 

Chemical Formula: C71H121N15O20 

MW: 1504.83 g.mol-1 

 
The linear peptide 18 (0.3 mmol) was cyclised following procedure B to obtain the 

cyclodecapeptide 19 (1.026 g, not pure). 
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Compound 20 

 

 
 

Chemical Formula: C51H89N15O12 

MW: 1104.37 g.mol-1 

 
The cyclodecapeptide 19 (677mg) was deprotected following procedure C1 to obtain 

the compound 20 (1.170 g, not pure). 
 

Compound 21  

 

 
 

Chemical Formula: C95H165N19O32 

MW: 2085.47 g.mol-1 

 
To a solution of the cyclodecapeptide 20 (0.297g, 0.27mmol) in DMF (10 mL), 

2-[2-(Boc-amino) ethoxy] ethoxyacetic acid (0.120 g, 1.19 mmol, 4.4 eq.), PyBOP (0.619 g, 
1.19 mmol, 4.4 eq.) and DIPEA (0.565 mL, 3-4 eq., adjust to pH8-9) were added. The reaction 
mixture was stirred for 30-45 min at room temperature. After concentration under reduced 
pressure, the cyclodecapeptide 21 was precipitated in diethyl ether. The brown gel obtained 
by centrifugation was triturated and washed three times with diethyl ether to obtain crude 
materials that was used in the next step without further purification. 

 
ES-MS: calculated mass = 2084.19; found m/z: 2107.69 [M+Na]+; 1985.52 [M-Boc+H]+;  
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Compound 22 

 

 
 

Chemical Formula: C75H133N19O24 

MW: 1685.00 g.mol-1 

 
The cyclodecapeptide 21 was deprotected using the procedure C1 to obtain the crude 

peptide 22 (0.203 g, 0.12 mmol).  
 

ES-MS: calculated mass = 1683.98; found m/z: 842.89 [M+2H]2+ 
 

Compound 23 

 

 
Chemical Formula: C123H217N23O40 

MW: 2658.21 g.mol-1 

 
The cyclodecapeptide 23 was obtained following procedure E (coupling reaction 2h30). 

(0.266g, 0.12mmol, 100%)  
 

ES-MS: calculated mass = 2656.57; found m/z: 2679.55 [M+Na]+; 2657.52 [M+H]+; 2557,42 
[M-Boc+H]+ 
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Compound 24 

 

 
 

Chemical Formula: C83H149N23O30 

MW: 1949.24 g.mol-1 

 

The cyclodecapeptide 23 was deprotected using the procedure C2 and then the 
procedure C1 to obtain the peptide 24 (0.158 g, 0.08 mmol, 67%).  

 
ES-MS: calculated mass = 1948.08; found m/z: 975.56 [M+2H]2+  
 

Compound 25 

 

 
 

Chemical Formula: C79H129N19O30 

MW: 1825.00 g.mol-1 

 
The Ser of the cyclodecapeptide 24 (0.03 g, 0.015 mmol) were oxydised following 

procedure D to obtain the compound 25 (0.015 g, 0.008 mmol, 53%). 
 

ES-MS: calculated mass = 1823.92; found m/z: 1898.1 [M+4H2O+H]+; 913.1[M+2H]2+; 609.5 
[M+3H]3+ 
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Compound 26 

 

 
 

Chemical Formula: C63H108N14O19 

MW: 1365.61 g.mol-1 

 
The linear peptide precursor 26 was synthesised following procedure A, without using 

the building block (94%, 0.43 mmol). 
 

ES-MS: calculated mass = 1364.79; found m/z: 1365.6 [M+H]+; 683.2 [M+2H]2+ 
 

Analytical C18 RP-HPLC: purity = 95%; Rt = 19.2 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 
20 min, 30/70 for 10 min). 

 
Compound 27 

 

 
 

Chemical Formula: C63H106N14O18 

MW: 1347.60 g.mol-1 

 
The linear peptide 26 (0.43 mmol) was cyclised following procedure B to obtain the 

cyclodecapeptide 27 (crude material with lot of salts). 
 

ES-MS: calculated mass = 1346.78; found m/z: 1347.3 [M+H]+; 1369.7 [M+2H]2+;  
 

Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 17.8 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 20 min, 30/70 for 
10 min). 

 
Compound 28 

 

 
 

Chemical Formula: C48H82N14O12 

MW: 1047.25 g.mol-1 

 
The cyclodecapeptide 27 was deprotected following procedure C1 to obtain the 

compound 28 (1 g, salts). 
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ES-MS: calculated mass = 1046.62; found m/z: 1047.7 [M+H]+; 524.4 [M+2H]2+; 353.7 
[M+3H]3+  

 
Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 12.2 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 20 min, 30/70 for 
10 min). 

 
Compound 29 

 

 
 

Chemical Formula: C84H145N17O24 

MW: 1777.15 g.mol-1 

 
To a solution of the cyclodecapeptide 29 was obtained following procedure E (1.1 g, 

salts). 
 

ES-MS: calculated mass = 1776.06; found m/z: 1777.15 [M+H]+ 
 

Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 25.6 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 20 min, 30/70 for 
10 min). 

 
Compound 30 

 

 
 

Chemical Formula: C53H93N17O16 

MW: 1224.41 g.mol-1 

 

The cyclodecapeptide 29 was deprotected using the procedure C2 and then the 
procedure C1 to obtain the peptide 30 (230 mg, crude).  

 
ES-MS: calculated mass = 1223.70; found m/z: 1224.7 [M+H]+; 612.9 [M+2H]2+; 409.0 
[M+3H]3+ 

 
Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 9.4 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 20 min, 30/70 for 
10 min). 
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Compound 31 

 

 
 

Chemical Formula: C50H78N14O16 

MW: 1131.24 g.mol-1 

 
The Ser of the cyclodecapeptide 30 (0.077 g, 0.63 mmol) were oxidized following 

procedure D to obtain the compound 31 (0.041 mg, 57%). 
 

ES-MS: calculated mass = 1130.57; found m/z: 1185.8 [M+3H2O+H]+; 1167.8 [M+2H2O+H]+; 
1149. 8 [M+H2O+H]+(hydratation of the aldehyde) 

 
Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 9.9 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 20 min, 30/70 for 
10 min). 

 
Compound 32 

 

 
 

Chemical Formula: C47H78N12O15 

MW: 1051.21 g.mol-1 

 
The linear peptide precursor 32 was synthesised following procedure A, without using 

the building block. 
 

Compound 33 

 

 
 

Chemical Formula: C47H76N12O14 

MW: 1033.20 g.mol-1 

 
The linear peptide 32 (mmol) was cyclised following procedure B to obtain the 

cyclodecapeptide 33. 
 

Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 7.9 min (nucleosil, A/B, linear gradient: 5% to 100% of B in 15 
min) 
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Compound 34 

 

 
 

Chemical Formula: C42H68N12O12 

MW: 933.08 g.mol-1 

 
The cyclodecapeptide 33 was deprotected following procedure C1 to obtain the 

compound 34. 
 

Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 8.2 min (nucleosil, A/B, linear gradient: 5% to 60% of B in 15 
min) 

 
Compound 35 

 

 
 

Chemical Formula: C54H89N13O16 

MW: 1176.38 g.mol-1 

 
The cyclodecapeptide 35 was obtained following procedure E.  
 

Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 7.5 min (nucleosil, A/B, linear gradient: 5% to 100% of B in 15 
min) 

 
Compound 36 

 

 
 

Chemical Formula: C41H69N13O12 

MW: 936.08 g.mol-1 

 

The cyclodecapeptide 35 (0.245 g, 0.2 mmol) was deprotected using the procedure C2 
and then the procedure C1 to obtain the peptide 36 (0.180 g, 92%).  

 
Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 10.2 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 20 min, 30/70 for 
10 min). 
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Compound 37 

 

 
 

Chemical Formula: C40H64N12O12 

MW: 905.02 g.mol-1 

 
The Ser of the cyclodecapeptide 36 (0.076 g, 0.08 mmol) were oxidized following 

procedure D to obtain the compound 37 (0.018 mg, 25%). 
 

ES-MS: calculated mass = 904.48; found m/z: 924.6 [M+H2O+H]+(hydratation of the 
aldehyde) 

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity = 100%; Rt = 10.5 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 
20 min, 30/70 for 10 min). 

 

I.4) Assemblage des glyconconjugués 

 
Oxime coupling: Procedure F 
To a solution of the cyclodecapeptide with aldehyde functions in 0.1% TFA in H2O 

(10 mM), the aminooxy carbohydrate (2 eq./aldehyde) was added. The reaction mixture was 
stirred 3 to 10 hours at 30°C and monitored by analytical RP-HPLC (linear gradient: 95/5 to 
0/100 A/B in 20 min). The crude mixture was directly purified by preparative RP-HPLC (same 
gradient) without additional treatment to give, after lyophilisation, the glycoconjugate as a 
white powder. 

 
Labelling with the fluorescent probe sulfo-cyanine5-NHS: Procedure G 
To a solution of the glycoconjugate in anhydrous DMF which pH was set on 8 thanks to 

DIPEA (1 mL) under inert atmosphere (argon), the sulfo-cyanine 5-NHS (1.2 eq.) was added. 
The mixture was stirred 2 hours at room temperature, without light, and the reaction was 
monitored by analytical RP-HPLC (linear gradient: 95/5 to 0/100 A/B in 20 min). After 
evaporation under reduced pressure, the crude compound was purified by RP-HPLC (same 
gradient). 
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Compound 38: CP4α   

 

 
 

Chemical Formula: C87H141N23O38 

MW: 2117.21 g.mol-1 

 
The peptide 17 and the GalNac oxyamine 10 were assembled to obtain the 

glycoconjugate 38 (0.02 g, 0.01 mmol, 87%) following procedure F. 
 
ES-MS: calculated mass = 2115.98; found m/z: 2116.9 [M+H]+; 2139.1 [M+Na]+; 2155.1 

[M+K]+; 1059.6 [M+2H]2+  
 
Analytical C18 RP-HPLC: purity = 100% ; Rt = 10.2 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 

30/70 in 20 min, 30/70 for 10 min). 
 

Compound 39: CP4α-Cy5  

 

 
 

Chemical Formula: C119H176N25O45S2
-

 

MW: 2740.97 g.mol-1 

 
The labelled glycoconjugate 39 (5.5.10-4 g, 0.2 mmol, 20%) was obtained following 

procedure G. 
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ES-MS: calculated mass = 2739.17; found m/z: 1371 [M+3H]2+; 914.9 [M+4H]3+; 1262.6 
[M-GalNAc+2H]2+; 1153.6 [M-2GalNAc+2H]2+( sugar fragmentation -203 not seen RP-HPLC). 

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity = 100%; Rt = 12.4 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 
20 min, 30/70 for 10 min). 

 
Compound 40: CP4β  

 

 
 

Chemical Formula: C87H141N23O38 

MW: 2117.21 g.mol-1 

 
The peptide 17 and the GalNac oxyamine 11 were assembled to obtain the 

glycoconjugate 40 (0.0059 g, 0.003 mmol, 66%) following procedure F. 
 

ES-MS: calculated mass = 2115.98 ; found m/z: 1059.6 [M+2H]+; 950 [M+-GalNAc+H]+ (sugar 
fragmentation -203 not seen RP-HPLC).  

 
Analytical C18 RP-HPLC: Rt = 7.2 min (nucleosil, A/B ; 5 to 10 % of B in 20 min).  

 
Compound 41: CP4β-Cy5 

 

 
 

Chemical Formula: C119H176N25O45S2
-
  

MW: 2740.97 g.mol-1 
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The labelled glycoconjugate 41 (0.8.10-3 g, 0.3 mmol, 34%) was obtained following 

procedure G. 
 

ES-MS: calculated mass = 2739.17; found m/z: 1404.6 [M+3Na+H]2+; 1401.6 [M+Na+K+H]2+; 
1393.6 [M+2Na+H]2+; 942.3[M+2Na+K+H]3+ 

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity = 98.3%; Rt= 9 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 
20 min, 30/70 for 10 min).  

 
Compound 42: CP4pegα 

 

 
 

Chemical Formula: C111H185N27O50 

MW: 2694.84 g.mol-1 

 
The peptide 25 and the GalNac oxyamine 10 were assembled to obtain the 

glycoconjugate 42 (3.1.10-3 g, 1.15.10-3 mmol, 52%) following procedure F. 
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Compound 43: CP4pegα-Cy5 
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Chemical Formula: C143H220N29O27S2
-
  

MW: 3321,60 g.mol-1 

 
 

The labelled glycoconjugate 43 (1.26.10-3 g, 3.8.10-4 mmol, 35%) was obtained 
following procedure G. 

 
ES-MS: calculated mass = 3319,47; found m/z: (ES+) 1661.8 [M+3H]2+; 1108.5 [M+4H]3+; (ES-) 
1716.5 [44-H+TFA]2- 

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity = 98%; Rt =12.5 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 20 
min, 30/70 for 10 min). 
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Compound 44: CP4βGal  

 

  
 

Chemical Formula: C79H129N19O38  
MW: 1953.00 g.mol-1 

 
The peptide 17 and the galactose oxyamine were assembled to obtain the 

glycoconjugate 44 (2.6.10-3 g, 1.33.10-3 mmol, 33%) following procedure F. 
 

ES-MS: calculated mass = 1951,87; found m/z: 1952.24 [M+H]+; 976.82 [M+2H]2+ 
 

Compound 45 : CP4βGal-Cy5 

 

 
 

Chemical Formula: C111H164N21O45S2
-
  

MW: 2576.76 g.mol-1 

 
The labelled glycoconjugate 45 (1.26.10-3 g, 3.8.10-4 mmol, 35%) was obtained 

following procedure G. 
 

ES-MS: calculated mass = 2575.06; m/z: 1319.6 [M+Na+K+H]2+; 1311.6 [M+2Na+H]2+; 1308.6 
[M+K+2H]2+; 1300.5 [M+Na+2H]2+; 1289.5 [M+3H]2+; 867.7 [M+Na+3H]3+;  

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity = 100%; Rt = 12.4 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 20 
min, 30/70 for 10 min).) 
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Compound 46: CP4βLac  

 

 
 

Chemical Formula: C103H169N19O58  
MW: 2601.56 g.mol-1 

 
The peptide 17 and the lactose oxyamine were assembled to obtain the 

glycoconjugate 46 (2.7.10-3 g, 1.04.10-3 mmol, 25%) following procedure F. 
 

ES-MS: calculated mass = 2600.09; found m/z: 2602.01 [M+H]+; 1301.3 [M+2H]+ 
 

Analytical C18 RP-HPLC: purity = 100% ; Rt = 9.3 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 
20 min, 30/70 for 10 min). 
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Compound 47: CP4βLac-Cy5 
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Chemical Formula: C135H204N21O65S2
-
  

MW: 3225.32 g.mol-1 

 
The labelled glycoconjugate 47 (0.51.10-3 g, 1.58.10-4 mmol, 21%) was obtained 

following procedure G. 
 

ES-MS: calculated mass = 3223.28; found m/z: (ES+) 1643.7 [M+Na+K+H]2+; 1096.3 
[M+Na+K+2H]3+; (ES-) 3225 [M]-; 1611.7 [M-H]2-; 1074 [M-2H]3- 

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity = 90% ; Rt = 12.4 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 
20 min, 30/70 for 10 min). 

 
Compound 48: CP3α  

 

 
 

Chemical Formula: C74H120N20O31  
MW: 1785.86 g.mol-1 
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The peptide 31 and the GalNac oxyamine 10 were assembled to obtain the 
glycoconjugate 48 (0.01 g, 0.01 mmol, 87%) following procedure F. 

 
ES-MS: calculated mass = 1784.84; found m/z: 1786.65 [M+H]+; 1582.61 [M+H-GalNAc]+; 
1379.67 [M+H-2GalNAc]+; 893.4 [M+2H]2+; 791.82 [M+2H-GalNAc]2+( sugar fragmentation -
203 not seen RP-HPLC)  

 
Compound 49: CP3α-Cy5  

 

 
 

Chemical Formula: C106H155N22O38S2
-
  

MW: 2409.64 g.mol-1 

 
The labelled glycoconjugate 49 (0.51.10-3 g, 1.58.10-4 mmol, 21%) was obtained 

following procedure G. 
 

ES-MS: calculated mass = 2408.03; found m/z: (ES+) 2571.2 [M+2Na+TFA]+ ; 2448.3 
[M+K+H]+; 1236.5 [M+Na+K+H]2+; 830.3 [M+2K+2H]3+; (ES-) 2408.7 [M]-; 1203.6 [M-H]2- 

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity = 100% ; Rt = 14.4 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 
20 min, 30/70 for 10 min). 
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Compound 50: CP3β  

 

 
 

Chemical Formula: C74H120N20O31  
MW: 1785.86 g.mol-1 

 
The peptide 31 and the GalNac oxyamine 11 were assembled to obtain the 

glycoconjugate 50 (0.006 g, 0.01 mmol, 61%) following procedure F. 
 

ES-MS: calculated mass = 1784.84; found m/z: 1786.45 [M+H]+; 1582.61 [M+H-GalNAc]+; 
1380.62 [M+H-2GalNAc]+; 893.67 [M+2H]2+; 791.82 [M+2H-GalNAc]2+ ( sugar fragmentation -
203 not seen RP-HPLC). 

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity = 100% ; Rt = 10.2 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 
20 min, 30/70 for 10 min).  

 
Compound 51: CP3β-Cy5 

 

 
 

Chemical Formula: C106H155N22O38S2
-
  

MW: 2409.64 g.mol-1 

 
The labelled glycoconjugate 51 (0.51.10-3 g, 1.58.10-4 mmol, 21%) was obtained 

following procedure G. 
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ES-MS: calculated mass = 2408.03; found m/z: (ES+) 2571.2 [M+2Na+TFA]+; 2449.3 
[M+K+H]+; 1236.4 [M+Na+K+H]2+; 830.1 [M+2K+2H]3+; (ES-) 2408.8 [M]-; 1222.0 [M+Cl]2-; 
1203.5 [M-H]2- 

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity = 100% ; Rt = 14.2 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 30/70 in 
20 min, 30/70 for 10 min). 

 
Compound 52: CP1α  

 

 
 

Chemical Formula: C74H120N20O31  
MW: 1123.23 g.mol-1 

 
The peptide 37 and the GalNac oxyamine 10 were assembled to obtain the 

glycoconjugate 52 (0.006 g, 0.01 mmol, 61%) following procedure F. 
 

ES-MS: calculated mass = 1122.57; found m/z: 1123.7 [M+H]+; 1275.6 [M+TFA+K]+; 562.5 
[M+2H]2+ 

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity = 100% ; Rt = 8 min (nucleosil, A/B, linear gradient 5 to 100 % 
B in 20).  
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Compound 53: CP1α-Cy5 

 

 
 

Chemical Formula: C80H113N16O24S2
-
  

MW: 1746.99 g.mol-1 

 
The labelled glycoconjugate 53 (0.51.10-3 g, 1.58.10-4 mmol, 21%) was obtained 

following procedure G. 
 
ES-MS: calculated mass = 1745.76; found m/z: (ES+) 1748.01 [M+2H]+; 875.09 

[M+3H]2+; (ES-) 1746.88 [M]-; 873.00 [M-H]2- 
 
Analytical C18 RP-HPLC: purity = 97.4%; Rt = 13.1 min (Purosphère, A/B, 100/0 to 

30/70 in 20 min, 30/70 for 10 min). 
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 Synthèse des composés de la famile T II -

II.1) Généralités 

II.1.a - Réactifs 

Tous les réactifs de départ et les solvants sont commerciaux. Ils ont été commandés 
chez Aldrich, Flucka, Acros, Interchim, Bachem ou Invitrogen. Aucune purification n’a été 
mise en œuvre avant l’utilisation de ces produits. Les solvants anhydres ont été utilisés de la 
même façon, sans purification avant manipulation. Toutes les solutions aqueuses ont été 
préparées avec de l’eau ultrapure filtrée et purifiée par osmose inverse en utilisant le 
système d’osmose-inverse Millipore MilliQ cartridge (résistivité 18 MΩcm). 

Les solvants ont été dégazés par bullage d’Argon pendant 3h minimum. Le tamis 
moléculaire a été activé pas chauffage à 200°C sous vide pendant 24h. Enfin, de l’argon a été 
utilisé pour les manipulations sous atmosphère inerte. 

 

II.1.b - Equipements 

- Chromatographie 
Les chromatographies sur couche mince ont été réalisées sur gel de silice 60 F254 

(Merck). Pour révéler ces plaques, nous avons utilisé une lampe UV, une solution au KMnO4, 
une solution de H2SO4 à 10% dans l’éthanol, ou de la ninhydrine. 

Les chromatographies sur colonne ont été réalisées avec du gel silice, préparé à base 
de silice 60 F254 (Merck, 40-63 µm).  

Les HPLC analytiques et préparatives ont été réalisées sur un système VWR, avec une 
colonne Purosphere RP18 (L = 250 mm, Ø = 4.6 mm et p = 5 μm pour la colonne analytique; 
L = 250 mm, Ø = 50 mm et p = 10 μm pour la colonne préparative) et Chromolith RP18 
(L= 250 mm, Ø = 4.6 mm et p = 5 μm pour la colonne analytique ; L = 250 mm, Ø = 50 mm et 
p = 10 μm pour la colonne préparative). Des débits de 1 mL/min ont été utilisés pour l’HPLC 
analytique et 15 et 30 mL/min pour les colonnes purosphères et chromolith respectivement 
pour l’HPLC préparative. Une détection UV à 214 nm (et 600 nm en présence de 
fluorophore) permet d’acquérir le chromatogramme. Les solvants utilisés sont l’eau, 
l’acétonitrile ou les solvants A et B (A : H2O / 0,01% TFA ; B : CH3CN / 0,01% TFA / 10% H2O). 
Les échantillons sont filtrés avant injection sur filtre 0.45 µM. 

 
- Caractérisations 

Les spectres de RMN 1H et 13C ont été acquis sur un spectromètre Bruker Avance DMX 
200, 400, et 500, et Mercury Varian 400. Les déplacements chimiques (δ) sont exprimés en 
parties par million (ppm). Plusieurs abréviations sont utilisées pour décrire les spectres : 
s (singulet), d (doublet), dd (doublet de doublets), t (triplet), q (quadruplet), m (multiplet). 
La configuration anomérique est établie à partir des constantes de couplage J1,2 et des 
déplacements chimiques. 

 
Les spectres de masse ont été enregistrés sur un spectromètre Finigan LXQ à trappe 

d’ions en mode d’ionisation électrospray (THERMO Scientific, San Jose, USA). 
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II.2) Synthèse de sucres modifies avec une chaine Peg en bras 

espaceur 

The whole procedure for Chel2 synthesis was optimized and described by Pujol et al.12 
and the L5 chelating unit by Jullien et al.72  

 
Compound 54: Tetra-O-acetyl-2-acetamido-2-deoxy-D-galactopyrannose 

Adapted from the procedure described by Wu et al.259 
 

 
 

Chemical Formula: C16H23NO10 
MW: 389.36 g.mol-1 

 
To a solution of commercial N-acetyl-D-Galactosamine (1.00 g, 4.52 mmol, 1 eq.) in 

acetic anhydride (4.1 mL, 42.9 mmol, 9.5 eq.) under inert atmosphere, pyridine (6.33 mL, 
78.4 mmol, 17 eq.) was added. The reaction was stirred for 12 hours at room temperature 
and monitored by Thin Layer Chromatography (TLC) (SiO2, ethyl acetate). Then, the reaction 
mixture was poured into ice water (50 mL), and this mixture was extracted twice with CH2Cl2 

(70 mL). The organic fraction was washed with brine (2 × 50 mL), dried over anhydrous 
Na2SO4, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude compound 54 
(m = 1.70 g, 98%, Rf = 0.6) as an orange oil was used without purification. 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm =  6.22 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H-1); 5.43 (d, J = 3.2 Hz, 1H, 
H-4); 5.37 (d, J = 9.2 Hz, 1H, NH); 5.23 (dd, J = 3.2 and 11.5 Hz, 1H, H-3); 4.74 (ddd, J = 3.6 Hz, 
9.2Hz and 11.5 Hz, 1H, H-2); 4.21-4.23 (m, 1H, H-5); 4.07, 4.12 (ABX, JBX = 6.6 Hz, JAX= 6.9 Hz, 
JAB = 11.2 Hz, 2H, H-6); 2.18 (s, 6H, 2×COCH3); 2.04 (s, 6H, 2×COCH3); 1.95 (s, 3H, COCH3). 

 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 171.53 (CO); 170.68 (CO); 170.522 (CO); 170.30 
(CO); 169.07 (CO); 91.69 (C-1); 68.87 (C-5); 68.15 (C-3); 67.01 (C-4); 61.60 (C-6); 47.33 (C-2); 
23.53 (CH3); 21.28 (2×CH3); 21.00 (2×CH3). 

 
Compound 55: 3,4,6-tri-O-acetyl-1,2-oxazole-2-deoxy-D-galactopyrannosyl 

Adapted from the procedure described by Wu et al.259 and by Westerlind et al.175 
 

 
 

Chemical Formula: C14H19NO8 

MW: 329.31 g.mol-1 
 
To a solution of compound 54 (1.72 g, 4.41 mmol) in anhydrous CH2Cl2 (20 mL) under 

argon, TMSOTf (2.7 mL, 15 mmol, 3.4 eq.) was added dropwise. The reaction mixture was 
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stirred overnight at 45°C and monitored by TLC (SiO2, CH2Cl2/EtOH, 95/5, v/v). Then at 0◦C, 
Et3N (2.15 mL, 15.4 mmol, 3.5 eq.) was slowly added. The reaction mixture was diluted with 
CH2Cl2 (50 mL) and washed with saturated aqueous NaHCO3 solution (until basic pH, 
3 × 50 mL) and brine (2×50 mL). The organic fraction was dried over Na2SO4, filtrated and 
concentrated under reduced pressure. The crude product 55 (1.90 g, Qtt) was used without 
purification. 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 5.99 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H-1); 5.46 (t, J = 3.0 Hz, 1H, 
H-4); 4.91 (dd, J = 3.3 and 7.4 Hz, 1H, H-3); 4.23-4.27 (m, 1H, H-5); 4.11 and 4.20 (ABX, 
JAX = 5.8 Hz, JBX = 7.0 Hz, JAB = 11.2 Hz, 2H, H-6); 3.98-4.02 (m, 1H, H-2); 2.12 (s, 3H, COCH3); 
2.07 (s, 6H, 2×COCH3); 2.06 (s, 3H, COCH3). 

 
Compound 56: 3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamido-2-deoxy-β-D-galactopyranosyl 2-[2-(2- 
 chloroethoxy)ethoxy]ethyl 

Adapted from the procedure described by Wu et al.259 and by Westerlind et al.175 
 

 
 

Chemical Formula: C20H32 ClNO11 

MW: 497.92 g.mol-1 
 
To a solution of the crude product 55 (4.41 mmol) in anhydrous CH2Cl2 (20 mL), 

molecular sieves 4 Å and 2-(2-(2-chloroethoxy)ethoxy)ethanol (1.1 ml, 7.28 mmol, 1.65 eq.) 
were added under argon. The reaction mixture was stirred 30 minutes at room temperature. 
Then, TMSOTf (0.48 ml, 2.65 mmol, 0.6 eq.) was added. The reaction was stirred overnight at 
room temperature and monitored by TLC (SiO2, ethyl acetate/EtOH/AcOH, 8/0.2/0.2, v/v/v). 
Then, at 0◦C, Et3N (0.49 mL, 3.44 mmol, 0.79 eq.) was added. The mixture was filtered, 
diluted in CH2Cl2 (100 mL) and the organic layer was washed with saturated aqueous 
NaHCO3 solution (until basic pH, 2×50 mL) and brine (3×50 mL). The organic fraction was 
dried over Na2SO4, filtrated and concentrated under reduced pressure. The crude product 
(2.75 g) was purified by column chromatography on silica gel (110g, ethyl 
acetate/AcOH/EtOH: 8/0.2/0.2) to give the compound 56 (1.167 g, 55%). 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 6.22 (d, J = 9.9 Hz, 1H, NH); 5.30-5.33 (d broad, 
J = 3.2 Hz, 1H, H-4); 5.00 (dd, J = 3.4 and 11.2 Hz, 1H, H-3); 4.82 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1); 
4.24-4.34 (m, 1H, H-2); 4.12 and 4.19 (ABX, JAX = 6.5 Hz, JBX = 6.9 Hz, JAB = 11.2 Hz, 2H, H-6); 
3.63-3.91 (m, 13H, 6×CH2 and H-5); 2.16 (s, 3H, COCH3); 2.05 (s, 6H, 2×COCH3); 1.99 (s, 3H, 
NHCOCH3). 

 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 171.01, 170.91, 170.85, 170.76 (4×CO); 102.80 
(C1); 72.25, 71.69, 71.45, 70.04, 70.97, 70.66 (4×CH2, C3 and C5); 68.00 (CH2); 67.05 (C4); 
61.96 (C6); 50.93 (CH, C2); 43.28 (CH2Cl); 23.70 (3×COCH3); 21.02 (NHCOCH3). 

 
ES-MS: calculated mass = 497.17; found m/z = 520.3 [M+Na]+ 
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Compound 57: 3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamino-2-deoxy-β-D-galactopyranosyl 2-[2-(2- 
 carbamimidoylthioethoxy)ethoxy]ethyl 

Adapted from the procedure described by Woehrle et al.294 
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Chemical Formula: C21H35N3O11S 

MW: 537.58 g.mol-1 
 
To a solution of 56 (0.299 g, 0.60 mmol) in degased water (5 mL), was added thiourea 

(0.101 g, 1.33 mmol, 2.2 eq.). The reaction mixture was stirred 24h at reflux (110°C) under 
argon and then directly engaged in the following step of the synthesis. 

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K, portion of reaction mixture): δ ppm = 5.35 (d, J = 3.2 Hz, 

1H, H-4); 5.05 (dd, J = 3.2 Hz, J = 11.1 Hz, 1H, H-3); 4.66 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1); 3.98-4.28 
(m, 4H, 2×CH2, H-5, H-6, H-2); 3.92 (t, J = 4.8 Hz, 2H, CH2-O); 3.72-3.82 (m, 8H 4×CH2); 3.31 
(t, J = 5.6 Hz, 2H, CH2S); 2.17 (s, 3H, COCH3); 2.05 (s, 3H, COCH3); 1.97 (s, 3H, COCH3); 1.94 (s, 
3H, COCH3). 

 
Compound 58: 2-(acetylamino)-2-deoxy-β-D-galactopyranosyl 2-[2-(2-mercaptoethoxy) 
 ethoxy]ethyl 

Adapted from the procedure described by Woehrle et al.294 and Koeller et al.295 
 

 
 

Chemical Formula: C14H27NO8S 

MW: 369.43 g.mol-1 
 
After dilution of the previous mixture (compound 57) (0.60 mmol) in degased MeOH 

(10 mL), NaOH (1M) was added until pH 9.6 under argon. The reaction was stirred at 85°C for 
7 hours. To maintain a pH at 9.6 during the reaction, an electrode was used (reference: 
Ag/AgCl in KCL 3 mol.L-1). The pH was controlled every 2 hours at room temperature and 
NaOH (1M) was added if pH < 9.6. Then, the pH was adjusted at 7 by adding HCl (1M) and 
the reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The crude product 58 
(0.30 g, Qtt) was used without further purification. 

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K) : δ ppm = 4.53 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-1); 3.96-4.00 (m, 1H, H-5); 
3.96 (d, J =3.2, 1H, H-4); 3.68-3.87 (m, 14H, 5xCH2, H-2, H-3, H-6,); 2.77 (t, J = 6.0 Hz, 2H, 
CH2-SH); 2.07 (s, 3H, NHCOCH3). 
(Crude product 5: 10% of dimerisation by-product: 2.9 (t, J = 8 Hz, 4H, 2×CH2S dimer)). 
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Compound 59: 2-(acetylamino)-2-deoxy-β-D-galactopyranosyl 2-[2-[2-(2-pyridinyldithio) 
 ethoxy]ethoxy]ethyl 

Adapted from the procedure described by Jones et al.293  
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Chemical Formula: C19H30N2O8S2 

MW: 478.57 g.mol-1 
 
To a solution of product 58 (0.60 mmol) in degased MeOH (15 mL), aldrithiol (0.396 g, 

1.8 mmol, 3 eq.) was added. The reaction was stirred 4 hour at room temperature under 
argon and was monitored by analytical RP-HPLC (Purosphere star, 100% water during 6 min 
and from 100% water to 50/50 water/acetonitrile in 16 min and 5 min at 50-50; 
Rt = 16.2 min). Then, the reaction mixture was concentrated and purified on RP-HPLC 
(water-acetonitrile). The product 59 was obtained as a white solid (0.096 g, 33% over 
3 steps) after lyophilisation. This product is sensitive to oxygen. 

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 8.40-8.44 (m, 1H, CH, Hpyr); 7.96 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 
CH, Hpyr); 7.86 (td, J = 1.8 Hz and 7.4 Hz, 1H, CH Hpyr); 7.25 (ddd, J = 0.8 Hz, 4.8 Hz and 7.2 
Hz, 1H, CH, Hpyr); 4.46 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1); 3.90-3.97 (m, 1H, H-3); 3.81 (d, J =3.2 Hz, 1H, 
H-4); 3.70-3.76 (m, 5H, H-2, 2×CH2); 3.72 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH2O); 3.58-3.65 (m, 4H, 2×CH2); 
3.53- 3.57 (m, 2H, H-6); 3.48 (ddd, J = 1.2 Hz, 5.2Hz and 6.4 Hz, 1H, H-5); 3.02 (t, J = 6 Hz, 2H, 
CH2S-S); 1.97 (s, 3H, NHCOCH3). 

 
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K) : δ ppm = 175.49 (CONH); 163.10 (Cpyr); 140.83, 123.74, 
123.59, 122.56 (4×CHpyr) ); 104.50 (CH, C-1); 78.12, 74.94, 72.97, 72.78, 71.11, 71.02, 63.88 
(C-3, C-4, C-5, C-6 5×OCH2); 55.68 (C-2); 41.20 (CH2S-S); 24.43 (CH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 478.12; found m/z: 479.2 [M+H]+; 501.3 [M+Na]+; 517.3 [M+K]+; 
276.2 [M-GalNAc+H]+ ( sugar fragmentation -203 not seen in NMR and RP-HPLC). 

 
Analytical RP-HPLC: purity = 99%, Rt = 16.2 min (gradient: 100% water during 6 min and from 
100% water to 50/50 water/acetonitrile in 16 min and 5 min at 50-50). 

 
Compound 60: 3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-deoxy-D-galactopyranosyl trichloroacetimidate 

Procedure adapted from Parry et al.267 
 

 
 

Chemical Formula: C14H17Cl3N4O8 
MW: 475.66 g.mol-1 
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To a solution of Tri-O-Acetyl-2-Azido-2-Deoxygalactose 5 (2.45 g, 7.40 mmol) in 
anhydrous dichloromethane (30mL) cooled at 0°C were added K2CO3 (5.11 g, 37.0 mmol, 
5 eq.) and trichloroacetonitrile (7.42 mL, 37.0 mmol, 5eq.). The reaction mixture was stirred 
16 hours at room temperature. The suspension was then filtered on a pad Celite and washed 
with CH2Cl2. The filtrate was concentrated in vacuo, and the dark brown residue was purified 
by column chromatography on silica gel (250 g, cyclohexane/ethyl acetate, 3/2, v/v) to 
afford compound 60  as a pale yellow oil (2.92 g, 83%) which was a mixture of α and β 
stereoisomers in a ratio 0.7:1 (as determined by 1H NMR spectroscopy). The individual 
stereoisomers were not isolated.  

 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 8.97 (s, 1H, NH); 6.52 (d, Jα = 3.4 Hz, 1H, H-1α); 
5.70 (d, Jβ = 8.9 Hz, 1H, H-1β); 5.54 (dd, Jα = 1.4 Hz, Jα = 3.2 Hz, 1H, H-4α); 5.41 (dd, Jβ = 1.2 Hz 
and 3.3 Hz, 1H, H-4β); 5.38 (dd, Jα = 3.1 Hz and 11.0 Hz, 1H, H-3α); 4.91 (dd, Jβ = 3.2 Hz and 
10.8 Hz, 1H,  H-3β); 4.42 (td, Jα = 1.2 Hz and 7.0 Hz, 1H, H-5α); 4.18-4.19 (m, 2H, H-6α); 4.07-
4.17 (m, 3H, H-5β, H-6β); 4.05 (m, 1H, H-2α); 3.98-4.02 (m, 1H, H-2β); 2.19 (s, 6H, 2×COCH3β), 
2.17 (s, 3H, COCH3β); 2.03 (s, 6H, 2×COCH3α); 2.01 (s, 3H, COCH3α).  

 
ES-MS: calculated mass: 474.01; found m/z: 497.1.0 [M+Na]+ ; 501.0 [M+K]+. 

 

Compound 61: 3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-deoxy-D-galactopyranosyl 2-[2-(2-chloroethoxy) 
 ethoxy]ethyl 

Procedure adapted from Parry et al.267 
 

 
Chemical Formula: C18H28 ClN3O11 

MW: 481.88 g.mol-1 
 

To a solution of Tri-O-Acetyl-2-Azido-2-Deoxy-D-galactopyranosyl trichloroacetamidate 
60 (2.42 g, 5.09 mmol) in Et2O/CH2Cl2 (25mL, 2/1, v/v) at -20°C under argon with molecular 
sieves (3 Å), 2-(2-(2-chloroethoxy)ethoxy)ethanol (1.11 mL, 7.63 mmol, 1.5 eq.) was added. 
Then TMSOTf (0.46 mL, 2.54 mmol, 0.5 eq.) was added dropwise and the reaction mixture 
was stirred 30 minutes at -20°C. Then the reaction was quenched by slow addition of Et3N 
(0.37 mL, 2.65 mmol, 1.92 eq.) at -20 °C. The mixture was filtered and the resulting filtrated 
concentrated under reduced pressure. The crude product (a mixture of α/β anomers, 1:0.7 
ratio determined by 1H NMR) was purified by column chromatography on silica gel (220 g, 
cyclohexane/ethyl acetate, 55/45, v/v) to give compound 61 (2.24 g, 91%). The individual 
stereoisomers were not isolated.  

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 5.44 (dd, Jα = 1.4 Hz and 3.5 Hz, 1H, H-4α); 5.38 
(dd, Jα = 3.1 Hz and 10.8 Hz, 1H, H-3α); 5.31 (dd, Jβ = 0.8 Hz and 3.8 Hz, 1H, H-4β); 5.08 
(d, Jα = 3.2 Hz, 1H, H-1α), 4.76 (dd, Jβ = 3.3 Hz and 11.0 Hz, 1H, H-3β); 4.49 (d, Jβ = 8.1 Hz, 1H, 
H-1β); 4.30 (td, Jα = 1.4 and 6.7 Hz, 1H, H-5α); 4.12-4.18 (m, 3H, H-5α, H-6α); 4.00-4.9 (m, 3H, 
H-5β, H-6β); 3.78 (m, 1H, H-2α); 3.76 (m, 1H, H-2β); 3.77-3.87 (m, 12H, 6×CH2β); 3.68-3.62 
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(m, 12H, 6×CH2α); 2.13 (s, 6H, 2×COCH3β); 2.14 (s, 3H, COCH3β); 2.04 (s, 6H, 2×COCH3α); 2.03 
(s, 3H, COCH3α).  

 
ES-MS: calculated mass: 481.15; found m/z: 504.2 [M+Na]+; 499.2 [M+NH4]+, 520.1 [M+K]+. 

 
Compound 62: 3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamino-2-deoxy-α-D-galactopyranosyl 2-[2-(2- 
 chloroethoxy)ethoxy]ethyl 

Procedure adapted from Renaudet et al.253 

 
Chemical Formula: C20H32ClNO11 

MW: 497.92 g.mol-1 
 

Compound 61 (2.15 g, 4.47 mmol) was dissolved in MeOH/Ac2O (49mL, ratio 9/1, v/v) 
and Pd/C (10%, 0.48 g, 1eq.) was added. The reaction was stirred at room temperature 
under atmosphere of hydrogen (1.6.105 Pa) during 4 hours. The catalyst was removed by 
filtration through a pad of celite and washed with methanol. The filtrate was concentrated in 
vacuo, and the dark residue (a mixture of α/β anomers, 1:0.7 ratio determined by 1H NMR) 
was purified by refrigerated column chromatography on silica gel (200 g, 
cyclohexane/acetone, 50/50, v/v) to afford a pure α stereoisomer, compound 62 as a 
colorless oil (0.710 g, 33%).  

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 5.81 (d, J = 9.9 Hz, 1H, NH); 5.37 (d broad, 
J = 0.7 Hz and 2.5 Hz 1H, H-4); 5.17 (dd, J = 3.5 Hz and 11.3 Hz, 1H, H-3); 4.90 (d, J  = 3.4 Hz, 
1H, H-1);  4.59 (ddd, J = 3.4 Hz, 4.0 Hz and 9.8 Hz, 1H, H-2); 4.24 (t, J = 6.3 Hz, 1H, H-5); 
4.04-4.14 (m, 2H, H-6); 3.64-3.86 (m, 12H, 6×CH2); 2.17 (s, 6H, 2×COCH3); 2.04 (s, 3H, 
COCH3); 1.97 (s, 3H, COCH3).  

 
ES-MS: calculated mass: 497.92; found m/z: 498.0 [M+H]+, 520.3 [M+Na]+ ; 536.2 [M+K]+. 

 
Compound 63: 3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamino-2-deoxy-α-D-galactopyranosyl 2-[2-(2- 
 carbamimidoylthioethoxy)ethoxy]ethyl 

Adapted from the procedure described by Woehrle et al.294 
 

 
Chemical Formula: C21H35N3O11S 

MW: 537.58 g.mol-1 
 
To a solution of 62 (0.350 g, 0.703 mmol) in degased water (5.6 mL), was added 

thiourea (0.118 g, 1.55 mmol, 2.2 eq.). The reaction mixture was stirred 24h at reflux 110°C 
under argon and then directly engaged in the following step of the synthesis. 
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1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K, portion of reaction mixture): δ ppm = 5.37 (m, 1H, H-1); 5.10 
(dd, J = 2.7 Hz and 11.1 Hz, 1H, H-3); 3.71-4.42 (m, 15 H, H-2, H-4, H-5, H-6, 5×CH2); 3.35 
(t, J = 5.2 Hz, 2H, CH2S); 2.18 (s, 3H, COCH3); 2.14 (s, 3H, COCH3); 2.09 (s, 3H, COCH3); 2.06 
(s, 3H, COCH3). 

 
Compound 64: 2-acetamido-2-deoxy-α-D-galactopyranosyl 2-[2-(2-mercaptoethoxy) 
 ethoxy]ethyl 

Adapted from the procedure described by Woehrle et al.294 and Koeller et al.295 
 

 
Chemical Formula: C14H27NO8S 

MW: 369.43 g.mol-1 
 
After dilution of the previous mixture (compound 63) (0.703 mmol) in degased MeOH 

(11 mL), NaOH (1M) was added until pH 9.6 under argon. The reaction was stirred at 85°C for 
5 hours. To maintain a pH at 9.6 during the reaction, an electrode was used (reference: 
Ag/AgCl in KCL 3 mol.L-1). The pH was controlled every 2 hours at room temperature and 
NaOH (1M) was added if pH < 9.6. Then, the pH was adjusted at 7 by adding HCl (1M) and 
the reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The crude product 64 
(0.300 g, Qtt) was used without further purification. 

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 5.15 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-1); 3.65-4.27 (m, 16H, 
5×CH2 and H-2, H-3, H-4, H-5, H-6); 2.76 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH2-SH); 2.04 (s, 3H, NHCOCH3). 

 
Compound 65: 2-(acetylamino)-2-deoxy-α-D-galactopyranosyl 2-[2-[2-(2-pyridinyldithio) 

 ethoxy]ethoxy]ethyl 

Adapted from the procedure described by Jones et al.293  
 

 
Chemical Formula: C19H30N2O8S2 

MW: 478.57 g.mol-1 
 
To a solution of product 64 (0.703 mmol) in degased MeOH (17 mL), aldrithiol (0.462 g, 

2.11  mmol, 3 eq.) was added. The reaction was stirred 3 hours at room temperature under 
argon and was monitored by analytical C18 RP-HPLC (Chromolith, 100% water during 6 min 
and from 100% water to 50/50 water/acetonitrile in 16 min and 5 min at 50-50; 
Rt = 16.2 min). Then, the reaction mixture was concentrated and purified on RP-HPLC 
(H2O/CH3CN: 100/0 for 6 min, 100/0 to 50/50 for 16 min and 50/50 for 5 min). The product 
65 was obtained as a pale yellow solid (0.152 g, 46% over 3 steps) after lyophilisation. 
This product is sensitive to oxygen. 
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1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 8.41-8.42 (m, 1H, Hpyr); 7.85-7.92 (m, 2H, Hpyr); 
7.30-3.34 (m, 1H, Hpyr); 4.91 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H-1); 4.19 (dd, J = 3.8 Hz and 10.9 Hz, 1H, 
H-3); 3.93-3.97 (m, 3H, H-5, H-6); 3.68-3.87 (m, 10H, 5×CH2); 3.58-3.67 (m, 2H, H-2, H-4); 
3.06 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH2S); 2.04 (s, 3H, NHCOCH3).  

 
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K) : δ ppm = 174.49 (CONH); 148.98 (Cpyr); 138.66, 121.86, 
121.15, 97.28 (4×CHpyr) ); 70.98 (CH, C-1); 69.68, 69.47, 69.28, 68.52, 68.03, 67.85, 66.56, 
61.25 (C-3, C-4, C-5, C-6, 5×OCH2); 49.80 (C-2); 37.76 (CH2S-S); 21.98 (CH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 478.12; found m/z: 479.2 [M+H]+; 501.3 [M+Na]+; 517.3 [M+K]+; 
276.2 [M-GalNAc+H]+ ( sugar fragmentation -203 not seen in NMR and RP-HPLC). 

 

Analytical RP-HPLC: purity = 99%, Rt = 14.8 min (gradient: 100% water during 6 min and from 
100% water to 50/50 water/acetonitrile in 16 min and 5 min at 50-50). 

 
Compound 66: 2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethanol 

Adapted from the procedure described by Legeay et al.297  
 

 
Chemical Formula: C6H13N3O3 

MW: 175.19 g.mol-1 
 
To a solution of 2-(2-(2-chloroethoxy)ethoxy)ethanol (2.50 g, 14.8 mmol) in anhydrous 

DMF (24 mL), sodium azide (1.93 g, 29.6 mmol, 2 eq.) was added under argon. The reaction 
mixture was stirred 16 hours at 80°C and monitored by TLC (SiO2, ethyl acetate). 
After evaporation under reduced pressure, the resulting residue was dissolved in ethyl 
acetate (150 mL) and the organic layer was washed with brine (1 × 100 mL), dried over 
Na2SO4, filtrated and concentrated under reduced pressure. The crude product 66 (2.30 g, 
87%, yellow oil) was used without any purification. 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 3.72 (t, J = 5.2 Hz, 2H, CH2); 3.66-3.68 (m, 6H, 
3×CH2); 3.60 (t, J = 4.8 Hz, 2H, CH2); 3.38 (t, J = 5.2 Hz, 2H, CH2N3); 2.37 (s, 1H, OH). 

 
Compound 67: 2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethanol  

Adapted from the procedure described by Lebeau et al.298  
 

 
Chemical Formula: C6H15NO3 

MW: 149.19 g.mol-1 
 
To a solution of 2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethanol 66 (2.36 g, 13.1 mmol) in THF 

(35 mL), triphenylphosphine (3.79 g, 14.4 mmol, 1.1 eq.) and water (0.425 mL, 23.6 mmol, 
1.8 eq.) were added. The reaction mixture was stirred 16 hours at room temperature and 
monitored by TLC (SiO2, CH2Cl2/ethyl acetate 50/50, v/v). After evaporation under reduced 
pressure, the resulting residue was dissolved in water (150 mL) and the aqueous layer was 
washed with toluene (2 × 100 mL) and concentrated under reduced pressure (azeotrope 
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with ethanol). The crude product 67 (2.00 g, Qtt, yellow oil) was used without any 
purification. 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 3.72 (t, J = 4.2 Hz, 2H, CH2); 3.65 (d, J = 5.2 Hz, 4H, 
2×CH2); 3.60 (q, J = 4.4 Hz, 2H, CH2); 3.54 (t, J = 4.8 Hz, 2H, CH2); 2.87 (t, J = 4.8 Hz, 2H, 
CH2N3); 2.07 (s broad, 3H, OH and NH2) 

 
Compound 68: 2-(2-(2-tert-butoxycarbonyl-aminoethoxy)ethoxy)ethanol 

Adapted from the procedure described by Howarth et al.299 and  Moreau et al.300 
 

 
Chemical Formula: C11H23NO5 

MW: 249.31 g.mol-1 
 
To a solution of crude 2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethanol 67 (13.1 mmol) in 

anhydrous ethanol (50 mL), Boc2O (3.14 g, 14.4 mmol, 1.1 eq.) was added. The reaction 
mixture was stirred 5 hours under argon at room temperature and monitored by TLC (SiO2, 
ethyl acetate). After evaporation under reduced pressure, the resulting residue was 
dissolved in ethyl acetate (100 mL) and the organic layer was washed with saturated 
aqueous NaHCO3 solution (1 × 75 mL), brine (50 mL) and water (50 mL). The aqueous layer 
was washed with ethyl acetate (3 × 50 mL) and the gathered organic fractions were 
concentrated under reduced pressure. The crude product 68 (3.30 g, Qtt, yellow oil) was 
used without any purification. 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 5.10 (s broad, 1H, NH); 4.10 (q, J = 5.6 Hz, 2H, 
CH2); 3.59-3.76 (m, 6H, 3×CH2); 3.55 (t, J = 5.2 Hz, 2H, CH2); 3.31 (d, J = 4.8 Hz, 2H, 
CH2-NHBoc); 2.48 (s broad, 1H, OH); 1.43 (s, 9H, NHCOOC(CH3)3). 

 
Compound 69: Boc-tert-butyle mercapto L-cystein-N-oxysuccinimide  

   

 
Chemical Formula: C16H26N2O6S2 

MW: 406.51 g.mol-1 
 
To a solution of commercial Boc-tert-butyle mercapto L-cystein (1.00 g, 3.23 mmol) in 

anhydrous acetonitrile (50 mL), N-hydroxysuccinimide (NHS, 0.520 g, 4.51 mmol, 1.4 eq.) 
and EDCI.HCl (0.803 g, 4.20 mmol, 1.3 eq.) were successively added. The reaction mixture 
was stirred 24 hours under argon at room temperature and monitored by TLC (SiO2, ethyl 
acetate). The product obtained as a white precipitate was filtrated and washed with diethyl 
ether and acetonitrile. The crude compound 69 (1.00 g, 77%) was used without any 
purification. 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 5.20-5.32 (m, 1H, NH); 4.85 (s broad, 1H, CH); 
3.19-3.30 (m, 2H, CH2-S); 2.84 (s, 4H, 2×CH2); 1.47 (s, 9H, NHCOO(CH3)3); 1.35 (s, 9H, 
SC(CH3)3). 



224 
 

Compound 70: 3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamino-2-deoxy-β-D-galactopyranosyl 2-[2-(2- 
 tert-butoxycarbonyl-aminoethoxy)ethoxy]ethyl 

Adapted from the procedure described by Wu et al.259 and by Westerlind et al.175 
 

 
Chemical Formula: C25H42N2O13 

MW: 578.61 g.mol-1 
 
To a solution of the crude product 55 (3.85 mmol) in anhydrous CH2Cl2 (15 mL), 

molecular sieves 4 Å was added and the solution was stirred 5 minutes at room temperature 
under argon. Then compound 68 (1.58 g, 6.36 mmol, 1.65 eq.) in anhydrous CH2Cl2 (5 mL) 
was added. The reaction mixture was stirred 30 minutes at room temperature under argon. 
Then, TMSOTf (0.42 ml, 2.31 mmol, 0.6 eq.) was added. The reaction was stirred overnight at 
room temperature and monitored by TLC (SiO2, ethyl acetate/EtOH, 95/5, v/v). Then, at 0◦C, 
Et3N (0.42 mL, 3.0 mmol, 0.78 eq.) was added. The mixture was filtered, diluted in CH2Cl2 
(200 mL) and the organic layer was washed with saturated aqueous NaHCO3 solution (until 
basic pH, 2 × 100 mL) and brine (1 × 150 mL). The organic fraction was dried over Na2SO4, 
filtrated and concentrated under reduced pressure. The crude product (3.10 g) was purified 
by column chromatography on silica gel (300 g, ethyl acetate/EtOH, 98/2, v/v) to give the 
compound 70 (1.386 g, 62%) as a yellow oil. 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 6.38 (s broad, 1H, NH); 5.32 (d, J = 3.2 Hz, 1H, 
H-4); 5.11(s broad, 1H, NH); 4.81 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1), 4.13-4.16 (m, 2H, O-CH2-CH2-NH); 
3.90-3.93 (m, 3H, H-5, H-6); 3.80-8.84 (m, 1H, H-2); 3.59-3.69 (m, 10H, (CH2-CH2-O)2, H-3); 
3.32 (s large, 2H, CH2-NH-Boc); 2.15 (s, 3H, COCH3); 2.04 (s, 3H, COCH3); 2.00 (s, 3H, COCH3); 
1.96 (s, 3H, COCH3); 1.44 (s, 9H, NHCOO(CH3)3). 

 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 170.37, 170.45, 170.74 (3×CO); 156.15 (COO); 
101.96 (C-1); 77.34 (C(CH3)3); 71.43 (C-3); 70.12, 70.29, 70.46, 70.67, 70.84 (CH2O); 68.56 
(C-5); 66.82 (C-4); 61.61 (CH2); 50.91 (C-6); 40.14 (C-2); 28.41 (3×C(CH3)3); 23.16 (CH3); 20.76 
(CH3); 20.70 (2×CH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 578.27; found m/z: 578.9 [M+H]+; 601.3 [M+Na]+; 617.3 [M+K]+ 

 
Compound 71: 3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamino-2-deoxy-β-D-galactopyranosyl 2-[2-(2- 
 aminoethoxy)ethoxy]ethyl 

 

 
Chemical Formula: C20H34N2O11 

MW: 478.50 g.mol-1 
 
To a solution of compound 70 (0.300 g, 0.518 mmol) in anhydrous CH2Cl2 (20 mL), TFA 

(1.985 mL, 25.9 mmol, 50 eq.) and Et3SiH (0.250 mL, 1.55 mmol, 3 eq.) were added. The 
reaction mixture was stirred 5 hours at room temperature under argon. After evaporation 
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under reduced pressure, the crude compound 71.TFA (0.300 g, 98%, orange oil) was used 
without any purification. 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 9.08 (s broad, 3H, NH3

+); 7.06 (d, J = 8.8 Hz, 1H, 
NH); 5.38 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H-4); 5.19 (dd, J = 3.2 Hz and 11.2 Hz, 1H, H-3); 4.78 (d, J = 8.4 Hz 
1H, H-1); 4.24-4.32 (m, 1H, H-2); 4.13-4.22 (m, 3H, H-5, H-6); 3.90-3.94 (m, 2H, 
O-CH2-CH2-NH); 3.63-4.08 (m, 8H, (CH2-CH2-O)2); 3.28 (d large, J= 4.8 Hz, 2H, CH2-NH2); 2.16 
(s, 3H, COCH3); 2.07 (s, 3H, COCH3); 2.04 (s, 3H, COCH3); 2.00 (s, 3H, COCH3).  
 
ES-MS: calculated mass: 478.22; found m/z: 479.3 [M+H]+ 

 
Compound 72  

 

 
 

Chemical Formula: C32H55N3O14S 

MW: 769.31 g.mol-1 
 
To a solution of compound 71 (20+TFA; 0.200 g, 0.337 mmol) in anhydrous acetonitrile 

(7 mL), compound 69 (0.151 g, 0.371 mmol, 1.1 eq.) and DIPEA (until pH7) were added under 
argon. The reaction mixture was stirred 20 hours at room temperature under argon. 
After evaporation under reduced pressure, the crude product was purified by column 
chromatography on silica gel (20 g, CH2Cl2/EtOH, 98/2, v/v) to give compound 72 (0.183 g, 
71%). 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 6.97 (m, 1H, NH-Boc); 6.59 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-1); 
5.44 (m, 1H, H-4); 5.34 (t, J = 3.6 Hz,1H, NH); 5.17 (dd, J = 3.6 Hz and 10.8 Hz, 1H, H-5); 4.86 
(t, J=7.2 Hz, 1H, H-3); 4.37 (m, 1H, H-2); 4.08-4.18 (m, 2H, H-6); 3.94 (s, 3H, CH); 3.83 (m, 2H, 
CH2); 3.57-3.65 (m, 8H, 4×CH2O); 3.47 (m, 2H, CH2-S-S); 3.07 (m, 2H, CH2-NH); 2.14 (s, 3H, 
COCH3); 2.04 (s, 3H, 2×COCH3); 1.98 (s, 3H, NHCOCH3); 1.44 (s, 9H, 3×CH3, NHCOO(CH3)3), 
1.33 (s, 9H, 3×CH3, SC(CH3)3). 

 
Compound 73  

 

 
Chemical Formula: C27H47N3O12S2 

MW: 669.8 g.mol-1 
 
To a solution of compound 72 (0.180 g, 0.233 mmol) in anhydrous CH2Cl2 (9 mL), TFA 

(0.895 mL, 11.7 mmol, 50 eq.) and Et3SiH (0.112 mL, 0.701 mmol, 3 eq.) were added. The 
reaction mixture was stirred 3 hours at room temperature under argon and monitored by 
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TLC (SiO2, CH2Cl2/EtOH, 90/10, v/v). After evaporation under reduced pressure, the crude 
compound 73.TFA (0.180 g, 100%) was used without any purification. 

 
1H NMR (CD3CN, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 7.49 (m, 1H, NH); 6.73 (t, J = 10.6 Hz, 1H, NH); 
5.32 (d, J=3.2 Hz, 1H, H-4); 5.02 (td, J = 3.6 and 11.2 Hz, 1H, H-3); 4.56 (td, J = 3.2 Hz and 10.4 
Hz, 1H, H-2); 3.25-4.24 (m, 17H, 6×CH2, CH, H-1, H-5, H-6); 3.12-3.25 (m, 2H, CH2-S-S); 
1.92-1.97 (m, 12H, 4×COCH3); 1.36 (s, 3H, SC(CH3)3).  

 
ES-MS: calculated mass: 669.26; found m/z: 670 [M+H]+, 692 [M+Na]+, 695 [M+K]+, 628 
[M-1Ac+H]+, 650 [M-1Ac+Na]+, 586 [M-2Ac+H]+, 608 [M-2Ac+Na]+. 

 
Compound 74  

Adapted from the procedure described by Sallas et al.321 
 

 
Chemical Formula: C21H41N3O9S2 

MW: 543.69 g.mol-1 
 
To a solution of crude compound 73 (0.500 mmol) in anhydrous methanol (2 mL), 

sodium methoxide (0.5 N in MeOH, 0.344 mL, 0.170 mmol, 1.5 eq.) was added. The reaction 
mixture was stirred overnight at room temperature under argon and monitored by TLC (SiO2, 
CH2Cl2/EtOH, 70/30, v/v). Then, water (1mL) was added and the mixture was evaporated 
under reduced pressure. The obtained crude compound 74 (0.250 g, 92%) was used without 
any purification. 

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 4.50 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1); 4.02-4.6 (m, 1H, H-5); 
3.96 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H-4); 3.67-3.93 (m, 14H, 5×CH2-O, H-6, H-2, H-3); 3.40-3.52 (m, 2H, 
CH2S-S); 3.04 (d, J = 6.4 Hz, 2H, CH2-NH); 2.07 (s, 3H, NHCOCH3); 1.37 (s, 3H, SC(CH3)3). 

 
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 174.71, 175.54 (2×CO); 101.56 (C-1); 75.13 
(C(CH3)3); 71.10 (C-3); 67.83, 68.77, 68.90, 69.48, 69.70 (5x O-CH2-CH2, C-5,); 60.98 (C-4); 
54.26 (C-6); 52.40 (C-2); 44.11 (CH2-NH); 39.04 (CH2S-S); 28.98 (3×CH3 tBu); 22.28 (CH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 543.23; found m/z: 566.3 [M+Na]+, 341 [M-GalNAc+H]+, 363 
[M-GalNAc+Na]+ ( sugar fragmentation -203 not seen in NMR and RP-HPLC). 

 
Compound 75: 2-(2-(2-chloroethoxy)ethoxy)prop-2-yne 

Adapted from the procedure described by Piron et al.302  
 

 
Chemical Formula: C7H11ClO2 

MW: 161.61 g.mol-1 
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The 2-(2-(2-chloroethoxy)ethoxy)ethanol (1.50 g, 12.04 mmol) was added dropwise to 
a solution of NaH (60%, 0.963 g, 24.08 mmol, 2 eq.) in anhydrous THF (30 mL) cooled 
at -78°C, under argon. The reaction mixture was stirred 15 minutes at -78°C. Then, a 
propargyl bromide solution (80% in toluene, 0.476 mL, 13.24 mmol, 1.1 eq.) was slowly 
added and the reaction mixture was allowed to slowly reach the room temperature. The 
reaction mixture was stirred overnight at room temperature and monitored by TLC (SiO2, 
hexane/ether, 80/20, v/v). Then, water (20 mL) was slowly added and the mixture was 
extracted with CH2Cl2 (2 × 40 mL). The gathered organic fractions were dried over Na2SO4, 
filtrated and concentrated under reduced pressure. The crude product (2.80 g, orange oil) 
was purified by column chromatography on silica gel (130 g, hexane/ether, 80/20, v/v) to 
give the compound 75 (1.75 g, 89%, yellow oil). 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 4.21 (d, J = 2.4 Hz, 2H, CH2O); 3.76 (t, J = 6.0 Hz, 
2H, CH2); 3.70 (s, 4H, 2×CH2); 3.64 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH2); 2.43 (s, 1H, CH). 

 
Compound 76: 3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamino-2-deoxy-β-D-galactopyranosyl azide 

Adapted from Szilagyi et al.303 
 

 
Chemical Formula: C14H20N4O8 

MW: 372.33 g.mol-1 
 
To a solution of compound 54 (0.800 g, 2.05 mmol) in anhydrous CH2Cl2 (10 mL) under 

argon, TMSN3 (0.409 mL, 3.08 mmol, 1.5 eq.) and SnCl4 (0.120 mL, 1.03 mmol, 0.5 eq.) were 
added. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature and monitored by 
TLC (SiO2, ethyl acetate/cyclohexane, 75/25, v/v). Then the reaction mixture was poured into 
saturated aqueous NaHCO3 solution (30 mL), extracted with CH2Cl2 (2 × 50mL). The gathered 
organic fractions were washed with brine (1 × 30 mL), dried over Na2SO4, filtrated and 
concentrated under reduced pressure. The crude product 76 (0.720 g, 94%, white solid) was 
used without purification. 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 5.41 (s broad, 1H, NH-Ac); 5.38 (d, J = 2.4 Hz, 1H, 
H-4); 5.23 (dd, J = 3.2 and 11.6 Hz, 1H, H-3); 4.78 (d, J = 9.2 Hz, 1H, H-1); 4.16 (d, J = 6.0 Hz, 
2H, H-6); 3.99-4.04 (m, 2H, H-5, H-2); 2.17 (s, 3H, COCH3); 2.06 (s, 3H, COCH3); 2.01 (s, 3H, 
COCH3); 1.99 (s, 3H, COCH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 372.13; found m/z: 372.9 [M+H]+, 395.2 [M+Na]+, 411.2 [M+K]+. 
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Compound 77: 3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamino-2-deoxy-β-D-galactopyranosyl 2-[2-(2- 
 chloroethoxy)ethoxy]triazol 

Adapted from Li et al.304  
 

 
Chemical Formula: C21H31ClN4O10 

MW: 534.95 g.mol-1 
 
To a solution of the crude product 76 (2.00 g, 5.37 mmol) in anhydrous acetonitrile (80 

mL), compound 75 (0.962 g, 5.91 mmol, 1.1 eq.), CuSO4 (0.516 g, 3.21 mmol, 0.6 eq.) and 
sodium ascorbate (1.278 g, 6.45 mmol, 1.2 eq.) were added. The reaction mixture was 
stirred 3 days at room temperature under argon and monitored by TLC (SiO2, ethyl acetate). 
After evaporation under reduced pressure, the resulting residue was dissolved in CH2Cl2 
(200 mL) and washed with EDTA aqueous solution (0.1 N, 2 × 100 mL) and brine 
(1 × 150 mL). The organic fraction was dried over Na2SO4, filtrated and concentrated under 
reduced pressure. The crude product (3.1 g) was purified by column chromatography on 
silica gel (150 g, ethyl acetate to ethyl acetate/EtOH, 98/2, v/v) to give the compound 77 
(2.30 g, 80%). 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 7.90 (s, 1H, CH); 5.98 (d, J = 9.6 Hz, 1H, H-1); 5.64 
(d, J = 9.2 Hz, 1H, NH); 5.50 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H-4); 5.43 (dd, J = 3.2 Hz, 10.8, 1H, H-3); 4.70 
(s, 2H, CH2); 4.63-4.69 (m, 1H, H-2); 4.10-4.24  (m, 3H, H-6, H-5); 3.76 (t, J = 6 Hz, 2H, CH2); 
3.70 (s, 4H, 2×CH2); 3.64 (t, J = 5.6 Hz, 2H, CH2); 2.22 (s, 3H, COCH3); 2.05 (s, 3H, COCH3); 2.04 
(s, 3H, COCH3); 1.78 (s, 3H, COCH3). 

 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 170.41 (4×CO); 86.36 (C-1); 73.88 (C-3); 71.36 
(CH2); 70.58 (CH2); 69.89 (2×CH2); 69.72 (CH2); 66.62 (C-4); 64.42 (C-5); 61.42 (C-6); 50.23 
(C-2); 42.77 (CH2-Cl); 23.00 (CH3); 20.67 (3×CH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 534.17; found m/z: 534.8 [M+H]+, 557.3 [M+Na]+, 573 [M+K]+ 

 
Compound 78: 2-acetamido-2-deoxy-α-D-galactopyranosyl 2-[2-(2- 
 carbamimidoylthioethoxy)ethoxy]triazol   

Adapted from the procedure described by Woehrle et al.294 
 

 
Chemical Formula: C22H34N6O10S 

MW: 574.61 g.mol-1 
 
To a solution of 77 (0.180 g, 0.33 mmol) in degased water (3 mL), was added thiourea 

(0.055 g, 0.72 mmol, 2.2 eq.). The reaction mixture was stirred 24h at reflux 110°C under 
argon and then directly engaged in the following step of the synthesis. 
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Compound 79: 2-acetamido-2-deoxy-α-D-galactopyranosyl 2-[2-(2-mercaptoethoxy) 
 ethoxy]triazol 

 

 
Chemical Formula: C15H26N4O7S 

MW: 406.45 g.mol-1 
 
After dilution of the previous mixture (compound 79) (0.33 mmol) in degased MeOH 

(8 mL), NaOH (1M) was added until pH 9.6 under argon. The reaction was stirred at 80°C for 
4 hours. To maintain a pH at 9.6 during the reaction, an electrode was used (reference: 
Ag/AgCl in KCL 3 mol.L-1). The pH was controlled every 2 hours at room temperature and 
NaOH (1M) was added if pH < 9.6. Then, the pH was adjusted at 7 by adding HCl (1M) and 
the reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The crude product 79 
(0.135g, Qtt) was used without further purification. 

 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 8.271 (s, 1H, CH); 5.78 (d, J = 9.6 Hz, 1H, H-1); 4.70 
(m, 1H, H-4); 4.43 (m, 1H, H-3); 4.5-3.5 (m, 8H, 4×CH2, H-2, H-6, H-5); 2.63 (m, 2H, CH2-SS); 
1.88 (s, 3H, COCH3). 

 
ES-MS spectroscopy: calculated mass: 406.15; (ES+) found m/z: 429 [M+Na]+ 

 
Compound 80: 2-(acetylamino)-2-deoxy-α-D-galactopyranosyl 2-[2-[2-(2-pyridinyldithio) 

 ethoxy]ethoxy]triazol 

Adapted from the procedure described by Jones et al.293 
 

 
Chemical Formula: C20H29N5O7S2 

MW: 515.6 g.mol-1 
 
To a solution of product 79 (0.33 mmol) in degased MeOH (15 mL), aldrithiol (0.218 g, 

0.99  mmol, 3 eq.) was added. The reaction was stirred 4 hour at room temperature under 
argon and was monitored by analytical RP-HPLC (Chromolith, 100% water during 6 min and 
from 100% water to 50/50 water/acetonitrile in 16 min and 5 min at 50-50; Rt = 14.5 min) . 
Then, the reaction mixture was concentrated and purified on RP-HPLC (Chromolith, 
H2O/CH3CN). The product 80 was obtained as a white solid (0.055 g, 32% over 3 steps) after 
lyophilisation. This product is sensitive to oxygen so it is used as soon as it is purified. 

 
1H NMR (CD3OD, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 8.41 (d, J = 4.2, 1H, CHpyr); 8.26 (s, 1H,CHtriazole); 
7.97 (d, J = 8.2 Hz, 1H, CHpyr); 7.85 (t, J = 7.6 Hz, 1H, CHpyr); 7.26 (dd, J = 4.7 Hz and 8.4 Hz, 1H, 
CHpyr); 5.75 (d, J = 9.8 Hz, 1H, NH); 4.67 (s, 2H, CH2O); 4.53 (t, J = 9.6 Hz, 1H, H-2); 4.03 
(d, J = 5.6, 1H, H-4); 3.91-3.56 (m, 10H, H-6, H-3, H-5, 3×CH2); 3.07 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH2SS); 
1.80 (s, 3H, COCH3).  
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13C NMR (CD3OD, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 137.84 (CO); 122.50 (CH-Pyr); 120.98 (CH-Pyr); 
119.84 (CH-Pyr); 87.47 ( C-1); 78.79 (C-5); 71.52 (C-3); 68.42, 69.30, 70.05 (3×CH2-0, C-4); 
63.58 (CH-triazole); 61.16 (C-6); 52.16 (C-2); 38.64 (CH2-S); 21.29 (CH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 515.15; found m/z: 516 [M+H]+; 538.3 [M+Na]+; 554.2 [M+K]+; 313 
[M-GalNAc+H]+ ( sugar fragmentation -203 not seen in NMR and RP-HPLC). 

 
Analytical RP-HPLC: purity = 99%, Rt = 14.5 min (Chromolith, gradient: 100% water during 
6 min and from 100% water to 50/50 water/acetonitrile in 16 min and 5 min at 50-50). 
 

II.3) Synthesis of the tripodal pseudopeptide unit 

 
Compound 81: N,N-bis[2-[[(1R)-2-amino-1-(mercaptomethyl)-2-oxoethyl]amino]-2- 
 oxoethyl]glycyl-L-cystein(trityl)amide  

 

 
 

Chemical Formula: C72H69N7O6S3 

MW: 1224.57 g.mol-1 
 
To a suspension of  commercial nitrilotriacetic acid (NTA; 0.352 g, 1.84 mmol) in 

acetonitrile (51 mL), EDCI.HCl (1.09 g, 5.68 mmol, 3.09 eq.),  HOBt (0.770 g, 5.70 mmol, 
3.10 eq.) and commercial Cys(Trt)-NH2 (2.00 g, 5.52 mmol, 3.00 eq.) were added. After 
stirring for 3 days at room temperature under argon at room temperature, the reaction 
mixture was concentrated under reduced pressure. The resulting residue was dissolved in 
300 mL of CH2Cl2 and washed with saturated aqueous NaHCO3 solution (1 × 150 mL) and 
brine (1 ×150 mL). The organic layer was dried over Na2SO4, filtrated and concentrated under 
reduced pressure. The crude product was purified by column chromatography on silica gel 
(250 g, CH2Cl2/EtOH, 98/2, v/v) to afford the compound 81 as a white solid (0.910 g, 40%).  

 
1H NMR (CD3CN, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 7.85 (d, J = 7.2 Hz, 3H, NH); 7.16-7.32 (m, 45H, 
SC(C6H5)3); 6.24 (s, 3H, NH2); 5.70 (s, 3H, NH2); 4.00-4.06 (m, 3H, CHα); 3.14 and 3.19 
(AB, JAB = 16.4 Hz, 6H, CH2CO); 2.37-2.44 (m, 6H, CH2S). 

 
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 176.15 and 178.074 (6×CO); 150.03 (3×C(C6H5)3); 
132.37, 133.56, 134.89 (3×C(C6H5)3); 63.18 (3×CH2CO); 57.78 (3×CH); 38.89 (3×CH2SH). 

 
ES-MS: calculated mass: 1223.45; found m/z: 1223.8 [M+H]+ 
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Compound 82: L2 ; N,N-bis[2-[[(1R)-2-amino-1-(mercaptomethyl)-2-oxoethyl]amino]-2- 
 oxoethyl]glycyl-L-cysteinamide 

 

 
 

Chemical Formula: C15H27N7O6S3 

MW: 497.6 g.mol-1 
 
To a solution of 81 (0.910 g, 0.743 mmol) in CH2Cl2 (30 mL), TFA (2.8 mL, 37.2 mmol, 50 

eq.) and triethylsilane (1.10 mL, 6.78 mmol, 9.1 eq.) were added. After stirring 1.5 hours at 
room temperature, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The resulting crude 
product was purified by preparative C18 RP-HPLC (B/A 5/95 to 20/80 for 15 min, 20/80 to 
5/95 for 5min)  followed by lyophilisation to yield the compound 82 (0.320 g, 85 %) as a 
white solid.  

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 4.57 (dd, J = 5.2 Hz and 7.6 Hz, 3H, 3 × CHα); 3.57 
(s, 6H, 6×CH2CO); 2.80-3.01 (ABX, JAX = 5.0 Hz, JBX = 7.6 Hz, JAB = 14.3 Hz, 6H, 3×CH2SH).  

 
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 175.98 and 177.04 (3×CO); 60.85 (3×CH2CO); 
57.93 (3×CH); 28.18 (3×CH2SH). 

 
ES-MS: calculated mass: 497.12; found m/z: 498.1 [M+H]+; 520.3 [M+Na]+ 

 
Compound 83: Fmoc-D-Pen(Trt)-N-oxysuccinimide 

 

 
 

Chemical Formula: C43H38N2O6S 

MW: 710.85 g.mol-1 
 

To a suspension of commercial Fmoc-D-Pen(Trt) (3.00 g, 4.88 mmol) in anhydrous 
acetonitrile (73 mL), NHS (0.816 g, 7.09 mmol, 1.45 eq.) was added under argon. The 
reaction mixture was cooled at 0°C and EDCI.HCl (1.22 g, 6.35 mmol, 1.3 eq.) were added. 
The reaction was stirred 16 hours at room temperature under argon and monitored by TLC 
(SiO2, cyclohexane/ethyl acetate, 70/30, v/v). After evaporation under reduced pressure, the 
resulting residue was dissolved in ethyl acetate (400 mL). The organic layer was washed with 
water (1 × 300 mL), saturated aqueous NaHCO3 solution (1 × 300 mL), brine (1 × 300 mL) and 
then dried over Na2SO4, filtrated and concentrated under reduced pressure. The crude 
product was purified by column chromatography on silica gel (200 g, cyclohexane/ethyl 
acetate, 80/20 to 50/50, v/v) to afford the compound 83 as a white solid (3.20 g, 92%).  

 
1H NMR (CD3CN, 200 MHz, 298 K): δ ppm = 7.82 (d, J = 7.2 Hz, 2H, Ar); 7.68 (d, J = 7.2 Hz, 2H, 
2×HAr); 7.59 (dd, J = 1.6 and 7.2 Hz, 6H, 6×HAr); 7.40 (t, J = 6.6 Hz, 2H, 2×HAr); 7.19-7.33 
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(m, 11H, 11×HAr); 6.28 (d, J = 6.8 Hz, 1H, NH); 4.36-4.38 (m, 2H, CH2); 4.22-4.29 (m, 1H, CH); 
3.67 (d, J = 7.2 Hz, 1H, CHα); 2.70 (s, 4H, 2×CH2); 1.24 (s, 3H, CH3); 1.20 (s, 3H, CH3). 

 
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 170.64 (CO); 167.03 (2×CO); 156.61 (NCO); 
145.55 (4×C, Ar); 145.08 (C, Ar); 144.85 (C, Ar); 142.10 (C, Ar); 130.78 (7×CH, Ar); 128.80 (CH, 
Ar); 128.70 (6×C, Ar); 128.13 (CH, Ar); 128.08 (4×CH, Ar); 127.82 (CH, Ar); 126.16 (CH, Ar); 
126.11 (CH, Ar); 120.96 (CH, Ar); 69.05 (CH2); 67.80 (CH); 61.23 (2×CH2); 60.92 (C); 53.06 (C); 
47.84 (CH); 26.53 (CH3); 26.35 (CH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 710.25; found m/z = 733.2 [M+Na]+ 

 
Compound 84: Fmoc-D-Pen(Trt)amide 

 

 
 

Chemical Formula: C39H36N2O3S 

MW: 612.79 g.mol-1 
 
To a solution of compound 83 (3.20 g, 4.50 mmol) in anhydrous acetonitrile (67 mL), 

ammoniac (30%, 5.2 mL, 135 mmol, 30 eq.) was added slowly. The reaction was stirred 
1 hour at room temperature under argon and monitored by TLC (SiO2, cyclohexane/ethyl 
acetate, 50/50, v/v). After evaporation under reduced pressure, the resulting residue was 
dissolved in CH2Cl2 (250 mL). The organic layer was washed with water (1 × 200 mL), and the 
resulting aqueous layer was washed with CH2Cl2 (1 × 250 mL). The organic layers were 
gathered, extracted with saturated aqueous NaHCO3 solution (1 × 200 mL), brine 
(1 × 200 mL) and then dried over Na2SO4, filtrated and concentrated under reduced 
pressure. The crude compound 84 (2.702 g, 98%) was used without purification. 

 
1H NMR (CD3CN, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 7.83 (d, J =7.6 Hz, 2H, 2×HAr); 7.69 (d, J = 7.6 Hz, 
2H, 2×HAr); 7.59 (d, J = 7.2 Hz, 6H, 6×HAr); 7.41 (t, J=7.6 Hz, 2H, 2×HAr); 7.19-7.33 (m, 11H, 
11×HAr); 6.09 (s broad, 1H, NH2); 5.95 (d, J = 5.2 Hz, 1H, NH); 5.77 (s broad, 1H, NH2); 
4.32-4.43 (m, 2H, CH2); 4.26 (t, J =6.8 Hz, 1H, CH); 3.54 (d, J = 6.8 Hz, 1H, CHα); 1.00 (s, 3H, 
CH3); 0.98 (s, 3H, CH3). 

  
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 171.74 (CO); 156.61 (NCO); 146.00 (4×C, Ar); 
145.15 (C, Ar); 145.06 (C, Ar); 142.12 (C, Ar); 130.86 (6×CH, Ar); 130.75 (CH, Ar); ), 130.05 
(6×CH, Ar); 128.83 (3×CH, Ar); 128.76 (CH, Ar); 128.7 (CH, Ar); 128.10 (CH, Ar); 127.92 (CH, 
Ar); 127.65 (CH, Ar); 126.15 (CH, Ar); 120.97 (CH, Ar); 68.75 (CH2); 67.42 (CH); 62.57 (C); 
53.94 (C); 48.03 (CH); 27.03 (CH3); 26.31 (CH3). 

 
ES-MS: calculated mass = 612.24; found m/z = 635.2 [M+Na]+ 
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Compound 85: D-Pen(Trt)amide 

 

 
 

Chemical Formula: C24H26N2OS 

MW: 390.55 g.mol-1 
 
To a solution of compound 84 (2.70 g, 4.41 mmol) in anhydrous acetonitrile (22 mL), 

triehylamine (22 mL, 158 mmol, 36 eq.) was added. The reaction was stirred 8 hours at room 
temperature under argon and monitored by TLC (SiO2, ethyl acetate). After evaporation 
under reduced pressure, the resulting residue was dissolved in ethyl acetate (250 mL). The 
organic layer was washed with water (1 × 175 mL), and the resulting aqueous layer was 
extracted with ethyl acetate (2 × 200 mL). The organic layers were gathered, washed with 
brine (150 mL) and then dried over Na2SO4, filtrated and concentrated under reduced 
pressure. The crude compound 85 (1.35 g, 78%) was used without purification. 

  
1H NMR (CDCl3, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 7.65 (d, J = 7.2 Hz, 6H, 6×HAr); 7.59 (d, J = 7.6 Hz, 
2H, NH2); 7.30 (t, J = 7.2 Hz, 6H, Ar); 7.21 (t, J = 7.2 Hz, 3H, Ar); 6.32 (s broad, 1H, NH2); 5.72 
(s broad, 1H, NH2); 2.12 (d, J = 7.6 Hz 1H, CHα); 1.11 (s, 3H, CH3); 1.09 (s, 3H, CH3).  

 
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 175.04 (CO); 146.28 (3×C, Ar); 130.86 (6×CH, Ar); 
128.65 (6×CH, Ar); 127.57 (3×CH, Ar); 68.27 (CH); 62.41 (C); 56.45 (C); 27.41 (CH3); 25.13 
(CH3). 

 
ES-MS: calculated mass = 390.18; found m/z = 413.3 [M+Na]+ 

 
Compound 86: N,N-bis[2-[[(1S)-1-(aminocarbonyl)-2-methyl-2-[(triphenylmethyl)thio] 
 propyl]amino]-2-oxoethyl]glycyl-3-[(triphenylmethyl)thio]-D-valinamide 

 

 
 

Chemical Formula: C78H81N7O6S3 

MW: 1308.73 g.mol-1 
 
To a suspension of commercial NTA (0.163 g, 0.85 mmol) in acetonitrile (24 mL), 

compound 85 (1.00 g, 2.56 mmol, 3 eq.) was added. Then the reaction mixture was cooled at 
0°C and EDCI.Cl (0.506 g, 2.64 mmol, 3.1 eq.) and HOBt (0.369 g, 2.64 mmol, 3.1 eq.) were 
added. After stirring for 16 hours at room temperature under argon at room temperature, 
the reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The resulting residue was 
dissolved in CH2Cl2 (100 mL) and washed with saturated aqueous NaHCO3 solution 
(1 × 70 mL) and brine (1 × 70 mL). The organic layer was dried over Na2SO4, filtrated and 
concentrated under reduced pressure. The crude compound 86 (1.10 g, 98%) was used 
without any purification.  
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1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 8.30 (d, J = 9.2 Hz, 3H, 3×NH); 7.50-7-52 (m, 
18H, 3×6H, Ar); 7.23-7.27 (m, 18H, 3×6H, Ar); 7.12-7.16 (m, 9H, 3×3H, Ar); 4.39 
(d, J = 10.0 Hz, 3H, 3×CH); 3.44 and 3.53 (AB , JAB = 13.6 Hz, 6H, 3×CH2); 0.81 (s, 9H, 3×CH3); 
0.71 (s, 9H, 3×CH3) 

 
13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 170.32 (3×CO); 170.22 (3×CO); 144.92 (9×C, 
Ar); 129.73 (18×CH, Ar); 127.85 (18×CH, Ar); 126.42 (9×CH, Ar); 66.98 (3×CH); 60.64 (3×C); 
57.01 (3×C); 53.17 (3×CH2); 26.03 (3×CH3); 25.80 (3×CH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 1307.54; found m/z: 1330.3 [M+Na]+; 1342.1 [M+Cl]- 

 
Compound 87: L5; N,N-bis[2-[[(1S)-1-(aminocarbonyl)-2-mercapto-2- 
 methylpropyl]amino]-2-oxoethyl]glycyl-3-mercapto-D-valinamide 

 

 
 

Chemical Formula: C21H39N7O6S3 

MW: 581.77 g.mol-1 
 
To a solution of 86 (0.550 g, 0.421 mmol) in anhydrous CH2Cl2 (24 mL), TFA (1.49 mL, 

21 mmol, 50 eq.) and triethylsilane (0.728 mL, 3.83 mmol, 9.1 eq.) were added. After stirring 
1 hour at room temperature under argon, the reaction mixture was concentrated in vacuo. 
The resulting crude product was purified by preparative C18 RP-HPLC (A/B 80/20 for 5min, 
80/20 to 0/100 for 7 min, 0/100 for 2 min) followed by lyophilisation to yield the compound 
87 (85.7 mg, 35 %) as a white solid.  

 
1H NMR (CD3CN, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 7.54 (d, J = 9.2 Hz, 3H, 3×NH); 6.59 (s, 3H, 3×NH2); 
5.92 (s, 3H, 3×NH2); 4.43 (d, J = 9.2 Hz, 3H, 3×CH); 3.48 and 3.55 (AB, JAB = 13.6 Hz, 6H, 
3×CH2); 1.46 (s, 9H, 3×CH3); 1.38 (s, 9H, 3×CH3). 

 
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K): δ ppm =172.12 (3×CO); 169.87 (3×CO); 62.18 (3×CH); 
58.82 (3×CH2); 46.29 (3×C); 30.63 (3×CH3); 29.98 (3×CH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 581.21; found m/z: 582.3 [M+H]+, 604.3 [M+Na]+ 

 
Analytical RP-HPLC: purity: 99.6%; Rt = 9.5 min; (Chromolith, A/B 80/20 for 5min, 80/20 to 
0/100 for 7, 0/100 for 2 min). 
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Compound 88: Tris(N-oxysuccinimide)2,2’,2’-nitrilotriacetate  

 

 
 

Chemical Formula: C18H18N4O12 

MW: 482.36 g.mol-1 
 
To a solution of commercial NTA (1.00 g, 5.23 mmol) in acetonitrile (75 mL), EDCI.HCl 

(3.20 g, 16.7 mmol, 3.2 eq.) and NHS (2.10 g, 18.3 mmol, 3.5 eq.) were added. After stirring 
20 hours at room temperature, the reaction mixture was filtrated and washed with 
acetonitrile to obtain the crude compound 88 (0.305 g, 48 %) as a white solid, used without 
purification. 

 
1H NMR (DMSO, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 4.12 (s, 6H, 3×CH2); 2.82 (s, 12H, 3×CH2-CH2). 

 
Compound 89: N2,N2-bis(carboxymethyl)-N6-[(1,1-dimethylethoxy)carbonyl]-L-lysine 

 

 
 

Chemical Formula: C15H26N2O8 

MW: 362.38 g.mol-1 

 

To a solution of Nα,Nα-Bis(Carboxymethyl)-L-Lysine Hydrate (0.500 g, 1.88 mmol) in 
acetonitrile/water (10 mL, 50/50, v/v) at 0°C, Di-tert-butyl dicarbonate (0.614 g, 2.82 mmol, 
1.5 eq.) and NaHCO3 (0.413 g, 4.92 mmol, 2.6 eq.) were added. The mixture was stirred 24 
hours at room temperature and monitored by TLC (SiO2, CH2Cl2/methanol/AcOH, 70/29/1, 
v/v/v). After evaporation under reduced pressure, the resulting product was dissolved in 
water (25 mL) and extracted with ethyl acetate (2 × 15 mL). Then the aqueous layer was 
acidified by aqueous 1N KHSO4 solution until pH 2.0. The aqueous layer was extracted by 
ethyl acetate (3 × 25 mL) and the combined organic layers were dried over Na2SO4, filtrated 
and concentrated under reduced pressure. The resulting crude product 89 (0.556 g) was 
used without further purification. 
 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 4.01 (s, 4H, CH2CO); 3.97-4.01 (m, 1H, CHCO); 3.10 
(t, J = 5.8 Hz, 2H, CH2(Lys)); 1.83-2.02 (m, 2H, CH2(Lys)); 1.47-1.58 (m, 4H, 2×CH2(Lys)); 1.44 
(s, 9H, 3×CH3). 

 
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 174.98-173.07 (2×CO); 70.77 (CHCO); 58.23 
(CH2CO); 57.86 (C(CH3)3); 41.88 (NCH2(Lys)); 31.50, 30.61, 29.40 (3×CH2(Lys)); 25.88 
(3×CH3(Boc)).  
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ES-MS: Calculated mass: 362.17; found: 361.3 [M+H]+; 385 [M+Na]+; 401 [M+K]+  
 
Compound 90  

 

 
 

Chemical Formula: C81H86N8O8S3 

MW: 1395.81 g.mol-1 
 
To a suspension of 89 (0.250 g, 0.69 mmol) in anhydrous Acetonitrile (19 mL), EDCI.HCl 

(0.410 g, 2.14 mmol, 3.1 eq.) and HOBt (0.29 g, 2.14 mmol, 3.1 eq.) were added 
(solubilisation). The mixture was stirred 5 min at room temperature and Cys(Trt)NH2 
(0.750 g, 2.07 mmol, 3 eq.) was added. The reaction mixture was stirred 24 hour at room 
temperature under argon. After evaporation under reduced pressure, H2O (15 mL) was 
added and the mixture was stirred for 1 hour. The suspension mixture was filtrated and the 
obtained white solid was dissolved in CH2Cl2 (50 mL). The organic layer was washed with 
brine (2 × 25 mL), dried over Na2SO4, filtrated and concentrated under reduced pressure. 
The resulting crude product (1.2 g) as a yellow powder was purified by column 
chromatography on silica gel (90g, ethyl acetate/EtOH, 98/2, v/v) to give the compound 90 
(0.710 g, 74%). 

 
1H NMR (CDCl3, 500 MHz, 298 K): δ ppm = 8.00 (m, 1H, NH); 7.63 (d, J = 8.4 Hz, 1H, NH); 
7.19-7.41 (m, 46H, HTrt, NH); 5.66 (s, 2H, NH2); 5.39 (s, 2H, NH2); 5.15 (s, 2H, NH2); 3.02-3.22 
(m, 4H, 2×CH2CO); 2.33-3.06 (m, 9 H, CHCO, CH2(Lys), 3×CH2S); 1.43 (s, 9 H, 3×CH3(Boc)); 
1.22-1.36 (m, 6H, 3×CH2(Lys)).  

 
13C NMR (CD3CN, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 172.20, 172.74, 173.03 (7×CO); 145.54 
(3×C(C6H5)); 127.85, 129.05, 130.41 (3×C(C6H5)); 67.47 (3×CHα); 56.59 (CHCO); 53.16 
(2×CH2CO); 52.96 (CH2(Lys)); 34.22 (3×CH2S); 28.57 (3×CH2(Lys)); 24.14, 24.44 (3×CH3(Boc)).  

 
ES-MS: Calculated mass: 1394.57; found: (ES-) 1393.2 [M-H]−; (ES+) 1394 [M+H]+, 1417 
[M+Na]+; 1433 [M+K]+. 
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Compound 91: N2,N2-bis[2-[[(1R)-2-amino-1-(mercaptomethyl)-2-oxoethyl]amino]-2- 
 oxoethyl]-L-lysyl-L-cysteinamide 

 

 
 

Chemical Formula: C19H36N8O6S3 

MW: 568.73 g.mol-1 
 
To a solution of compound 90 (0.250 g, 0.179 mmol) in anhydrous CH2Cl2 (7.5 mL), TFA 

(0.686 mL, 8.96 mmol, 50 eq.) and Et3SiH (0.17 mL, 1.07 mmol, 6 eq.) were added. The 
reaction mixture was stirred one hour at room temperature under argon. After evaporation 
under reduced pressure, the resulting residue was purified on RP-HPLC (A/B) to give the 
compound 91 (0.089 g, 87%) as a white solid after lyophilisation. 

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ =  4.51 (dd, J = 5.0 and 7.3 Hz, 2H, 2×CHα); 4.47 (dd, J = 5.3 
and 7.9 Hz, 1H, CHα); 3.53 and 3.66 (AB, JAB = 17.2 Hz, 4H, 2×CH2CO); 3.53 (dd, J = 6.8 and 
8.1 Hz, 1H, CHCO); 2.83-3.99 (m, 8H, 3×CH2S and CH2(lys)); 1.64-1.77 (m, 4H, 2×CH2(lys)); 
1.31-1.50 (m, 2H, CH2(lys)) 

 
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 177.64, 177.21, 176,84 (CO); 68.06 (CHCO); 58.39 
(CHα); 58.29 (2×CHα); 58.06 (2×CH2CO); 42.19 (NCH2(Lys)); 31.52 (CH2); 29.56 CH2) 28.51 
(2×CH2S); 28.27 (CH2S); 25.67 (CH2).  

 
Analytical RP-HPLC: purity = 100%, Rt = 14.2 min (linear gradient: from 95/5 A/B to 
80/20 A/B in 15 min and 5 min at 80/20). 

 
ES-MS: Calculated mass: 568.19; found: 569.63 [M+H]+; 591.3 [M+Na]+ 

 

II.4) Assemblage des glycoconjugués 

II.4.a - General procedures  

Assembly of the modified sugar targeting part and the tripodal chelating unit by 
disulphide bridge: Procedure A 

Adapted from the procedure described by Witt.306  
A solution of the tripodal pseudopeptide in degased H2O (67 mL/mmol, pH 4) was 

added dropwise to a solution of the pegylated GalNAc (3.5 eq.) in degased THF 
(100 mL/mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 3-4 hours and 
monitored by analytical RP-HPLC. After concentration in vacuo, the resulting crude product 
was purified by preparative C18 RP-HPLC (H2O/CH3CN: from 100/0 to 50/50 for 16 min and 
50/50 for 5 min) followed by lyophilisation to give the desired compound as a white solid. 
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Labelling with the sulfo-cyanine5: Procedure B 
To a solution of glycoconjugate in anhydrous acetonitrile (1.5 mL/µmol) under inert 

atmosphere, were added DIPEA (until pH8-9) and sulfo-cyanine 5 (1.2 eq.). The reaction 
mixture was stirred 2 hours at room temperature without light and the reaction was 
monitored by analytical RP-HPLC (purosphere, eau/acetonitrile, 0 to 50% acetonitrile in 
16 minutes and then 5 minutes at 50% acetonitrile). After evaporation under reduced 
pressure, the crude product was purified by RP-HPLC to obtain the fluorescent labelled 
glycoconjugate as a dark blue powder after lyophilisation. 

 
Compound 92 and 93: Chel2/T3β and T1β  

 

2

2

 
Chemical Formula: C57H102N10O30S6 

MW: 1599.84 g.mol-1 
 
The tripodal chelating unit 82 (25 mg, 0.050 mmol) was functionalized with the 

modified GalNAc 59 (84 mg, 0.176 mmol, 3.5eq.) following procedure A to obtain the 
compound 92 (53 mg, 66%) which was purified by preparative C18 RP-HPLC (Chromolith, 
CH3CN/H2O, 0/100 to 50/50 in 16 min, 50/50 for 5 min). 

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 4.74 (dd, J = 4.0 Hz and 10.0 Hz, 3H, 3×CHα); 4.52 
(d, J = 8.4 Hz, 3H, 3×H-1); 4.00-4.05 (m, 3H, 3×H-3); 3.94 (d, J = 3.2 Hz, 3H, 3×H-4); 3.89-3.92 
(m, 3H, 3×H-2); 3.80-3.83 (m, 39H, 15×OCH2 , 3×H5, 6×H6); 3.57 (s, 6H, 3×CH2CO); 3.04 and 
3.30 (ABX, JAX = 4.4, JBX = 10.0 Hz, JAB = 14.0 Hz, 6H, 3×CH2); 2.99 (t, J = 6.0, 6H, 3×CH2SS); 2.05 
(s, 9H, 3×NHCOCH3). 

 
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 178.57, 178.38, 177.45 (3×CO); 104.26 (3×C-1); 
77.86, 73.86, 72.48, 72.21, 72.13,71.58, 71.10 (3×C-3, 3×C-5, 15×CH2O, 3×C-6); 70.56 (3×C-4) 
; 63.70 (3×CH2CO); 55.14 (3×C-2, 3×CHα); 41.74 (3×CH2β); 39.92 (3×CH2S-S); 24.97 (3×CH3).  

 
ES-MS: calculated mass: 1598.51; found m/z: 1599.2 [M+H]+; 1621.5 [M+Na]+; 1396.2 
[M-GalNAc+H]+ ( sugar fragmentation -203 not seen in NMR and RP-HPLC). 
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Analytical C18 RP-HPLC: purity= 96.2%, Rt = 6.3 min (Chromolith, CH3CN/H2O, 0/100 to 50/50 
in 16 min, 50/50 for 5 min). 
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Chemical Formula: C29H50N8O14S4 

MW: 863.00 g.mol-1 
 
 

The monovalent glycoconjugate 93 (2.7 mg, 6%) was formed as a by-product of the 
coupling reaction. 

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 4.75 (m, 3H, CHα); 4.54 (d, J = 9.2 Hz, 1H, H-1); 
3.8-3.95 (m, 1H, H-3); 3.7-3.9 (m, 2H, H-4, H-2); 3.77-3.83 (m, 2H, H-6); 3.73-3.38 (m, 19H, 
6×CH2, H-5, 3×CH2CO); 2.96 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH2SS) ; 2.05 (s, 3H, NHCOCH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 862.23; found m/z: 885.3 [M+Na]+ 

 

Analytical C18 RP-HPLC: purity= 97.5%, Rt = 7.4 min (Chromolith, CH3CN/H2O, 0/100 to 50/50 
in 16 min, 50/50 for 5 min). 

 
Compound 94: T3α  
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Chemical Formula: C57H102N10O30S6 

MW: 1599.84 g.mol-1 
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The tripodal chelating unit 82 (35.6 mg, 0.072 mmol) was functionalized with the 
modified GalNAc 65 (120 mg, 0.250 mmol, 3.5eq.) following procedure A to obtain the 
compound 94 (55.8 mg, 49 %) which was purified by preparative C18 RP-HPLC (Chromolith, 
CH3CN/H2O, 0/100 to 50/50 in 16 min, 50/50 for 5 min). 

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ ppm =  4.94 (d, J = 4.0 Hz, 3H, 3×H-1); 4.72-4.75 (m, 6H, 
3×CHα); 4.21 (dd, J = 3.8 Hz and 11.2 Hz, 3H, 3×H-3); 3.98-4.02 (m, 3H, 3×H-4); 3.95 (m, 3H, 
3×H-2); 3.75-3.88 (m, 36H, 15×CH2O, 6×H-6); 3.65-3.70 (m, 3H, 3×H-5); 3.58 (s, 6H, 
3×CH2CO); 3.31 (m, 6H, 3×CH2); 2.97-3.07 (m, 6H, 3×CH2SS); 2.05 (s, 9H, 3×NHCOCH3).  

 
ES-MS: calculated mass: 1599.0; found m/z: 1600.2 [M+H]+, 1622.3 [M+Na]+ 

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity= 98%, Rt = 9.8 min (chromolith, CH3CN/H2O, 0/100 to 30/70 
in 15 min, 30/70 for 5 min) 

 
Compound 95: Chel4  
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Chemical Formula: C63H114N10O30S6 

MW: 1684.01 g.mol-1 
 
The tripodal chelating unit 87 (85 mg, 0.146 mmol) was functionalized with the 

modified GalNAc 59 (245 mg, 0.512 mmol, 3.5eq.) following procedure A to obtain the 
compound 95 (92 mg, 37%) which was purified by preparative C18 reversed-phase HPLC 
(Chromolith, CH3CN/H2O, 0/100 to 50/50 in 16 min, 50/50 for 5 min). 

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 4.60 (s, 3H, 3×CHα); 4.53 (d, J = 8.4 Hz, 3H, 3×H-1); 
4.00-4.05 (m, 3H, 3×H-3); 3.90-3.96 (m, 6H, 3×H-4, 3×H-2); 3.68-3.86 (m, 39H, 15×OCH2 , 
3×H5, 6×H-6); 3.54 (d, J = 5.6 Hz, 6H 3×CH2CO); 2.98 (td, J = 2.8 and 6.0 Hz, 6H, 3×CH2SS); 
2.07 (s, 9H, 3×CH3); 1.53 (s, 9H, 3×CH3); 1.43 (s, 9H, 3×NHCOCH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 1682.60; found m/z: : 1683.3 [M+H]+; 1705.7 [M+Na]+; 864 
[M+2Na]+ 
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Analytical C18 RP-HPLC: purity= 100%, Rt = 14.5 min (chromolith, CH3CN/H2O, 0/100 to 
30/70 in 15 min, 30/70 for 5 min) 
 
Compound 96: Chel6 

 

 
 

Chemical Formula: C60H99N19O27S6 
MW: 1710.92 g.mol-1 

 
The tripodal chelating unit 82 (13.8 mg, 0.028 mmol) was functionalized with the 

modified GalNAc 80 (50 mg, 0.097 mmol, 3.5eq.) following procedure A to obtain the 
compound 96 (22 mg, 46 %) which was purified by preparative C18 reversed-phase HPLC 
(Chromolith, CH3CN/eau, 0/100 to 50/50 in 16 min, 50/50 for 5 min). 

 
1H NMR (D2O, 500 MHz, 298 K): δ ppm = 8.29 (s, 3H, 3×CH triazole); 5.78 (d, J = 9.5 Hz, 3H, 
3×H-1); 4.67-4.73 (m, 9H, CHα, CH2-triazole); 4.43 (t, J = 10.2 Hz, 3H, H-2); 4.10 (d, J = 3.5 Hz, 
3H, H-4); 3.98-4.02 (m, 6H, H-3, H-5); 3.82-3,87 (m, 6H, H-6); 3.77 (t, J = 6.0 Hz, 6H, 3×CH2O); 
3.68 (s, 12H, 6×CH2O); 3.63 (s broad, 3H, 3×CH); 3.54 (d, 6H, 3×CH2CO); 2.88-3.01 (m, 9H, 
3×CH2SS, 3×CH2-CH); 1.81 (s, 9H, 3×COCH3).  

 
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 174.25 (2×CO); 144.11 (CH-Pyr); 123.65 (C-triazole); 
86.92(CH, C-1); 78.34 (C-4); 70.62 (C-5); 69.23 (C-6); 68.69 (CH2); 68.25 (CH2); 67.64 (C-3); 
62.84 (CH2O); 60.86 (CH2O); 52.01 (C-2); 37.23 (CH2-S); 21.65 (CH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 1709.53; found m/z: 1709.8 [M+H]+; 1732.3 [M+Na]+; 1748.3 
[M+K]+; 885 [M+Na+K]2+; 878 [M+2Na]2+. 

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity= 98.2%, Rt = 9.4 min (Chromolith, CH3CN/H2O, 0/100 to 50/50 
in 16 min, 50/50 for 5 min) 
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Compound 97: Chel3 

 

 
 

Chemical Formula: C69H126N10O30S6 
MW: 1768.18 g.mol-1 

 
To a solution of the tripodal unit 88 (48 mg, 0.10 mmol) in acetonitrile (1 mL) and DMF 

(0.2 mL), a solution of the modified GalNAc 74 (157 mg, 0.35 mmol, 3.5eq.) in acetonitrile 
(2 mL) was added dropwise. The reaction mixture was stirred 6 hours at room temperature 
and monitored by analytical C18 RP-HPLC (Chromolith, CH3CN/eau, 0/100 to 50/50 in 
16 min, 50/50 for 5 min). After evaporation under reduced pressure, the crude residue was 
purified by preparative C18 RP-HPLC (Chromolith, CH3CN/H2O, 0/100 to 50/50 in 16 min, 
50/50 for 5 min) to obtain the compound 97 (23 mg, 16 %). 

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 4.72-4.74 (m, 3H, 3×CHα); 4.52 (d, J = 8.4 Hz, 3H, 
3×H-1); 4.02-4.07 (m, 3H, 3×H-3); 3.96 (d, J = 3.2 Hz, 3H, 3×H-4); 3.65-3.87 (m, 42H, 
15×OCH2, 3×H-5, 6×H-6, 3xH-2); 3.57 (s, 6H, 3×CH2CO); 3.44-3.50 (m, 6H, 3×CH2-NH); 
3.11-3.27 (m,  6H, 3×CH2-S); 2.07 (s, 9H, 3×NHCOCH3); 1.38 (s, 9H, 3×SC(CH3)3). 

 

13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K) : δ ppm = 174.7 (CO-NH), 172.9, 171.7 (CO); 101.6 (C-1); 75.1 
(C-5); 71.1 (C-3); 69.8, 69.8, 69.6, 68.9, 68.8  (CH2CO); 67.8 (C-4); 61.0 (C-6); 58.0 (CH2CO); 
52.4 (C-2); 48.4 (CHα); 41.0 (CHβ); 39.2 (CNH); 29.1 (CH3-tBu); 22.3 (NHCOCH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 1766.70; found m/z: 1768.2 [M+H]+, 1789.5 [M+Na]+   

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity= 100%, Rt = 14.5 min (Chromolith, CH3CN/H2O, 0/100 to 
50/50 in 16 min, 50/50 for 5 min). 
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Compound 98 

 

2

2

 
 

Chemical Formula: C61H111N11O30S6 

MW: 1670.97 g.mol-1 
 
The tripodal chelating unit 91 (18.5 mg, 0.033 mmol) was functionalized with the 

modified GalNAc 59 (55 mg, 0.115 mmol, 3.5eq.) to obtain the compound 98 (23.5 mg, 43%) 
which was purified by preparative C18 RP-HPLC (Purosphère, CH3CN/eau, 0/100 to 50/50 in 
16 min, 50/50 for 5 min). 

 
1H NMR (D2O, 400 MHz, 298 K): δ ppm = 4.65-4.77 (s, 3H, 3×CHα); 4.53 (d, J = 8.5 Hz, 3H, 
3×H-1); 3.92-3.95 (m, 3H, 3×H-3); 3.81-3.86 (m, 6H, 3×H-4, 3×H-2); 3.59-3.77 (m, 43H, 
15×CH2, 6×H-6, 3×H-5, 2×CH2CO); 2.91-3.49 (m, 9H, CH2(Lys), 3×CH2S, CHCO); 2.88 
(t, J = 6.0 Hz, 6H, 3×CH2-S); 1.95 (s, 9H, 3×NHCOCH3); 1.56-1.76 (m, 4H, 2×CH2(Lys)); 
1.32-1.47 (m, 2H, CH2(Lys)). 

  
13C NMR (D2O, 100 MHz, 298 K): δ ppm = 178 (CO); 104.46 (C1); 78.09, 74.17, 71.95, 71.52, 
70.80 (C-3, C-4, C-5, C6, OCH2); 67.31 (CHCO); 64.04 (CH2CO); 55.43 (C-2, CHα); 42.48 (CH2); 
42.26 (NCH2(Lys)); 40.20 (CH2SS); 30.48 (CH2); 25.31 (CH2, CH3). 

 
ES-MS: calculated mass: 1669.58 ; found m/z: 1692.3 [M+Na]+;1670.3 [M+H]+, 1467.2 
[M-GalNAc+H]+; 1264.3 [M-2GalNAc+H]+; 1061.3 [M-3GalNAc+H]+; 857,8 [M+2Na]+; 846.8 
[M+Na+H]2+; 835.7 [M+2H]2+( sugar fragmentation -203 not seen in NMR and RP-HPLC). 

 
Analytical C18 RP-HPLC: purity= 99.6%, Rt = 8 min (Purosphère, CH3CN/H2O, 0/100 to 50/50 
in 16 min, 50/50 for 5 min). 
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Compound 99: T3β-Cy5 

 

 
Chemical Formula: C93H146N13O37S8  

MW: 2294.73 g.mol-1 
 

 
The glycoconjugate 98 (3 mg, 1.7 µmol) was labelled with the sulfo-cyanine5 (1.3 mg, 

2.04 µmol, 1.2 eq) to obtain the product 99 (1.1 mg, 28%) 
 

ES-MS: calculated mass: 2292.77; found m/z: (ES-) 2293.4 [M]-; 1146.3 [M-H]2-  
 

Analytical C18 RP-HPLC: purity= 100%, Rt = 9.5 min (Purosphère, CH3CN/H2O, 0/100 to 50/50 

in 16 min, 50/50 for 5 min). 
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 Cytométrie en flux III -

III.1) Généralités 

Cell cultured equipment (cell culture medium, buffers, enzymes, serum and antibiotics) 
were purchase at Life Technologies and Eurobio. Cell lines were purchase from ATCC: 
HepG2/C3A (ATCC® CRL-10741™) and HeLa (ATCC® CCL-2™). Supplies were purchase from 
Greiner Bio One, Dominique Dutscher and Becton Dickinson. Reagents and solvents were 
purchase from Sigma Aldrich and Roche. Cell culture was performed in sterile conditions 
under laminar flow. 

HepG2 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) containing 
L-glutamine supplemented with 10% v/v fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL penicillin, 
100 µg/mL streptomycin and amphotericin B 0.25 µg/mL. HeLa cells were grown in Roswell 
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium supplemented with 10% v/v fetal bovine 
serum (FBS), 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin and amphotericin B 0.25 µg/mL. 
Cells were cultured at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. They were plated at 3 
to 4 × 104 cells/cm2 on round plastic tissue culture dishes (100 × 20 mm). Cells were counted 
and their viability was evaluated after their exposition to Trypan Blue dye using a TC20 
Automated Cell Counter (Bio-Rad). 

Cells were suspended in Gibco® cell dissociation buffer (enzyme-free solution of salts, 
chelating agents (EDTA)), and cell-conditioning agents in calcium-free and magnesium-free 
phosphate-buffered saline (PBS)) for flow cytometry measurements.  

 

III.2) Culture cellulaire 

The cell line HepG2 was preserved in liquid nitrogen (-80°C) in DMEM supplemented 
HepG2 culture medium (FBS and antibiotics) containing 10% DMSO as cryoprotectant to 
prevent formation of crystals which otherwise lyse the cells. Frozen cells were directly 
incubated in a 37°C bath. After complete defrosting (1 mL), cells were centrifuged (2 min, 
1000 rpm) to pellet the cells, and washed twice with cell culture medium (2 mL). Then, cells 
were plated at 5 × 104 cells /cm2 (on round plastic tissue culture dishes 60 × 15 mm) and 
incubated at 37°C, 5% CO2. This incubation at high concentration is performed during 4 days 
in order to let them go back to a dynamic growth. Then cells were cultured on round plastic 
tissue culture dishes (100 × 20 mm). 

HepG2 cells were passaged every 2-3 days at 80-90% confluency using a 0.25% Trypsin-
EDTA solution. Cells were washed with phosphate buffer saline 1× (PBS: 3 × 10 mL) and then 
treated with a 0.25% Trypsin-EDTA (2 mM) solution (2 mL, 3-4 minutes) to detach them from 
the support. The trypsin was inactivated by adding HepG2 culture medium (1 mL) and the 
detached cells were collected in a 15 mL centrifugation tube. Cells were centrifuged 
(3 minutes, 1000 rpm) and washed with culture medium (2 × 2 mL). Eventually, cells were 
plated at 3 to 4 × 104 cells/cm2 on round plastic tissue culture dishes (100 × 20 mm). 

Some cells were frozen after 4-5 passages to conserve a pool of young cells. They were 
treated with 0.25% Trypsin-EDTA solution as explained above and diluted at 2-4.106 cells/mL 
in a HepG2 culture medium supplemented with 10% DMSO. This suspension was aliquoted 
in 1 mL cryotubes and frozen at -80°C. 
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Cells used for Flow Cytometry experiments were between the 3rd and the 12th passage. 
 
The HeLa cells were cultured as described for HepG2 cells, except for the use of 0.25% 

Trypsin solution without EDTA for passages. 
 

III.3) Incubation des cellules et experiences de cytométrie en 

flux 

HepG2 or HeLa cells were seeded in 12-well plates with the same methodology 
explained above, at seeding density of 1.5 × 105 cells/well (3.5 cm²/well; 4.3 cells/cm²) 
24 hours before addition of the glyconconjugates. 

 
The culture medium was sucked up and cells were washed twice with cold PBS before 

incubation in cold HepG2 cell culture medium (total incubation volume/well = 500 µL), 
supplemented with different concentrations of glycoconjugates (and potentially their 
competitors) for 1 hour at regular culture conditions. For competitive uptake experiments, 
labelled glyconjugates and their unlabeled competitor were co-incubated and introduced in 
the well at the same time: after the filling of the wells with cold culture medium, GalNac or 
unlabeled glycoconjugates (50 to 150 µL diluted in PBS) were added in the wells to the cell 
medium, immediately followed by the addition of the labelled glycoconjugate (50 µL in PBS). 

After one hour, HepG2 cells were washed with PBS (3 × 10 mL) and treated with 0.25% 
Trypsin-EDTA solution as before. This allows both to detach the cells and strip them from the 
surface-bound compounds. Each well was separately transferred in microtubes 
(polypropylene to avoid adhesion) and centrifuged (3 min, 5000 rpm) to pellet the cells that 
were then washed with PBS (200 µL) before suspending in fresh cell dissociation buffer (100 
µL). The cell suspensions were put on ice and analyzed using a Beckman Coulter FACsCalibur 
flow cytometer with 488 and 635 nm laser excitation wavelengths. Each batch of cells was 
filtrated and diluted with cell dissociation buffer (100 µL) before measurement in order to 
avoid aggregation of these highly adhesive cells. Cell suspensions in 200 µL of cell 
dissociation buffer, an average of 5 × 105 cells/mL, were analyzed at 60 µL/min. This low 
concentration and high speed rate of analysis help to prevent aggregation in the cytometer. 
Fluorescence was collected with a FL4-H detector (661 nm). Gating during flow analysis was 
based on normalized fluorescence of untreated cells. An average of 20,000 healthy cells 
(gated events) was analyzed for each experimental condition, and the mean fluorescence of 
this population was taken as the background. The uptake of a compound into cells was 
evaluated by comparing the shift in Mean Fluorescence Intensity (MFI) between untreated 
cells (background fluorescence) and treated cells to evaluate cellular internalization of the 
compound. This was repeated for each treatment as a function of glycoconjugate’s chemical 
composition, concentration, and co-incubated competitor’s chemical composition and 
concentration. The interpretation of the collected data is performed thanks to the Cell Quest 
Pro software. Further analysis, EC50 and IC50 calculations were done with Origin® 9 software. 
Each EC50 and IC50 was evaluated in at least two independent experiments.  

 
Example for the analysis of HepG2: The forward and side scatter gate R1 was set to 

count at least 20,000 intact cells of each sample. The histogram below depicts an overlay of 
the log of fluorescence intensity at 661 nm of untreated (violet) and treated HepG2 cells 
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(green). The uptake of a compound into cells was evaluated by comparing the shift in mean 
fluorescence intensity (MFI) between untreated cells (background fluorescence) and treated 
cells (figure 128). 

 

 
 

Figure 128 : Uptake of compound CP3β-Cy5 into HepG2 cells analysed by flow cytometry. All experiments were 
analysed in the same way. The dot plot (left) shows the granulometry as a function of the size of cells; healthy cells are 
selected in the gate. The histogram (right) shows the shift in log fluorescence intensity between untreated (purple) and 
treated cells (green) after incubation with CP3β-Cy5 (15 µM).  
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- Résumé -  
 
Glycoconjugués ciblés vers le foie : reconnaissance par des lectines pour la 

vectorisation de chélateurs de cuivre. 
 
L’incidence des maladies hépatiques est en augmentation, ce qui rend urgente la recherche de systèmes 

de vectorisation d’agents thérapeutiques vers le foie. La maladie sur laquelle porte notre étude est la maladie 
orpheline de Wilson. Elle induit une accumulation de cuivre (Cu) principalement dans les hépatocytes et les 
chélateurs de Cu systémiques utilisés à ce jour pour la traiter présentent de nombreux effets secondaires. 
C’est dans ce contexte que nous proposons une stratégie innovante qui consiste à piéger sélectivement le 
cuivre en excès dans les cellules hépatiques. Des chélateurs sélectifs du Cu(I), degré d’oxydation du Cu 
disponible intracellulaire, ont été conçus. Afin de cibler ces derniers vers les cellules hépatiques, nous avons 
focalisé notre intérêt sur le récepteur aux asialoglycoprotéines (ASGP-R), une lectine abondamment et presque 
exclusivement exprimée à la membrane des hépatocytes. 

Deux familles de glycoconjugués contenant une unité de ciblage associée à une unité de vectorisation 
des hépatocytes ont été développées : l’une possède une plateforme cyclodécapeptidique et l’autre une 
plateforme pseudopeptidique d’architecture tripodale. Les unités de ciblage sont composées de N-
acétylgalactosamines présentés de manière multivalente, permettant une reconnaissance et une endocytose 
sélective des glycoconjugués dans les hépatocytes par l’intermédiaire de la lectine ASGP-R. Les deux familles de 
composés ont montré leur capacité à entrer dans les cellules hépatiques et à faire diminuer le taux de Cu 
intracellulaire disponible. 

L’objectif de ce travail de thèse est l’étude et l’optimisation du système de ciblage. Les efficacités 
d’internalisation des deux familles de glycoconjugués dans les hépatocytes sont pour cela comparée. En outre, 
l’influence de la structure moléculaire des glycoconjugués sur l’efficacité de ciblage est étudiée. Plusieurs 
glycoconjugués appartenant à chacune des deux familles de composés ont donc été synthétisés, et leurs 
propriétés d’internalisation dans les hépatocytes humains analysée par cytométrie en flux. 

 
 
 

- Abstract -  
 
Glycoconjugates targeted to the liver: lectin’s recognition for copper chelators 

delivery. 
 
Regarding the increasing incidence of liver diseases in the past decades, the discovery of drug delivery 

systems is becoming a major research area. In particular, the Wilson disease is a liver dysfunction, which needs 
more specific treatments than those available nowadays. This genetic disorder induces a toxic copper overload 
in the hepatocytes. Because current copper chelating therapies present many side effects due to their lack of 
specificity, we propose an innovative strategy that would selectively detoxify copper in liver cells. Since excess 
intracellular Cu is in the +I oxidation state, we figured that a chelator that would enter the hepatocytes and be 
specific for Cu(I) could represent an efficient strategy. To selectively target the hepatic cells, we focus our 
interest on a lectin, which is highly and exclusively expressed in the membrane of the hepatocytes: the 
asialoglycoprotein receptor (ASGP-R).  

Two different kinds of glycoconjugates that contain a Cu(I) chelating unit associated to liver targeting 
systems have been obtained : one has a cyclodecapeptide scaffold and the other a tripodal pseudopeptide 
core. The targeting units are composed of N-acetylgalactosamine (GalNAc) residues multivalently presented, 
allowing the selective recognition and endocytosis of the glyconconjugates thanks to ASGP-R. These two 
families of molecules were demonstrated to enter hepatocytes and to chelate intracellular copper. 

The aim of the present work is to study and optimise the targeting system. We have compared the 
efficiency of the targeting systems of the two families of molecules. Moreover the influence of several 
structural parameters on the internalisation efficiency was determined. Several compounds belonging to 
cyclodecapeptide and tripode families have been synthesised, and their ability to enter in human hepatocytes 
has been analysed by flow cytometry.  

 


