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Aérobie : se dit de micro-organismes qui se développent en présence d'oxygene.
Anaérobie : se dit de micro-organismes qui se développent en l'absence d'oxygene.

Antigéne : substance qui, introduite dans un organisme, est capable d'y provoquer la
stimulation des cellules immunocompétentes responsables de la production d'anticorps ou d'une

réaction immunitaire a médiation cellulaire.
Apoptose : mécanisme de mort cellulaire programmeée.

Catalase : enzyme qui catalyse la réaction par laquelle le peroxyde d’hydrogéne est
décomposé en eau et en oxygene, prévenant ainsi son accumulation et protégeant les cellules

des dommages qu’il pourrait causer.

Chimiotaxie : mouvement d’une cellule ou d’un organisme en réponse a un stimuli

chimique.

Choc septique : réaction violente sanguine et hémodynamique liée a une infection
généralisée

Clairance : rapport entre le débit d'¢limination d'une substance chimique par un organe

(foie, rein) et la concentration de la substance dans le sang, reflétant le fonctionnement de

l'organe.

Endothéliale : relatif a I'endothélium, fine couche de cellules tapissant la face interne

de la paroi des vaisseaux sanguins et lymphatiques.

Epithéliale : relatif a 1’épithélium, tissu mince formé d'une ou de plusieurs couches de

cellules jointives, reposant sur une lame basale.
Etiologique : relatif a 1’étiologie qui est 1’étude de ’origine des causes des maladies.

Eucaryote : se dit d'un organisme dont le noyau cellulaire est séparé du cytoplasme par

une membrane.
Exoenzyme : enzyme qui fonctionne a I’extérieur de la cellule qui I’a produit.

Fibrine : protéine insoluble dérivée du fibrinogeéne (protéine plasmatique soluble) qui

apparait lors de la coagulation du sang.
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Homéostasie : processus de régulation par lequel 1'organisme maintient les différentes

constantes du milieu intérieur entre les limites des valeurs normales.
Kératite : affection de la cornée, d'origine inflammatoire ou infectieuse.
Locus : emplacement précis d'un geéne sur le chromosome qui le porte.

Macrophage : grande cellule ayant la propriété d'ingérer et de détruire de grosses

particules (cellules Iésées ou vieillies, particules étrangeres, bactéries) par phagocytose.
Motilité : aptitude a effectuer des mouvements spontanés ou réactionnels.

Neutrophile : ou granulocyte neutrophile, globule blanc formé dans la moelle osseuse

et capable de phagocytose.

Parasitaire : organisme animal ou végétal qui se nourrit strictement aux dépens d'un
organisme hote d'une espece différente, de fagon permanente ou pendant une phase de son cycle

vital.

Phagocytose : propriété que possédent certains protozoaires et certaines cellules

(phagocytes) de capturer et d'ingérer des corps figurés (particules ou micro-organismes).

Porine : chez les bactéries Gram négatif, protéine transmembranaire de la membrane
externe formant un canal par lequel des espéces chimiques peuvent passer selon leurs

spécificités.

Procaryote : Micro-organisme généralement unicellulaire dont la cellule, trés petite, est

dépourvue d'organites et de noyau (par opposition a eucaryote).

Quorum sensing : mécanisme qui permet a la bactérie de percevoir la densité de la
population bactérienne environnante et de répondre de maniere coordonnée a cette information

en régulant I’expression de plusieurs genes.

Saprophyte : se dit d'un micro-organisme qui vit aux dépens de matiéres organiques

inertes, par opposition au parasite.

Sérotypes : ensemble des caractéristiques antigéniques de certains micro-organismes
(bactéries, virus, champignons), permettant de différencier des souches appartenant a une méme

espece
Sidérophore : espéce chimique capable de chélater le fer.

Ubiquitaire (bactérie) : se dit d’une bactérie présente dans différents types de biotopes.
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La résistance des bactéries aux antibiotiques est selon 1’Organisation Mondiale de la
Santé un des problemes majeurs du XXI° siecle. En 2014, I’OMS publiait un rapport alarmant
sur I’émergence de 1’antibiorésistance. Afin de lutter contre la prolifération de ces bactéries, il
devient nécessaire de trouver de nouvelles solutions innovantes et efficaces pour répondre a cet

enjeu majeur de santé publique.

Pseudomonas aeruginosa est 1’'une de ces bactéries démontrant une résistance aux
antibiotiques toute particuliere. Elle est aujourd’hui largement impliquée dans de nombreuses
maladies nosocomiales et dans I’infection de patients immunodéprimés. Les phénomenes de
résistance de Pseudomonas aeruginosa sont imputables a plusieurs mécanismes de défense.
Tout d’abord, cette bactérie posséde une capacité d’adaptation formidable, ce qui lui permet de
se développer dans un large spectre de condition, que ce soit dans des conditions favorables ou
dans des milieux inhospitaliers. Ensuite, comme de nombreuses autres bactéries, elle est
capable de former des biofilms. Ces structures tridimensionnelles forment une véritable
communauté, composée de cellules bactériennes jointes dans une matrice polymérique
autoproduite et adhérente a une surface inerte ou vivante. Ces biofilms fonctionnent comme un

véritable bouclier, protégeant les bactéries enchassées a I’intérieur de 1’action des bactéricides.

Afin de lutter contre le développement et la propagation de Pseudomonas aeruginosa,
nous avons choisi de cibler les lectines | et II de cette bactérie (LecA et LecB), a I’instar de
nombreux laboratoires. Les lectines I et II sont des glycoprotéines impliquées dans les
phénomeénes de reconnaissance agent pathogene / cellule et dans la formation du biofilm. Elles
sont capables de former des liaisons faibles et réversibles avec des saccharides ou
polysaccharides. La Nature a fait appel a la multi représentation de motifs saccharidiques pour
compenser ces interactions faibles. Ce phénomene de multivalence a été transposé par les
chimistes afin de synthétiser des glycoclusters capables de se lier aux lectines de Pseudomonas

aeruginosa et d’agir comme leurres moléculaires.

L’objectif de cette these a été de synthétiser des glycoclusters affins des lectines I et 11
de Pseudomonas aeruginosa pour ensuite évaluer leurs effets sur la bactérie et son biofilm.
Pour cela nous effectuons dans un premier temps la synthése de glycoclusters conjugués a une
¢tiquette ADN. Ensuite, les glyco-oligonucléotides synthétisés sont immobilisés sur une puce

a ADN. Ainsi, nous sommes capables de former une puce a saccharides pour évaluer I’affinité

13
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de nos glyco-oligonucléotides vis-a-vis des lectines de Pseudomonas aeruginosa. Aprés cette
¢tape de criblage, les composés les plus affins sont synthétisés sans leur étiquette ADN afin
d’étre évalué sur la bactérie et son biofilm. Ce projet multidisciplinaire a été réalis¢ dans le

cadre d’un consortium mis en place entre :

- le laboratoire de Glycochimie de I’Institut de Chimie et Biochimie Moléculaires et
Supramoléculaire de Lyon,

- I’équipe « Oligonucléotide Modifiés » du Département des Analogues & Constituants
des Acides Nucléiques de I’Institut des Biomolécules Max Mousseron de Montpellier,

- D’institut des Nanotechnologies de Lyon de I’école Centrale de Lyon,

- I'unité de Glycobiologie Structurelle et Fonctionnelle de Lille.

Dans une premicre partie nous décrirons la bactérie Pseudomonas aeruginosa d’un point
de vue biologique afin de mieux comprendre sa complexité, son fonctionnement et le choix de
notre stratégie. Nous effectuerons un état des lieux des ligands des lectines I et II de

Pseudomonas aeruginosa décrits dans la littérature.

Dans une seconde partic nous étudierons la synthése de glyco-oligonucléotides
contenant diverses chaines latérales et présentant des dérivés saccharidiques variés. Nous
présenterons les résultats de leurs criblages sur puce a ADN ainsi que la synthése des meilleurs
d’entre eux sans étiquette a ADN. Ensuite nous discuterons des premiers résultats obtenus suite

a I’évaluation des glycoclusters (sans étiquette ADN) sur la bactérie et son biofilm.

Dans une troisiéme partie nous décrirons la synthése de glyco-oligonucléotides
construits sur des squelettes bi- et tétra-valents. De la méme manicre que précédemment, nous

présenterons ensuite 1’évaluation de ces glyco-oligonucléotides sur puce a ADN.

Enfin, dans une derniére partie nous traiterons de la synthése des dérivés galactosides et
de leurs études d’interaction avec LecA par RMN utilisant la différence de transfert de

saturation.
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Chapitre 1 : Pseudomonas aeruginosa

L’objectif de ce premier chapitre est de dresser un état des lieux des connaissances
entourant Pseudomonas aeruginosa (PA). Apres une bréve introduction sur la place importante
donnée a PA dans la recherche et un rappel sur son histoire, nous décrirons la structure et les
divers mécanismes d’action faisant la force de ce pathogene. Tout d’abord nous aborderons les
caractéristiques générales de la bactérie, ensuite nous étudierons comment PA se meut et par
quels mécanismes elle adhére aux cellules. Aprés une description de son systéme de
communication intercellulaire, nous nous pencherons sur les facteurs de virulence sécrétés par
PA. La deuxieéme partie de ce chapitre sera enticrement consacrée a 1’étude de son biofilm,
comprendre quel est sa composition et comment son développement s’effectue. Et enfin dans
la troisiéme partie nous traiterons des nombreux ligands existant dans la littérature ayant pour

cible les lectines I et II de P4 (LecA ou PA-IL et LecB ou PA-IIL).
Introduction

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif impliquée dans de

nombreuses maladies nosocomiales,! 2

chez les personnes immunodéprimées et plus
particuliérement chez les patients atteints de mucoviscidose.? Elle est classée dans le top sept
des bactéries pathogeénes d’importance pour la sant¢ humaine par le Centre Européen de
Prévention et de Contréle des Maladies. De plus, elle est I’'une des cibles prioritaires de la
Commission Européenne dans son « Plan d’action contre I’émergence croissante de Résistance
Antimicrobienne ». Si I’intérét porté a PA s’est intensifié durant ces quinze derniéres années,

di a sa résistance aux antibactériens, cette bactérie a fait 1’objet de nombreuses études

(chimiques, biologiques, ou cliniques) depuis plus d’un siecle.

PA fut observée pour la premicre fois en 1850 par Sédillot, il remarqua que la
décoloration des pansements était liée a une espéce transmissible.> Dans les années qui
suivirent, Fordos effectua des travaux sur le pigment bleu-vert de P4, la pyocyanine, alors que
Lucke identifiait un organisme en forme de « batonnet » affilié a ce méme pigment.® En 1882,
le francais Gessard fut le premier a décrire et isoler PA dans ses travaux de these de médecine
intitulé « De la pyocyanine et de son microbe ».* Au cours des années PA a eu plusieurs
dénominations, en 1889 elle apparaissait sous le nom de Bacillus pyocayneus (Figure 1),
littéralement « batonnet au pus bleu » en latin.> Son nom actuel de Pseudomonas aeruginosa

vient de sa ressemblance (pseudo) avec un monad, qui était dans le passé 1’unité de base
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¢tiologique responsable d’infection ; aeruginosa quant a lui est issu du latin, signifiant vert-de-
gris, il est directement en lien avec les pigments aux couleurs caractéristiques bleu-vert de ce

pathogéne.®

Figure 1 : Microphotographie de la bactérie au pus bleu de R. Koch datant de 1888.”7

I. Structure et mécanismes d’action de PA

1. Caractéristiques

a. Une bactérie omniprésente

PA est une bactérie de la famille des Pseudomonadaceae, ubiquitaire, elle est capable
de s’établir dans des cadres environnementaux variés et défavorables pour la plupart des autres
organismes. Cela peut aller d’espéces vivantes telles que les plantes, les animaux,® les humains,’
a des surfaces inertes telles que le sol ou les milieux humides.!® Dans les hopitaux, elle est
omniprésente que ce soit sur les équipements respiratoires, les éviers, les cathéters, etc...!! De
plus, PA a une propension a la survie unique de par sa nature a la fois saprophyte, parasitaire,
aérobie et anaérobie.” !> Sa tolérance a une large gamme de température et sa faculté a
métaboliser des sources variées de carbone et d’azote'? font aussi partie des atouts de PA. Son
premier mécanisme de défense reste donc sa grande capacité d’adaptation aux conditions les

plus difficiles.

b. Séquencage
Le séquencage de PA a été rapporté en 2000 par Stover et al., avec 6.3 millions de paires

de base, le génome de PA est ’un des plus importants comparé a ceux d’autres bactéries.'”
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Outre le nombre, ¢’est sa complexité qui interpelle : 8.4 % de ses génes sont impliqués dans la
régulation du pathogene, ce qui dénote une capacité d’adaptation bien supérieure aux autres (£.
coli 5.8 %, B. subtilis 5.3 %, et M. tuberculosis 3.0 % en comparaison). Ensuite trois familles
de protéines de la membrane externe ont été identifiées : les porines spécifiques, les porines
portails et les porines efflux, qui sont toutes encodées par environ 160 genes, un nombre
disproportionné comparé a d’autres génomes. Ces protéines font partie des éléments clés de
résistance et de pathogénicité de PA, elles sont en charge du transport et du relargage des
antibiotiques, de 1’exportation des différents facteurs de virulence ou encore de 1’ancrage et de
la motilité de la bactérie. De plus PA posséde pres de 300 systemes de transport membranaire
cytoplasmique dont deux tiers sont affiliés a son apport en nutriment, '° attestant de son caractére
ubiquitaire et de sa faculté d’adaptation. La motilité et le Quorum sensing (QOs) sont en lien
étroit avec la chimiotaxie de la bactérie. Or il semblerait que PA ait le systéme chimiosensoriel
le plus complexe rapporté : quatre loci encodent probablement les voies de signalisation et de
transduction,'” ce qui explique en majeur partie la difficulté & comprendre dans leur intégralité

le systéme motile et le Qs.

¢. Une bactérie Gram négatif
Les bactéries peuvent étre identifiées selon différents criteres qu’ils soient
morphologiques, relatifs a leur mobilité, a leur type respiratoire ou encore a leur résultat au test
de Gram. PA est une bactérie dite Gram négatif, ce qui d’un point de vue structurel correspond

a un agencement de son enveloppe en trois parties (Figure 2).

En allant de D’extérieur vers ’intérieur de la cellule, se trouve tout d’abord une
membrane externe lipidique arborant des lipopolysaccharides et porines. Ensuite dans le
périplasme se trouve une fine paroi constituée de peptidoglycane. Et enfin une deuxi¢me

bicouche lipidique, la membrane cytoplasmique, sépare le périplasme du cytosol.
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Figure 2 : Schéma de la membrane cellulaire d’une bactérie Gram négatif (adaptée de
Madigan M. et Martinko J.'3)

2. Motilité, attachement et facteurs de virulence de surface

a. Le flagelle

Le flagelle est une structure protéique complexe formant un appendice a la surface de
PA (Figure 3). Grace a des mouvements de type hélice ou vis, il lui permet de « nager » lorsque
la bactérie se trouve sous forme planctonique. Un flagelle peut étre décomposé en trois parties :
le corps basal ancré dans 1’enveloppe, le crochet et le filament. Lorsqu’un mouvement est initié,
il débute au niveau du corps basal, I’énergie étant apportée par un gradient de protons, il est
ensuite transmis au crochet qui va entrainer le filament.!* Le filament est constitué
principalement de monomeres de la lectine FliC, polymérisé en hélice en formant un tube creux,

le tout coiffé par un décamere de la protéine FliD.

La présence de flagelle rend la bactérie mobile ce qui s’avere un €¢lément déterminant
lors la colonisation tissulaire. En outre, les sous-unités constituant le flagelle, FliC et/ou FliD,
permettent la reconnaissance spécifique et 1’ancrage de la bactérie sur des structures
glycaniques exposées a la surface des cellules (aGM1)'° et ou sur les mucines (lewis x et Sialyl-
lewis x).!® La mobilité flagellaire est également déterminante dans la formation des biofilms
dans la mesure ou elle optimise la probabilité de contact avec le support a coloniser.!” Une fois
le pathogene ancré, s’en suit une cascade de messagers biologiques aboutissant a la sécrétion
d’interleukine-8, une des premiéres étapes de la réponse inflammatoire de I’hote.'® Le flagelle

est spécifiquement reconnu par I’hdte (via les protéines TLRS) afin de lutter contre la
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colonisation de PA. De ce fait, une fois I’étape de colonisation effectuée, la bactérie s’est

adaptée en ¢éliminant la synthese de flagelle une fois la colonisation réalisée.

b. Les pilis de type IV

Les pilis de type IV sont des appendices protéiques filamenteux exposés a la surface des
bactéries. Leur ancrage prend naissance au niveau de la membrane cellulaire et I’ensemble de
la structure traverse donc I’ensemble de I’enveloppe bactérienne (Figure 3). La partie
filamenteuse des pilis étant composée majoritairement de la protéine PilA, surmontée par une
autre protéine PilY 1. Grace a des mouvements répétés d’extension, d’ancrage, et de rétractation,
les pilis de type IV permettent & la bactérie de « ramper » a la surface des cellules épithéliales."
Ainsi elle est capable d’avancer a une vitesse moyenne d’environ 1 mm/h?° (en fonction du type
de surface, des nutriments a disposition, et en tenant compte du fait que la bactérie ne prend pas

le chemin le plus direct).

Les pilis de type IV jouent eux aussi un role important dans les phases d’adhésion lors

de la colonisation de P4, les protéines PilY 1 qui les composent se lieraient aux intégrines.?!

¢. Les pilis de type Cup
Les pilis de type Cup tirent leur nom de la mani¢re dont ils sont assemblés
« chaperone/usher/pathway ».?? Il existe quatre types de pilis fimbrae selon les souches : CupA,
CupB, CupC, et CupD. lls interviennent dans le mécanisme de colonisation primaire (adhérence

aux surfaces abiotiques et formation de biofilm).??

d. Les lipopolysaccharides (LPS)

Les LPS sont des facteurs pathogeénes importants chez les bactéries Gram négatif et sont
impliqués dans les interactions hote-bactérie. Ils sont constitués de trois régions distinctes
I’antigéne-O, le core, tous deux composés de chaines polysaccharidiques, et le lipide A, un
dimere de glucosamine substitué par des acides gras et des groupements phosphates, ancré dans
la bicouche lipidique extérieur. Le tout constituant le feuillet externe de la membrane externe
des bactéries Gram négatives (Figure 3). Le lipide A, en tant que facteur de virulence, est
capable de déclencher une réponse immunitaire excessive, pouvant conduire a un choc
septique.”> La variabilit¢ de la chaine polysaccharidique antigéne-O est a la base de
I’identification antigénique des sérotypes de PA4. Ayant pour but de se prémunir de la réponse
immunitaire de 1’hote, PA a la capacité de faire varier a la fois la nature du lipide A** et celle
de I’antigéne-O,% engendrant d’une part un phénoméne de résistance, mais accroissant du

méme fait, la réponse inflammatoire de 1’hote.?® Les LPS sont aussi impliqués dans les
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phénomeénes de virulence, principalement par leur adhésion a divers protéines membranaires

(aGM1, TLR4).%

Lipopolysaccharide
Antigene—0

Figure 3 : Représentation de Pseudomonas aeruginosa avec son flagelle, ses pilis de type
IV et ses Lipopolysaccharides (adaptée de Kipnis et al.’®).

3. Quorum sensing
Le Quorum sensing (QOs) est défini par Smith?’ comme étant le mécanisme qui permet a
la bactérie de percevoir la densité de la population bactérienne environnante et de répondre de
maniére coordonnée a cette information en régulant I’expression de plusieurs génes. Présent
chez la plupart des bactéries Gram négatif, il permet la détection et la production de petites
molécules signals, pierre angulaire de la communication bactérienne. A ce jour chez PA, il

existe quatre voies principales de signalisation faisant parti du Os?®:

- les voie Las et Rhl faisant appel aux lactones homosérine-N-acylées,

- la voie PQS (pour Pseudomonas quinolone signal) utilisant les 4-quinolones,

- lavoie 1QS (pour integrated Quorum sensing) via le 2-(2-hydroxyphényle)-thiazole-4-
carbaldéhyde.

a. Les voies Las et Rhl
Chez PA, deux molécules sont principalement impliquées dans les voies Las et Rkl : la
lactone N-3-oxododecanoyle homosérine (30-Ci2-HSL) pour la voie Las et la lactone N-
butyryle-L-homosérine (Cs-HSL) pour la voie RAl. Leur production est effectuée par des
synthases, codées respectivement par les génes Lasl et Rhll. Une fois synthétisée, ces molécules
vont diffuser a travers les membranes cellulaires grace a leurs petites tailles, et s’accumuler

dans I’environnement cellulaire jusqu’a atteindre un seuil. En effet, arrivées a une certaine
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concentration intracellulaire, 30-Ci2-HSL et C4-HSL vont se fixer sur leurs régulateurs
transcriptionnels apparentés, activant la transcription des génes inducteurs (Lasl et Rhll, on
parle alors de rétrocontrole positif) et des génes de virulence?’ (tels que 1’¢lastase, 1’exotoxine
A, les protéines sécrétées, les rhamnolipides, les pyocyanines, les lectines, etc.). Pour ajouter
un peu de complexité, ces deux systemes sont organisés hiérarchiquement tel que le systéme
Las régule Rhl. Enfin, les lactones homosérines sont impliquées non seulement dans la
régulation de I’expression de gene de PA, mais aussi dans la modulation de la réponse
immunitaire de I’hote. Il a été démontré que 30-Ci-HSL induisait la production de la
cyclooxygénase (Cox)-2, une enzyme proinflammatoire, dans des fibroblastes de poumons

humain. %°

b. Pseudomonas Quinolone Signal
La molécule principale du PQOS la 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone a été caractérisée en
1959 par Takeda,*® bien que la découverte de son implication dans le Os date de 1999.3! Le
POS est directement sous I’influence du systéme Las™® et, comme lui, il intervient dans la
régulation de facteurs de virulence comme la pyocyanine, la lectine 1 (LecA), ou encore la

production de rhamnolipide.?

c. 10S
Découvert en 2013 par Lee et al. I’IQS intervient lui aussi sous le contrdle du systéme
Las, engendrant a la fois 1’activation des systemes PQOS et Rhl, mais aussi I’expression de
facteurs de virulence.*® Cependant il peut aussi étre activé par un stress dii a I’épuisement de
phosphate (réponse immunitaire courante & une infection®*). Ainsi /QS va amplifier la
production de facteurs de virulence et permettre a la bactérie d’outrepasser le mécanisme de

défense mis en place par I’hote.”®

4. Les facteurs de virulence secrétés
Il existe de nombreux facteurs de virulence chez PA, qui peuvent étre classés de
différentes manieres. La liste présentée dans la suite de ce chapitre est loin d’étre exhaustive
mais contient les principaux d’entre eux. D’autre part le classement est fait selon le type de

transporteur utilisé pour franchir ses membranes.

a. Via les systémes de sécrétions de type I et 11
Le systeme de sécrétion de type I permet a une molécule de passer du cytoplasme au

milieu extracellulaire en une seule étape.®> Alors qu’avec le systéme de sécrétion de type II, la
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translocation des molécules s’effectue en deux temps, par le biais de deux transporteurs distincts

(Figure 4).

Membrane
externe
Périplasme
Membrane| o= ;{%{f{f{ﬁg
interne| i $1 FEYE4
Cytoplasme

Figure 4 : Représentation des systemes de sécrétion de type I (A) et de type Il (B)
(empruntée a Kipnis et al.?%).

Elastase

L’¢lastase est une métalloprotéine a zinc de 33 kDa possédant une activité
protéolytique. Elle est responsable de la dégradation des protéines surfactantes A et D,
permettant ainsi & PA de diminuer la réponse immunitaire en altérant la clairance.’*® De
récentes études démontrent la capacité de cette peptidase a supprimer la flagelline du milieu
extracellulaire (composant principal des flagelles), diminuant ainsi la réponse immunitaire li¢e

a celle-ci.®

Exotoxine A

L’exotoxine A est une protéine d’une longueur de 638 acides aminés possédant une
activité enzymatique de type mono-ADP-ribosyltransferase.*’ Une fois sécrétée par PA via le
systéme de sécrétion de type II, I’exotoxine A va étre internalisée dans la cellule hote pour,
aprés plusieurs étapes de maturation, exercer son activité enzymatique.*' Elle va « ADP-
ribosyler » le facteur 2 d’¢longation eucaryote, I’inactivant et ainsi empécher la biosynthese des

protéines de la cellule héte conduisant & son apoptose.*!

Phospholipase C

La pathogénie de la phospholipase C vient en partie de sa capacité a inactiver les
protéines surfactantes des cellules pulmonaires, contribuant significativement a certaines
formes de blessures pulmonaires.*> De plus, elle est capable de supprimer la réponse oxydative
des neutrophiles de ’hote.* D’autres études montrent le rdle important de la phospholipase C

dans la pathogénése de PA.*+46

24



Chapitre 1 : Pseudomonas aeruginosa

Protéase IV
La protéase IV est connue pour son implication dans des infections de type kératite.*’
De plus elle est responsable de la dégradation de protéines surfactantes A, B et D, altérant ainsi

les défenses pulmonaires de I’hote.*® 4

Protéase alcaline

La protéase alcaline est une métallo protéase a zinc, d’environ 50 kDa, impliquée dans
la dégradation de la fibrine. Elle est aussi responsable chez 1’hote de 1’altération des protéines
de complément (protéines faisant partie de la réponse immunitaire) empéchant ainsi la
phagocytose.’® 3! Elle serait aussi responsable de la destruction de la flagelline dans le milieu
extracellulaire, agissant de concert avec I’élastase, mais dans des concentrations en calcium

différentes, permettant une complémentarité dans leurs actions.

Pyocyanine

La pyocyanine est un pigment bleu-vert, comme nous 1’avons vu au début de ce chapitre,
sécrétée par PA (Figure 5). Etant un zwitterion au pH sanguin, elle est capable de pénétrer les
membranes biologiques et ainsi grace a ses propriétés oxydantes, de jouer un rdle important
dans le stress oxydatif. En effet, elle peut oxyder le glutathion intracellulaire et inactiver les
catalases au sein des cellules endothéliales et des cellules épithéliales, nécrosant ainsi le tissu
respiratoire.”> > Une étude récente démontre la capacité de la pyocyanine a induire la
glycosylation des mucines en sialyl-Lewis (x), rendant les cellules épithéliales plus aptes a
accueillir P4.>* La pyocyanine est aussi impliquée dans d’autres mécanismes pathogéniques
comme 1’accroissement de la concentration d’interleukine-8,%% ¢ la diminution de la réponse
immunitaire de 1’hote,’® 7 la perte de la fonction ciliaire,® ou encore 1’apoptose des

neutrophiles®” confirmant son role essentiel dans la virulence de PA4.%

Pyoverdines

Les pyoverdines sont une famille de molécules, composées d’un chromophore
dihydroquinoline relié a un peptide qui peut varier selon les souches de P4°° (Figure 5). Ce sont
des sidérophores, c’est a dire des especes capables de chélater le fer. Le fer est essentiel pour
les organismes, et les bactéries n’échappent pas a cette regle. Il est indispensable a leur
croissance mais aussi pour les mécanismes d’infection.’® ¢! Ainsi en séquestrant le fer

extracellulaire, elles vont perturber 1’homéostasie du fer en agissant telle une toxine pour

I’hote.>
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o)

A

Figure 5 : Structure de la pyocyanine (A), et structure générale de la pyoverdine (B) ou
R, représente la chaine peptidique et R> un diacide carboxylique, un diamide ou un acide
a-cétoglutarique selon les souches de PA.

Rhamnolipides

Les rhamnolipides sont des biosurfactants composés d’une partie rhamnose conjuguée
a un lipide. IIs différent dans le nombre d’unités rhamnose et/ou dans la longueur de la chaine
lipidique conjuguée.®? Ils sont impliqués dans les phénoménes inflammatoires, en inhibant par
exemple la réponse phagocytaire des macrophages ou encore en stimulant le relargage de
médiateurs inflammatoires.®? Les rhamnolipides jouent un role important dans I’architecture du

biofilm.% Leur impact sera discuté ultérieurement dans ce chapitre.

b. Via le systéeme de sécrétion de type 111
Le systeme de sécrétion de type III permet a PA d’injecter directement les facteurs de
virulence au sein de la cellule via un appendice faisant office d’aiguille.?® Par ce systéme, PA

est capable de transloquer des toxines de type exoenzyme.
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Figure 6 : Représentation du systeme de sécrétion de type Il (empruntée a Kipnis et
al.’s).
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L’exoenzyme S

L’exoenzyme S est une protéine de 49 kDa ; bifonctionnelle, elle possede une activité
GAP spécifique (Protéine Activant GTPase) et une activit¢ ADP-ribosyltransférase. Ainsi elle
peut inhiber a la fois la mobilité et la phagocytose grace & son activité GAP spécifique,®* mais
aussi inhiber I’internalisation de PA par les cellules épithéliales et les macrophages de par son

activité ADP-ribosyltransférase.®’

L’exoenzyme T
Tout comme I’exoenzyme S, ’exoenzyme T posséde les activités GAP spécifique et
ADP-ribosyltransférase. Elle est capable de perturber 1’organisation du cytosquelette grace a

66, 67

cette derniere. Bien qu’elle inhibe 1’internalisation de PA et la cicatrisation des plaies, elle

est considérée comme une enzyme mineur.®

L’exoenzyme Y
L’exoenzyme Y est une adénylate cyclase,® qui une fois injectée dans le cytosol de la
cellule cible va augmenter le concentration de AMPc, engendrant une hyperperméabilité

pulmonaire.”®

L’exoenzyme U

L’exoenzyme U est de loin la plus étudiée des quatre, elle s’avere €tre une puissante
cytotoxine possédant une activité phospholipase/lysophospholipase. Avec une cytotoxicité cent
fois plus importante que I’exoenzyme S,”' I’injection d’exoenzyme U directement au sein de

cellules de mammiféres provoque des dégats irréversibles aux membranes cellulaires.”

5. Les porines
Les porines sont des protéines transmembranaires de la membrane externe formant un
canal, permettant ainsi le passage de composés a travers eux selon leur spécificité. Depuis le
séquencage de PA, de nombreuses études ont été effectuées sur les porines. Auparavant la
plupart d’entre elles n’étaient peu ou pas connues chez PA. Aujourd’hui elles sont classées en
trois familles : les porines spécifiques, les porines portails dépendant, et les porines

efflux/sécrétion.

a. Les porines spécifiques
I existe au moins trois porines spécifiques : OprB, OprP et OprD. De plus chacune
d’entre elles possédent au moins une, voire plus, de porines homologues. OprB est une porine
s¢lective des carbohydrates, elle est induite lors de la croissance de PA sur des milieux ayant

comme unique source de carbone le glucose.” Elle posséde un canal a chlorure de potassium
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qui peut étre bloqué par du glucose ou par des maltodextrines. OprP est une porine de 48 kDa,
induite lorsque la concentration en phosphate du milieu est faible (< 0.15 mM).” Elle posséde
un site de liaison spécifique du phosphate, avec un K4 d’environ 0.15 uM, qui une fois occupé
ne permet plus le passage de petits anions.”” OprO, une porine analogue de OprP, a une affinité
quant a elle plus importante pour le pyrophosphate. La troisiéme porine identifiée OprD est

spécifique des aminoacides basiques, et des dipeptides contenant un résidu basique.’®

b. Les porines portails

Les porines portails sont des protéines de la membrane externe impliquées dans la
régulation du fer. Comme nous I’avons vu précédemment, le fer joue un réle important dans le
développement d’un organisme que ce soit chez les procaryotes ou les eucaryotes. PA grace a
ses différents sidérophores va aller chercher le fer extracellulaire et via ses protéines portails va
pouvoir I’assimiler dans I’espace périplasmique.”’ La porine portail associée a la pyoverdine
est le FpvA, elle va capter le complexe Fe’"-pyoverdine extracellulaire, induisant un
changement dans sa conformation ce qui va entrainer la translocation du complexe Fe*'-
pyoverdine au niveau du périplasme.’® Un autre sidérophore, non mentionné précédemment, la

pyocheline travaille en tandem avec la porine FptA selon un mécanisme identique.”

¢. Les porines efflux/sécrétion
Les systemes d’efflux sont I’un des atouts majeurs de la résistance de PA aux
antibiotiques, les plus importants d’entre eux appartiennent a la famille RND (« resistance
nodulation division »). Ils permettent d’une par la sécrétion de facteurs de virulence (Cf.
Systeme de sécrétion de type I et II), et d’autre part aussi I’expulsion d’antibiotiques. Nous nous
intéresserons dans ce paragraphe uniquement a la partie comprise entre le périplasme et le

milieu extracellulaire du systeme d’efflux, susnommées porines d’efflux.

OprM est la porine d’efflux majeur la plus étudiée de PA dans la résistance aux
antibiotiques. Une étude a montré que la délétion d’OprM entrainait une diminution de la
résistance de PA, contre de nombreux antibiotiques de différentes natures, d’un facteur 10 a
1000.3° OprJ et OprN sont deux porines appartenant & la méme famille que OprM, cependant
elles ne sont exprimées qu’apres mutation de PA. De surcroit il est possible que plusieurs
porines d’efflux puissent servir plus d’un systéme de sécrétion, compliquant d’autant plus la

tache pour la compréhension de ces systémes clés.

PA compte au moins 18 protéines de la membrane externe potentiellement impliquées

dans ces porines d’efflux.!” Ce chiffre est basé sur les similitudes observées dans le génome de
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PA avec d’autres bactéries. Certaines porines ont été identifiées et leurs fonctions étudiées :
XcpQ par exemple est la porine majeure de PA associée aux secrétions de type 115! Cependant
la plupart d’entre elles ne sont que soupconnées et il reste encore beaucoup a faire pour cerner

complétement ces protéines aux roles majeurs.

II. Le biofilm

1. Introduction

Le biofilm tel qu’il est défini par Consterton, fait référence a une communauté composée
de cellules bactériennes jointes dans une matrice polymérique autoproduite et adhérente a une
surface inerte ou vivante.® Dans la plupart des biofilms, les microorganismes comptent pour
moins de 10 % de la masse séche, alors que la matrice de biopolymeéres peut représenter jusqu’a
plus de 90 % de la masse totale.> La matrice, composée de substances polymériques
extracellulaires, joue un role prépondérant dans les phénomenes de résistance, protégeant la
bactérie de la dessiccation, de 1’oxydation, des radiations ultraviolettes, des antibiotiques, ou
encore des défenses immunitaires.®> La matrice, véritable barriére physique, posséde une
composition ainsi qu’une architecture tridimensionnelle qui varie en fonction de son

développement et des souches de PA.

2. Composition
a. Exopolysaccharides
Alginate
Les alginates sont les principaux exopolysaccharides de P4, ce sont des
hétéropolyméres non branchés composés d’acide a-L-guluronique et B-D-mannuronique.®* Le
taux d’acétylation des alginates influence 1’étape de colonisation ainsi que la forme et la nature
du biofilm.**> Les alginates ont la capacité de piéger les radicaux libres relachés par les
macrophages lors de I’inflammation engendrée par I’infection de PA4.3%*" IIs sont présents en
plus grande majorité chez les souches de P4 dites mucoides, conférant un caractére résistant au

biofilm d’autant plus important.®

Psl

Psl est composé d’unités répétitives de pentasaccharides contenant du D-mannose, du
D-glucose, et du L-rhamnose.?’ 1l intervient a de multiples étapes du développement du biofilm
que ce soit dans les premicres étapes d’adhésion ou lorsque le biofilm est formé. Lorsque PA
se déplace sur une surface, elle dépose une fine trace de Psl, guidant les autres bactéries pour

pouvoir se rassembler sous forme de microcolonies.” Psl peut étre ancré a la surface de la
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cellule sous forme hélicoidale, probablement pour promouvoir les interactions cellule/cellule

ou cellule/surface.”’ De plus il interagit avec I’ADN extracellulaire pour former ’ossature du

biofilm.%> %3

Pel

Pel quant a lui, est un exopolysaccharide cationique linéaire contenant des
galactosamines et des glucosamines partiellement acétylés, reliés par des liens glycosidiques 1-
4.°* Grace a ces charges positives, il est capable de former un réseau avec I’ADN extracellulaire
maintenant I’intégrité structurelle du biofilm tout comme Psl.”* De plus, Pel en maintenant les
interactions cellule/cellule permet aux cellules parents de « retenir » les cellules filles au sein
du biofilm, promouvant ainsi la formation du biofilm.”® Il joue également un role important
dans la protection de la bactérie contre les aminoglycosides bien que le mécanisme d’action mis

en ceuvre reste encore flou.”

Nous avons vu dans ce chapitre le role et I’implication de ces différents
exopolysaccharides dans le développement du biofilm. Leurs expressions variant entre les
différentes souches de PA4, le role d’un seul d’entre eux peut étre prépondérant (comme dans
PAOI, ou PA14) mais le plus souvent leur fonctionnement est effectué en synergie. Ainsi en
cas de mutation d’un géne responsable de 1’expression d’un des exopolysaccharides, 1’action
de I’un peut compenser 1’absence d’un autre. Ceci démontre une nouvelle fois la capacité

d’adaptation de PA.

b. Lectines solubles

LecA

La lectine LecA de PA, est la premicre lectine a avoir ét¢ isolée par chromatographie
d’affinité.’® Elle peut étre décrite comme un parallélépipéde de 70 A de long, 32 A de large et
d’une épaisseur de 19 A.%7 Cette protéine homotétramérique de 484 acides aminés est composée
de quatre sous unités de 12.5 kDa”® constituées de deux feuillets B, eux-mémes composés de
quatre brins antiparalléles. Sur chaque monomere est présent un cation calcium qui forme un
réseau de liaisons hydrogénes avec les acides aminés environnant, générant ainsi un site de
liaison (Figure 7). Ces sites de reconnaissance sont spécifiques du D-galactose avec une
constante d’association (Ka) de 3.4 x 10*M™.*” Cependant LecA est particuliérement affine des

B-D-galactoses conjugués en position anomérique avec un groupement aromatique. '
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Figure 7: Représentation graphique du tétramere de LecA complexé avec le p-
nitrophényle B-D-galactose (code PDB 3ZYF).'"! La chaine peptidique est représentée en
ruban, les saccharides en bdtonnets et les ions calcium en sphere.

LecA agit telle une adhésine sur les cellules épithéliales de I’hote, facilitant 1’adhésion

de PA.'9%1% Dans le méme temps, LecA affiche plusieurs effets cytotoxiques'®

et augmente la
perméabilité de la barriére épithéliale pour des toxines telle que ’exotoxine A.!% Récemment,
il a était démontré que LecA promeut I’invasion cellulaire de PA sur le tissu cellulaire de
I’hote.!% Enfin, sa présence est nécessaire pour promouvoir la formation du biofilm et pour

permettre a la bactérie de se maintenir dans les poumons.'?’

LecB

La lectine LecB est aussi une lectine tétramérique, cependant sa structure est plus proche
d’un tétraedre, ou a chaque sommet se trouve ses sites de liaison (séparés deux a deux d’une
distance de 34 A). Elle compte 456 acides aminés au total, avec une masse de 11.7 kDa par
sous unité.!”® Chaque monomére est composé de neuf brins formant des feuillets P
antiparalléles, avec les brins 1-5 formant un motif en clé grecque.'® Les sites de reconnaissance
de LecB sont spécifiques du L-fucose, de plus chacun d’eux compte deux cations calcium,
conférant ainsi une stabilité plus importante aux interactions sucre/LecB (Figure 8). Cette forte
affinité se traduit par une constante d’association (K,) de 3.4 x 10° M, dix fois plus importante

que chez sa consceur LecA pour son ligand de référence.'”
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Figure 8 : Représentation graphique du tétrameére de LecB complexé avec le L-fucose
(code PDB 1GZT).!!" La chaine peptidique est représentée en ruban, les saccharides en
bdtonnets et les ions calcium en sphere.

Role des lectines dans la pathogénése de PA

LecA et LecB jouent un réle important dans la pathogénése de PA, elles interviennent
dans I’adhésion aux cellules, dans la formation de biofilm (en tant qu’agent de réticulation entre
les cellules et les matrices de polysaccharides) ou encore dans la perturbation des barrieres
épithéliales’ (Figure 9). Cependant leur mode d’action précis reste encore ambigu. De
nombreuses études arrivent a des résultats contradictoires, suivant les souches de PA utilisées
ou les techniques inhérentes aux différents laboratoires (modes de croissance du biofilm,
ligands différents). De par la complexité du fonctionnement de cette bactérie il reste difficile

de cerner tous les roles impliquant ces lectines.
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P ©0 Glycoprotéines € Exotoxine A
Lectine %e Exopolysaccharides Q Cellule épithéliale

Figure 9 : Réle des lectines de PA proposé : adhésion aux cellules épithéliales (A) ;
attachement aux cellules bactériennes et a la matrice d’exopolysaccharides (B) ;
perturbation de la barriere épithéliales et augmentation de la perméabilité pour d’autres
facteurs de virulences (C). Les fléeches bleues indiquent la réticulation : bleues claires
lectines/exopolysaccharides, bleues foncées exopolysaccharide/PA. Les fléches rouges
indiquent la pénétration de [’exotoxine A a travers [’épithélium perturbé (adaptée de
Grishin et al.)’

¢. ADN extracellulaire
L’ADN extracellulaire est le plus abondant des trois composants du biofilm.'!! 11 est
issu a la fois de la lyse de cellules et d’un relargage en petites vésicules effectué par la
membrane externe des cellules de PA."'> '3 Lutilisation de nucléase a montré que 1I’ADN
extracellulaire était requis pour la formation du biofilm,''* permettant ainsi de démontrer son

role en tant qu’agent de réticulation.'!

3. Développement du biofilm
La création du biofilm se fait a travers plusieurs étapes clés qui ont fait 1’objet de
nombreuses études. Dans ce paragraphe nous essaierons de décrire le cycle de vie du biofilm
chez PA, mais aussi de comprendre les mécanismes de différentiation de la bactérie s’opérant

a chacune de ces étapes.

a. Adhésion
Sous forme planctonique PA est capable de se déplacer selon plusieurs mécanismes, que
ce soit de la simple diffusion, de la convection ou encore du transport actif grace a son
flagelle.!'® Ensuite vient 1’étape d’adhésion de la bactérie aux cellules, qui va étre effectuée via
les nombreux acteurs décrits précédemment tels que le flagelle,'” 7 les pilis de type IV,!7 118

1191e PsI®! et I’ADN extracellulaire!'!* (Figure 10). Sans cette étape cruciale d’attachement aux
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cellules les bactéries seraient ¢liminées avant méme de pouvoir former leur biofilm. Une fois
liées aux cellules de I’hdte, les déplacements se feront par les pilis de type IV, qui permettent a
la bactérie de « ramper » a la surface des cellules. Par la suite, des génes régulant le Qs ainsi

17 engendrant les

que d’autres protéines (non identifiées pour la plupart) vont s’activer,
premiers changements phénotypiques du pathogene. Ainsi I’étape d’adhésion initiale se termine

et PA se retrouve ancrée par un attachement irréversible.

b. Maturation

Etablissement de microcolonies

Les bactéries explorant la surface environnante en « rampant » vont petit a petit se
rassembler en suivant les traces de Psl comme décrit précédemment.”® Ainsi elles vont
commencer a se multiplier, les cellules filles renforcant la formation de la colonie ou la quittant
pour continuer d’explorer la surface.'!” A ce stade, il y a une activation d’un grand nombre de
génes (autour de 1500 au moins selon Sauer et al.''”), tel que le systéme de Os Rhl ou encore
les protéines Arc impliquées dans les processus anaérobiques. Les substances polymériques
extracellulaires (ADN extracellulaire, lectines, exopolysaccharides) vont elles aussi

commencer a étre produites a ce moment-la.

Formation du biofilm

Alors que lors de 1’étape précédente 1’épaisseur de la microcolonie dépassait a peine les
10 um, a ce niveau il est possible pour le biofilm d’atteindre une centaine de micrometres
d’épaisseur.!!” Une fois encore de nombreuses protéines sont activées, il est possible que ce soit
a ce stade que la majeure partie des facteurs de virulence soit sécrété, seulement il est a ce jour
impossible de I’affirmer d’apres la littérature. Toujours est-il que le phénotype de PA au sein

du biofilm est drastiquement différent comparé a son homologue sous forme planctonique. '’

Le biofilm va alors se structurer jusqu’a former un « champignon » impliquant la
participation 1a aussi de I’ADN extracellulaire'?° (Figure 10). Les thamnolipides vont participer
a la formation de canaux au sein méme de ces structures permettant ainsi le passage des
nutriments et de I’oxygéne.®® Au sein méme des structures champignons il existe aussi une
différentiation du pathogene. Les bactéries non motiles vont former le pied alors que celles
motiles se trouveront au niveau du chapeau, les deux parties présentant des propriétés

métaboliques différentes.!?! 122
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¢. Dispersion

La derniére étape de différentiation du biofilm commence par I’apparition de creux sur
la partie supérieure du biofilm, au cceur du « chapeau ».°"* 12! Ces creux sont dénués de matrice
polymérique extracellulaire, cependant ils contiennent des bactéries dont le phénotype est plus
proche de leur forme planctonique que sessile.”! La bactérie est donc capable d’éliminer une
partie spécifique de son propre biofilm et d’initier le changement phénotypique de certaines
bactéries qui vont étre expulsées pour a leur tour aller former de nouvelles colonies. Ce
mécanisme singulier nommé « dispersion » ou « ensemencement dispersif » est dit actif,
contrairement au détachement de biofilm d a 1’érosion ou encore a la desquamation qui sont
eux a contrario passif.'>> Son origine peut étre due a de nombreux facteurs tels que 1’apport en
nutriment, la mort cellulaire, les rhamnolipides, ou encore des stimuli extérieurs.'** Les

différentes étapes du développement du biofilm sont résumées ci-dessous (Figure 10).

Attachment Growth Detachment |

Figure 10 : Représentation du développement du biofilm chez PA : adhésion (1),
maturation (2) et dispersion du biofilm (3) (empruntée a P. Dircks, Centre pour
I’ingénierie de biofilm a MSU-Bozeman).

III.  Les lectines une cible de choix

Nous avons vu dans les deux premicres parties la complexité de PA. Son fonctionnement
bien que largement étudié jusqu’a aujourd’hui est encore loin d’étre totalement élucidé. Il existe
a ce jour de nombreux travaux effectués pour lutter contre cette bactérie, des cibles trés variées
sont envisagées que ce soit le Os, les récepteurs membranaires ou encore les lectines. A I’instar
de notre laboratoire de nombreux travaux rapportant une stratégie ciblant les lectines ont été
effectués, chaque équipe utilisant son propre savoir-faire et ses idées afin de synthétiser des
ligands plus affins des lectines de PA4. Dans un premier temps nous traitons de la faible affinité

des interactions sucre/lectine. Ensuite sont décrites les différentes techniques existantes pour
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¢tudier les interactions sucre/lectine. Enfin les paragraphes suivants dressent un état des lieux

concernant les ligands de LecA et de LecB existants.

1. Sucre/lectine, une interaction faible

Nous avons vu précédemment que les lectines LecA et LecB avait une faible affinité
pour le D-galactose (Ko = 3.4 x 10* M%) et le L-fucose (Ka = 3.4 x 10° M1 1%%). De maniére
plus générale, les interactions monovalentes sucre/lectine sont qualifiées de faibles.'” La
Nature pour pouvoir outrepasser cette limitation a utilisé la multivalence. La multivalence peut
étre définie comme la capacité d’un ligand multivalent a former plusieurs liaisons avec un
récepteur multivalent (Figure 11). Les interactions multivalentes permettent en général
d’exalter I’affinité du ligand pour un récepteur. Ce phénoméne nommé « effet cluster »'%°
intervient lorsque I’affinité du ligand multivalent (cas B Figure 11) est supérieure a la somme

des affinités des ligands monovalents (cas A Figure 11).

A

"
A
1l
“
"
A
1l
09

Figure 11 : Représentation de plusieurs interactions monovalente (A) et d 'une interaction
multivalente (B)

L’effet cluster peut étre expliqué par plusieurs phénomenes thermodynamiques. Tout
d’abord d’un point de vue enthalpique. L’enthalpie peut étre définie comme 1’énergie nécessaire
a former ’interaction entre les deux especes : ligand et récepteur. Elle est impliquée dans I’ étape
de reconnaissance avec la formation des liaisons hydrogénes ou bien des interactions de types
Van der Waals. La valeur de I’enthalpie est aussi tributaire des contraintes imposées au ligand
et au récepteur. Autrement dit, si le ligand ou le récepteur doivent étre déformés pour pouvoir
s’adapter I'un a ’autre cela engendrera un colt enthalpique. Le deuxiéme phénomene qui
intervient est au niveau entropique. L’entropie est souvent assimilée a une notion de désordre,

plus sa valeur est basse, moins il y a de désordre et inversement lorsque sa valeur est grande.
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Trois ligands monovalents possédent plus de degrés de liberté qu'un seul ligand trivalent. Une
fois qu’il y a une interaction entre un site de reconnaissance et un des ligands du composé
trivalent, le colt entropique pour que les deux autres ligands se lient a leurs sites de
reconnaissance respectif est de ce fait diminué. Ainsi, la valeur entropique d’un ligand trivalent
sera toujours plus basse que celle de trois ligands monovalents (Figure 11). Enfin, la diminution
du coflit entropique entraine une baisse du « désordre » donc une augmentation de I’affinité pour

le récepteur.

Nous avons vu que ’utilisation de ligand multivalent permettait d’augmenter 1’affinité
d’un ligand pour son récepteur. Les lectines sont souvent des protéines multimériques
présentant plusieurs sites de reconnaissance (quatre sites chez LecA et LecB). Ainsi,
I’utilisation de constructions saccharidiques multivalentes ou glycoclusters permet de palier a

la faible affinité sucre / lectine en utilisant le principe de I’effet cluster.

2. Caractérisation des interactions Sucre/Lectine
Avec I’étude des interactions Sucre/Lectine, la nécessité de pouvoir caractériser et
quantifier ces interactions sont arrivées de pair. De ce fait, de nombreuses techniques ont vu le
jour, que ce soit des études d’affinité, de compétition, sur support, ou encore en solution. Elles
possedent toutes des avantages et des inconvénients suivant leurs facilités de mise en ceuvre,
leurs cotits ou encore selon les informations auxquelles elles donnent acces. Quatre d’entre elles
sont détaillées dans les paragraphes suivants, s’agissant des techniques les plus couramment

usitées.

a. L’inhibition de I’hémagglutination

L’inhibition de I’hémagglutination (HIA) est une technique permettant de mesurer les
interactions entre un ligand et une lectine. Mise au point dans les années 40 par Hirst'?’ cette
méthode consiste tout d’abord a mettre en solution des érythrocytes présentant a leur surface
des saccharides spécifiques de la lectine étudiée. Sans ajout de la lectine, les érythrocytes vont
sédimenter au fond du puits, cependant lorsque la lectine est ajoutée, il va y avoir formation
d’un réseau entre les lectines et les oses des hématies, autrement dit il y a hémagglutination.
Visuellement cela se traduit par une couleur rouge homogéne dans le puits, contrairement a la
sédimentation ou seul un point rouge est observable. Pour mesurer les interactions entre un
ligand et sa lectine, il est nécessaire dans un premier temps de savoir a quelle concentration en
lectine il y a hémagglutination. Ensuite, dans un second temps il faut ajouter le ligand, a des

concentrations croissantes, au sein des puits contenant déja les érythrocytes et la lectine (qui est
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a une concentration constante). Ainsi le ligand va rentrer en compétition avec les hématies pour
se lier aux lectines et de ce fait inhiber ’hémagglutination, entrainant la sédimentation des
hématies. En travaillant a différentes concentrations de ligand, il est possible de déterminer la
concentration minimale d’inhibition (MIC), qui correspond a la concentration minimale de

ligand nécessaire pour empécher I’hémagglutination des érythrocytes (Figure 12).

Facile a mettre en place et a utiliser cette technique peu onéreuse ne nécessite pas d’outil
spécifique si ce n’est un opérateur. Les inconvénients sont relatifs a I'utilisateur d’une part (au
niveau de ’interprétation visuelle des résultats) et d’autre part aux valeurs semi-quantitatives
peu précises puisque chaque lot d’érythrocytes aura un pouvoir d’agglutination différent. De ce
fait, chaque expérience nécessite d’inclure une structure de référence pour permettre une
comparaison relative du pouvoir d’inhibition de 1’hémagglutination d’un lot a [’autre
d’érythrocytes.

A
1 2 3 4 5|6|7 8 9 10 11 12

L X X X X JOIOXOXOJOXOXO)
dE X X X X J]OJOXOJOJOXOXO,

Double dilution de la lectine sans ligand

B
2 3 4 5 6[7]8 9 10 11 12

JHOJOXOJO00JON X X X X J
OJOJOJOJOoI0JOf X X X X

Double dilution du ligand en présence de lectine

o

@ : Pas d’hémagglutination
‘ : Hémagglutination

Figure 12: Détermination de la MIC par HIA en utilisant des globules rouges.
Détermination de la concentration minimale en lectine requise pour [’hémagglutination

(A),inhibition de [’hémagglutination en utilisant des concentrations croissantes en ligand
(B) (adaptée de Cecioni et al.)!??

b. Enzyme-Linked Lectin Assay
Le test utilisant une lectine liée a une enzyme ou « enzyme-linked lectin assay » (ELLA)
(Figure 13) est une adaptation du test ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay).'?’ Dans
le test ELISA, le systéme anticorps/antigéne est étudié alors qu’avec le test ELLA, c’est le
systéme sucre/lectine qui est concerné. Dans un premier temps un polymere glycosylé
présentant une affinité pour la lectine ¢tudiée est adsorbée sur une plaque 96 puits. Ensuite le

ligand inhibiteur d’intérét, a une concentration croissante, ainsi que la lectine biotinylée sont
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ajoutés, de ce fait la quantité de lectine immobilisée au fond du puits dépend directement de
son affinité¢ pour le ligand. Peu aprées, les plaques sont incubées une heure a 37°C, et apres
plusieurs lavages (permettant d’¢liminer la lectine non immobilisée et le ligand) un conjugué
streptavidine-peroxydase est additionné. Le conjugué streptavidine va se lier a la biotine des
lectines présentes dans le puits. Apres lavage, 1’ortho-phényléne-diamine est rajouté dans
chaque puits. En présence de peroxyde d’hydrogeéne et de peroxydase I’ortho-phényléne-
diamine va réagir pour former le 2,3-diaminophénazine (coloration jaune-orange), quantifié¢ par
spectrophotométrie visible a 417 nm. Ainsi, I’intensité de la coloration est proportionnelle a la
quantité de lectine immobilisée au fond du puits. Donc plus le ligand est affin pour la lectine,
plus I’adhésion de la lectine sera inhibée, et plus faible sera la coloration. En travaillant a des
concentrations en ligand croissantes, il est possible de tracer des courbes d’inhibition
(pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en ligand). La valeur d’ICso
correspond a la concentration pour laquelle 50 % de I’interaction entre le polymere glycosylé
et la lectine est inhibée. Il est possible de comparer plusieurs ligands entre eux. Ainsi, plus le

ligand est affin pour la lectine, plus la valeur de 1I’ICsp est faible.

Bien que plus robuste que la méthode HIA, la mesure de la valeur d’ICso par le test
ELLA se heurte a quelques problémes. Tout d’abord la consommation de produit relativement
importante du fait des nombreux points nécessaires pour pouvoir tracer une courbe d’inhibition
exploitable. Etant donné I’échelle logarithmique, une faible variation peut engendrer de grandes
différences de la valeur d’ICso, c’est pourquoi toutes les mesures sont effectuées en triplicata
avec un nombre de points importants dans la zone de transition. Enfin, I’étape de conjugaison
de la lectine avec la biotine peut engendrer une modification de sa conformation, ou rendre son

site de liaison inaccessible, faussant ainsi en partie les résultats.
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Figure 13 : Détermination par ELLA de la concentration inhibitrice moyenne (ICsg) en
inhibiteur en compétition avec des glycopolymeéres adsorbés sur la surface des puits
(adaptée de Cecioni et al.'?®)

¢. Larésonance plasmonique de surface
La résonance plasmonique de surface (SPR) est utilisée pour caractériser les interactions
entre biomolécules depuis 1983.13° Lorsqu’un faisceau de lumiére polarisée monochromatique
rencontre un milieu différent de celui d’ou il est émis il peut y avoir soit réflexion, soit
réfraction. A un certain angle d’incidence la réflexion peut étre totale alors que la réfraction
sera nulle (Figure 14). Le faisceau peut alors étre caractérisé par plusieurs composantes
¢lectromagnétiques, comme 1’onde évanescente. Cette onde se propage perpendiculairement a

I’interface, sur une distance de la valeur de sa longueur d’onde.

En déposant une couche de métal sur I’interface (de I’or en SPR), lorsque le faisceau
incident riche en photons va heurter I’interface, ceux-ci vont entrer en résonance avec les
¢lectrons libres présents sur la surface. Ce phénomeéne appelé résonance plasmonique de surface
(SPR) engendre une diminution de I’intensité de la lumiére réfléchie quantifiable. Dans le cas
d’une étude d’interaction, la surface d’or peut étre recouverte par des glycopolymeres. Ainsi si
des lectines sont injectées dans le flux de tampon, lorsqu’elles vont se lier aux glycopolymeéres
présents a la surface, il y aura modification de I’intensité du faisceau lumineux et de son angle

de réflexion (0). Il est aussi possible de réaliser des expériences de compétition, en injectant des
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ligands en méme temps que les lectines (Figure 14). La réponse enregistrée sera différente si
les lectines interagissent avec les ligands plutét qu’avec le glycopolymere. En effectuant des
mesures a différentes concentrations de ligands, des valeurs d’ICso peuvent étre déterminées en

tracant des courbes d’inhibitions.

Ligand Microfluidiques
igond e _ \ - / : o+

Lectine » .i"
\' %z\u?/mes

“\_ Lumiere réfléchie

: /
Détecteur

Figure 14 : Représentation schématique d’un test de compétition par SPR pour la
détermination de la valeur d’ICsy (adaptée de Cecioni et al.'?%)

Lumiére
polarisée

d. Microcalorimétrie de titration isotherme

La microcalorimétrie de titration isotherme (ITC) est couramment utilisée pour étudier
les interactions entre deux biomolécules. Un microcalorimétre est constitué de deux cellules au
sein d’une enceinte adiabatique (Figure 15). L’une d’elle servant de référence (contenant
uniquement du tampon) alors que 1’autre contient un des deux partenaires (la lectine la plupart
du temps). En ajoutant le ligand dans I’enceinte contenant la lectine, il va y avoir soit
dégagement soit absorption de chaleur. Le microcalorimeétre va alors mesurer 1’énergie pour
revenir a la méme température que la cellule de référence. Ainsi, en effectuant une trentaine
d’injections, il est possible de tracer un thermogramme de 1’évolution de 1’énergie en fonction
du temps. Cela permet d’obtenir une courbe isotherme d’association, qui a 1’aide d’un mode¢le
théorique d’association, permet de déterminer des grandeurs thermodynamiques telles que
I’enthalpie, 1’entropie, ou encore I’énergie libre. Il est aussi possible d’accéder a la constante

d’association et a la steechiométrie de 1’interaction.
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Figure 15 : Représentation schématique d’un microcalorimetre (adaptée de Cecioni et
al.?8).

Hormis sa consommation importante en lectine, ainsi que d’éventuels problémes de
précipitation due a des agrégations, cette technique est I’une des plus puissantes, étant donné le
nombre d’informations qu’elle apporte pour pouvoir caractériser une interaction. C’est de plus
une méthode quantitative qui permet de comparer facilement 1’affinité des différents ligands
pour une lectine. En effet, dans les techniques précédentes (ELLA et SPR) les valeurs d’ICsg
sont dépendantes du taux de greffage de la surface et de ce fait non comparables d’une surface

greftée a ’autre.

3. Les ligands de LecA
L’affinité de LecA avec des galactosides monovalents est de I’ordre du micromolaire,
elle est influencée par la structure de la partie aglycone avec une affinité exacerbé pour les f3-
D-galactopyranosides.” 13! Par exemple, le phényle B-D-galactopyranose présente une affinité
26 fois plus importante envers LecA comparée au méthyl B-D-galactopyranose.'?’ Récemment
il a été démontré que les aglycones aromatiques présentent une interaction CH- « en forme de

T » avec le résidu His50 de la lectine. ' 132
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HIA ELLA SPR ITC
Composé Valence MIC B* 1Cso B' 1Cso B* Ka B* Ose de référence Référence
(en uMm) (en nM) (en nM) (en nM)
OH OH
1 700 24 - = - - 4200 21 ° Kadam et al.’3?
HO OH
OH
OH OH
2 - - 3000 23 - - 6300 8 AN Rodrigue et al.133
C)HOMe
OH OH
- - 170000 1.1 - - 37000 2.5 o 2 ome
OH Chabre et al.*3*
3 OH OH
- - 170000 09 - - 37000 1.4 Ho&’
OHOMe
OH OH
4 80 39 - = - - 2960 30 2 Bergmann et al.'3*
HO OH
OH
OH OH
5 250 20 46000 2.8 2600 - 5800 12 o X ome Cecioni et al.13®
OH
OH OH
o)
6 31 26 - = - - 83 36 wovr @\« Bergmann et al.’®
o
OH OH
7 - - 220 545 - - - - N o _Z Pertici et al."’
OH
OH OH
8 -- 27 7555 - - 28 - NS o Pertici et al.1*®
OH
OH OH
9 1.22 5122 57 1200 - - 220 318 o % ove Gening et al.'*®
OH
OH OH
10 9.8 638 150 460 - - 530 132 o 2 ome Gening et al.'*
OH
OH OH
11 - - - - - - 1090 87 o\ oM Smadhi et al.1*°
OH
OH OH
o)
12 0.78 104 - s - - 25 1184%@ Bergmann et al.’3*
o
OH OH
13 1.2 5122 57 1210 - - 79 886 HO%OMQ Gening et al.’*
OH
OH OH
Lo}
14 - - 700 315 - - - - Ho%wwowowmﬁw Soomro et al.*
OH OH
%o 8 Revaf 136
15 500 20 7000 50 1000 58 90 1138.o\lo o T Cecioni et al.
OH OH
16 31 516 60 3050 910 54 157 446 o % ome Ligeour et al.
OH
OH OH
o}
17 1.04 1000 - - - - 25 1184%@ Bergmann et al.’3*
o]
OH OH
18 - - - - - - 230 409 AN Chabre et al.*%
OH
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OH OH Nierengarten et
19 12 078 6410 40 4325 367 - - - HO%OMQ al.*s
OH Cecioni et al.1**
20 24 - - - - 230 - - - - Kottari et al.}*
OH OH
i
HO O N ™0
21 67 0.45 100 - - 33000 - 50 2824 O Rl
S_(CHZWO/\/O\/\OJ Reynolds et al
o)
OH OH
o}
22 - 9.0 - - - - - 4120 3 SR Otsuka et al.'¥’

L
NO;

Tableau 1 : Comparaison des affinités des principaux ligands de LecA. 'Rapport
d’affinité entre le composé et sa référence (Cf. Figure 16 pour la structure des
composés).

2

Dans la suite de cette partie, en corrélation avec le Tableau 1, sont présentés la majeure
partie des ligands de LecA, présentant une forte affinité, synthétisés au cours des derniéres
années. Les molécules sont classées selon leur valence (le nombre de sucre décorant la
structure) avec pour chaque ligand la structure du galactoside utilisée comme référence dans
la publication. La structure des ligands, suivant la numérotation attribuée dans le Tableau 1, est
rapportée dans la Figure 16. Ensuite, I’affinité¢ des ligands envers LecA, représentée par la
valeur de la MIC, de I’ICso, ou du Kq selon la technique utilisé (HIA, ELLA, SPR ou ITC) est
rapportée dans le Tableau 1. Dans la plupart des études le composé étudié est comparé a un ose
de référence, une structure simple, qui a pour but de montrer le gain d’affinité du ligand proposé
par rapport a cet ose de référence. Cela permet d’extraire la valeur « p », qui est le rapport
entre la valeur de MIC, ICso, ou K4 entre 1’ose de référence et le composé, pour la méme

technique utilisée.
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Figure 16 : Structure des principaux ligands de LecA rapportés dans la littérature

Dans un premier temps nous allons comparer les ligands monovalents. L’utilisation du
groupement naphtyle par Kadam et al.!3? dans la structure 1, accroit la valeur du K4 mesurée en
ITC d’un facteur 21 par rapport a celle obtenue avec le D-galactose. L’utilisation de I’analogue
S-galactoside par Rodrigue et al.,'** montre une 1égére perte d’affinité par rapport a la structure
1. Dans la structure du composé 3 le groupement aromatique se situe a une distance plus
importante du D-galactose (2 longueurs de liaison au lieu d’une). De plus, son orientation est
modifiée di a sa position sur une double liaison. Il en résulte une chute de I’affinité comme le
montre la valeur de Kgq mesurée en ITC du composé 3 par rapport aux autres structures

5

aromatiques monovalentes. Le ligand monovalent 4 obtenu par Bergmann'*> montre la

meilleure affinité envers LecA avec une valeur de Kgq de 2960 nM mesurée en ITC. Cela
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s’explique d’une part, par la participation du groupement phényle qui interagi avec 1’His50 !

(tout comme le composé 5) mais d’autre part par I’interaction du cycle triazole avec la Pro51.'%®

Ensuite nous pouvons observer que les valeurs Kq des composés monovalents 1 a 5 sont
d’ordre micromolaire, alors que lorsque nous passons a une valence supérieure avec les ligands
6 a 10, les valeurs de Kq mesurées par ITC sont de I’ordre du nanomolaire. Le composé bivalent
6, synthétisé par Bergmann et al. est 36 fois plus affin que son équivalent monovalent, le
composé 4.'% Grace a I’utilisation d’un aglycone aromatique couplé a un effet cluster di a la
multivalence de la structure, le ligand 6 obtient une valeur de Kq de 83 nM. Pertici et al.
réussissent eux, a obtenir des affinités parmi les meilleures avec des composés bivalents sans
méme I’utilisation de galactosides présentant un aglycone aromatique.'*”1*® En effet leurs
ligands bivalents sont composés de saccharides relié€s entre eux par des cycles triazole et décorés
a chaque extrémité par un -D-galactose. Ainsi le bras oligosaccharide / triazole apporte une
certaine rigidité a la structure, tandis qu’une simple chaine alkyle (de trois carbones pour 7, et
d’un carbone pour 8) permet aux galactoses situés aux extrémités d’avoir un degré de liberté
suffisant pour qu’ils s’adaptent aux sites de reconnaissance. Cette structure rigide bivalente est
designée pour correspondre a la longueur séparant les deux sites de reconnaissance de LecA
situé¢ du méme co6té. L utilisation d’un bras rigide permet de diminuer le colit entropique, alors
que les extrémités flexibles évitent ainsi un cotit enthalpique trop important. Grace a ce design,
Pertici et al. obtiennent une valeur de Kq de 28 nM pour le ligand 8. Dans les cas des structures
9 et 10, c’est I'utilisation combinée d’une structure bivalente et d’un aglycone aromatique qui
a permis a Gening et al. d’obtenir des valeurs de Kq de 220 nM et 530 nM respectivement.
Nous pouvons remarquer que 1’affinité du ligand 9 est deux fois plus grande que celle du

composé 10, alors que seul I’orientation des sucres change entre les deux ligands. '’

Le composé 11 trivalent, décrit par Smadhi et al.,'* ne passe pas sous la barre
symbolique de la micromole en affinité (mesure du K4 par ITC), cela peut étre di au cycle
triazole qui est trop proche du galactose, génant ainsi 1’entrée de celui-ci dans le site de
reconnaissance de le lectine comme cela a ét¢é montré avec des clusters présentant des

galactosides-thymine'*.

De nombreux glycopolypeptides ont été synthétisés par chimie combinatoire par
’équipe de Reymond. 0! 132 135, 150-155 Grace a la robustesse de la synthése peptidique, ainsi
qu’a I’éventail d’acides aminés disponibles, cela a permis la synthése supportée de nombreux
composés complexes. En effet, des milliers de séquences peptidiques ont été criblées afin
d’obtenir le ligand avec la meilleure affinité. La diversité apportée par les chaines latérales des
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acides aminés permet sans doute d’obtenir des interactions supplémentaires non définies entre
le ligand et la lectine, conduisant a une augmentation de I’affinité. La série de composés décrite

par Bergmann et al.!**

montre qu’en passant d’une valence de 1, 2, 4 puis 8, tout en gardant le
méme motif terminal, ils obtiennent des valeurs de Ky qui passent respectivement de 2960 nM
pour 4, a 83 nM pour 6, et finissent a 2.5 nM pour 12 et 17. Ainsi, grace a la multivalence, en
multipliant la représentation du motif 4 par 4, cela a permis d’augmenter 1’affinité du ligand
envers LecA d’un facteur 1184. Cependant, il est a noter que le passage d’une valence de 4 a 8
n’augmente plus I’affinité, il semblerait qu’un plateau soit atteint. Ce résultat confirme que la
disposition spatiale des sucres reconnus par la lectine est plus importante que le nombre de

sucres introduits pour obtenir une forte affinité.

D’autres types d’échaffaudage ont été utilisés pour la synthése de glycoclusters
tétravalent contre LecA, que ce soit des saccharides cycliques (13), *** des résorcinarénes
(14),'""! des calixarénes (15),'%° ou encore des saccharides (16).!°° La majorité d’entre eux arrive
a atteindre des affinités submicromolaires mesurées en ITC, ce qui en fait de bons ligands de
LecA. L’utilisation de squelettes aromatiques tels que les résorcinarénes ou les calixarénes
restreint le choix de la partie aglycone. En effet bien que ces structures soient intéressantes de
part leurs topologies spécifiques, leurs faibles solubilités aqueuses force a 1’utilisation de D-
galactosides non aromatiques, moins affins de LecA mais permettant de garder une solubilité
aqueuse. C’est pourquoi c’est seulement chez des structures possédant un squelette de type
polysaccharidique (13) ou peptidique (12), que des D-galatosides aromatiques sont utilisés.
Ligeour et al. '>® font quant a eux appel a la chimie du phosphore et a la CuA Ac pour conjuguer
leurs plateformes saccharidiques avec des dérivés D-galactosides aromatiques (16). Ainsi, par
I’utilisation d’un lien phosphodiester ils garantissent une bonne solubilité de leurs produits
quand bien méme ils utilisent des aglycones aromatiques. Selon cette stratégie, bon nombre de
glycoclusters ont été synthétisés au sein de notre laboratoire, se concentrant sur 1’étude de la

149.157. 158 54y encore sur la topologie des glycoclusters.!3 Cependant la plupart

partie aglycone
des études d’affinité ayant été réalisées sur puce a ADN (le systéme sera détaillé au cours des
chapitres suivants), il est difficile de comparer leurs affinités obtenues a celle rapportées dans

le Tableau 1.

De nombreux glycoclusters présentant des valences toujours plus grandes ont été
synthétisés. Ils présentent un squelette de type fulleréne (19),'*> ** dendrimére (18, 20),'#* 14
nanoparticule (21),'* ou encore de type polymére (22).!*’ Ces structures multivalentes sont

toutefois confrontées a des problémes de solubilité, excepté dans le cas des nanoparticules.
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L’affinité lorsqu’elle est mesurée ne dépasse pas celle obtenue avec des composés tétravalents,
nous pouvons en déduire que la multivalence atteint sa limite. De plus, la difficulté relative de
la synthése de ces composés arborant de telle valence n’est pas compensée par le gain d’affinité

envers la lectine.

Durant cette partie nous nous sommes intéréssés a I’affinité des ligands vis-a-vis de
LecA, en s’appuyant sur les méthodes décrites dans la littérature comme étant celles de choix
pour étudier les interactions sucre / lectine. Seulement a ce niveau la nous ne savons pas si la
bonne affinité du ligand est corrélée a son efficacité a destructurer le biofilm. Pour cela il est
nécessaire d’effectuer des tests sur des biofilms déja établis ou sur des biofilms en
développement. Des tests de ce type ont été effectués sur environ la moiti¢ des ligands présentés
auparavant (4, 6, 7, 8, 11, 12, 16, et 17). Le composé monovalent 4 a montré une inhibition du
biofilm a une concentration supérieure a 3 mM, du méme ordre que le ligand trivalent 11 (5
mM). Les composés 4 et 11 obtiennent un gain d’affinité d’au moins 90 fois supérieur au D-
galactose (qui lui est efficace a 450 mM)."*> Cependant leur concentration d’utilisation reste

encore de 1’ordre du millimolaire.

Les ligands 7 et 8 présentent une inhibition du biofilm a 225 uM de 15 % et 30 %
respectivement.'> Alors que le composé 6, qui présente une affinité similaire au ligand 8, a
montré un pouvoir inhibiteur d’environ 60 % a une concentration de 90 uM. Les composés 12
et 17 issus de la méme série, ont eux montré une capacité d’inhibition de 50 % et 100 %
respectivement, a 50 uM. Ainsi la bonne affinité d’un glycocluster n’est pas nécessairement
corrélée a son efficacité contre la formation du biofilm. Le ligand 16, a inhibé de 40 % la
formation du biofim de P4 dés 10 pM,'®® démontrant une fois encore qu’il est difficile de
corroborrer I’affinit¢ d’un ligand avec sa capacité inhibitrice du biofilm. De plus, les tests anti-
biofilm n’en sont qu’a leurs prémices et une uniformisation des tests semble nécessaire pour

pouvoir comparer les résultats entre eux.

4. Les ligands de LecB
De la méme manicre qu’avec LecA, des recherches ont été effectuées pour trouver un
ligand de LecB avec une affinité nanomolaire et ayant un pouvoir inhibiteur de la formation de
biofilm. Nous avons vu précédemment que LecB était spécifique du L-fucose et que sa
constante d’association était plus importante d’un facteur 10 comparée a celle de LecA avec le
D-galactose. Cette différence est due a la présence de deux ions calcium au sein du site de

reconnaissance, alors que chez LecA seul un ion calcium s’y trouve. Ainsi le réseau de liaisons
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hydrogenes établi entre le L-fucose et la lectine est plus important, accroissant de ce fait
I’affinité pour la lectine. De par sa structure tridimensionnelle, les sites de reconnaissance de
LecB sont moins accessibles que ceux de LecA. Par conséquence, il est rare d’obtenir un gain

d’affinité pour LecB trés important avec des ligands multivalents.

1 161 1 162

Les recherches menées par Hauck et al.”®" ainsi que par Andreini et al.'®” sur des dérivés
aromatiques du L-fucoside monovalents (Tableau 2, Figure 17, composés 23 et 24) ont montré
une affinité de I’ordre du micromolaire pour LecB. La conjugaison du saccharide a un dérivé
aromatique ne semble que trés peu promouvoir les interactions Sucre/Lectine dans ces cas. Peu
de travaux ont ét¢ menés sur 1’étude de la partie aglycone chez les ligands de LecB, cela est di
a la forte affinité naturelle du L-fucose envers LecB ou du MeO-a-L-Fucose (Kqg=0.38 uM par
ITC!'%?) comme expliqué auparavant. De ce fait, les études sur les ligands de LecB, se
concentrent plutdt sur I’effet de la topologie et de la multivalence. A noter tout de méme le

1 163

travail effectué par Marotte et a qui, en utilisant un disaccharide (25), obtiennent un ligand

avec un Ky de 310 nM mesuré par ITC, sans avoir recours a la multivalence.
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ELLA ITC
Référence Composé Valence |Cs, B Kyq B! Ose de référence
(en nM) (en nM)
OMe
Hauck et al. 26 23 1 - - 3300 22 oo
HOHO
OMe
Andreini et al.’6? 24 1 - - 1200 03 Memw
HOHO
1 OH
Marotte et al. 163 25 570 - 310 9 MEMH
HoHO
OMe
Andreini et al.!6? 26 2 - - 620 05 Mem"”
HOHo
Marotte et al.?®* 27 2 - - 90 = -
OMe
Boukerb et al.1%2 28 4 - - 48 9

I

&
OI
o]
o)
o
I

Kolomiets et al.'>3

et 29 4 140
Johansson et al.*%

o]
I

~
O
'
'
=
@
I
@)
[e]
o
I

I
O:

o
I

Kolomiets et al.153 30 8 25 440 - - MG%H
HOHO
OH
Morvan et al.2®5 31 10 250 22 - - MeHo 2/ on
HO
Berthet et al.%¢ 32 16 0.6 1033 28 15
Buffet et al.®’ 33 24 - - 23 1.9

Tableau 2 : Comparaison des affinités des principaux ligands de LecB. 'Rapport
d’affinité entre le composé et sa référence (Cf. Figure 17 pour la structure des composés).
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Figure 17: Structure des principaux ligands de LecB rapportés dans la littérature.

Andreini et al.'®? avec 1’utilisation d’un difucoside (26) montrant un Kd de 620 nM, sont
toujours deux fois moins affins que le a-O-méthyle-L-fucose. Lorsque Marotte et al.'®® ont
synthétis¢ le dimeére 27, a partir du disaccharide a-L-Fuc-(1—4)B-D-GIcNAc, ils ont réussi a
atteindre une valeur de Kq de 90 nM, soit un gain d’affinité de 3,4 par rapport au monomere 25.

Tout comme avec LecA, des squelettes de types calixarénes (28),'%? peptidiques (29, 30,

32),150, 153, 154, 166 ou encore fullerénes

oligomeéres phosphodiester pentaérythrityles (29),'%

(33)'%7 ont été décrits dans la littérature. Leurs multivalences (de 4 a 24), ainsi que leurs

topologies permettent 1a aussi d’obtenir des valeurs de Kq ou d’ICso submicromolaires. Mais
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comme précédemment la meilleure affinité ne suffit pas a en faire un bon candidat, des tests sur
biofilm sont aussi nécessaires pour pouvoir juger de leur efficacité. Seuls les composés 28 et

29 ont été testés directement sur le biofilm.

Le ligand 28 a était testé a la fois sur biofilm et sur souris (infecté¢ au niveau pulmonaire par
PA). 11 a induit une inhibition de la formation du biofilm, et sur le mod¢le in vivo, permettant
une diminution de moiti¢ de la perméabilité capillaire-alvéolaire (passant de 4% a 2% en
perméabilité).!* Le ligand 29 a 50 uM, a quant a lui, montré une inhibition du biofilm de plus

de 80 %,'>* ainsi qu’un pouvoir dispersif sur un biofilm déja formé.

Une étude menée par Sommer et al.'® parue récemment souléve un point qui n’avait
jamais été abordé lors des précédents travaux menés sur LecB ou méme sur LecA. Dans cet
article les auteurs décrivent la synthése de nouveaux ligands de LecB, ainsi que I’étude de leur
affinité vis-a-vis de LecB par des mesures de valeurs de Kq effectuées par ITC. Il est intéressant
de noter que leurs résultats montrent tout d’abord une différence structurelle de LecB selon les
souches de PA. Ensuite, les études d’affinité de leurs ligands vis-a-vis des LecB (issue de la
souche PAO1 et PA14) montrent une disparité d’interaction des ligands en fonction de la souche
de PA (Figure 18). Cela remet en perspective les travaux effectués précédemment : quelle
souche de PA a été utilisée ? Faudrait-il refaire des tests avec une LecB issue d’une autre
souche ? Devons-nous viser une seule souche de P4 ou faut-il espérer synthétiser un ligand
ayant un large spectre d’action ? Autant de questions qu’il faudra garder a I’esprit lors de

prochaines études menées sur les lectines de PA.

Nom Methylg ol | Méthyle C.X-D- Lewis? H type ll
fucoside mannoside
OMe OMe HO o ren o Ho e OH ,,OH
o ) or ° OH OH Ho ° °© d
OH OH HO T o] vt on ™o OT_‘O OH

Souche | ppQO1 | PA14 | PAOL | PAl4 PAO1 PA14 PAO1 PA14

de LecB
202

+
Kd ﬁ/lo +50 Jl\l/l Zlil\_/l 212 nM 70+ 20 nM 605 + 140 nM 199 + 70 nM

nM

Figure 18 : Valeurs de Kq obtenues par ITC de différents saccharides avec LecB issue
des souches PAOI et PA14 (empruntée a Sommer et al.’%%)

Pour conclure sur cette partie dédiée aux ligands de LecA et LecB, nous pouvons

déduire de ces études les prérequis pour synthétiser un bon ligand de lectine. Etant donné la
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faible affinité des saccharides vis-a-vis des lectines, le recours a la multivalence afin d’obtenir
des composés plus affins comme le fait la Nature semble un des premiers éléments. '®® Ensuite
il est important de trouver I’unité la plus simple qui s’adapte au mieux au site de reconnaissance,
pour maximiser le rapport taille / affinité. La chimie utilisée pour la conjuguaison de I’unité sur
le squelette doit étre efficace et tolérante envers les divers groupements qui pourraient se trouver
sur I’échaffaudage comme sur ’unité, pour éviter toutes structures secondaires qui pourrait
perturber les étapes de purification. Ainsi lorsqu’il y aura passage a la multivalence, la
conjuguaison de I’unité simple sur des structures plus complexes ne se heurtera pas a des
problémes liés a la synthése. La chimie click correspond a ce cahier des charges et c’est
pourquoi elle a été largement utilis€ée pour la synthése des clusters présentés auparavant. Le
choix de la structure multivalente qui sera décorée par cette unité est trés importante, elle doit
pouvoir disposer d’une flexibilité¢ au niveau de la syntheése pour pouvoir s’adapter aux besoins
du chimiste et du biologiste sans remettre en cause toute la voie de synthése. Elle doit aussi
pouvoir s’adapter a la topologie de la lectine, si les sites d’interaction sont d’un méme coté de
la lectine il doit en étre de méme pour I’échaffaudage par exemple. Elle doit étre relativement
rigide, pour pouvoir diminuer le colit entropique et donc a terme gagner en affinité vis-a-vis de
la lectine. Il ne faut pas oublier que ces interactions sont dynamiques et que méme si le design
de molécules se base souvent sur des structures crystallographiques, les interactions elles, sont
en perpétuel mouvement. Enfin dernier point et pas des moindre, la structure finale doit étre
hydrosoluble, sans quoi aucun test n’est envisageable sans parler de I’hypothétique

administration au patient.
En résumé pour faire un bon glycocluster il faut :

- une chimie simple, efficace, robuste et adaptative ;
- un échaffaudage avec une topologie adéquate et multivalente ;
- une unité monomerique de taille minimale, affine ;

- un ensemble alliant hydrosolubilité et rigidité.
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Présentation du Consortium

Avant d’entrer dans le vif du sujet et d’exposer le travail réalisé ainsi que les résultats
obtenus, une bréve introduction est nécessaire pour présenter le consortium dans lequel ce
travail a été effectué. Cette étude est le fruit de trois ans de travail conjoint entre différentes

équipes :

- le laboratoire de Glycochimie de I'Institut de Chimie et Biochimie Moléculaires et
Supramoléculaire de Lyon,

- I’équipe « Oligonucléotide Modifiés » du Département des Analogues & Constituants
des Acides Nucléiques de I’Institut des Biomolécules Max Mousseron,

- Dinstitut des Nanotechnologies de Lyon de I’Ecole Centrale de Lyon,

- D’unité de Glycobiologie Structurelle et Fonctionnelle de Lille.

Ce travail a été effectué en plusieurs temps. Tout d’abord le laboratoire de Glycochimie
a synthétisé¢ des saccharides modifiés qui ont ét¢ envoyé€s a notre équipe « Oligonucléotides
Modifiés ». Ils ont été utilisés pour construire des glyco-oligonucléotides a une échelle de ~10
nmoles (Figure 19) qui ont ét¢ ensuite envoyés a I’institut des Nanotechnologies de Lyon ou ils
ont ¢t¢ immobilisés sur une puce a ADN pour obtenir une glyco-puce. Cette glyco-puce a
permis un criblage rapide de 1’affinité des glycoclusters synthétisés pour une lectine bactérienne
en utilisant trés peu de matériel (~100 pmoles). Une fois qu’une « touche » a été obtenue, le
glycocluster correspondant a été ensuite synthétisé a une échelle de ~50 umoles (~100 mg) sans
I’étiquette ADN, pour pouvoir tester son activité contre la formation du biofilm, au sein de

I’unité de Glycobiologie de Lille.
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Figure 19 : Formule générale des glyco-oligonucléotides synthétisés. R!, R’, R? varient
en fonction des structures ainsi que la Plateforme (contenant n hydroxyle(s) sur lesquels
sont montées les structures osidiques).

Dans la suite de cette partie, les quatre équipes seront présentées succinctement, ainsi
cela permettra d’introduire les différents types de chimie et compétences que nous avons utilisés

dans le cadre de ce consortium.
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Laboratoire de Glycochimie

L’équipe du Dr Sébastien Vidal est responsable de la synthése des saccharides au sein
de ce consortium. Elle a produit une partie des oses utilisés dans le cadre de cette thése. Les
sucres modifiés sont envoy¢s sous forme de dérivés azoture ou bien alcyne (Figure 20). Dans

le cadre de cette thése seulement les sucres azotures ont €té utilisés par notre équipe.

OH OH OH OH

%R - %
HO

R\///

Me’mOH Me

HO

W o

Figure 20 : Formule générale des galactosides (A) et fucosides (B) alcynes et azotures
fournies.

L’équipe « oligonucléotide modifiés »

Notre équipe, dirigée par le Dr Jean-Jacques Vasseur, est chargée de la construction des
glyco-oligonucléotides. Cela comprend la construction de plateformes multivalentes
polyalcynes et leur conjugaison avec les dérivés osidiques azotures. La synthése des
plateformes polyalcynes, couplées a 1’étiquette ADN est effectuée en s’appuyant sur la chimie

oligonucléotidique.

La synthese oligonucléotidique est effectuée selon la méthode aux phosphoramidites
(Figure 21). Il s’agit de la méthode la plus couramment utilisée, elle s’opere dans le sens 3° vers
le 5’ (contrairement a la biosyntheése de I’ADN). La synthese s’effectue sur un support de billes
de verre a porosité controlée (CPG), fonctionnalisé la plupart du temps, avec un premier
nucléoside protégé en 5’ par un groupement diméthoxytrityle (DMTr) via un lien succinyl en
3’. La premiére étape du cycle consiste en la déprotection du groupement DMTr en milieu acide
(acide trichloroacétique 3 % dans le dichlorométhane). Ensuite vient 1’étape de couplage, la
fonction phosphoramidite présente en 3’ du nucléoside a incorporer va étre activée en milieu
acide faible (pKa = 4,1 ; benzyle mercaptotétrazole 0.3 M dans 1’acétonitrile). Ensuite le
benzyle mercaptotétrazole va substituer le diisopropyle ammonium pour former I’intermédiaire
tétrazolide. L’hydroxyle libre en 5°, nucléophile, présent sur le support va attaquer le

phosphore, libérant ainsi la benzyle mercaptotétrazole. S’en suit une réaction dite de coiffage
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(utilisant I’anhydride acétique), qui consiste a acétyler les fonctions hydroxyles en 5’ qui
n’auraient pas réagi au cours du couplage. Ainsi cela évite de continuer 1’¢longation de I’ADN
sur des avortons de synthése, simplifiant les étapes de purification. Le lien phosphite triester
formé est sensible aux conditions acides, ¢’est pourquoi il est directement oxydé en présence
de diiode et d’eau, pour former un lien phospho-triester. Ensuite, le cycle recommence a partir
de la détritylation, jusqu’a I’incorporation un a un, de tous les nucléotides désirés. Les
nucléosides sont disponibles commercialement sous forme de phosphoramidites, protégés en 5’
par un groupement DMTr, ainsi que par des groupements basolabiles au niveau des fonctions
amines exocycliques des nucléobases (benzoyle pour A et C et isobutyryle pour G) et du
phosphate (cyanoéthyle). Une fois la synthese terminée, 1’oligonucléotide est décroché de son
support solide en milieu ammoniacal, déprotégeant du méme coup les groupements basolabiles
présents sur les nucléobases, ainsi que le groupement cyanoéthyle présent sur le lien phospho-

triester, générant un phosphate diester.

L’incorporation de bras alcynes sur les plateformes polyol est réalisé en s’appuyant une
nouvelle fois sur la chimie des phosphoramidites. Ainsi cela nous permet d’obtenir des

plateformes polyalcynes conjugués a un oligonucléotide.
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Figure 21 : Cycle de synthése sur synthétiseur d’ADN automatisée, utilisant la méthode
aux phosphoramidites.

Les plateformes polyalcynes ainsi synthétisées sont ensuite conjuguées aux dérivés
osidiques azotures griace a la cycloaddition de Huisgen catalysée au Cu! (CuAAc).!”" 17! La
cycloaddition 1,3 dipolaire entre un azoture et un alcyne a été découverte par Huisgen en
1963.172 Peu utilisée pour cause de temps de réaction élevé et de la non régiosélectivité donnant
lieu aux dérivés 1,2,3-triazole substitués en position 1,4 et 1,5, elle fut remise sur le devant de
la scéne en 2002 par Meldal'”! et Sharpless'”® qui découvrirent indépendamment que 1’ajout de
Cu! permettait a la fois d’accélérer la cinétique de la réaction et d’obtenir sélectivement

I’isomere 1,4 (Figure 22).
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Figure 22 : Cycloaddition 1,3 dipolaire entre un azoture et un alcyne non régiosélective
découverte par Huisgen (A) avec [’obtention des produits 1,4 et 1,5, régiosélective
catalysée par Cu' par Meldal et Sharpless (B) avec [’obtention uniquement du produit
1,4.

Outre la synthése d’oligonucléotides, et de phosphoramidites modifiés, le laboratoire
s’est aussi intéressé, au cours des années précédentes, a la synthese de galactosides présentant
différents aglycones azotures déja décrits ou inédits. Ainsi certains oses utilisés lors de cette

thése ont €té synthétisés au laboratoire.

Equipe « chimie et Nanobiotechnologie » de 1’institut des Nanotechnologies de Lyon

Dirigé par le Dr. Eliane Souteyrand puis par le Dr. Yann Chevolot, ’équipe « chimie et
Nanobiotechnologie » est en charge de la partie criblage sur puce 8 ADN.!” La technique, mise
au point en 2007, permet I’immobilisation de différents glyco-oligonucléotides sur une plaque
de verre contenant des monobrins d’ADN (Figure 23). Grace a la formation de la double hélice
entre les deux brins d’ADN complémentaires I’immobilisation est sélective. Aprés lavage pour
¢liminer ’exceés de glyco-oligonucléotide non adsorbé, 1I’immobilisation est controlée par
fluorescence a la longueur d’onde maximale d’absorbance de la Cyanine3 (présente sur la partie
oligonucléotidique). Il s’agit maintenant d’une puce a saccharides, I’ADN servant uniquement
d’outil a I’'immobilisation des glyco-oligonucléotides. La lectine d’intérét marquée est ensuite
ajoutée dans les puits. Apres incubation, puis plusieurs lavages pour éliminer I’exces de lectine
non adsorbée, les plaques sont scannées au Amax du fluorophore de la lectine (Alexa647). Ainsi
I’émission de fluorescence est directement reliée a la quantité de lectine immobilisée, autrement

dit a I’affinité entre le glyco-oligonucléotide et la lectine.
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Figure 23 : Représentation schématique du principe de ['immobilisation dirigée par
[’ADN et de son utilisation pour [’étude des interactions sucre / lectine.

En travaillant a des concentrations constantes en lectine, changeant uniquement les
glyco-oligonucléotides I’équipe de I’INL est capable de réaliser un criblage d’un grand nombre
de composés en mesurant la fluorescence directe. Les plaques contiennent 40 puits, chacun
d’eux contenant 64 emplacements pour hybrider un glyco-oligonucléotide. Pour effectuer des
mesures plus précises, chaque glyco-oligonucléotide est déposé sur 32 emplacements lors des
mesures de fluorescence directe. Pour établir un classement plus précis entre les glyco-
oligonucléotides, ils peuvent aussi réaliser des mesures de Kq sur puce, la méthode décrite par
Kuno et al.,'”* en utilisant des concentrations croissantes en lectine (de 0.01 nM a 2000 nM
pour LecA). L’immobilisation dirigée par I’ADN permet la miniaturisation de I’é¢tude sucre /
lectine, ainsi la quantité de composé nécessaire est de I’ordre de la centaine de picomoles

contrairement a des techniques tels que ’ITC, ou la SPR qui sont de 1’ordre de la micromole.

Unité de Glycobiologie Structurelle et Fonctionnelle

L’unité de glycobiologie représentée par les Dr. Olivier Vidal et Gérard Vergoten joue
deux rdles majeurs. D’un c6té, le Dr. O. Vidal effectue les tests biologiques des composés
« leaders » apres 1’étape de criblage et fournit les lectines marquées a 1’équipe de ’INL. Et d’un
autre coté, le Dr. G. Vergoten aide a la compréhension des interactions entre le glycocluster et

la lectine en réalisant des calculs de modélisation.

Deux types de test biologiques sont effectués. Le premier consiste a évaluer la capacité
inhibitrice du glycocluster sur le développement du biofilm. Nous avons vu dans le chapitre I
que les souches de P4 ¢étaient capable de s’agréger pour former des biofilms. Ce bouclier naturel
protége la bactérie et confeére aux infections leur caractére chronique. Ainsi, en inhibant le
biofilm, il est possible d’évaluer la capacité de nos glycoclusters a saper un des mécanismes

clés de défense de PA. Le deuxieéme test biologique consiste a mesurer le taux d’internalisation
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de la bactérie dans des cellules pulmonaires en présence de glycoclusters. Une fois que la
bactérie est internalisée dans la cellule, elle va entrainer sa lyse. De ce fait, en réduisant

I’internalisation, nous diminuons son arsenal offensif.
9

La mécanique moléculaire a pour but de prédire 1'énergie associée a une conformation
donnée d'une molécule. Le résultat obtenu est comparé aux propriétés physiques de la molécule
observées expérimentalement (structure cristallographique rapportée dans la littérature). C’est
une méthode empirique qui utilise un modele mathématique et divers parametres de potentiel :
I’ensemble (modele mathématique / parametres de potentiel) s’appelle un champ de force. Les
protéines sont constituées de centaines ou de milliers d'atomes et les seules méthodes de calcul
pour des systemes de cette taille sont les calculs de mécanique moléculaire. Un champ de force
est associé a chaque atome de la molécule, ici c’est le champ de force « SPASIBA »!7% 176
(Spectroscopic Potential Algorithm for SImulating Biomolecular conformational Adaptability)
qui est utilisé. Etant donné les contraintes spatiales propres aux saccharides étudiés, de par leur
forme cyclique rigide, le champ de force joue plus sur les angles de liaisons que sur I’étirement
des liaisons inter-atomes. Ce champ de force est associé a la méthode Monté-Carlo,!”” son
principe étant de générer des boucles de calculs appliquant le champ de force pour calculer
I’énergie associée a la conformation de la molécule. Cette méthode probabiliste trouve les
conformations pour lesquelles 1’énergie de la molécule est la plus basse : plus les temps de
calcul sont longs, plus le nombre de conformations étudié est important. Les calculs effectués
en modélisation permettent ainsi d’aider a mieux cerner les interactions entre les ligands et la

lectine.
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Chapitre II : Etude de I’environnement du glycocluster

I. Introduction

Dans le but d’accroitre 1’affinité du glycocluster envers la lectine, de nombreuses
publications récentes décrivent 1’ajout de groupements fonctionnels divers. Kadam et al. ont
effectué des recherches sur la partie aglycone de leur glycocluster envers LecA.!%" 135 Le
criblage de nombreux peptides a permis d’optimiser le composé monovalent constitué¢ d’un
tripeptide relié au B-D-galactose aromatique. En effet 1’utilisation de peptides aromatiques
(Tyrosine) ou chargés positivement (Arginine et Lysine) a permis d’augmenter 1’affinité de leur
glycocluster vis-a-vis de LecA. Novoa et al. ont effectué un criblage d’une librairie de 10 000
glycoclusters construits sur un squelette peptidique.!’® '” La aussi un grand nombre de
groupements a été criblé, que ce soit des groupements aromatiques présents sur des chaines
latérales, des chaines principales de différentes longueurs, ou encore des saccharides différents.
Fu et al. ont essayé d’améliorer 1’affinité de leur ligand bivalent'*® en ajoutant des groupements
(acide carboxylique, pyridinium, phényltriazole) sur le bras espaceur rigide.'®® Blanchard et al.
ont trouvé un site secondaire sur LecA capable de se lier avec un glucose.'®! Toutes ces
modifications ont le méme objectif, créer de nouvelles interactions entre le glycocluster et la
lectine. En effet, en décorant ainsi un glycocluster ayant déja une bonne affinité pour la lectine,
il est possible de créer de nouvelles interactions encore non définies, qui pourront in fine

augmenter 1’affinité et la sélectivité du ligand vis-a-vis de la lectine visée.

Les glycoclusters de notre étude sont construits sur une plateforme polyol, le choix de
la plateforme permettant d’une part de faire varier la valence du glycocluster et d’autre part
I’orientation des bras sur lesquels se trouvent les saccharides (Figure 24). Les bras du
glycocluster se décomposent en deux parties séparées par un cycle triazole. La premicre partie
du bras relie la plateforme au cycle triazole par un groupement L%, ce dernier étant rattaché a la
plateforme par le biais d’une fonction phosphodi- ou phosphotri-ester. La seconde partie du
bras, qui rattache le cycle triazole au saccharide, est composée du groupement L!. Des études
précédentes menées au sein du laboratoire se sont concentrées sur différents points clés du
glycocluster. Certaines se sont focalisées sur 1’é¢tude de la plateforme la plus adéquate envers

LecA. Différentes plateformes polyols ont ainsi pu étre étudiées : linéaire!®?, trivalente (ribo-,

156 182
)" )-

arabino- ou xylofuranose) °°, ou encore tétravalente (mannose, galactose ou glucose

D’autres recherches ont été effectuées en se concentrant sur 1’influence de la nature de L,

étudiant ’impact de S- ou de O-glycosides ainsi que la nature de 1’aglycone aromatique.!>’ 18
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Ainsi il a été montré que les S-glycosides présentent des affinités similaires aux O-glycosides.
Ensuite plusieurs types d’aglycones aromatiques ont montré un intérét particulier comme le
phényle, le biphényle ou encore le naphtyle. D’autres recherches avaient été effectuées sur la
longueur optimale de L? afin d’obtenir la meilleure affinité envers LecA.'*® Ainsi, nous avons
remarqué que I’utilisation d’un aglycone aromatique implique I’utilisation d’un L? diéthyléne
glycol méthyleéne ou propyle. Enfin en compilant les résultats obtenus lors de ces précédentes
recherches, une premiere série de glycoclusters d’intéréts a été synthétisée en solution et leur

activité sur le biofilm de PA4 a été testée.!®”
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Figure 24 : Schéma représentant la formule générale des glycoclusters synthétisés au
laboratoire.

Dans cette étude, nous avons voulu étudier I’influence sur LecA de 1’ajout d’un
groupement R porté par le lien phosphotriester (Figure 24). Ainsi, nous avons essay¢ de créer
de nouvelles interactions non définies avec LecA, par le biais de ces chaines latérales R, tout
en conservant les avancées établies par les précédentes études (au niveau de L!, L2 et de la
plateforme). Cette étude de 1’environnement du glycocluster sera décrite en trois parties. La
premicre partie sera consacrée a la synthése des différents blocs de construction. Ensuite la
synthése des glyco-oligonucléotides sera présentée, pour terminer sur 1’é¢tude des glyco-

oligonucléotides sur puce vis-a-vis de LecA.

II. Synthese des blocs de construction

1. Le support solide
Pour construire un oligonucléotide nous avons vu précédemment que la synthese
s’effectue a partir d’un support solide commercial, généralement un nucléoside. Cependant
pour pouvoir par la suite conjuguer le glycocluster en 3° de ’oligonucléotide il est nécessaire
de synthétiser un support solide non commercial. Pour cela nous utilisons des billes de verre
greffées avec une longue chaine alkylamine LCAA-CPG, (Long Chain AlkylAmine Controlled
Pore Glass) qui sont conjuguées dans un premier temps avec 1’anhydride succinique pour

former le support acide carboxylique 35 (Schéma 1).
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Schéma 1 : Synthese du support solide azoture 36.

La synthése du composé 34 est effectuée parallelement a partir du dérivé bromé
commercial. Il s’agit d’une substitution du brome par I’azoture de tétraméthyle guanidinium
dans 1’acétonitrile anhydre. Ensuite 1’alcool 34 a ét¢ mis en réaction avec le support solide 35,
en présence de diméthylaminopyridine du 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide et
de triéthylamine dans la pyridine anhydre afin d’obtenir le support solide azoture 36. Le taux
de fonctionnalisation des billes a été ensuite controlé par dosage des cations diméthoxytrityles
a 498 nm apres traitement d’un aliquot de support solide par de 1’acide paratoluéne sulfonique.

Les taux de fonctionnalisation varient typiquement entre 30 et 45 umol/g.

Ensuite, va pouvoir étre réalisée au niveau de 1’hydroxyle du support solide 36, protégé
par le groupement DMTr, I’élongation de 1’oligonucléotide. Le groupement azoture va

permettre 1’incorporation de la plateforme alcyne par CuAAc.

2. La plateforme
La plateforme est un polyol possédant une fonction alcyne, pour pouvoir étre conjuguée
avec le support solide azoture. Celle qui a donné les meilleurs résultats lors des études

précédentes est le 1-O-propargyl-a-D-mannose 39 (Schéma 2).

Sa synthese est effectuée a partir du D-mannose pentaacétylé 37 qui est tout d’abord mis
en réaction avec l’alcool propargylique en présence d’un acide de Lewis, le BF3.OEt,,
permettant I’obtention du dérivé a-propargylé 38. Il est ensuite déprotégé en milieu ammoniacal

pour donner quantitativement le 1-O-propargyl-a-D-mannoside 39.

OAc OH

OAc HO/\\ OAc OH
C C
BF3.Et,0, CH,CI MeOH
AcO 3-ERY, LHaL ,
¢ Ohe 36h, ta. o7  2n35C o_Z
37 66% 38 100% 39

Schéma 2 : Synthése de la plateforme mannoside propargyle 39

69



Chapitre 11 : Etude de I’environnement du glycocluster

3. Les phosphoramidites bifonctionnels

Nous avons choisi de construire des phosphoramidites bifonctionnels en série diéthyléne
glycol propargyle, car c’est avec celui-ci que les meilleures affinités ont été obtenues lors des
études précédentes.'*® 10 Afin d’apporter de la diversité en vue de créer de nouvelles
interactions avec la lectine, nous avons choisi sept différents groupements R qui sont introduits
au niveau du phosphate : propyle, diethyléneglycolméthyle, hexanamide, hexyl-1-ammonium,
di- et tri-éthyléneglycolammonium et enfin le diméthylaminopropyl. Certaines de ces fonctions
peuvent é&tre obtenues en synthétisant le phosphoramidite correspondant (propyl,
diethyleneglycolméthyle et diméthylaminopropyl, Schéma 3). Pour obtenir les autres
groupements, nous devons utiliser des groupements « proamido » ou « proamino ». Nous avons
choisi d’utiliser I’hexanoate de méthyle comme groupement « proamido », et d’utiliser les
groupements bromohexyle, di- et tri-éthyléneglycoltosyle comme groupements « proamino »

(Schéma 3).

R Rdt
cl a A~ 62%
Po
o | BN o (iPr)N" “N(iPr), b A~ O 54%
<\/\o> - " e {\AO%\ o
2 NaH, THF, 2 BN ELO, AT o L~ L 72%
Ar, 0°C, 16h 40 83% OMe
58% d WBr 69%
ROH, CH,Cl, , |
R/O\W,Osé/\oi/\\\ - 42a-g (’Pr)zN\Fr/o‘é/\oi/\ € MN\ 37%
. Q .
N(iPr), ® N N(iPr),
\ f
. f ,1";\/\ O 77Y%
4329 H2N(1Pr)2N\N,IN a1 o) oTs 77%

9 f‘f\/\o/\/OTs 72%

Schéma 3 : Synthése des phosphoramidites bifonctionnels en série diéthyleneglycol
propargyle

La synthése commence a partir du diéthyléneglycol qui a ét¢ monoalkylé grace au
bromure de propargyle en présence d’hydrure de sodium dans le diméthylformamide (DMF)
pour donner le dérivé monopropargylé 40. L’hydroxyle libre a été phosphitylé par la
bis(diisopropylamino)chlorophosphine dans 1’é¢ther éthylique anhydre, pour donner le
bisphosphoramidite 41 avec 83 % de rendement. Enfin les alcools 42a-g ont ¢t¢ mis en réaction
avec le composé 41, activés par le sel de tétrazolure de diisopropylammonium pour donner les
phosphoramidites bifonctionnels 43a-g avec des rendements compris entre 37 % et 77 %. A

noter le faible rendement obtenu avec le diméthyleaminopropyle, slirement di a la protonation

de I’amine tertiaire, ce qui peut géner 1’étape d’activation du bisphosphoramidite 41.

70



Chapitre 11 : Etude de I’environnement du glycocluster

Pour essayer d’apporter plus de rigidité dans la structure de nos glycoclusters, une série
équivalente de phosphoramidites bifonctionnels a ¢été synthétisée a partir du
diméthanolcyclohexane (mélange cis/trans 40/60) selon la méme méthode de synthése décrite
plus haut (Schéma 4). Les rendements de synthése des phosphoramidites 46a-g correspondant
sont compris entre 81 et 98 % a I’exception du composé 46e, pour lequel un rendement de
seulement 34 % a été obtenu, la aussi possiblement imputable a 1’amine tertiaire du

diméthylaminopropanol 42e.
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HJOJ\OH Br_\» \O/\ (iPr)pN™ "N(iPr), b MO/\/g\ 81%
HO_ NaH, DMF, Ar HO< I S 85%
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d A~~g 91%
N N
SN EgH’CHZCb N e M'L 349%
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©
| N |

. @ |
N(iPr), HzN(iPr)zN'r N N(Pr) T Ao O o, 82%

46a-g ~N’ 45
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Schéma 4 .  Synthése des  phosphoramidites  bifonctionnels en  série
diméthanolcyclohexane propargyle

Ces 14 phosphoramidites bifonctionnels seront donc incorporés sur la plateforme
mannoside via la chimie oligonucléotidique aux phosphoramidites. Ensuite les fonctions

alcynes seront conjuguées avec les différents sucres azotures grace a une réaction de CuAAc.

4. Les saccharides azotures
Nous avons vu précédemment que LecA était plus affine pour les dérivés galactosides
aromatiques, c’est pourquoi sur les 6 saccharides choisis, 5 d’entre eux contiennent des

aglycones aromatiques (Schéma 5).
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Schéma 5 : Structures des différents galactosides azotures (47 a 52) et du fucoside
azoture 53, utilisés pour la synthese de glyco-oligonucléotides dans la série
environnement.

Le composé 47 est I’un des premiers utilisé lors de précédentes études, son affinité plus
faible pour LecA est utile comme témoin lors des étapes de criblage. Le saccharide 48 est
historiquement le premier saccharide aromatique fourni par I’équipe du Dr S. Vidal. Il s’agit de
1’unité utilisée pour la construction du glycocluster 16 décrit par Ligeour et al.'*® (voir Chapitre
I). Le dérivé osidique 49 correspond a I’épitope utilisé par I’équipe de Reymond dans leurs
travaux présentant des glycoclusters sur une plateforme peptidique ramifiée,!0! 130 134, 147-152 g
il s’avere que les affinités pour LecA des glycoclusters constitués a partir des composés 48 et
49 sont similaires, le dérivé 49 pourrait étre plus intéressant du point de vue de la synthése, la
stabilité de la liaison amide étant plus importante comparée au dérivé 48 en milieu ammoniacal.
En effet, le doublet non liant de 1’amine du composé 48 peut étre délocalisé sur le cycle
aromatique pour donner trois formes mésomeéres. De ce fait son implication dans la liaison
amide est moins importante, ce qui entraine une plus grande instabilité de la liaison amide en
milieu basique. Les galactosides 50 et 51 respectivement conjugués avec le naphtyle et le
biphényle sont issus du criblage réalisé par Casoni et al.'*”. Alors que le dernier galactoside 52

est quant a lui tiré du criblage réalisé par Wang et al.'®.

La syntheése de fucoses modifiés étant trés peu décrite dans la littérature, il est difficile

d’obtenir différents aglycones. De plus, comme nous avons pu le voir lors de la présentation
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des ligands de LecB, I'utilisation de fucose modifi¢ n’a que peu d’intérét. Son affinité est déja
importante pour LecB et dans la plupart des cas, il suffit d’utiliser la multivalence sur une
plateforme adéquate pour obtenir des affinités de I’ordre du nanomolaire. C’est pourquoi un

seul fucoside 53 a été choisi pour 1’étude sur I’environnement envers LecB.

ITI. Synthése des glyco-oligonucléotides

I. Test d’incorporation des phosphoramidites bifonctionnels de la série
diéthyléne glycol propargyle

Une fois la synthese de tous les blocs de construction terminée, avant de passer a la

synthése des glyco-oligonucléotides des tests d’incorporation des phosphoramidites

bifonctionnels 43a-g ont été réalisés sur des hexathymidines (Schéma 6).

Apres synthese de I’hexathymidine sur support solide classique sur synthétiseur d’ADN,
les phosphoramidites bifonctionnels 43a-g ont été incorporés en utilisant le méme temps de
couplage que pour la synthése d’ADN (30 sec) mais a une concentration deux fois plus
importantes (0,2 M dans [D’acétonitrile). Aprés déprotection dans I’ammoniaque, les

hexathymidines 5’ bifonctionnelles 57a-g ont été obtenues.

Les différents groupements R», décorant les composés S7a-g, sont ceux qui ont pour but
de créer de nouvelles interactions avec LecA. Parmi ces groupements, certains étaient natifs
tels que le propyle, le diéthyléne glycol méthyle, et le diméthyle aminopropyle, d’autres comme
I’hexanamide, I’hexan-1-amine, le di- et le tri-éthyléne glycol amine ont été générés in situ lors
de la déprotection par I’ammoniaque. Cette méthode permet de s’affranchir de fonctions amines
qui nécessiteraient une protection durant les étapes de la synthese oligonucléotidique. Ainsi ces
groupements « proamido » (ester méthylique) et « proamino » (brome ou tosyle) permettent de
générer les fonctions amide et amine uniquement a la derniére étape de synthese. Différentes
conditions de déprotection ont été testées (température et temps) et les substitutions furent
suivies par spectrométrie de masse MALDI-TOF. Le lien phosphate triester a montré une
instabilité a des températures supérieures a 40°C. En effet nous avons observé des coupures de
la liaison oxygeéne phosphate au niveau : soit de la chaine diéthyléne glycol propargyle, soit de
la chaine latérale R>. Afin de diminuer cette dégradation, un traitement durant la nuit a 25°C a
permis ’ammonolyse de I’ester méthylique, ainsi que la substitution du brome ou des tosyles
par ’ammoniac et I’élimination des groupements cyanoéthyles. Ainsi les composés escomptés
ont été obtenus sans aucune dégradation du lien phospho-triester terminal. Nous avons

remarqué une substitution plus rapide du brome par rapport aux groupements tosyles.
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Schéma 6 : Synthése des hexathymidines 5’ bifonctionnelles 57a-g

Les hexathymidines 5° bifonctionnelles 57a-g ont ensuite ¢été analysées par HPLC en
phase inverse (Schéma 7) et caractérisées par spectrométriec de masse MALDI-TOF (Tableau
3). Nous pouvons remarquer la présence de deux espéeces sur les profils HPLC des composés
aminés 57d, 57e, 57f, et 57g alors qu’une seule espéce a été identifiée par 1’analyse de

spectrométrie de masse.

m/z (MALDI-TOF mode négatif)

Compose Théorique Expérimental
57a 2010,40 2009,37
57b 2070,45 2071,05
57c 2081,48 2082,64
57d 2067,49 2067,07
57e 2053,47 2053,36
57f 2099,49 2100,53
57g 2055,44 2055,98

Tableau 3 : m/z des hexathymidines 5’ bifonctionnelless 57a-g obtenues par MALDI-TOF
mode negatif
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Etant donné que le phosphore du lien phospho-triester est chiral, nous supposons qu’une
paire d’ions se forme entre I’ammonium de R> et un des phosphates de I’hexathymidine,
exacerbant les différences entre les deux diastéréoisomeres. Chez les composés 57a, 57b, et
57¢ le dédoublement du pic en HPLC n’est pas observable, dans ces conditions les deux

diastéréoisomeres ne sont pas séparés.

57a )w

57b ﬂy

57d l,\
o Nmine
57c m{
PO SR —
57f i
579 ‘JJ l; -
|
|
57e N
e ———— 1 Tps (min)
0 10 20

Schéma 7 : Profil HPLC en phase inverse des hexathymidines 5’ bifonctionnelles 57a-g.
Gradient 0 % a 30 % en CH3;CN, TEEAc 0.05M, en 20 min. Classement des chaines R>
selon leur lipophilie : diméthyle ammonium propyle < diéthylene glycol ammonium <
triéthyléne glycol ammonium < hexanamide < hexylammonium < diéthyléne glycol
méthyle < propyle

2. Synthése des glyco-oligonucléotides
Nous allons maintenant passer a la description de la synthése des glyco-oligonucléotides

en série diéthyleéne glycol sur la plateforme mannose propargyle (Schéma 8).

Elongation de I’ADN et incorporation de la Cyanine 3 (Cy3)
La premiere étape consiste a effectuer I’élongation de 7 étiquettes ADN différentes sur
le support azoture 36 (Tableau 4) Ces étapes sont réalisées sur synthétiseur d’ADN automatisé

par la méthode aux phosphoramidites décrite précédemment. Le choix de la séquence des
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étiquettes ADN a été réalisé lors de la mise au point de la méthode afin de s’assurer qu’il n’y

ait pas d’hybridation croisée lors de 1’étape d’immobilisation sur puce a ADN.

Composé Nomenclature Séquence ADN 5’ vers 3’
58a ADN; CCG CGT TGG ATT AGC
58b ADN GCT TGG TGC CTC CAC
58¢c ADN3 TGG CAC GCT CTC TGC
58d ADN34 CTG CCT CTG GGC TCA
58e ADN;5 GAA ACC AAG TCC ACA
58f ADNs GCT CTC CAC TGC TGG
58g ADNy TGG CAC GCT CTC TGC

Tableau 4 : Séquences des étiquettes ADN utilisées selon les différents composés 58a-g

Nous avons vu lors des tests effectués sur les hexathymidines que le lien phosphotriester
¢tait sensible a la température en milieu ammoniacal. Pour s’assurer de la déprotection totale
des groupements protecteurs présents sur les nucléobases dans nos conditions de déprotection
(a température ambiante pendant 16 h dans 1’ammoniac), nous avons choisi d’utiliser un
phosphoramidite « fast labile » pour le nucléoside désoxyguanosine. Ainsi, la base n’est plus
protégée par un groupement isobutyryle (dG®™) mais par un groupement terfbutyle

phénoxyacétyle (dG™'PAC) qui est plus rapide a étre hydrolysé.

Ensuite il y a incorporation du marqueur fluorescent, la Cy3. Cette étape est elle aussi
réalisée sur synthétiseur automatis¢ étant donné que le phosphoramidite de la Cy3 est disponible
commercialement (Figure 25). Le groupement monométhoxytrityle (MMTr) présent sur
I’hydroxyle de la Cy3 est enlevé en fin d’¢longation lors du cycle de synthése. Il est donc
nécessaire d’effectuer une étape de coiffage de I’hydroxyle pour éviter ultérieurement

I’incorporation non désirée d’un phosphoramidite sur celui-ci.

OCne

OMMTTr

Figure 25 : Structure de la Cy3 amidite commercialement disponible
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Schéma 8 : Syntheése des glyco-oligonucléotides galactosides et fucosides en série diéthylene glycol propargyle sur la plateforme
mannoside tétravalente
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Ensuite les billes de CPG 58a-g ont été lavées successivement avec : une solution 5 %
de NaHSOs3 (5 mL), H2O (5 mL), MeOH (5 mL), et CH2Cl> (5 mL). Ces étapes de lavage ont
pour but d’¢éliminer les traces de réactifs qui resteraient sur les billes de CPG, en particulier le
diiode utilis¢ lors de 1’étape d’oxydation. En effet nous avons observé que la réaction de CuAAc
n’est pas effective sans le lavage au bisulfite de sodium qui permet la réduction, au sens redox,
des traces de diiode. Lors de la CuAAC nous utilisons un mélange CuSQOy4 / ascorbate de sodium
(AscNa) : I’oxydation du Cu'" en Cu' est réalisée par ’ascorbate de sodium générant in situ le
catalyseur de la réaction. Nous supposons que sans le lavage au bisulfite de sodium, le diiode

reoxyde le Cu' en Cu" empéchant la catalyse de la cycloaddition.

Conjugaison de la plateforme polyol mannoside par CuAAc

Une fois les billes de CPG portant I’oligonucléotide Cy3 et le bras azoture 58a-g séchées
par un flux d’argon, elles ont été transférées dans un réacteur micro-ondes pour effectuer la
CuAAc avec la plateforme mannoside propargyle 39. Comme expliqué auparavant nous
utilisons un mélange CuSO4 / AscNa pour générer le Cu', catalyseur de la réaction. Un ligand
du cuivre, le tri(3-hydroxypropyltriazolylméthyl)amine (THPTA)'® est aussi ajouté pour
accroitre la cinétique de la réaction (Figure 26). La difficulté de cette réaction vient plus du coté
technique que de la réactivité des produits. En effet, 1’agitation ne doit pas dépasser les 200
t/min, sans quoi les billes de verre sont brisées par le barreau aimanté. Outre les problémes de
transfert de billes, ¢’est une réaction qui fonctionne trés bien, les composés 36a-g sont obtenus

sans difficulté majeure.

OH

1

ad Lt
VAR
HO M\ oH

Figure 26: Structure du ligand du cuivre le tri(3-hydroxypropyltriazolylméthyl)amine ou
THPTA.

Incorporation des phosphoramidites bifonctionnels
L’incorporation des phosphoramidites bifonctionnels 43a-g a ¢été effectuée sur

synthétiseur d’ADN. Pour garantir une efficacit¢ maximale du couplage et éviter la présence de
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produits secondaires (plateforme avec seulement 1, 2, ou 3 bras incorporés) 1’incorporation des
phosphoramidites a di étre optimisée. Ainsi les plateformes supportées 60a-g ont été obtenues
en utilisant un quadruple couplage de 180 secondes chacun, a une concentration de 0.2 M en

phosphoramidites 43a-g.

Décrochages du support, purifications et analyses des plateformes alcynes

L’étape de décrochage du support a été effectuée par un traitement ammoniacal (a
température ambiante durant 16 h dans ’ammoniaque). Lors de cette étape les groupements
protecteurs présents sur les bases de I’étiquette ADN sont déprotégées. De plus, comme décrit
précédemment avec les hexathymidines, les groupements tosyles présents sur les chaines
latérales Ri des composés 60g et 60f sont substitués par ’ammoniaque pour former
respectivement les plateformes alcynes di- et tri-éthyléne glycol amine 61g et 61f. Il en est de
méme pour les bromes du composé 60d, ce qui permet d’obtenir la plateforme alcyne
hexylamine 61d. Alors que les méthyles esters des chaines latérales du composé 27¢ sont

ammonolysés pour donner la plateforme alcyne hexanamide 61c.

Cependant I’analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF des composés bruts 61g
et 61f montre que dans certains cas, I’amine formée (apres substitution d’un tosyle d’une chaine
latérale) substituait un tosyle d’une autre chaine latérale de la méme plateforme, pontant ainsi
deux phosphores. Cette réaction secondaire inattendue semble étre plus présente chez le
compos¢ 61g, que chez le composé¢ 61f a la vue des analyses MALDI-TOF (bien que ces
analyses ne soient pas quantitatives). De par son profil HPLC, il semble difficile de purifier le

produit 61g, c’est pourquoi nous n’avons pas poursuivi la synthése avec cette plateforme.

Les Cy3-oligonucléotides mannoside tétraalcyne avec leurs chaines latérales 61a-f ont
¢été analysés et purifiés par HPLC en phase inverse, puis caractérisés par spectrométrie de masse

MALDI-TOF et dosés a la longueur d’onde maximale d’absorption de la Cy3 (Tableau 5).

Composés m/z (’MI.\LDI-TOF en mo’d.e négatif) Dosage a 550 nm Rendement total *
Théorique Expérimental (nmol)
6la 6 607,88 6 607,95 154 15 %
61b 6 784,04 6 784,31 108 11%
61c 6 828,15 6 827,00 91 9%
61d 6772,21 6 771,94 38 4%
6le 6 735,17 6 735,06 136 14 %
61f 6 900,21 6 899,89 67 7%

Tableau 5 : Analyse et rendement pour une synthése de mannoside tétraalcyne Cy3-
oligonucléotides 61a-f (*chaque composé a été synthétisé a partir de 1 umol de support
azoture 39)
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Conjugaison en solution des Cy3-oligonucléotides mannosides alcynes avec les sucres
azotures.

Les constructions tétraalcynes 61a-f ont été¢ conjuguées avec les sucres azotures 47 a 53
grace a la CuAAc (12 équivalents soit 3 équivalents par fonction alcyne), mais cette fois la
réaction a été effectuée en solution a une échelle de 20 nmoles. Le Cu® a été utilisé comme
source de cuivre, en présence de dioxygéne celui-ci va étre oxydé en Cu'. La réaction a été
réalisée a température ambiante durant 30 min, ensuite le milieu réactionnel a été centrifugé et
le surnageant a été directement purifié par HPLC préparative en phase inverse. Les produits
obtenus ont été analysés par HPLC analytique, caractérisés par spectrométrie de masse

MALDI-TOF et dosés a la longueur maximale d’absorbance de la Cy3 (Tableau 6).

Les glyco-oligonucléotides ont été ensuite lyophilisés, puis envoyés a 1’équipe de 'INL

pour pouvoir effectuer les tests d’affinité en utilisant une puce a ADN.
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m/z (MALDI-TOF en mode négatif) Dosage a 550 nm

Compose Théorique Expérimental (nmol) TS
62Gla 7957.19 7 957.41 13 65 %
62G1b 8 133,35 8 133,31 6 30 %
62G1c 8177,45 8176,74 6 30 %
62G1d 8121,52 8122,18 3 15%
62G1le 8 084,48 8 085,19 9 45 %
62G1f 8 249,51 8 248,34 12 60 %
62G2a 8 025,15 8 024,68 11 55 %
62G2b 8201,31 8 199,96 10 50 %
62G2c 8 245,41 8 245,29 11 55 %
62G2d 8 189,47 8 189,72 7 35%
62G2e 8 152,44 8 151,84 © 45 %
62G2f 8317,47 8 320,20 6 30 %
62G3a 8 137,39 8 138,52 9 45 %
62G3b 8 313,52 8312,93 11 55 %
62G3c 8357,62 8357,54 7 35 %
62G3d 8 301,69 8 301,65 3 15%
62G3e 8 264,65 8 264,64 9 45 %
62G3f 8 429,68 8430,21 6 30%
62G4a 8 337,59 8 335,22 5 25 %
62G4b 8 513,75 8 513,26 15 75 %
62G4c 8 557,86 8 558,03 12 60 %
62G4d 8501,92 8501,81 6 30 %
62G4e 8 464,88 8 464,74 6 30 %
62G4f 8629,92 8629,13 12 60 %
62G5a 8441,74 8441,73 9 45 %
62G5b 8617,90 8618,51 7 35%
62G5¢ 8662,01 8662,91 8 40 %
62G5d 8 606,07 8606,71 3 15%
62G5e 8 569,03 8569,70 4 20 %
62G5f 8 734,06 8734,47 3 15%
62G6a 8313,90 8313,25 3 15%
62G6b 8 489,55 8 489,23 7 35%
62G6C 8 533,66 8 533,76 6 30 %
62G6d 8477,72 8477,66 6 30 %
62G6e 8 440,68 8440,13 2 10 %
62G6f 8 605,72 8 606,81 6 30 %
62Fla 7 893,19 7 893,76 7 35%
62F1b 8 069,35 8 070,32 5 25%
62F1c 8 113,46 8 113,18 7 35%
62F1d 8 057,52 8 057,14 4 20%
62Fle 8020,48 8021,01 2 10 %
62F1f 8 185,52 8 185,03 5 25%

Tableau 6 : Analyse MALDI-TOF en mode négatif, dosage de la Cy3 et rendement de la
CuAdAc en solution des glyco-oligonucléotides 62G1-6a-f et 62F1a-f (pour 20 nmol de
Cy3-oligonucléotide mannoside tétraalcyne)

La syntheése des glyco-oligonucléotides 67a-f, en série diéthylene glycol propargyle,
cette fois ci sur une plateforme monovalente a été effectuée (Schéma 9). Ainsi lors du criblage

sur puce, il nous sera plus facile de comparer 1’influence des chaines latérales sur un glyco-
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oligonucléotide monovalent et l'effet de la multivalence. Leur synthése reprend la méme
stratégie que celle utilisée pour les glycoclusters tétravalents. Les produits obtenus ont été
analysés par HPLC analytique, caractérisés par spectrométrie de masse MALDI-TOF et dosés

a la longueur d’onde maximale d’absorption de la Cy3 (Tableau 7).

m/z (MALDI-TOF en mode négatif) Dosage a 550 nm

Composes Théorique Expérimental (nmol) G
67a 6 079,48 6 079,25 13 65 %
67b 6 139,53 6 138,21 8 40 %
67c 6 150,56 6 150,66 8 40 %
67d 6 136,57 6 136,44 7 35%
67e 6122,54 6 122,26 7 35%
67f 6 168,57 6 168,41 7 35%

Tableau 7 : Analyse MALDI-TOF en mode négatif, dosage de la Cy3 et rendement de la
CuAdAc en solution des glyco-oligonucléotides 67a-f (pour 20 nmol de plateforme
monoalcyne)

En utilisant la méme méthode de synthése, des tests d’incorporation des
phosphoramidites bifonctionnels en série diméthanolcyclohexane propargyle 46a-g sur la
plateforme mannose 39 ont été effectués. Cependant les plateformes alcynes générées se sont
révélées trés peu solubles dans 1’eau, seule une plateforme a été conjuguée avec différents
sucres azotures. Les tests de conjugaison ne furent pas concluant, les glyco-oligonucléotides
formés n’étaient plus solubles apres purification par HPLC en phase inverse. De ce fait la série

de glyco-oligonucléotide diméthanolcyclohexane propargyle a ét¢ abandonnée.
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Schéma 9 : Syntheése des glyco-oligonucléotides 67a-f galactosides en série diéthylene glycol propargyle sur la plateforme monovalente.
Séquence ADNg (5° vers 3°) : CCG CGT TGG ATT AGC
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IV. Evaluation sur puce 3 ADN vis-a-vis de LecA

A T’heure ot ce manuscrit a été rédigé seule ’affinité des galacto-oligonucléotides
62G1-6a-f et 67a-f a été évaluée sur puce a ADN en fluorescence directe. C’est pourquoi seuls

les résultats vis-a-vis de LecA sont rapportés.

1. Etude des glyco-oligonucléotides galactosides monovalents
Une premiére étude sur puce a ADN a été effectuée sur les glyco-oligonucléotides
galactosides monovalents (Schéma 10). Ces glyco-oligonucléotides arborent un motif
galactoside-phényle et une des différentes chaines latérales R>. Pour rappel, apres incubation
de LecA marquée a I’ Alexa647 puis lavage, il s’agit ici de mesurer 1’émission de fluorescence
de la lectine marquée, qui a interagi avec la partie osidique. Plus la valeur de I’émission est

grande, plus I’affinit¢ du glyco-oligonucléotide pour la lectine est importante.
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Schéma 10 : Fluorescence directe et structure des glyco-oligonucléotides galactosides
monovalents 67a-f é¢tudiés par immobilisation dirigée par [’ADN

Tout d’abord nous pouvons remarquer que les niveaux de fluorescence émis sont
compris entre 18 800 et 25 500 unités arbitraires (u.a.). Bien que les composés 67e et 67f ne
dépassent pas les 19 000 u.a., tous les composés 67a-f présentent une bonne affinité envers
LecA. Les trois composés 67a-c neutres montrent une émission de fluorescence similaire
comprise entre 20 500 et 22 200 u.a., ces €carts ne sont pas significatifs pour pouvoir établir un

classement d’affinité entre les différentes chaines latérales propyle, diéthyléne glycol méthyle
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et hexanamide. Le fait de mettre un groupement ammonium en bout de chaine a des effets
contradictoires. Pour 67e et 67f nous observons une 1égére diminution de fluorescence, alors
que 67d présente la plus forte émission de fluorescence. Ce gain d’affinité ne semble pas étre
di uniquement a la charge globale du glyco-oligonucléotide car les composés 67e et 67f, eux
aussi chargés positivement, montrent une émission de fluorescence moins élevée. La longueur
de 6 carbones de la chaine latérale semble étre la longueur optimale. Le composé 67e présente
une chaine latérale d’une longueur de 3 carbones chargés et encombrés, alors que le composé

67f posseéde une longueur de chaine latérale plus importante de 8 atomes.

Pour compléter cette étude sur puce, une étude in silico de modélisation a été réalisée
sur les interactions ligand / lectine. Lors de cette étude, la partie galactose du ligand est mise en
place dans le site de reconnaissance de la lectine, tout en laissant le reste du ligand flexible.
Seuls les atomes du cycle du galactose sont contraints a étre au cceur du site de reconnaissance.
Le ligand va adopter de maniere aléatoire différentes conformations, I’objectif étant de trouver

celle ayant le minimum d’énergie d’interaction AE (équation 1).
AE (interaction) = E(complexe) — (E(protéine) + E(ligand)) (1)

Les 6 monomeres ont été étudiés, toutefois étant donné que le phosphore est chiral les
deux diastéréoisomeres Pr et Ps ont été considérés séparément afin de pouvoir calculer au
mieux la contribution de chacun d’eux d’un point de vue énergétique (Schéma 11). Deux
conditions différentes ont été testées, dans un premier cas LecA a été considérée comme
totalement rigide, sa structure est identique a celle issue des données obtenues par
cristallisation. Dans le deuxiéme cas, les chaines latérales des acides aminés voisins du site de
reconnaissance ont été¢ définies comme flexible, modifiant les interactions possibles entre les
composés 68a-f, 69a-f et la lectine. Le classement des 12 monomeres en fonction de leur

énergie d’interaction AE envers LecA est présenté dans le Tableau 8.
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Schéma 11 : Formule générale des monoméres 68a-f et 69a-f étudiés in silico

Nous allons maintenant nous intéresser aux résultats obtenus dans les conditions ou
LecA est dite « rigide ». Le classement peut étre séparé en 3 groupes de composés distincts a la
vue des valeurs de AE. Le premier groupe comprend uniquement le composé 68e, qui présente
I’énergie d’interaction la plus basse (AE =-108 kcal/mol), autrement dit la conformation la plus
stable, donc a terme 1’affinité la plus importante. Ensuite se trouve le groupe de composés avec
des énergies comprises entre -97 kcal/mol et -81 kcal/mol, qui comprend a la fois des composés
chargés positivement (68d, 68f, 69e¢, 69d, 69f) et des composés neutres (68a, 69a, 69b). Le
dernier groupe est celui avec le AE le plus fort compris entre -69 kcal/mol et -61 kcal/mol, il
est constitué¢ uniquement de composés non chargés (68b, 68c, 69¢). Nous pouvons noter que

I’isomere Pr) présente toujours un AE plus faible que son isomere Ps).

AE d’interaction AE d’interaction
Classement Composé  avec LecA « rigide »* Composé avec LecA « flexible »*
(en kcal/mol) (en kcal/mol)
1 68e -108,3 69d -129,5
2 68d -97,6 68d -104,8
3 68f -91,0 68f -102,0
4 69e -88,4 68e -97,5
5 68a -85,4 69e -95,2
6 69a -85,3 68a -91,3
7 69b -84,6 69f -88,0
8 69d -81,8 68b -78,9
9 69f -81,7 69a -76,9
10 68b -69,6 69b -69,6
11 68cC -64,4 69c -65,9
12 69c -61,7 68c -63,7

Tableau 8 : Etude de modélisation des ligands monomériques 68a-f et 69a-f vis-a-vis de
LecA. *Les chaines latérales des résidus voisins du site de reconnaissance : Tyr36,
His50, Cys62, Tyr98, Aspl100, Vall0l, Thr104, Tyri05, Asnl07, Asnl08 sont définis
comme rigides ou comme flexibles
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En ce qui concerne la lectine « flexible », nous observons des résultats in silico avec des
valeurs de AE généralement plus basses (le meilleur composé ayant un AE de -130 kcal/mol et
le moins bon un AE de -64 kcal/mol). Du fait de la souplesse des chaines latérales des acides
aminés proches du site de reconnaissance, il y a une plus grande capacité d’adaptation de la
lectine vis-a-vis du ligand, ainsi les énergies d’interactions atteignent des valeurs plus basses.
Le composé 69d se retrouve largement en téte du classement avec un AE de -129 kcal/mol,
montrant ainsi la plus grande stabilité vis-a-vis de LecA. Hormis ce gain important en stabilité,
I’ordre du classement ne change que tres peu pour les autres composés. De plus, il est aisé¢ de
voir I’importance de la chiralité du phosphore avec ce classement si les deux composés arborant

la méme chaine latérale sont comparés 68d et 69d.

Il s’avere que la synthése des composés 67a-f ne permet pas d’obtenir un seul
diastéréoisomere, mais bien un mélange des deux Il est donc difficile de comparer ces résultats
de modélisation avec ceux obtenus par puce & ADN. En revanche, si une moyenne est calculée
entre le AE des deux diastéréoisomere Pr et Ps dans la série LecA « flexible », le composé le
plus affin est celui décoré avec la chaine latérale d, résultat corroboré par les tests réalisés sur
puce a ADN (Tableau 9). Les autres composés ne suivent malheureusement pas le méme
classement. Cela peut étre dii a un écart d’affinité trop faible entre les composés, ce qui ne
permet pas d’établir un classement fiable dans les deux types d’études. Ces différences peuvent
aussi étre dues aux divergences structurelles entre les composés in silico et ceux testés sur puce

a ADN, ou bien encore aux approximations effectuées par les calculs de modélisation.

DEmoy* d’interaction .
Fluorescence directe

Classement Composé avec LecA « flexible » Composé .
a635nm (u.a.)
(en kcal/mol)
1 68d + 69d -108,3 67d 25463
2 68e + 69e -97,6 67c 22 203
3 68f + 69f -91,0 67b 21743
4 68a + 69a -88,4 67a 20517
5 68b + 69b -85,4 67f 18 943
6 68c + 69c¢ -85,3 67e 18 833

Tableau 9 : Classement des composés selon leur énergie d’interaction moyenne in silico
avec LecA « flexible » comparé aux résultats de fluorescence obtenus par immobilisation
dirigée par I’ADN. *AE ., = (AEr + AEs)/2

2. Etude des glyco-oligonucléotides galactosides tétravalents
Dans cette partie nous allons étudier I’impact de 1’ajout de différentes chaines latérales

R> sur les systemes tétravalents glyco-oligonucléotides. Les résultats obtenus lors des tests
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d’immobilisation dirigée par I’ADN des glyco-oligonucléotides 62G1-6/a-f envers LecA sont
résumés dans la Figure 27. Nous pouvons y voir I’émission de fluorescence a 635 nm (longueur
d’onde de I’Alexa647) en fonction des différentes structures des glyco-oligonucléotides. La
formule générale, les différentes chaines latérales ainsi que les différents galactosides qui

décorent ces structures sont rappelés dans la Figure 27.
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Figure 27 : Fluorescence directe des Cy3-glyco-oligonucléotides galactosides tétravalents 62G1-6a-f et de leurs équivalents sans chaine

latérale R, 62G1-6x par immobilisation dirigée par ADN (*valeur de fluorescence directe dont le taux d’immobilisation est inférieur a
75 %)

89



Chapitre 11 : Etude de I’environnement du glycocluster

Avant de décrire les résultats il est important de remarquer que certains composés
(62G1x, 62G2e, 62G3x, 62G3d, 62G4d, 62G6b et 62G6d) possedent un taux
d’immobilisation inférieur a 75 %. Cela signifie que leur immobilisation sur la puce a été¢ moins
efficace, la plus forte émission de fluorescence parmi les glyco-oligonucléotides représentant
le 100 %. De maniére générale, I’'immobilisation peut varier entre glyco-oligonucléotides lors
d’études sur puce a ADN (le contrdle de I’'immobilisation est effectué¢ a la longueur d’onde
maximale d’absorbance de la Cy3, avant et apres interaction avec la lectine marquée). Pour
valider les mesures effectuées sur une puce, 1’écart type sur 1’ensemble des valeurs
d’immobilisation doit étre inférieur a 20 %, dans le cas contraire les mesures ne sont pas
exploitables et il est nécessaire de refaire I’expérience. Quand bien méme I’écart type est
inférieur a 20 %, il faut tout de méme appliquer un facteur de correction qui va compenser les
différences de densité des glycoclusters présents sur la puce. Cependant, si le facteur de
correction appliqué est trop important le résultat obtenu risque d’étre biaisé, les erreurs étant
elles aussi augmentées proportionnellement a la valeur de la correction. C’est pourquoi les
résultats obtenus avec les composés 62G1x, 62G1d, 62G2c, 62G2d, 62G3x, 62G3d, 62G4d,

62G6b et 62G6d ne seront pas discutés dans ce manuscrit.

Nous allons maintenant comparer le signal de fluorescence des glyco-oligonucléotides
62G1-6/a-f (Figure 27). Nous pouvons tout d’abord remarquer qu’il est difficile de trouver une
tendance commune relative aux galactosides ou bien aux chaines latérales. Les composés
62G1a-f constitués de galactosides triéthyléne glycol montrent des signaux de fluorescence tres
importants pour des glyco-oligonucléotides non aromatiques ce qui est assez troublant (la
donnée de la référence 62G1x ici n’étant pas utilisable, cependant des tests effectués auparavant
montraient des différences plus importantes entre galactosides aromatiques et non
aromatiques). Il est envisageable que 1’affinité des composés non aromatiques étant moins
importante, [’utilisation de chaines latérales permet d’augmenter d’autant plus
significativement la réponse en fluorescence de ces produits. Concernant les composés 62G2-
5/a-f, constitués de galactosides aromatiques, la fluorescence est comprise entre 25 000 u.a. et
30 000. 11 semble difficile de tirer des conclusions tant I’écart entre la fluorescence des
différents glyco-oligonucléotides est faible. Seuls les signaux d’émissions de fluorescence
obtenus par les glyco-oligonucléotides 62Gé6a-f constitués d’un aglycone tyrosine sont
légerement au-dessus (plus de 30 000 u.a.), plus particulierement pour les composés 62G6d et

62G6e (~38 000 u.a.). Cette affinité plus prononcée est commune a la série entiere, y compris
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a la référence 62G6x. Ce résultat conforte celui décrit récemment qui avait montré que des

glycoclusters présentant des galactosides tyrosines avaient une forte affinité pour LecA.!®

Apres discussion avec le Dr L. Dupin et M. Li en charge de 1’étude sur puce, nous avons
conclu que le brin complémentaire de la séquence ADNy était a 1’origine de la mauvaise
immobilisation des glyco-oligonucléotides arborant la chaine latérale hexylammonium d. En
effet, il est possible que le monobrin déposé sur la plaque de verre dans un premier temps ne se
soit pas immobilisé correctement. Cela peut étre dii a une dégradation de celui-ci lors de sa
conservation, ce qui pourrait expliquer le mauvais taux d’immobilisation de certains des glyco-
oligonucléotides 62G1-6d contenant I’ADN4. Ces composés semblaient pourtant prometteurs
en série monomérique sur les puces a ADN et en modélisation. L’expérience devra étre

reproduite a partir d’un nouveau lot d’oligonucléotides complémentaires de la séquence ADN4.

Dans un second temps, nous allons essayer de voir un peu plus en détail si la présence
de la chaine latérale R apporte un gain dans I’affinité des glyco-oligonucléotides envers LecA.
Pour cela la valeur de 1’émission de fluorescence des composés 62G2a-f, 62G4a-f, 62G5a-f et
62Goa-f a été divisée par celles obtenues respectivement par leurs homologues sans chaine
latérale R> 62G1-6x synthétisés au cours de précédentes études (Figure 27). Ainsi si le rapport
est supérieur a 1, il y a émission d’un signal de fluorescence plus important que le glycocluster
sans chaine latérale, donc un gain d’affinité. Si au contraire le rapport est inférieur a 1, alors il
y a une diminution d’affinité pour les glycoclusters portant les chaines latérales. Les composés
62G1x et 62G3x ayant des facteurs de correction trop importants, les résultats de la série 62G1

et 62G3 ne peuvent pas étre exploités dans ce cas.

Pour les composés contenant le galactoside phényle G2 (Figure 28 A), il est évident que
I’ajout de chaine latérale est plutdt bénéfique étant donné que les rapports de fluorescence
calculés sont tous supérieur a 1. Le compos€ 62Gb (chaine latérale diéthyléne glycol méthyle)
est celui présentant le gain le plus important parmi tous les galactosides présentés, son signal
en fluorescence est quasiment multiplié par un facteur 1,4. Les composés 62G2¢ et 62G2e
voient leurs émissions de fluorescence, donc leurs affinités multipliées par environ un facteur
1,2 par rapport a la référence 62Gx. Si ensuite nous nous intéressons a la série des produits
galactosides naphtyles 62G4a-f (Figure 28 B), nous pouvons constater que les rapports de
fluorescence sont autour de 1, laissant penser que 1’ajout de chaines latérales ne modifie pas de
manicre significative 1’affinité de ces composés. Une conclusion similaire peut €tre tirée des
résultats de la série contenant le galactoside biphényle G5 (Figure 28 C). Hormis le composé
62GS5e, qui montre une baisse d’émission de fluorescence d’un facteur 0,8, I’ajout de chaine
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latérale n’influe que trés peu I’affinité des glyco-oligonucléotides 62G5a-d et 62G5f. Pour la
derniere série de galactosides tyrosines G6 (Figure 28 D), nous arrivons a des conclusions
relativement proches. Nous retrouvons que peu de changements si ce n’est pour le composé
62Go6e qui montre une 1égere augmentation de 1’affinité par rapport a la référence 62Gx d’un

facteur d’environ 1,2.

Nous pouvons déduire de cette comparaison des glyco-oligonucléotides avec leur
référence plusieurs informations. Tout d’abord, le fait de passer d’un lien phosphate diester
(composé de référence 62Gx) a un lien phosphate triester ne modifie pas significativement
I’émission de fluorescence, donc I’affinité des glyco-oligonucléotides vis-a-vis de la lectine.
Les résultats sur puce ne montrent pas de corrélation entre ’affinité des glyco-oligonucléotides
et la charge globale de la partie glycocluster (bien qu’elle passe de -4 a 0, ou a +4 pour les
glyco-oligonucléotides contenant les chaines latérales d, e, et f). Enfin les résultats ne montrent
pas de différences suffisamment significatives entre les glyco-oligonucléotides pour pouvoir

établir un classement entre les différentes chaines latérales a-f.

1,4 14

B
12 1,2
1 1
038 0,38
06 06
04 04
02 02
0 0

62G2a 62G2b 62G2c 62G2e 62G2f 62G4a 62G4b 62G4c 62G4e 62GAT
14 c 14
12 1,2
1 1
038 0,38
06 06
04 04
02 02
0 0

62Gba 62G5b 62G5c 62G5d 62G5e 62G5f 62G6¢ 62G6e 62G6f

Figure 28 : Rapportde l’émission de fluorescence a 635 nm entre les composés possédant
une chaine latérale et ceux qui en sont dépourvus. (A) FluorescenceszGra-f /
Fluorescenceszgx, (B) Fluorescenceeszgsa-r / Fluorescenceszgx, (C) Fluorescencees:2Gsa-f /
Fluorescencegszgx, (D) Fluorescencegszgea-r/ Fluorescenceszex,
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Ces résultats préliminaires sur 1’étude de 1’environnement d’un glycocluster montrent
que l'introduction de chaines latérales au niveau des liens phosphodiesters négativement
chargés conduisant a des liens phosphotriesters neutres ou positivement chargés n'a que peu
d'effets sur l'affinité pour LecA. De maniére générale nous constatons que les différences
d'affinités entre les glycoclusters proviennent plutdt de la nature de I'aglycone du galactoside.
11 est probable que les chaines latérales soient trop ¢loignées de la lectine pour pouvoir apporter
des interactions supplémentaires. Néanmoins, si peu d'effets sont visibles pour 1'affinité envers
LecA il est prévisible que les parametres physicochimiques et pharmacocinétiques des
glycoclusters neutres ou chargés positivement ne soient pas les mémes que ceux des
glycoclusters chargés négativement en termes de lipophilie et d’interactions avec les
constituants du sérum. Cependant seule l'expérience biologique peut répondre a cette question.
Pour nous donner un élément de réponse, nous nous sommes intéressés a la synthése du
glycocluster 62G2a sans I'étiquette ADN car il présente une affinité similaire a son analogue
62G2x qui a montré une inhibition de la formation du biofilm de 40 % des 10 uM. Le but était
donc de voir si la différence de lipophilie entre ces deux glycoclusters se traduira par un effet

différent sur l'inhibition de la formation du biofilm sur des bactéries en culture.

V. Synthése d’un glycocluster en solution

La synthése du glycocluster en solution mannoside tétra(propyle/phényle galactoside)
71 est décrite dans le Schéma 12. Elle débute a partir du méthyle a-D-mannopyranoside utilisé
comme plateforme polyol pour I’introduction du phosphoramidite 43a. L’introduction des
phosphoramidites a été effectuée a I’aide du tétrazole, utilis¢ ici comme agent d’activation.
Ensuite, apres avoir neutralisé avec de I’eau I’exces de phosphoramidite n’ayant pas réagi, une
résine échangeuse anionique A26 sous sa forme 104 est ajoutée afin d’effectuer 1’oxydation
des phosphitetriesters (P") en phospho-triesters (P¥) présents sur la plateforme mannoside. La
plateforme mannoside tétraalcyne 70 est ensuite couplée selon une réaction de CuAAc avec le
galactoside azoture 48. Le Cul est utilisé cette fois comme source de Cu'. S’en suit une étape
de déprotection afin d’hydrolyser les groupements acétyles dans un mélange MeOH/H>O/NEt;
(5 11, v/v/v) pour obtenir le glycocluster mannoside tétra(propyle/phényle galactoside) 71 avec

57 % de rendement.
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Schéma 12 : Synthése de glycocluster 71 mannoside tétra(propyle/phényle galactoside)

Le glycocluster galactoside 16 obtenu par Ligeour et al.!>’, qui est a ce jour le ligand
avec la meilleure affinité parmi les composés synthétisés au laboratoire, a lui aussi été re-

synthétisé (Figure 29).
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Figure 29 : Rappel de la structure du glycocluster 16 mannoside tétra(phényle galactose)
synthétisé par Ligeour et al. '7°

Un deuxieme glycocluster inédit, décoré cette fois avec des résidus glucoses a été
synthétisé (Schéma 13). II servira de controle négatif lors des tests effectués sur biofilm. La
synthése commence par ’incorporation du phosphoramidite 72 sur les hydroxyles de la
plateforme méthyle a-D-mannopyranoside (comme décrit précédemment). Les groupements
cyanoéthyles présents sur la plateforme tétraalcyne 73 sont ensuite éliminés par un traitement
ammoniacal, selon un mécanisme de beta élimination suite a I’arrachement d’un proton en alpha
de la fonction nitrile. Enfin, le dérivé glucose aromatique azoture 74 a été couplé sur la
plateforme tétraalcyne selon une réaction de CuAAc afin d’obtenir le glucocluster 75 avec 11

% de rendement.
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Schéma 13 : Synthése de glycocluster 75 mannoside tétra(phényle glucose)

Les glycoclusters 71, 75 et 16 ont ensuite été envoyés a Lille, au Dr O. Vidal afin de

réaliser les études avec le biofilm de PA.

Evaluation des glycoclusters anti-LecA sur la formation du biofilm

Nous avons réalisé deux types de test avec les glycoclusters anti-LecA vis-a-vis du

biofilm. Le premier test, consiste & mesurer la capacité inhibitrice des glycoclusters sur le

biofilm. Autrement dit cela consiste a mesurer la capacité de nos composés a diminuer 1’un des

atouts défensifs majeurs de PA, responsable du caractére chronique des infections de PA. Dans

un second test, nous avons étudié la capacité de nos glycoclusters a diminuer 1’internalisation

de PA dans des cellules épithéliales pulmonaires. En effet 1’internalisation de la bactérie
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entraine une réponse inflammatoire puis a terme, la lyse de la cellule. Ainsi en diminuant sa

capacité a étre internalisée, nous diminuons un des atouts offensifs de cette bactérie.

Etant donné que les expériences n’ont pas été effectuées au méme moment pour tous les
glycoclusters, il est nécessaire de les présenter séparément. C’est pourquoi les résultats obtenus
avec le glycocluster 71 sont traités a part. De plus, des problémes de solubilité ont eu lieu lors

des tests de ce dernier, ces résultats restent donc a confirmer.

1. Inhibition de la formation du biofilm
Des tests de quantification du développement du biofilm de PA ont été effectués afin de
mesurer la capacité des glycoclusters 71, 75 et 16 a inhiber la formation du biofilm (Figure 30).
Lors de ces essais, des biofilms de la souche sauvage PAO1, marqués au 4',6-diamidino-2-
phénylindole (DAPI), sont développés en présence ou en absence de glycoclusters durant 24 h
(Figure 30 A et B). De plus, 1’expérience est répétée avec une souche mutante de PA déficiente

en LecA a titre de comparaison, nommeée LecAA (Figure 30 C).
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Figure 30 : Quantification par fluorescence du développement du biofilm de PA apres 24
h, avec ou sans glycocluster (100 uM) pour les souches PAOI (4 et B) et LecAA4 (C).
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Nous pouvons observer tout d’abord que la culture du biofilm de la souche PAO1 en
présence du glucocluster 75 n’engendre pas de baisse significative de la formation du biofilm,
ce qui confirme une nouvelle fois la spécificit¢é de LecA pour les galactoclusters. Ensuite
lorsque le biofilm est cultivé en présence du galactocluster 16 a 100 uM, nous pouvons observer
une diminution du biofilm d’environ 50 %. La méme expérience a été effectuée avec le
galactocluster hydrophobe 71 et nous pouvons remarquer que la diminution de quantité du
biofilm issu de la souche PAOI1 est de I’ordre d’un peu plus de 30 %. Il semblerait donc que le
galactocluster hydrophobe 71 posséde un pouvoir antibiofilm plus faible que le galactocluster
16. Cependant, lors des tests de culture de biofilm, le Dr O. Vidal a eu des difficultés a
solubiliser le glycocluster 71. Il est donc possible que la concentration réelle en glycocluster
soit moins importante que les 100 uM annoncés. Des tests supplémentaires vont étre réalisés
par la suite pour compléter ces premiers résultats. Une derniere expérience a été réalisée (Figure
30 C) dans laquelle nous pouvons voir que la culture du biofilm issue de la souche LecAA n’est
que tres peu influencée par I’ajout des glycoclusters 16 ou 71. Cela démontre que nos

glycoclusters ciblent bien LecA dans le biofilm issu de la souche sauvage PAO1.

2. Tests d’internalisation de PA sur cellules épithéliales pulmonaires
Les tests d’internalisation ont été effectués sur des cellules NCI-H292, qui sont des
cellules épithéliales pulmonaires humaines. Le test d’internalisation consiste a incuber des
cellules pulmonaires avec PA avec ou sans ajout de glycoclusters. Apres incubation, les
bactéries non internalisées dans les cellules pulmonaires ainsi que I’exces de glycoclusters sont
¢liminés par plusieurs lavages. S’en suit une étape de lyse des cellules pulmonaires pour
pouvoir dénombrer les bactéries internalisées au sein de ces cellules. Les résultats des tests

d’internalisation sont regroupés dans la Figure 31.

Nous pouvons tout d’abord remarquer la différence de I’index d’infection d’environ 130
unités entre la souche de PAO1 et la souche LecAA (Figure 31 A). Cela montre le réle majeur
de LecA dans I’internalisation de PA au sien des cellules épithéliales pulmonaires. Ensuite nous
pouvons remarquer que 1’ajout du glucocluster 75, non spécifique de LecA, diminue I’index
d’infection de 30 unités a une concentration de 100 uM. Dans le cas ou le galactocluster 16 est
incubé avec P4 a 10 uM et a 100uM, I’index d’infection diminue d’environ 50 unités et 100
unités respectivement, par rapport a la souche PAO1 seule. Ainsi a 10 pM, I’utilisation du
galactocluster 16 permet la diminution de moiti¢ de ’internalisation de P4 dans les cellules

épithéliales pulmonaires.
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Figure 31 : Test d’internalisation de PA dans des cellules NCI-H292 avec ou sans
glycoclusters

Lorsque nous regardons les résultats obtenus avec le galactocluster hydrophobe 71 a
100 uM, nous pouvons voir que 1’index d’infection est diminué d’un peu plus de 60 unités. Ces
résultats bien qu’en dessous de ceux obtenus avec le galactocluster 16 sont encourageants. De
plus, a la vue des difficultés rencontrées pour solubiliser le galactocluster hydrophobe 71 lors
de ce test, il est encore trop tot pour conclure de maniére définitive sur la concentration réelle

du glycocluster nécessaire pour inhiber I’internalisation.

VII. Conclusion

Durant ce chapitre nous avons présenté¢ la synthése divergente de 13 nouveaux
phosphoramidites. Nous avons ensuite décrit les tests d’incorporation des phosphoramidites en
série diéthyléne glycol 43a-g sur des hexathymidines, ainsi qu’une étude menée par HPLC des
hexathymidines modifiées 57a-g. La synthése divergente de 42 nouveaux glyco-
oligonucléotides galactosides et fucosides en série dié¢thyléne glycol propargyle contenant 6
chaines latérales différentes sur une plateforme mannose tétravalente et de 6 glyco-
oligonucléotides galactosides en série diéthylene glycol propargyle sur une plateforme

monovalente a été décrite.

Les 42 galacto-oligonucléotides ont ensuite été étudiés sur puce a ADN, par mesures de
fluorescence directe, vis-vis de LecA a I’'INL. Cette étude a pu étre complétée avec les résultats

de modélisation apporté par le Dr G. Vergoten. A la suite de ce criblage, les glycoclusters
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mannoside tétra(propyle/phényle galactose) 71 et mannoside tétra(phényle glucoside) ont été

synthétisés en solution afin de réaliser des études vis-a-vis du biofilm.

Les résultats apportés par 1’étude sur puce a ADN nous ont montré que les chaines
latérales ne modifiaient globalement que peu I’affinité des glyco-oligonucléotides vis-a-vis de
LecA. En effet la nature de 1’aglycone aromatique représente I’élément décisif dans 1’affinité
du glyco-oligonucléotide envers la lectine. Enfin les glycoclusters 71 et 75 ont été testés pour
leur capacité a inhiber le biofilm et a empécher I’internalisation de PA au sein de cellules
¢épithéliales pulmonaires. Bien que les résultats concernant le glycocluster hydrophobe 71 ne
soient que préliminaires, nous pouvons d’ores et déja dire qu’il présente une activité antibiofilm
et est capable de diminuer I’internalisation de PA dans des cellules épithéliales pulmonaires.
Malheureusement, sa faible solubilité peut compromettre son utilisation potentielle en tant

qu’agent thérapeutique.
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Chapitre III : Les glycoclusters « pinces »

I. Introduction

1. Contexte bibliographique
Nous avons vu dans le chapitre I, qu’il existait différentes facons d’augmenter I’affinité
du glycocluster envers une lectine : le nombre de sucres, la nature de I’aglycone et en particulier
la topologie qui s’avere étre un point crucial. Dans le chapitre précédent nous avons essaye
d’augmenter I’affinité de nos glycoclusters en ajoutant des groupements supplémentaires. Dans
ce chapitre nous nous sommes concentrés sur la topologie de nos clusters, sans surenchérir sur

le nombre de sucres nécessaires.

En s’appuyant sur les travaux réalisés par les équipe de Pieters!3” 138 139, 180. 185 ¢

Vidal"*? et de Wissinger'”® qui ont montré que des digalactosides peuvent présenter des affinités
pour LecA submicromolaires. Nous avons synthétisé des digalactosides, (clusters en « pince »)
ayant pour objectif de lier deux sites de reconnaissance d’une lectine en épousant au mieux sa

forme. Gening et al.'*’

ont utilisé un cceur tétrasucre cyclique avec deux galactoses greffés en
1-2 ou 1-3 (composés 9 et 10, Figure 32), alors que 1’équipe de Pieters a synthétisé¢ un bras
espaceur rigide décoré avec un galactoside a chacune des extrémités (composés 7 et 8, Figure
32). L’équipe de Wissinger quant a elle, a réalisé un criblage d’une dizaine de millier de

compos¢s afin de trouver le digalactoside optimal (Figure 32 composé 76).

Les mesures de Kq déterminées par ITC montrent que le meilleur composé 8 construit
par Pieters est 3 fois plus affin que celui de Wissinger et 8 fois plus affin que le meilleur
glycocluster bivalent 9 de Genings. Le choix de la topologie est donc crucial afin d’obtenir la
meilleure affinité envers LecA. Pieters a construit ses ligands bivalents sur un bras rigide ou
seules les extrémités disposent d’un degré de liberté suffisant pour que les saccharides qui s’y
trouvent puissent s’adapter aux sites de reconnaissances de LecA (Figure 33 A). Les triazoles
qui composent le bras rigide jouent peut-€tre eux aussi un role dans I’interaction avec la lectine.
Wissinger joue plus sur la nature du linker entre les deux galactosides afin de trouver a la fois

une longueur optimale et des interactions supplémentaires vis-a-vis de LecA.
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Figure 32 . Structures et valeurs de K, mesurées par ITC des composés bivalents de
Pertici’’® (7 et 8), de Genings'3® (9 et 10) et de Novoa'’® (76)

Nous avons choisi une stratégie un peu différente. En effet forts de I’expérience acquise
lors des précédentes études, nous savons que la partie aromatique et / ou triazole de certains de
nos glycoclusters joue un role important dans I’interaction avec LecA., 4% 136 157, 160, 183, 186 g9
avons donc voulu utiliser ses connaissances afin de synthétiser de nouveaux glycoclusters
« pinces » qui soient capables de lier les deux sites de reconnaissance de LecA les plus proches
tout en gardant le bénéfice apporté par les interactions des aromatiques ou des triazoles avec la
lectine. Pour cela nous avons congu deux types de composés : une série de « pinces flexibles »

(Figure 33 B) et une série de « pinces rigides » (Figure 33 C). Nous pourrons ainsi étudier

I’impact de la nature de la pince sur I’affinité des clusters.
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Figure 33 : Représentation de [’interaction de glycoclusters bivalents avec deux des sites
de reconnaissance de LecA. (A) Interaction du cluster bivalent de Pieters (B) Interaction
du cluster « pince flexible » (C) Interaction du cluster « pince rigide »
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2. Stratégie
Afin de réaliser cette étude nous avons utilisé¢ la méme stratégie que celle décrite dans
le chapitre précédent. Nous synthétisons sur support solide des plateformes alcynes conjuguées
a une ¢tiquette ADN. Une fois en solution ces différentes plateformes oligonucléotides alcynes
sont conjuguées via la CuAAc avec des galactosides azotures. Les glyco-oligonucléotides ainsi
formés sont ensuite envoyés a I’INL pour évaluer leur affinité vis-a-vis de LecA sur puce a

ADN.

Nous avons choisi de synthétiser deux types de pince, une « rigide » et une « flexible »
comme expliqué précédemment. Pour cela nous nous sommes appuyés sur le méme
enchainement d’atomes soit deux propargyloxy connectés par trois carbones soit aliphatiques
(A) soit aromatiques (B) (Figure 34). De plus, pour voir I’impact de la multivalence, ces deux
séries ont ¢été¢ synthétisées sur des plateformes monovalentes et bivalentes (conduisant

respectivement a deux oses et quatre oses).
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Figure 34 : Structure partielle des plateformes pour les motifs pinces : « flexible » (A)
et « rigide » (B)

Dans un premier temps nous décrirons la synthése des différents blocs de construction
nécessaires a la synthese de cette série « pince » (support solide, plateformes, phosphoramidites
et sucres azotures). Ensuite nous présenterons la méthode utilisée pour assembler ces différentes
parties afin de construire les glyco-oligonucléotides « pinces ». Enfin, nous traiterons des

résultats de I’étude d’affinité envers LecA effectuée sur puce a ADN.

II. Synthese des blocs de construction

1. Le support solide
Tout comme dans le chapitre II, nous avons utilisé le support 36 (Figure 35) qui permet
I’introduction d’une plateforme alcyne par la CuAAc grice a sa fonction azoture et

I’incorporation d’une étiquette ADN par son hydroxyle protégé par la fonction DMTr.

IIDMTr
H (0] (0] N
Oﬂ* NO O T8
(0]
36

Figure 35 : Structure du support solide azoture 36

2. Les plateformes
Deux types de plateformes hydroxyles ont été utilisées pour la synthése des différentes
structures. La premiére plateforme 40 est un diéthyléne glycol monopropargyle qui a déja était

utilisé pour la synthése de composés monovalents (Figure 36).

/
HO\/\O/\/ O\//
40

Figure 36 : Structure de la plateforme mono-hydroxyle

106



Chapitre III : Les glycoclusters « pinces »

Des études ont ¢t¢ menées sur 1’utilisation du pent-4-yn-1-ol en lieu et place du
diéthyléne glycol monopropargyle 40, cependant 1’étape d’incorporation des phosphoramidites
s’est avérée étre plus difficile avec la plateforme pent-4-yn-1-ol. En effet I’incorporation des
phosphoramidites était incompléte dans les mémes conditions de couplage qu’avec le composé
40. Ceci laisse sous-entendre que des problémes d’encombrements stériques sont rencontrés

lorsque la longueur de chaine est trop petite.

La deuxiéme plateforme 77 est le 2-méthyl-2-((prop-2-yn-1-yloxy)méthyl)propane-1,3-
diol, issu de la monoalkylation du 1,1,1-tristhydroxyméthyl)éthane par le bromure de
propargyle dans le tétrahydrofurane (Schéma 14). Ce diol 77 va permettre I’incorporation de
deux phosphoramidites sur ses hydroxyles. Ainsi la plateforme 40 permettra 1’introduction

d’une « pince » alors que la plateforme 77 sera capable d’en accueillir deux.

HO OH NaH. THF. HO NP
0°C, 16h
61%

Schéma 14 : Synthése de la plateforme bis-hydroxyles

3. Les phosphoramidites « pinces »

Afin de synthétiser des glyco-oligonucléotides « pinces » nous avons utilis¢ deux types
d’échafaudages qui s’appuient sur la chimie oligonucléotidique. Ainsi ils pourront étre
incorporés sur les plateformes hydroxyles présentées précédemment. Le premier type de
squelette est dit « flexible » il est composé d’un cceur 2,2-bispropargyloxyméthyl)propan-1-ol
(Schéma 15). Nous retrouvons le motif bispropargyloxy connecté par trois carbones présentés
dans la Figure 34. La fonction hydroxyle a été utilisée pour conduire au dérivé phosphoramidite
78 par une réaction de phosphitylation a 1’aide du 2-cyanoéthyl-N,N-
diisopropylchlorophosphoramidite.
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Schéma 15 : Synthese du phosphoramidite pince « flexible » 78

Le second type d’échafaudage est, par opposition au premier dit « rigide », il est
compos¢ du méme motif bispropargyloxy connecté par trois carbones. Cependant ils sont tous
les trois impliqués dans un cycle aromatique comme présenté dans la Figure 34. La fonction
carboxylique permet de brancher une chaine hexyle portant la fonction phosphoramidite

(Schéma 16).

La synthése débute par [’alkylation des hydroxyles aromatiques du 3,5-
dihydroxybenzoate de méthyle en présence de bromure de propargyle et de carbonate de
potassium (Schéma 16). Ensuite le groupement méthyle présent sur la fonction ester a été enlevé
a ’aide d’iodure de magnésium dans le THF, permettant d’obtenir 1’acide carboxylique 80
correspondant avec 87 % de rendement. S’en suit une réaction de couplage peptidique entre le
6-aminohexanol et la fonction acide du composé 80, en présence de benzotriazol-1-
yloxytris(diméthylamino)-phosphonium hexafluorophosphate et de disopropyléthylamine dans
le CH2Cl. Le composé 81 a été obtenu avec 97 % de rendement. Enfin ’hydroxyle du composé
81 a réagi avec le 2-cyanoethyl-N,N-diisopropylchlorophosphoramidite pour former le dérivé

phosphoramidite 82 avec 94 % de rendement.
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Schéma 16 : Synthése du phosphoramidite pince « rigide »

La synthése d’un phosphoramidite contenant une chaine alkyle de trois carbones (au
lieu de six chez le composé 82) a été réalisée. Cependant lors des tests d’incorporation sur des
hexathymidines, il s’est avéré que la fonction amide était plus sensible a I’étape de déprotection
en milieu ammoniacal. Nous avons observé par des analyses MALDI-TOF une perte de masse
correspondant a une coupure de la liaison amide. Ainsi seulement le composé 82 avec six

méthylénes a été retenu comme « pince rigide ».

4. Les sucres azotures
Huit sucre azotures ont été sélectionnés pour étre introduits dans les différentes
structures présentant un ou deux dipropargyles de type « flexible » ou « rigide » et une étiquette

ADN (Figure 37).
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Figure 37 . Structures des galactosides azotures utilisés pour la synthése des

glycoclusters « pinces »

Nous retrouvons le galactose non aromatique 47, qui sert de contrdle, ainsi nous
pouvons juger de I’importance de la présence du groupement aromatique. Ensuite nous avons
choisi les galactoses aromatiques : le phényle 48 qui est le saccharide de référence au

laboratoire'®®, ’analogue phényle 49 qui est celui utilisé par Reymond!?!: 132 135 135, 159

et
biphényle 51 qui a lui aussi montré de bonnes affinités lors d’une précédente étude'®’. Les
quatre derniers saccharides aromatiques 83, 84, 85 et 52 sont issus d’un criblage publié
récemment,'® ils possédent tous des groupements additionnels qui avaient pour but de trouver
de nouvelles interactions non définies proches du site de reconnaissance. Nous pouvons noter
que le dérivé osidique 85 est utilisé sous sa forme acétylée et portant un groupement protecteur
fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc) sur I’amine primaire. Lorsqu’il est sous forme déprotégée
(NH: libre, OH libre), ce composé ne montre quasiment aucune réactivité vis-a-vis des
plateformes alcynes. De plus, la réactivité de ce saccharide 85 sous forme protégée (NHFmoc,
OH acétylés) bien que plus importante en comparaison a sa forme déprotégée, n’est toujours
pas équivalente a celle des autres saccharides azotures. Il est avéré que les systemes diamines
1,4 ont une forte tendance a chélater le cuivre, ce qui engendre une chute drastique de la
cinétique de la réaction. Dans notre cas nous avons un systéme 1,4 entre une amine et un amide,
nous pouvons supposer que ce systeme est lui aussi capable de chélater le cuivre ce qui pourrait
expliquer le manque de réactivité¢ de ce composé déprotégé. Il est possible que méme avec un

groupement protecteur Fmoc sur I’amine primaire, le systtme amine amide 1,4 soit tout de
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méme capable de chélater le cuivre, dans une moindre mesure certes mais suffisamment pour
diminuer la cinétique de la réaction. La présence du groupement Fmoc peut aussi simplement

induire une géne stérique, ce qui entraine une chute de la réactivité du dérivé galactoside 85.

III.  Synthése des glyco-oligonucléotides

Nous allons maintenant décrire la synthése des glyco-oligonucléotides « pinces ». La
synthése suit le méme principe que celle présentée lors du chapitre précédent c’est pourquoi
nous ne rentrerons pas dans les détails pour les étapes déja présentées préalablement. Cependant

I’ordre dans lequel sont effectuées les différentes étapes n’est pas identique.

Conjugaison des plateformes hydroxyles avec le support par CuAAc
La premicre étape a consisté a conjuguer par CuAAc les plateformes mono- 40 et di-
hydroxyles 77 avec le support solide azoture 36 (Schéma 17) pour obtenir les plateformes

mono-ol 86 et di-ol 87.

Incorporation des phosphoramidites bis-propargyles, élongation de 1’étiquette d’ADN
et incorporation de la Cy3

Nous avons incorporé les phosphoramidites bis-propargyles 78 et 82 sur les hydroxyles
des deux plateformes supportées 86 et 87 par la chimie aux phosphoramidites. Cette étape a été
réalisée sur synthétiseur automatisé¢ d’ADN. S’en est suivi 1’¢longation des étiquettes ADN et
enfin I’incorporation de la Cy3 afin d’obtenir les plateformes oligonucléotides supportées di-

et tétra-alcynes.

Décrochages du support, purifications et analyses des plateformes polyalcynes

Une fois les ¢longations effectuées, les plateformes polyalcynes ont été décrochées de
leur support solide par un traitement ammoniacal pour donner les composés 88, 89, 90 et 91.
Une fois en solution, les plateformes ont été purifiées par HPLC préparative en phase inverse.
Apres co-€vaporation en présence d’eau pour éliminer les traces de tampon TEEAc, les
composés ont été analysés par HPLC en phase inverse Cig, caractérisés par spectrométrie de

masse MALDI-TOF et dosés par spectrophotométrie visible (Tableau 10).

m/z (MALDI-TOF mode négatif) Dosage a 550 nm

Compose Théorique Expérimental (nmol) e
88 5735,22 5734,46 188 19%
89 5944,47 5944,99 201 20%
90 6007,46 6007,12 156 16 %
91 6337,81 6337,18 167 17%

Tableau 10 : Analyses et rendements pour une synthése de plateformes polyalcynes
oligonucléotides 88 a 91 (*chaque composé a été synthétisé a partir de 1 umol du support
azoture 36)
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Schéma 17 : Synthése supportée des plateformes mono- et bi-pinces flexibles et rigides
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Schéma 18 : CuAAc en solution des plateformes mono- et bi-pinces flexibles et rigides avec les galactosides azotures
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Conjugaison des sucres azotures avec les plateformes pinces polyalcynes par CuAAc en
solution

Les plateformes pinces polyalcynes 88 a 91 ont été ensuite conjuguées avec les
différents sucres azotures par CuAAc afin de former les glyco-oligonucléotides 92a-h, 93a-h,
94a-h et 95a-h (Schéma 18). Ils ont été ensuite lyophilisés afin d’étre envoyés et criblés sur
puce a ADN vis-a-vis de LecA, chez nos collaborateurs de I’INL. Les résultats des réactions de

CuAAC en solution sont compilés dans le Tableau 11.

m/z (MALDI-TOF mode négatif) Dosage a 550 nm

ST Théorique Expérimental (nmol) A
92a 6409,81 6409,84 7,3 73 %
92b 6443,79 6443,04 6,4 64 %
92c 6499,89 6499,20 7,5 75 %
92d 6652,09 6652,88 8 80 %
92e 6589,98 6589,50 5 50 %
92f 6756,24 6756,63 5 50 %
92g 6646,08 6646,41 5,6 28%
92h 6587,91 6587,26 9 75 %
93a 6542,96 6542,85 10 50 %
93b 6576,93 6576,25 11 55 %
93c 6633,04 6633,76 9 45 %
93d 6785,23 6785,46 1 5%
93e 6723,12 6723,17 6 30 %
93f 6889,39 6889,22 7,4 37%
93g 6779,23 6778,96 1 5%
93h 6721,06 6720,95 10 50 %
94a 7356,70 7356,12 11,7 59 %
94b 7427,65 7424,30 10,4 52 %
94c 7536,87 7536,39 6 30%
94d 7841,25 7841,65 15,4 77 %
94e 7717,03 7717,44 4,7 24 %
94f 8049,55 8049,39 7,4 37%
94g 7839,24 7829,42 6,4 32%
94h 7712,90 7712,07 10,6 53 %
95a 7687,04 7687,59 2,6 22 %
95b 7755,00 7754,95 7,7 64 %
95¢ 7867,21 7867,79 1 8%
95d 8171,59 8171,79 10 50 %
95e 8047,37 8047,86 5 25%
95f 8379,90 8380,32 1,7 14 %
95g 8159,58 8159,26 2,5 21%
95h 8043,25 8043,76 2,5 10 %

Tableau 11 : Analyses MALDI-TOF, dosages de la Cy3 et rendements de la CuAdAc en
solution des glyco-oligonucléotides 92a-h ,93a-h, 94a-h et 95a-h (*calculé pour 10 a 25
nmol de plateforme polyalcyne mis en réaction selon les composés)
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IV. Evaluation des glyco-oligonucléotides pinces sur puce 3 ADN vis-a-vis

de leur affinité pour LecA

Les glyco-oligonucléotides pinces 92a-h, 93a-h, 94a-h et 95a-h ont été testés sur puce
a ADN vis-a-vis de leur affinité pour LecA. Une mesure de fluorescence directe a été effectuée,
ainsi qu'une détermination de la valeur de la constante de dissociation (Kg) sur puce pour les

meilleurs d’entre eux.

1. Mesure de fluorescence directe
Les résultats ainsi que les structures des composés obtenus par mesure de fluorescence
directe sur puce a ADN sont rassemblés dans la Figure 38. Les résultats sont regroupés selon la
nature du ligand La-h reliant les cycles triazoles et le f-D-galactose. Chaque couleur au sein du
diagramme correspond a la plateforme sur laquelle les saccharides se trouvent pour les
digalactosides flexibles 92a-h et rigides 93a-h et double digalactosides flexibles 94a-h et
rigides 95a-h.

Nous pouvons constater que le passage de mono-digalactoside a bis-digalactoside
conduit la plupart du temps a une augmentation modérée de la fluorescence. Elle est assez
marquée dans le cas des structures flexibles et plus faible a non significative dans le cas des
structures rigides. Nous pouvons supputer que la rigidité apportée par le cycle aromatique des
pinces peut géner 1’adaptation d’un cluster tétravalent. En effet ces clusters possédent une
certaine rigidité due aux cycles aromatiques et aux triazoles. De ce fait la contrainte exercée par
un cycle aromatique supplémentaire peut étre dans leur cas considéré comme un handicap les
empéchant de s’orienter de maniére optimale avec LecA. Il faut noter que dans le cas des
structures rigides les deux "pinces" sont plus ¢loignées 1'une de l'autre (25 atomes entre deux
digalactosides) que pour les structures flexibles (11 atomes entre deux digalactosides). De ce
fait, ces dernieres peuvent étre vues comme un glycocluster tétravalent alors que les autres

seraient plutdt a considérer comme deux digalactosides indépendants.
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Figure 38 : Etude de ['affinité des glyco-oligonucléotides pinces 92a-h, 93a-h, 94a-h et 95a-h pour 1’Alexa647-LecA par mesure de leur
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Pour discuter de l'influence des plateformes et de la nature des aglycones, nous nous
sommes basés sur les valeurs d'émission de fluorescence des mono-digalactosides 92a-h et 93a-
h. Concernant l'influence de la plateforme, les écarts de la fluorescence sont peu significatifs,
suggérant que les deux structures flexible et rigide s'accommodent bien avec celle de la lectine.
Par contre nous voyons des différences notables entre les différents aglycones. Pour avoir une
vision globale nous avons additionné les valeurs d'émission de fluorescence des deux mono-
digalactosides portant les mémes aglycones puis les avons normalisées (Figure 39). Comme
prévu les digalactosides triéthyleneglycol 92a et 93a sont moins affins que les autres structures
aromatiques. Les digalactosides méthylénepyridines 92e et 93e sont du méme ordre de
grandeur. Nous pouvons supposer que la présence d’un carbone supplémentaire entre le cycle
aromatique et 1’oxygéne anomérique engendre une modification des interactions du cycle
aromatique avec la lectine, décroissant I’affinité de celui-ci pour LecA. Les digalactosides issus
des six autres galactosides aromatiques présentent de fortes valeurs de fluorescence comprises
entre 28 000 et 35 600 u.a. Les valeurs de fluorescence directe des quatre digalactosides
présentant les aglycones biphényles 92d-93d et tyrosines NH> 92g-93g sont moins hautes (28
000 a 29 600 u.a. et ~0,8 en normalis¢) que les huit autres (31 300 a 35 600 uv.a. et 0,9 a 1
normalisé). Nous pouvons conclure que ces derniers glycoclusters sont les meilleurs candidats

pour interagir avec LecA.
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Figure 39 : Fluorescences a 635 nm de |’Alexa647-LecA liées aux glyco-oligonucléotides
92a-h additionnées aux glyco-oligonucléotides 93a-h puis normalisées

117



Chapitre III : Les glycoclusters « pinces »

2. Mesure de Kq
Afin de pouvoir départager avec plus de précision I’influence des différents types de
pinces (flexible ou rigide) et des différents dérivés osidiques une mesure de Kq sur puce a été
effectuée (Tableau 12). L’augmentation de fluorescence pour les glycoclusters divalents étant
faible voir non significative nous avons choisi d’effectuer la détermination des valeurs de Ky

uniquement pour les glyco-oligonucléotides présentant une forte affinité 92b-d,f-h et 93b-d,f-

h.

‘g Ka Ka* Moyenne -
Référence ("M) ("M) ("M) Ecart-type
92b 80 n.a. 80 n.a.
92c 40 55 47,5 7,5
92d 60 64 62 2
92f 38 26 32 6
92g 67 n.a. 67 n.a.
92h 56 36 46 10
93b 57 n.a. 57 n.a.
93c 31 15 23 8
93d 78 71 74,5 3,5
93f 24 20 22 2
93g 86 n.a. 86 n.a.
93h 18 44 31 13

Tableau 12 : Valeurs de Kq mesurées par puce a ADN des glyco-oligonucléotides 92b-h
et 93b-h. (*2¢"¢ série de mesures effectuées dans les mémes conditions, n.a. signifie que
[’expérience n’a pas encore été doublée)

Avant de comparer les résultats, nous pouvons remarquer que pour les glyco-
oligonucléotides 92¢, 92f, 92h, 93¢ et 93h (en rouge dans le Tableau 12), nous obtenons un
écart-type au-dessus des 10 % habituellement tolérés pour ce genre de mesure. Une troisiéme
mesure de la valeur du Kq4 sera nécessaire pour espérer diminuer I’écart type. Ensuite pour les
composés 92b, 92g, 93b et 93g une deuxieme mesure de Kq est nécessaire afin de pouvoir les
comparer aux données déja obtenues. Nous utiliserons la moyenne calculée entre les deux

mesures de Kq, quand c’est possible, pour discuter des résultats dans la suite de cette partie.

Si nous comparons le classement des structures selon leur valeur de K4 par rapport au
classement selon la valeur obtenue par fluorescence directe (Figure 38), nous pouvons voir que
la tendance observée précédemment est confirmée pour ces structures, exception faite du
composé 92b (K4 = 80 nM). En effet, les dérivés présentant des aglycones biphényles 92d, 93d
(avec des valeurs de Kq respectives de 62 nM et 74,5 nM) et tyrosines NH> 92g, 93g (avec des

valeurs de Kg respectives de 67 nM et 86 nM) montrent des valeurs de Kq légérement
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supérieures aux autres. Les meilleurs Kq obtenus sont ceux des composés présentant des
aglycones phényles lysines (22 nM pour 93f, et 32 nM pour 92f), phényle propyle (23 nM pour
93c¢) et tyrosine COOH (31 nM pour 93h). Nous pouvons noter de plus, que quatre des meilleurs

glyco-oligonucléotides sont issus de la série « pince rigide ».

3. Modélisation
Afin de compléter les études menées sur puce a ADN, des études de modélisation ont
¢été réalisées sur les glyco-oligonucléotides phényle lysine (92f et 93f, Figure 40) et sur les
glyco-oligonucléotides tyrosine COOH (92h et 93h, Figure 41).

Figure 40 : Modélisation d’une partie des glyco-oligonucléotides phényle lysine flexible
92f (A) et rigide 93f (B) avec LecA. La chaine peptidique est représentée en ruban
(excepté pour Hist50 et Glu49 en bdtonnets), les glyco-oligonucléotides en bdatonnets et
les ions calcium en sphere
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Figure 41 : Modélisation d’une partie des glyco-oligonucléotides tyrosine COOH flexible
92h (A) et rigide 93h (B) avec LecA. La chaine peptidique est représentée en ruban
(excepté pour Hist50 et Glu49 en bdtonnets), les glyco-oligonucléotides en bdatonnets et
les ions calcium en sphere

Les galactoses des glyco-oligonucléotides sont tous au niveau d’un site de
reconnaissance de LecA, directement liées a un ion calcium. Ensuite nous observons
I’interaction CH-m « T-shape » décrit par Kadam!'3? entre le cycle aromatique (en alpha de
I’oxygeéne anomérique) des glyco-oligonucléotides et 1’His50. Dans le cas des glyco-
oligonucléotides phényle lysine 92f et 93f, Figure 40, une interaction semble avoir lieu entre
I’amine de la chaine latérale de la lysine et Glu49, ce qui pourrait expliquer les bonnes affinités
observées par mesure de Kq. En ce qui concerne les glyco-oligonucléotides 92h et 93h, Figure

41, ce sont plutot les groupements triazoles qui font face aux deux Glu49.
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V. Conclusion

Dans cette partie nous avons décrit la synthése de deux nouveaux phosphoramidites
bisalcynes 78 et 82. Par la suite nous avons décrit leurs incorporations sur des supports solide
mono- et di-ol conjugués a des étiquettes oligonucléotidiques. Ainsi les quatre plateformes
polyalcynes : mono-pince flexible 88, mono-pince rigide 89, bi-pinces souple 90 et bi-pinces
rigide 91 ont été synthétisées. Par la suite, grace a la CuAAc, ces différentes plateformes ont
¢té conjuguées avec huit dérivés galactosides différents pour former 32 glyco-oligonucléotides

92a-h, 93a-h, 94a-h, et 95a-h qui ont ¢t¢ analysés et caractérisés.

L’ensemble des 32 glyco-oligonucléotides a ¢été étudié¢ sur puce a ADN a I’INL, pour
déterminer leur affinité vis-a-vis de LecA par mesure de fluorescence directe. Les mesures des
valeurs de Kq sur puce effectuées sur les glyco-oligonucléotides mono-pince ont été réalisées

pour affiner les résultats obtenus par mesure de fluorescence directe.

Ainsi, nous avons déterminé par la mesure de fluorescence directe sur puce des glyco-
oligonucléotides que I’accroissement de la valence (de 2 a 4) dans le cas des structures pinces
n’augmentait pas significativement leurs affinités pour LecA. De plus nous avons remarqué que
la nature de la pince flexible ou rigide n’a aussi que trés peu d’influence sur 1’affinité. Nous
avons vu ¢également que la nature des aglycones est 1I’¢lément décisif dans ’affinité des glyco-
oligonucléotides pour LecA. Ainsi, les dérivés saccharidiques avec un aglycone phényle (92b-
¢, 93b-c) phényle lysine (92f, 93f) ou tyrosine COOH (92h, 93h) posseédent les meilleures
affinités. Ces résultats ont été confirmés et affinés par les mesures de Kq sur puce. En effet, les
glyco-oligonucléotides contenant les dérivés saccharides avec un aglycone phényle lysine (92f,
93f) et tyrosine COOH (92h, 93h) obtiennent les valeurs de Kq les plus faibles donc les

meilleures affinités envers LecA.
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Chapitre IV : Etude des interactions entre des galactosides et LecA par RMN STD

Chapitre IV : Etude des interactions entre des galactosides et

LecA par RMN utilisant la différence de transfert de saturation

I. Introduction
Afin d’¢étudier les interactions ligand / lectine, la plupart des équipes se tourne vers la
cristallographie. Cette technique trés puissante permet d’obtenir un grand nombre
d’informations a la fois sur le ligand et sur la protéine. Cependant, les interactions faibles qui
gouvernent la formation d’un complexe sucre / lectine rendent difficile I’obtention de cristaux

du complexe susnomme.

Dans le but d’obtenir des informations sur les interactions sucre / lectine, nous nous
sommes donc tournés vers une méthode dynamique plus adéquate pour 1’étude d’interactions
faibles. La RMN par différence de transfert de saturation ou RMN STD nous est apparue
comme une méthode intéressante. En effet de nombreux travaux font état de 1’utilisation de la
RMN STD afin d’étudier les interactions sucre / lectine.'®” Différentes lectines végétales ont
fait I’objet d’études par cette méthode telles que la lectine 120 de Ricinus communis '35 '%°  1a
concanavaline A", I’agglutinine Viscum album."' Cependant aucun travail n’avait été décrit

dans la littérature sur les lectines de PA au début de nos investigations par cette méthode. A ce

jour, une seule étude a été réalisée par RMN STD sur LecA.!'*?

Dans une premicre partie, nous décrirons le principe de fonctionnement de la RMN
STD. Ensuite nous décrirons les premiers travaux que nous avons réalisés au laboratoire

concernant 1’étude de I’interaction de certains de nos dérivés galactosides vis-a-vis de LecA.

II. La RMN par différence de transfert de saturation

1. Principe
La RMN par différence de transfert de saturation appelée STD NMR en anglais est une
technique spectroscopique qui permet 1’é¢tude d’interactions entre une macromolécule (le plus
souvent une protéine) et une molécule plus petite (le ligand).'*® !> Mise au point vers la fin des

années 1990'%

, cette méthode basée sur 1’observation des signaux du ligand ne nécessite pas
I’utilisation d’une protéine enrichie en '’N ou 1*C. La facilité d’exécution et les faibles quantités
nécessaires a la réalisation des expériences (de 1’ordre du mM en ligand et du uM en protéine)

la rendent trés attractive.
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Chapitre IV : Etude des interactions entre des galactosides et LecA par RMN STD

La RMN STD est basée sur l'effet Overhauser nucléaire (NOE) qui permet un transfert
de I’aimantation d’une macromolécule vers une plus petite molécule - le ligand - lorsque celui-
ci vient interagir avec elle. D’un point de vue pratique, deux expériences distinctes sont
réalisées (Figure 42). Dans la premicre expérience, dite « on resonance », une irradiation
sélective est effectuée a une fréquence correspondant uniquement aux signaux de la protéine
(le plus souvent, entre -1 a 1 ppm, région des protons aliphatiques). L’irradiation va ensuite étre
transférée a toute la protéine par diffusion de spin via le réseau intramoléculaire de protons.
Une seconde expérience de référence, dite « off-resonance », est réalisée en procédant a
I’irradiation dans une zone éloignée de tous signaux, afin d’étre dans les mémes conditions

d’¢équilibre thermique.

S’il se trouve dans le milieu une espece chimique capable d’interagir avec la protéine,
la saturation lui est alors transférée lors de I’expérience « on-resonance » (le degré de saturation
dépendant du temps pendant lequel ce ligand est resté en contact avec la macromolécule). Lors
de la dissociation du complexe, le ligand « marqué » est libéré en solution sous forme libre.
Pour les petites molécules en solution, I’effet Overhauser nucléaire (NOE) est négatif. Par
conséquent tous les ligands qui auront été en contact avec la protéine verront I’intensité de leurs

signaux diminuer.

La soustraction des 2 spectres on- et off-resonance conduit donc a un spectre « de
différence ». Seuls les signaux qui ont été atténués par le transfert de saturation vont étre

visibles c’est a dire ceux des molécules qui ont interagi avec la protéine.

hgeﬁ‘;d nonligand

Ko

K
T Ken

selective
saturation

H -
e "“‘c
i 4 —_ ‘ i " =

T T T . A

off-resonance on-resonance difference spectra

Figure 42 : Principe de la RMN STD (empruntée a Viegas et al.’®?)
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Pour pouvoir visualiser le signal RMN d’un ligand en mélange avec une protéine, il est
nécessaire que le ligand soit en large excés (facteur de 30 a 100 généralement). Ainsi le transfert
d’aimantation va pouvoir étre effectué sur un grand nombre de ligands et ainsi permettre une
amplification du signal. Ensuite il est indispensable que la valeur du Kq du ligand pour la
protéine soit compris entre 10~ et 10 M.!%* En effet, si le ligand a une trop faible affinité pour
la protéine, le transfert d’aimantation n’est pas assez efficace. Si au contraire I’affinité est trop
grande, le transfert a lieu sur une quantité de ligands trop limitée pour €tre détectée sur le spectre
RMN. Nous avons vu dans le premier chapitre que la valeur des Ky des ligands pour les lectines
était compris dans cet intervalle, c’est pourquoi la RMN STD est une technique de choix pour

I’étude d’interactions sucre / lectine.

2. Application pour I’étude d’interactions intermoléculaires
I1 existe plusieurs applications de la RMN STD : le criblage, la cartographie de ligand

et la mesure de Kg.

a. Criblage d’un mélange de ligands

I1 est possible de réaliser une expérience de RMN STD en travaillant avec un mélange
de ligands au sein du méme tube RMN. Les ligands présentant une affinité pour la protéine vont
étre influencés par la saturation, de ce fait leur signal sur le spectre RMN sera modifié. Ainsi
lorsque la différence entre les spectres « on resonance » et « off resonance » sera effectuée seuls
apparaitront les signaux des protons sous I’influence de la saturation. La derniére étape consiste
a comparer le spectre « de différence » avec les empreintes spectrales des ligands et a identifier
le ligand correspondant. Ainsi il est possible d’identifier le ligand le plus affin pour la protéine

parmi un mélange.

Cette méthode nécessite de connaitre I’empreinte spectrale de chaque ligand au
préalable. De plus, il est nécessaire de choisir judicieusement les ligands de chaque lot afin de

pouvoir les distinguer sans aucune ambiguité.

b. Cartographie de ligand
Le NOE traduisant I’interaction entre deux spins a travers 1’espace, les protons d’un
ligand ne seront pas tous affectés de la méme maniére par le transfert d’aimantation. Un noyau
se trouvant dans le site actif de I’hote verra son signal plus fortement modifié¢ qu’un noyau qui
en est plus €loigné. Ainsi, en exploitant cette caractéristique sur I’étude d’un seul ligand, il est
possible d’identifier le(s) fragment(s) qui interagissent avec la protéine. Cela permet d’établir

une cartographie des zones du ligand en interaction avec une protéine.
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¢. Mesures de Ka
Enfin si des expériences de STD RMN sont effectuées a diverses concentrations en
ligands pour une concentration constante en protéine, il est possible d’obtenir des valeurs de Kq4

entre le ligand et la protéine.

III. Etude des interactions : dérivés galactosides / LecA par RMN STD

1. Synthése des dérivés galactosides
Pour cette premiere étude par RMN STD sur LecA, les cinq dérivés galactosides 96 a
100 ont ¢été sélectionnés (Schéma 19). Nous avons vu précédemment que le triazole joue un
role dans les interactions sucre / lectine. C’est pourquoi nous avons choisi de conjuguer les
saccharides azotures avec un composé¢ alcyne, pour obtenir les structures galactosides présentes
dans les glycoclusters synthétisés. Nous avons choisi le monopropargyle diéthyléne glycol 40

car il correspond au bras utilis¢ dans les glycoclusters du chapitre 1.

Les sucres azotures 96 a 100 ont été conjugués a la chaine diéthylene glycol propargyle
40 grace a la réaction de CuAAc. Apres purification sur colonne de gel de silice, les composés
ont été ensuite déprotégés dans un mélange MeOH / EtsN / H2O pour obtenir les galactosides
101 a 105 (Schéma 19 et Tableau 13). Enfin un passage sur résine Quadrapure Imino DiAcétate

permet d’Oter les traces de cuivre.

R
Xx_ o0 OH
\/ \/\O/\/
40
OAc OH OH
QAc o 1) H,0, Dioxane, Cu® o Ney
O—L—N > 0—L—N
AcO 8 2) MeOH, EtN, H,0, HO \%\/o\/\
OAc 5/1/1 OH 0" \_-OH
96-100 101-105
OAc OAc
o)
ACO O-L—N;

Wojo«}a /\Qui}‘ A@\(NW\ /\“Y

HNM}\

100

Schéma 19 : Schéma général de synthese des deérivés saccharidiques 101 a 105
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Composé L Rendement

101 84 %

f;\/\o/\/o\/\;”
102 /\CL i 89 %
NM °
H
O
104 O 70 %

HN.__~ %,
g

105 O 69 %
(@]

HN\/\)E

Tableau 13 : Rendements des deux étapes obtenues en fonction de la nature du lien L
entre le f-D-galactose et le triazole

2. Etudes par RMN STD
Notre premier objectif a consisté a observer un effet STD pour les composés 101-105.
De plus, nous avons voulu vérifier quelle partie du ligand était en interaction avec LecA, pour

a termes, pouvoir effectuer la cartographie des ligands.

La premiére étude par STD RMN avec LecA a été réalisée avec le composé 102 dans le
D>0. Les résultats obtenus sont rassemblés dans la Figure 43. Le premier spectre RMN (Figure
43 B) correspond a I’acquisition enregistrée lorsque la saturation est effectuée off résonance.
Ainsi aucun phénomene de saturation n’a lieu a cet instant. Les protons du ligand 102 sont
attribués directement sur le spectre pour plus de facilité de lecture. Nous pouvons noter que les
signaux de Hi- et Hs:, se trouvant dans I’environnement du pic de I’eau (4,79 ppm), ont été
affectés par la présaturation de ce dernier. Par conséquent, ils n’ont pas été pris en considération

dans ce qui suit.
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OH OH OH
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Figure 43 : Structure et spectres RMN du composé 102. (4) Formule développée du ligand
102. (B) Spectre RMN « off resonance » de 102. (C) Spectre RMN « on resonance » de
102. (D) Différence des spectres on et off résonance. * signaux d’intensité atténuée par
la présaturation du pic de l’eau.

Des ¢tudes similaires ont été réalisées avec les ligands 103, 104, et 105. Les résultats
obtenus sont rassemblés dans les Figures 44, 45 et 46. Comme dans le cas du ligand 102, nous
pouvons voir que les protons du cycle aromatique et celui du triazole sont fortement impliqués
dans la reconnaissance (Figures 44 C, 45 C et 46 C), de méme que la partie saccharidique. Enfin
nous pouvons remarquer que 1a aussi, tous les protons (que ce soit la chaine propyle ou la chaine
diéthyléne glycol) subissent un transfert de saturation de LecA. Dans chacun des cas, le ligand
dans son ensemble interagit avec la lectine (pas uniquement la partie saccharidique ou aglycone

aromatique).
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OH OH
0]
HO 0us
OH
14
13
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I"7 H13 H14
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8.5 8.0 75 70 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25 2.0

Figure 44 : Structure et spectres RMN du composé 103. (4) Formule développée du ligand
103. (B) Spectre RMN « off resonance » de 103. (C) Différence des spectres on et off
résonance.. * signaux d’intensité atténuée par la présaturation du pic de [’eau.

OH OH
O
HO
OH
Hy,+H, Hy
+ H19§\ Hy;+Hy
/
Ha'  Hy+Hy, c
Hi, He H
Hy + H; H,, +H '
+H B Hy Hs +H,
2 Hig H \ /
W IS
dewﬁ\«w A A A a™,
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

Figure 45 : Structure et spectres RMN du composé 104. (A) Formule développée du ligand
104. (B) Spectre RMN « off resonance » de 104. (C) Différence des spectres on et off
résonance. * signaux d’intensité atténuée par la présaturation du pic de [’eau.
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Figure 46 : Structure et spectres RMN du composé 105. (A) Formule développée du ligand
105. (B) Spectre RMN « off resonance » de 105. (C) Différence des spectres on et off
résonance. * signaux d’intensité atténuée par la présaturation du pic de [’eau.
L’élargissement des raies de résonance de 105 est attribué a la dynamique d’auto-
assemblage (pi stacking).

Enfin, une étude par RMN STD a été effectuée avec le ligand 101. Les résultats sont
présentés dans la Figure 47. D un point de vue général, le spectre de différence obtenu ne laisse
apparaitre que de trés faibles signaux. Nous avons vu précédemment que les galactosides avec
un aglycone non aromatique possédaient une affinité moins importante que ceux qui arboraient
une partie aglycone aromatique. Nous pouvons donc conclure que I’effet de transfert de

saturation est diminué car ’affinité de ce ligand pour LecA est moins importante.
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Figure 47 : Structure et spectres RMN du composé 101. (A) Formule développée du ligand
101. (B) Spectre RMN off résonance de 101 avec les attributions. (C) Différence des
spectres on et off résonance avec les attributions. Le signal des protons marqués avec un
« * » est diminué ou inexistant du a la séquence utilisée en STD RMN.

Nous avons ensuite voulu comparer les différents spectres de différence entre eux
(Figure 48). Ainsi il est plus aisé d’évaluer visuellement la réponse en RMN STD en fonction
des différents ligands : plus les pics sont importants, meilleure est la réponse. Le ligand 101 est
celui qui obtient I’intensité de spectre différentiel la plus faible parmi tous. Parmi les ligands
contenant un aglycone aromatique, le ligand 105 avec I’aglycone biphényle obtient la meilleure
réponse en RMN STD. Vient ensuite le ligand 104 avec I’aglycone naphtyle et enfin les dérivés
phényles 102 et 103. Il semble que le galactoside phényle 102, issu du glycocluster 16 de
Ligeour et al."*® répond mieux en RMN STD que son homologue 103, épitope issu du

glycocluster des publications de Reymond.!01 130 134, 147-152
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Figure 48 : Comparaison des spectres différentiels des ligands 101 a 105 obtenus par
RMN STD avec LecA

IV.  Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons présenté la synthése de cinq dérivés monovalents
du galactose contenant chacun une partie aglycone différente : hydrophile ou aromatiques
(phényles, naphtyle et biphényle). Nous avons ensuite réalisé une premicre étude par RMN
STD sur LecA. Ces résultats ont montré une différence de réponse en RMN STD selon la nature
de la partie aglycone. C’est la premiére fois dans la littérature que la RMN STD, une méthode
dynamique, est utilisée pour démontrer I’influence de la partie aglycone d’un dérivé
saccharidique dans I’interaction avec LecA. Ces premiers résultats confirment 1I’importance du
role de la partie aglycone aromatique. Il a ét¢ mis en évidence que 1’ensemble de la molécule

était en interaction avec LecA.

Maintenant que la technique a été mise au point avec LecA, il serait intéressant d’étudier
les interactions qui se forment en utilisant un composé¢ multivalent comme un glycocluster.
Cette technique ouvre donc de nouvelles perspectives pour I’étude, le design et le criblage de

nouveaux glycoclusters plus affins de LecA.
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Conclusion générale

Pseudomonas aeruginosa fait partie des bactéries présentant une résistance importante
aux antibiotiques. Afin de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques, nous nous sommes
intéressés aux lectines LecA et LecB de PA. L’affinité pour les saccharides des lectines étant
faible, nous avons eu recours a la multivalence afin de synthétiser les composés les plus affins
possibles pour I’une ou I’autre lectine. En s’appuyant sur la chimie aux phosphoramidites et sur
la cycloaddition 1,3 dipolaire de Huisgen catalysée au Cu' nous avons réalisé la synthése de 80
glyco-oligonucléotides présentant des topologies (valences, orientations) et des dérivés

saccharidiques variés.

L’affinité de 72 glyco-oligonucléotides a été évaluée par fluorescence directe sur puce
a ADN et des mesures de valeurs de Kq ont pu étre effectuées sur 12 d’entre eux par le Dr Lucie
Dupin et Munchen Li. Les calculs de modélisation effectués par le Dr G. Vergoten ont aidé a

la compréhension de ces interactions.

Ainsi, nous avons constaté que la présence de chaines latérales portées par les
phosphates des glyco-oligonucléotides modifiait que peu I’affinité des glyco-oligonucléotides
vis-a-vis de LecA. En effet, cette affinité variait surtout en fonction de la nature du dérivé
galactoside et plus particuliecrement de 1’aglycone aromatique. Aprés avoir synthétisé le
glycocluster mannoside tetra(propyle/phényle galactose) 71 en solution (sans son étiquette
ADN), nous avons vu qu’il présentait, malgré un manque de solubilité dans I’eau, une activité
antibiofilm et était capable de diminuer I’internalisation de P4 dans des cellules épithéliales

pulmonaires.

L’augmentation de la valence de 2 a 4, dans les cas de nos glyco-oligonucléotides
pinces, n’a pas augmenté significativement leurs affinités pour LecA. Ce résultat montre que la
topologie du glycocluster plus que le nombre d’épitopes est un paramétre déterminant pour
obtenir une bonne affinité. D’autre part, la nature de la pince (flexible ou rigide) a trés peu
d’influence sur leurs affinités. Une fois encore, c’est le choix de 1’aglycone aromatique qui
influence le plus le caractere affin des glyco-oligonucléotides. Ainsi, les valeurs de Kq les plus
intéressantes ont été obtenues pour les digalactosides a aglycones phényle lysine (92f, 93f avec
respectivement 32 nM et 22 nM) et tyrosine COOH (92h, 93h avec respectivement 46 nM et
31nM). Il serait pertinent d’envisager leur synthése en solution a 1’échelle du milligramme pour

évaluer leur effet sur la formation du biofilm et sur 1’internalisation de PA4.
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Pour finir, une des premiéres études par RMN par différence de transfert de saturation
a été réalisée sur cinq dérivés monovalents du galactose. Nous avons démontré I’influence de
la partie aglycone d’un dérivé saccharidique dans I’interaction avec LecA par une méthode

dynamique et innovante.

De nombreuses perspectives sont envisagées a la suite de ces travaux. Concernant la
partie étude de I’environnement du glycocluster, nous sommes toujours dans I’attente des
résultats du criblage sur puce ADN des fuco-oligonucléotides visant lecB. Les résultats
intéressant des tests biologiques obtenus pour les galactoclusters nous incitent a poursuivre dans
cette direction. Les galactoclusters présentant les chaines latérales diéthyléne glycol méthyle
(62G2b), hexylammonium (62G2d) et triéthyléne glycol ammonium (62G2f) seront synthétisé
en solution, sans leur étiquette ADN, a 1’échelle de la centaine du milligramme. Ainsi, apres
avoir évalué¢ leurs actions sur la formation de biofilm et sur la pénétration cellulaire de la

bactérie, nous pourrons conclure sur I’influence de la chaine latérales sur ces deux parametres.

En ce qui concerne la partie glycocluster « pince », les composés 92b, 92f, 93b, et 93f
seront synthétisé en solution, sans leur étiquette ADN, afin d’étre eux aussi évaluer vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa. Plusieurs types de tests sont envisagés, des expérimentations
biologiques concernant la formation de biofilm et la pénétration cellulaire, mais aussi des études

utilisant la RMN STD.
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Partie expérimentale

Synthesis

General methods

All reagents and solvents for synthesis were commercial and were used without further
purification. All moisture sensitive reactions were performed under an argon atmosphere.
Reactions under microwave activation were performed on an Anton Paar Monowave 300
system. NMR solvents were purchased from Euriso-Top. NMR spectra were recorded at 293 K
using a 200, 300, 400 or a 600 MHz spectrometer (Bruker). Shifts (8) are referenced relative to
deuterated solvent residual peaks and expressed in parts per million (ppm). Coupling constants
are expressed in hertz (Hz). The following abbreviations are used to explain the observed
multiplicities: s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quartet), qu (quintet), sext (sextet), dd
(doublet of doublets), m (multiplet), sbr (broad singlet). High-resolution (HR-ESI-QToF) mass
spectra were recorded using a Q-Tof Micromass spectrometer. MALDI-TOF mass spectra were
recorded on a Voyager mass spectrometer (Perspective Biosystems, Framingham, MA)
equipped with a nitrogen laser. Thin layer chromatography (TLC) was carried out on aluminum
sheets coated with silica gel 60 F254 (Merck). TLC plates were inspected by UV light (1 = 254
nm) and developed by treatment with a mixture of 10% H2SO4 in EtOH/H20 (1 : 1 v/v), vanillin,
KMnOj4 or phosphomolybdic acid followed by heating. Silica gel column chromatography was
performed with silica gel Si 60 (40—-63 mm). Reverse phase chromatography was performed

with a Cig flash column.

Synthesis
N3~ O/\‘/\ OH
O- DMTr
3-(bis(4-methoxyphenyl)(phenyl)methoxy)-2-(((6-azido hexyloxy)methyl)-2-

methylpropane-1-ol 34 was synthesized according to the literature.'*®

OAc
OAc
AcO O
AcO
gz

o_*

2,3,4,6-tetra-0-acetyl-1-(2’-propargyl)-o-D-mannoside 38 was  synthesized

according to the literature. !’
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OH

OH
HO
o F
1-(propargyl)-a-D-mannoside 39 was synthesized according to the literature.'®’
i Oon

3,6-dioxanon-8-yn-1-ol 40 was synthesized according to the literature.'*®

HO

HO\J</O\///

2-methyl-2-((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)propane-1,3-diol 77. 1,1,1-
tris(hydroxymethyl)ethane (1.2 g, 10 mmol, 2 eq.) was dissolved in dry THF (30 mL) under
Argon atmosphere. Then, a solution of propargylbromide (0.52 mL, 5 mmol) in dry THF (10
mL) was added dropwise at 0°C. The mixture was stirred overnight and water was added to
quench the reaction. After 15 min, the crude mixture was coevaporated with toluene, and
directly purified on flash chromatography (EtOAc 50 % to 100 % in cyclohexane) leading to
the compound 77 (480 mg, 61 %).

2,2-bis(propargyloxymethyl)propan-1-ol was synthesized according to the

“OH
N_o.

4(2-oxapent-4-ynyl)cyclohexylmethanol cis/trans mixture 44 was synthesized

Ox O
8 9
7
6
El a
/\O : 0/2\%1

3,5-bis-(prop-2-ynoloxy) methyl benzoate 79. 3,5-dihydroxymethylbenzoate (340 mg,
2 mmol) was dissolved in dry DMF (3.5 mL) and anhydrous K>COj3 (690 mg, 10 mmol, 2.5

literature. '8¢

according to the litterature.

eq.) was added. To this suspension, a solution of propargylbromide in toluene (550 puL, 5 mmol,
2.5 eq.) was added. The reaction mixture was heated at 65 °C under microwave, and stirred

under Argon atmosphere during 1 h. Then, DMF was removed by evaporation and the residue
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was redissolved in EtOAc (25 mL) and the organic phase was washed with H,O (2 x 25 mL),
saturated NaHCOs3 (2 x 25 mL), and brine (2 x 25 mL), dried (Na2SO4) and evaporated in vacuo.
The crude product was purified on flash chromatography (EtOAc 0 % to 80 % in cyclohexane)
leading to the compound 79 (404 mg, 83 %). 'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.30 (d, J = 2.4
Hz, 2H, H®), 6.81 (t,J=2.4 Hz, 1H, H*), 4.72 (d, J= 2.4 Hz, 4H, H%), 3.91 (s, 3H, H’), 2.54 (t,
J =2.4 Hz, 2H, H"). 3C NMR (100 MHz, CDCl;) § 158.5, 132.2, 108.9, 107.5, 77.9, 77.2,
75.9, 56.1, 52.3. HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z calcd. for Ci4sH204 [M+H]"
245.0814 found 245.0814.

Z 0T TON,

3,5-bis-(prop-2-ynoloxy) benzoic acid 80. 3,5-bis-(prop-2-ynoloxy) methyl benzoate
40 (684 mg, 2.8 mmol, 1 eq.) was dissolved in anhydrous THF (4.7 mL), and magnesium iodide
(954 mg, 3.4 mmol, 1.2 eq.) was added under argon. The reaction mixture was heated at 120
°C under microwave, and stirred under argon atmosphere during 1h. Then the crude product
was washed with brine (20 mL), dried (Na2SO4) and evaporated in vacuo. The crude product
was lyophilized (Dioxane / H,0) yielding to the pure compound 80 (645 mg, 87 %). '"H NMR
(400 MHz, CDCl3) & 7.28 (d, J = 2.3 Hz, 2H, H°), 6.85 (t,J = 2.3 Hz, 1H, H*), 4.77 (d,J=2.3
Hz, 4H, H%), 2.98 (t, J = 2.3 Hz, 2H, H").13C NMR (100 MHz, CDCI3) § 160.1, 110.1, 108.1,
79.3, 77.2, 56.9. HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z calcd. for Ci3H;10s [M+H]"
231.0657 found 231.0658.

H
8 g 1 13 OH
7
6

5 3
Z7 OO,

N-(6-hydroxyhexyl)-3,5-bis(prop-2-yn-1-yloxy)benzamide 81. 3,5-bis-(prop-2-
ynoloxy) benzoic acid 41 (810 mg, 3.5 mmol, 1 eq.) and 6-amino hexanol (450 mg, 3.85 mmol)
were dissolved in anhydrous CH>Cl, (10 mL) with dry DIEA (1.14 mL, 7.0 mmol, 2 eq.) on 4A
molecular sieves under argon. After 30 min, benzotriazol-1-yloxytris(dimethylamino)-
phosphonium hexafluorophosphate (2.07 g, 4.2 mmol) was added and the mixture stirred during
90 min. The solvent was removed in vacuo, and the crude product was dissolved in EtOAc. The
organic layer was washed with saturated NaHCO; (2 x 20 mL) and brine (2 x 20mL), dried

(NazS04), and concentrated in vacuo. The crude product was purified on flash chromatography
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(20 % EtOAc in cyclohexane) to afford the compound 81 (1.13 g, 97 %). 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 7.07 (d, J=2.3 Hz, 2H, H%), 6.79 (t, J=2.3 Hz, 1H, H*), 4.77 (d, J = 2.4 Hz, 4H, H?),
3.55(t,J = 6.6 Hz, 2H, H'%), 3.36 (t,J = 7.2 Hz, 2H, H’), 2.97 (t, J = 2.4 Hz, 2H, H'), 1.68 -
1.52 (m, 4H, H'°, H"), 1.47 - 1.39 (m, 4H, H!!, H'?). 3C NMR (100 MHz, CDCls) § 169.5,
160.2, 137.9, 108.0, 106.2, 79.4, 77.1, 62.9, 57.0, 41.0, 33.6, 30.4, 27.9, 26.6. HR-ESI-QToF
MS (positive mode): m/z caled. for C13H;104 [M+H]" 330.1705 found 330.1705.

Solid Support

(@)
<:,*H7g/\\/J\O'HNi:j>

Succinic-LCAA-CPG 35 was synthesized according to the literature.!'®

DMTr
H O O .
Oﬂ\ NO 07NN

1-0-(4,4’-dimethoxytrityloxymethyl)-2-(6-azidohexyyloxymethyl)-2-methyl-3-O-
(succinic-LCAA-CPG)-propane-1,3-diol 36 was synthesized according to the literature.'*’

Phosphoramidite synthesis

PAPN
3 4 7 ’Tl J\
2o oy
P
0-(3,6-dioxanon-8-yn-1-yl)-N,N,N’,N’-tetraisopropylphosphorodiamidite 41. 3,6-
Dioxanon-8-yn-1-0l 40 (1.44 g, 10 mmol) was added to a solution of triethylamine (2.8 mL, 20
mmol, 2 eq.) in anhydrous Et2O (45 mL) on 4A molecular sieves under argon. After 1h
bis(diisopropylamino)chlorophosphine (3.2 g, 12 mmol, 1.2 eq.) was added and the mixture
was stirred at room temperature for 4h. After dilution with cyclohexane (30 mL) the mixture
was filtered on diatomite. The filtrate was concentrated under reduced pressure to obtain a 5
mL crude solution purified by silica gel column chromatography (10 % triethylamine in
cyclohexane) to afford compound 41 (3.11 g, 83 %). "TH NMR (400 MHz, CDCl3) § 4.18 (d, J
=2.4 Hz, 2H, H?), 3.72 - 3.61 (m, 8H, H*, H>, H%, H"), 3.54 - 3.44 (m, 4H, H®), 2.39 (t, J=2.4
Hz, 1H, H"), 1.13 (m, 24H, H°). 3'P NMR (162 MHz, CDCl3) § 126.9 (s, 1P). 3C NMR (100
MHz, CDCl3) 6 79.7, 74.4, 71.8 (d), 70.4, 69.2, 63.4 (d), 58.4, 44.2 (d), 24.6 (d), 23.7, 23.6.
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HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z calcd. for Ci9HsN2O3P [M+H]" 375.2778 found
375.2777.

12
L

N
A0 P A
1///2\ o5 ¥ 9 93
O-propyl-O°-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-N,N-diisopropyl phosphoramidite 43a.

10

Propanol (270 uL, 3.6 mmol, 1.2 eq.) was stirred in anhydrous CH>Cl, (20 mL) on 4A molecular
sieves during 30min under argon, then 41 (1.12 g, 3.0 mmol, 1 eq.) was added. After 30 min,
the diisopropylammonium tetrazolure (370 mg, 2.2 mmol, 0.6 eq.) was added, and the mixture
was stirred at room temperature during 90 min. After filtration on diatomite, the mixture was
concentrated under reduced pressure to obtain a 3 mL crude solution purified by silica gel
column chromatography (10 % triethylamine in cyclohexane) to afford compound 43a (480
mg, 89 %). "H NMR (400 MHz, CDCls) § 4.18 (d, J = 2.4 Hz, 2H, H?), 3.80 - 3.50 (m, 12H,
H*, H> H°, H’, H® H'"), 2.40 (t, /= 2.4 Hz, 1H, H"), 1.60 (sext, J = 7.4 Hz, 2H, H’), 1.15 (d, J
= 6.8 Hz, 12H, H'?), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H, H'%).3'P NMR (162 MHz, CDCl;) & 146.4 (s,
1P).13C NMR (100 MHz, CDCls) & 79.6, 74.4, 71.2 (d), 70.4, 69.1, 65.2 (d), 62.3 (d), 58.3,
42.7 (d), 24.6 (d), 10.4. HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z calcd. for CisH3zsNO4P
[M+H]" 334.2147 not found .

14
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N

3 4 I

7 8 11 1
2 A0S A P AN O
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1
0-(3,6-dioxaheptyl)-0’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-V,NV-diisopropyl phosphoramidite

43b. Using the same procedure as for synthesis of O-propyl-O’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-N,N-
diisopropyl phosphoramidite starting from 2-(2-methoxyethoxy)ethanol (470 mg, 3.9 mmol,
1.2 eq.). The crude solution obtained was purified by silica gel column chromatography (10 %
triethylamine and 10 % EtOAc in cyclohexane) to afford compound 43b (685 mg, 54 %). 'H
NMR (400 MHz, CDCls) & 4.19 (d, J = 2.4 Hz, 2H, H?), 3.85 - 3.49 (m, 18H, H*, H>, H®, H’,
HE, H°, H'°, HY!, H'%), 3.36 (s, 3H, H'?), 2.41 (t, J=2.0 Hz, 1H, H"), 1.16 (d, J= 6.8 Hz, 12H,
H'%)3'P NMR (162 MHz, CDCl3) § 147.5 (s, 1P)."*C NMR (100 MHz, CDCls) & 79.7, 74.4,
72.0, 71.3 (d), 70.5 (d), 69.1, 62.5 (d), 59.0, 58.4, 42.8 (d), 24.6 (d). HR-ESI-QToF MS
(positive mode): m/z calcd. for C1sH3oNO7P [M+H,O+H]" 412.2464 found 412.2466.
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Ak

3
/\/O\/\ P<
1///2\ © o” 0T YT 5 14
O-(5-methoxycarbonylpentyl)-O’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-/V,N-diisopropyl

phosphoramidite 43c. Using the same procedure as for synthesis of O-Propyl-O’-(3,6-
dioxanon-8-ynyl)-N,N-diisopropyl phosphoramidite starting from 5-methoxycarbonylpentanol
(440 mg, 3 mmol, 1.2 eq.). The crude solution obtained was purified by silica gel column
chromatography (10 % triethylamine and 10 % EtOAc in cyclohexane) to afford compound 43¢
(888 mg, 85 %). '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 4.19 (d, J = 2.4 Hz, 2H, H?), 3.83 - 3.51 (m,
15H, H*, H°, HS, H’, H8, H'Y, H"), 2.41 (t, J= 2.1 Hz, 1H, H'), 2.30 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H'?),
1.68 - 1.55 (m, 4H, H’, H'"), 1.38 (m, 2H, H'?), 1.15 (d, J= 6.9 Hz, 12H, H'®).3'P NMR (162
MHz, CDCl3) § 146.5 (s, 1P). 13C NMR (100 MHz, CDCls) § 174.1, 79.7, 74.4, 71.3 (d), 70.4,
69.1, 63.2 (d), 62.3 (d), 58.4, 51.4,42.8 (d), 34.0, 30.9 (d), 25.6, 24.6 (d), 24.6. HR-ESI-QToF
MS (positive mode): m/z caled. for C20H41NO7P [M+H,O+H]" 438.2621 found 438.2624.

Lk

3
/\/O\/\ /\/\/\/Br
1///\O 0" "o " 13

O-(6-bromohexyl)-0’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-/V,/N-diisopropyl phosphoramidite
43d. Using the same procedure as for synthesis of O-propyl-O’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-N,N-
diisopropyl phosphoramidite starting from 6-bromo-1-hexanol (870 mg, 4.8 mmol, 1.2 eq.).
The crude solution obtained was purified by silica gel column chromatography (10 %
triethylamine in cyclohexane) to afford compound 43d (1.24 g, 69 %). 'H NMR (400 MHz,
CDCls) § 4.20 (d, J = 2.4 Hz, 2H, H?), 3.74 (m, 2H, H®), 3.83 - 3.52 (m, 12H, H*, H°, H®, H’,
H®, H'), 3.40 (t, J= 6.9 Hz, 2H, H'®), 2.41 (t, J = 2.4 Hz, 1H, H"),1.86 (qu, J = 6.9 Hz, 2H,
H'?), 1.61 (qu, J = 7.0 Hz, 2H, H%), 1.50 - 1.36 (m, 4H, H!°, H'), 1.17 (d, J = 6.9 Hz, 12H,
H'%).3'P NMR (162 MHz, CDCls) § 146.5 (s, 1P). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 79.7, 74.4,
71.3 (d), 70.5, 69.2, 63.3 (d), 62.3 (d), 58.4, 42.8 (d), 33.8, 32.8, 31.0 (d), 27.9, 25.2, 24.6 (d).
HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z caled. for Ci9H3sNO4PBr [M+H]" 454.1722 found
4541725.
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Ak01

3
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O-(N,N-dimethylaminopropyl)-0’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-/V, V-diisopropyl
phosphoramidite 43e. Using the same procedure as for synthesis of O-propyl-O’-(3,6-
dioxanon-8-ynyl)-N,N-diisopropyl phosphoramidite starting from 2-(dimethylamino)ethanol
(250 mg, 2.4 mmol, 1.2 eq.). The crude solution obtained was purified by silica gel column
chromatography (10 % triethylamine and 10% EtOAc in cyclohexane) to afford compound 43e
(279 mg, 37 %). '"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 4.19 (d, J = 2.4 Hz, 2H, H?), 3.84 - 3.53 (m,
12H, H*, H°, H®, H’, H® H'?) 2.41 (t,J=2.4 Hz, 1H, H'), 2.34 (t,J= 7.2 Hz, 2H, H'), 2.21 (s,
6H, H'), 1.77 (qu, J = 6.7 Hz, 2H, H%), 1.17 (d, J = 6.9 Hz, 12H, H'?).3'P NMR (162 MHz,
CDCl3) § 146.7 (s, 1P). 13C NMR (100 MHz, CDCls) & 79.7, 74.4, 71.3 (d), 70.5, 69.1, 62.3
(d), 62.0 (d), 58.4, 56.6, 45.6,42.8 (d), 29.5 (d), 24.6 (d). HR-ESI-QToF MS (positive mode):

m/z was not found.

xﬁ
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0-(3,6,9-trioxa-10-p-tosyldecyl)-O’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-/V,N-diisopropyl

phosphoramidite 43f was synthesized according to the literature.?”
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0-(3,6-di0xa-7-p-t0sylhexyl)-0’-(3,6-d1oxan0n-8-ynyl)-N,N-diisopropyl
phosphoramidite 43g. Using the same procedure as for synthesis of O-propyl-O’-(3,6-
dioxanon-8-ynyl)-N,N-diisopropyl phosphoramidite starting from 2-(2-hydroxyethoxy)ethyl 4-
methylbenzenesulfonate (780 mg, 3 mmol, 1.2 eq.). The crude solution obtained was purified
by silica gel column chromatography (10 % triethylamine and 10 % EtOAc in cyclohexane) to
afford compound 43g (960 mg, 72 %). '"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.79 (d, J= 8.7 Hz, 2H,
H'%), 7.34 (d, J= 8.7 Hz, 2H, H'%), 4.19 (d, J = 2.4 Hz, 2H, H%), 4.14 (t, J = 4.8 Hz, 2H, H'"),
3.82-3.52(m, 16H, H*, H°, H®, H, H®, H?, H'°, H'"), 2.44 (s, 3H, H'®), 2.42 (t,J=2.4 Hz, 1H,
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HY), 1.15 (t, J = 6.3 Hz, 12H, H'®). 3P NMR (162 MHz, CDCls) § 147.7 (s, 1P). 13C NMR
(100 MHz, CDCl3) 6 144.7, 133.1, 129.8, 128.0, 79.7, 74.5, 71.4 (d), 71.2 (d), 70.4, 69.3, 69.2,
68.7, 62.5 (d), 58.4, 42.8 (d), 24.6 (d), 21.7. HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z calcd.
for C24H43NOoPS [M+H,O+H]" 552.2396 found 552.2401.

g\o’ P\ J\
1 \2 N
0 @ 7 PQ
3 4 6 1
4(2-oxapent-4-ynyl)cyclohexylmethyl-N,NV,N',N'-tetraisopropyl

phosphorodiamidite cis/trans mixture 45. Using the same procedure as for synthesis of O-
(3,6-dioxanon-8-yn-1-yl)-N,N,N’, N -tetraisopropylphosphorodiamidite starting from 4(2-
oxapent-4-ynyl)cyclohexylmethanol (930 mg, 5 mmol, leq.), a colorless oil was obtained (1.86
g, 90 %). "H NMR (400 MHz, CDCl3) § 4.10 (t, J = 2.5 Hz, 2H, H?), 3.50 (m, 4H, H!?), 3.42 -
3.34 (m, 2H, H’) 3.40 - 3.30 (m, 2H, H*), 2.38 (t,J = 2.4 Hz, 1H, H"), 1.82 - 0.98 (m, 4H, H°),
1.81 - 1.54 (m, 1H, H°), 1.49 (m, 1H, H®) 1.49 - 1.41 (m, 4H, H"), 1.14 (d, 24H, H'!). 3P NMR
(162 MHz, CDCl;3) § 145.8 (s, 1P). 3C NMR (100 MHz, CDCls) § 80.24 (C?), 76.10 - 73.42
(C%), 74.06 (C"), 70.03 - 67.80 (d, C?), 58.30 (C?), 44.36 (C'?), 39.89 - 37.41 (d, C®), 38.24 -
35.30 (C?), 29.62 - 29.49 (C"), 26.03 - 25.73 (C7), 24.77 - 24.69 - 23.94 - 23.88 (C'!). HR-ESI-
QToF MS (positive mode): m/z calcd. for C23HasN>O2P [M+H]" 413.3297 found 413.3290.
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O-propyl-O'-(4-(2-oxapent-4-ynyl)cyclohexyl)methyl-N, N-diisopropyl
phosphoramidite cis/trans mixture 46a. Using the same procedure as for synthesis of O-
propyl-O’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-N,N-diisopropyl phosphoramidite starting from propanol
(261 pL, 3.5 mmol, 1.2 eq.). The crude solution obtained was purified by silica gel column
chromatography (10 % triethylamine cyclohexane) to afford the compound 46a (1.05 g, 98 %).
"H NMR (400 MHz, CDCls) § 4.12 (d, J = 2.4 Hz, 2H, H?), 3.58 - 3.52 (m, 2H, H'?), 3.57 (m,
2H, H'%), 3.44 - 3.37 (m, 2H, H’), 3.41 - 3.32 (m, 2H, H*), 2.40 (t, /= 2.4 Hz, 1H, H"), 1.83 -
0.97 (m, 4H, H®), 1.81 (m, 1H, H®), 1.62 (m, 2H, H"®), 1.55 (m, 1H, H°) 1.51 - 1.43 (m, 4H,
H’), 1.17 (m, 12H, H'!), 0.92 (m, 3H, H'*).3'P NMR (162 MHz, CDCls) § 145.5 (s, 1P). 1*C
NMR (100 MHz, CDCls) § 80.27 (C?), 76.12 - 73.54 (C*), 74.11 (C"), 69.08 (d, C?), 65.22 (d,
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C'2), 58.37 (C?), 42.88 (d, C'%), 39.58 - 36.98 (d, C®), 38.24 - 35.43 (C%), 29.54 - 29.34 (C°),
25.78 (d, C7), 24.83 - 24.77 - 24.69 (C!!, C'%). HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z calcd.
for C20H39NOsP [M+H]" 372.2668 found 372.2664.
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0-(3,6-dioxaheptyl)-O’-(4-(2-oxapent-4-ynyl)cyclohexyl)methyl-N, N-diisopropyl

phosphoramidite cis/frans mixture 46b. Using the same procedure as for synthesis of O-
propyl-O’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-N,N-diisopropyl phosphoramidite starting from 2-(2-
methoxyethoxy)ethanol (520 mg, 4.4 mmol, 1.2 eq.). The crude solution obtained was purified
by silica gel column chromatography (10 % triethylamine cyclohexane) to afford the compound
46b (1.26 g, 81 %). '"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 4.11 (d, J = 2.4 Hz, 2H, H?), 3.66 (m, 2H,
H'%), 3.65 (m, 2H, H'%), 3.58 (m, 2H, H'?), 3.54 (m, 2H, H'?), 3.53 (m, 2H, H'®), 3.45 - 3.37
(m, 2H, H%), 3.41 - 3.31 (m, 2H, H*), 3.37 (m, 3H, H'¢), 2.40 (m, 1H, H'), 1.82 - 0.96 (m, 4H,
H®), 1.80 - 1.78 (m, 1H, H®), 1.55 (m, 1H, H°), 1.50 - 1.42 (m, 4H, H), 1.16 (m, 12H, H'!). 3P
NMR (162 MHz, CDCl3) § 146.6 (s, 1P). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 80.11 (C?), 75.94 -
73.35 (C%), 73.98 (Ch), 71.98 (C'), 71.30 (d, C), 70.54 (C'), 69.12 - 66.82 (d, C°), 62.33 (d,
C'?), 59.03 (C'9), 58.22 (C?), 42.79 (d, C'%), 39.39 - 36.83 (d, C?), 38.07 - 35.26 (C?), 29.36 -
29.16 (C%), 25.60 (d, C7), 24.67 - 24.61 - 24.54 (C'"). HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z
calcd. for C2oHasNOgP [M+H,O+H]" 450.2984 found 450.2981.
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O-(5-methoxycarbonylpentyl)-O'-(4-(2-oxapent-4-ynyl)cyclohexyl)methyl-/V,/V-
diisopropyl phosphoramidite cis/trans mixture 46c. Using the same procedure as for
synthesis of O-propyl-O’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-N,N-diisopropyl phosphoramidite starting
from 5-methoxycarbonylpentanol (440 mg, 3 mmol, 1.2 eq.). The crude solution obtained was
purified by silica gel column chromatography (10 % triethylamine and 10 % EtOAc in
cyclohexane) to afford the compound 46¢ (969 mg, 85 %)."H NMR (400 MHz, CDCls) § 4.12
(m, 2H, H%), 3.65 (s, 3H, H'®), 3.62 - 3.56 (m, 2H, H'?), 3.57 (m, 2H, H'?), 3.45 - 3.36 (m, 2H,
H°), 3.41 - 3.32 (m, 2H, H*), 2.40 (m, 1H, H"), 2.30 (t, /= 7.6 Hz, 2H, H'¢), 1.82 - 0.96 (m, 4H,
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H®), 1.79 (m, 1H, H®), 1.65 (m, 2H, H"), 1.61 (m, 4H, H"3 - H'), 1.54 (m, 1H, H>), 1.51 - 1.40
(m, 4H, H"), 1.16 (m, 12H, H'!). 3P NMR (162 MHz, CDCls) § 145.6 (s, 1P). 3C NMR (100
MHz, CDCl3) & 174.11 (C'7) 80.12 (C?), 75.95 - 73.38 (C*), 73.97 (C"), 68.93 - 66.70 (d, C%),
63.10 (d, C'?), 58.22 (C3), 51.42 (C'®), 42.74 (d, C'°), 39.42 - 36.84 (d, C®), 38.08 - 35.28 (C%),
34.06 (C'%) 30.98 - 30.91 (C'3- C'%), 29.37 - 29.18 (C°), 25.76 - 25.60 (C7), 24.71 - 24.63 -
24.57 (C!, C¥). HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z caled. for CasHa7NOgP
[M+H,O+H]" 476.3141 found 476.3139.
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0-(6-bromohexyl)-O'-(4-(2-oxapent-4-ynyl)cyclohexyl)methyl-/N, V-diisopropyl

phosphoramidite cis/frans mixture 46d. Using the same procedure as for synthesis of O-
propyl-O’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-N,N-diisopropyl phosphoramidite starting from 6-bromo-1-
hexanol (570 pL, 4.4 mmol, 1.2 eq.). The crude solution obtained was purified by silica gel
column chromatography (10 % triethylamine in cyclohexane) to afford the compound 46d (1.64
g,91 %). '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 4.10 (d, J = 2.4 Hz, 2H, H%), 3.61 - 3.56 (m, 2H, H'?),
3.56 (m, 2H, H'%), 3.43 - 3.36 (m, 2H, H%), 3.40 - 3.30 (m, 2H, H*), 3.38 (m, 3H, H!"), 2.39 (m,
1H, H"), 1.85 (m, 2H, H'®), 1.82 - 0.92 (m, 4H, H®), 1.79 (m, 1H, H®), 1.60 (m, 2H, H"®), 1.53
(m, 1H, H%), 1.45 (m, 2H, H"), 1.39 (m, 2H, H'%), 1.38 (m, 2H, H’), 1.15 (m, 12H, H'!).3'P
NMR (162 MHz, CDCl3) § 145.5 (s, 1P). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 80.11 (C?), 75.93 -
73.37 (C*), 73.97 (C"), 68.92 - 66.68 (d, C°), 63.14 (d, C'?), 58.20 (C?), 42.73 (d, C'9), 39.42 -
36.84 (d, C®), 38.08 - 35.27 (C?), 33.69 (d, C'7) 32.64 (d, C'®), 31.07 (d, C'®), 29.37 - 29.19
(C%), 27.40 (d, C"), 25.61 (C7), 25.18 (C'), 24.62 (d, C'"). HR-ESI-QToF MS (positive
mode): m/z caled. for C23H44NO3PBr [M+H]" 492.2242 found 492.2242.
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O-(N,N-dimethylaminopropyl)-O'-(4-(2-oxapent-4-ynyl)cyclohexyl)methyl-/V, V-
diisopropyl phosphoramidite cis/frans mixture 46e. Using the same procedure as for
synthesis of O-propyl-O’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-N,N-diisopropyl phosphoramidite starting
from 2-(dimethylamino)ethanol (200 mg, 1.9 mmol, 1.2 eq.). The crude solution obtained was
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purified by silica gel column chromatography (10 % triethylamine and 10 % EtOAc in
cyclohexane) to afford the compound 46e (332 mg, 34 %). '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 4.12
(m, 2H, H%), 3.67 - 3.62 (m, 2H, H'?), 3.57 (m, 2H, H'®), 3.45 - 3.37 (m, 2H, H%), 3.41 - 3.32
(m, 2H, H%), 2.41 (m, 1H, HY), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H'), 2.21 (s, 6H, H'), 1.83 - 0.97 (m,
4H, H%), 1.80 (m, 1H, H®), 1.77 (m, 2H, H"), 1.55 (m, 1H, H%), 1.52 - 1.43 (m, 4H, H’), 1.17
(m, 12H, H'"). 3'P NMR (162 MHz, CDCls) & 145.8 (s, 1P). 3C NMR (100 MHz, CDCls) &
80.09 (C?), 75.92 - 73.35 (C%), 73.96 (C"), 68.91 - 66.68 (d, C?), 61.76 (d, C'?), 58.20 (C?),
56.65 (C'), 45.54 (C'5), 42.74 (d, C'%), 39.40 - 36.84 (d, C?), 38.06 - 35.26 (C%), 29.60 (d, C"3),
29.36-29.17 (C°), 25.76 - 25.45 (C7), 24.63 - 24.56 (C'"). HR-ESI-QToF MS (positive mode):
m/z calcd. for C22HaeN2O4P [M+H]" 433.3195 not found.
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0-(3,6,9-trioxa-10-p-tosyldecyl)-O'-(4-(2-oxapent-4-ynyl)cyclohexyl)methyl-/V, V-
diisopropyl phosphoramidite cis/trans mixture 46f. Using the same procedure as for
synthesis of O-propyl-O’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-N,N-diisopropyl phosphoramidite starting
from 2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate (1.09 g, 3.6 mmol, 1.2
eq.). The crude solution obtained was purified by silica gel column chromatography (10 %
triethylamine and 10 % EtOAc in cyclohexane) to afford the compound 46f (1.60 g, 87 %). 'H
NMR (400 MHz, CDCls) § 7.80 (m, 2H, H'"), 7.34 (m, 2H, H*®), 4.15 (m, 2H, H'), 4.12 (d, J
=2.4 Hz, 2H, H%), 3.76 - 3.70 (m, 2H, H'?), 3.69 (m, 2H, H'7), 3.61 (m, 2H, H') 3.58 (m, 2H,
H'%), 3.58 (m, 2H, H'%), 3.57 (m, 2H, H'?), 3.45 - 3.37 (m, 2H, H’), 3.42 - 3.32 (m, 2H, H*),
2.45 (s, 3H, H??), 2.41 (m, 1H, H"), 1.82 - 0.97 (m, 4H, H®), 1.81 - 1.78 (m, 1H, H®), 1.54 (m,
1H, H°), 1.51 - 1.43 (m, 4H, H), 1.16 (m, 12H, H'"). 3P NMR (162 MHz, CDCl3) § 146.6 (s,
1P). BC NMR (100 MHz, CDCl3) § 144.73 (C?') 133.06 (C'®), 129.79 (C*°), 127.98 (C"),
80.14 (C?), 75.94 - 73.35 (C*), 74.01 (C"), 71.35 (d, C"), 70.78 - 70.59 (C'4, C'%), 69.22 (C'),
69.04 (d, C°%) 68.70 (C'7) 62.36 (d, C'?), 58.22 (C?), 42.80 (d, C'?), 39.39 - 36.83 (d, C?), 38.08
- 35.25 (C%), 29.35 - 29.16 (C®), 25.60 (C7) 24.61 (d, C'"), 21.63 (C*). HR-ESI-QToF MS
(positive mode): m/z caled. for C30HsiNOsPS [M+H]" 616.3073 not found.
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0-(3,6-dioxa-7-p-tosylhexyl)-O'-(4-(2-oxapent-4-ynyl)cyclohexyl)methyl-/V, V-
diisopropyl phosphoramidite cis/frans mixture 46g. Using the same procedure as for
synthesis of O-propyl-O’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-N,N-diisopropyl phosphoramidite starting
from 2-(2-hydroxyethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate (1.0 g, 3.8 mmol, 1.2 eq.). The crude
solution obtained was purified by silica gel column chromatography (10 % triethylamine and
10 % EtOAc in cyclohexane) to afford the compound 46g (1.50 g, 82 %). "H NMR (400 MHz,
CDCl3) § 7.80 (m, 2H, H'"), 7.34 (m, 2H, H'®), 4.15 (m, 2H, H'%), 4.12 (d, J= 2.4 Hz, 2H, H%),
3.71 - 3.64 (m, 2H, H'?), 3.69 (m, 2H, H'®), 3.57 (m, 2H, H"), 3.56 (m, 2H, H'?), 3.44 - 3.38
(m, 2H, H°), 3.42 - 3.32 (m, 2H, H*), 2.45 (s, 3H, H*°), 2.41 (m, 1H, H"), 1.82 - 0.96 (m, 4H,
H®), 1.80 - 1.77 (m, 1H, H®), 1.54 (m, 1H, H°), 1.51 - 1.43 (m, 4H, H"), 1.16 (m, 12H, H'!). 3P
NMR (162 MHz, CDCls) § 146.6 (s, 1P). 3C NMR (100 MHz, CDCls) § 144.70 (C') 133.09
(C'9), 129.78 (C'®), 127.97 (C'7), 80.12 (C?), 75.93 - 73.35 (C*), 73.99 (C), 71.45 (d, C"),
69.23 (C'%), 69.05 (d, C°) 68.66 (C°) 62.36 (d, C'?), 58.24 (C?), 42.80 (d, C'°), 39.38 - 36.84
(d, C%), 38.07 - 35.25 (C°), 29.36 - 29.17 (C*®), 25.60 (C7) 24.60 (d, C'"), 21.64 (C*°). HR-ESI-
QToF MS (positive mode): m/z calcd. for CsHsNOsPS [M+H.O+H]" 590.2916 found
590.2917.
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0-2-cyanoethyl-0°’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-NV, V-diisopropylphosphoramidite 72 was

synthesized according to the literature.'®?

2,2-bis(propargyloxymethyl)propyl-2-cyanoethyl-/V,/V-

diisopropylphosphoramidite 78 was synthesized according to the literature.!%¢
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6-(3,5-bis(prop-2-yn-1-yloxy)benzamido)hexyl(2-cyanoethyl)

diisopropylphosphoramidite 82. N-(6-hydroxyhexyl)-3,5-bis(prop-2-yn-1-yloxy)benzamide
81 (543 mg, 1.65 mmol, 1 eq.) was added to a solution of DIEA (645 pL, 4.0 mmol, 2 eq.),
CH.Cl, (5 mL) and acetonitrile (5 mL). The mixture was stirred during 30 min on 4A molecular
sieves under argon atmosphere, then 2-cyanoethyl N,N-diisopropylchlorophosphoramidite (239
mg, 2.0 mmol, 1.2 eq.) was added and the mixture was stirred for 1h. After addition of H>O and
15 min of agitation, cyclohexane was added and CH2Cl> was removed in vacuo. The crude
solution was purified on silica gel chromatography (NEt; 10 % and EtOAc 40 % in
cyclohexane) leading to the compound 82 (823 mg, 94 %). "TH NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.06
(t,J=5.0 Hz, 1H, NH), 7.01 (d, J = 2.3 Hz, 2H, H), 6.71 (t, J = 2.3 Hz, 1H, H*), 4.76 (d, J =
2.4 Hz, 4H, H%), 3.81 - 3.53 (m, 6H, H'*, H'®, H'"), 3.31 (q, /= 7.0 Hz, 2H, H’), 2.84 (t, /= 2.4
Hz, 2H, H'), 2.63 (t, J = 6.0 Hz, 2H, H'®), 1.62 - 1.53 (m, 4H, H!°, H'®), 1.43 - 1.35 (m, 4H,
H!! H'%),1.16 (m, 12H, H'®). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) § 166.9, 159.5, 138.4, 118.3,107.5,
105.7, 79.3, 77.1, 64.2 (d), 59.2 (d), 56.8, 43.7 (d), 40.5, 31.8 (d), 30.1, 27.3, 26.4, 24.9 (d),
21.1 (d). ¥'P NMR (162 MHz, CDCl;3) § 147.0 (s, 1P). HR-ESI-QToF MS (positive mode):
m/z caled. for CosHa1N3OsP [M+H]" 530.2784 found 530.2784.

Saccharidic derivatives
OH OH
Ny
HO OV% Nj
OH 3
1-azido-3,6-dioxaoct-8-yl-B-D-galactopyranoside 47 was synthesized according to the

literature.?"!

4-(2-azidoacetamido)phenyl-p-D-galactopyranoside 48 was synthesized according to

the literature.'3°
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4-(3-azidopropylbenzamide)-B-D-galactoside 49 was synthesized by Madaoui

Mimouna in the laboratory.

OH OH
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HO O
OH 0
HN{ }Nj
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6-(p-D-galactopyranosyloxy)-2-naphthoic acid 3-azido-propyl-amide 50 was

synthesized according to the literature.'’

OH OH
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b
4-(p-D-galactopyranosyloxy)-biphenyl-4-carboxylic acid 3-azido-propyl-amide 51

was synthesized according to the literature.'>’

OH OH
Qo 0
HO
OH HN  OH
o; N

N-(2-azidoacetyl)-O-(p-D-galactopyranosyl)-L-tyrosine 52 was provided by Dr S.
Vidal.'®

N3
S
O
Me O /o
HO
O
8-azido-3,6-dioxapent-1-yl-L-fucopyranoside 53 was synthesized according to the

literature'® and provided by Dr S. Vidal.
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4-(2-azidoacetamido)phenyl-pB-D-glucopyranoside 74 was synthesized according to

the literature'** and provided by Dr S. Vidal.
OH OH
0] =~ | H
HO 0 \N N \/\o/\/ N3
OH o

N-(2-Azidoethoxy)ethyl-(-D-galactopyranosyloxymethyl)picolinamide 83 was
synthesized according to the literature'* and provided by Dr S. Vidal.

OH OH
0
HomO b0
OH \©\[(N\.)kN/\/\N3
Jo: H
NH,

N-((S)-6-amino-1-((3-azidopropyl)amino)-1-oxohexan-2-yl)-4-(p-D-

glucopyranosyloxy)benzamide 84 was synthesized in the laboratory by Madaoui Mimouna.

OAc OAc

OO 0]

FmocHN HNA\_O

N3
N-(2-Azidoethoxy)]ethyl-N’-[(9H-fluoren-9-ylmethoxy)carbonyl]-0-(2,3,4,6-tetra-

AcO
OAc

O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-L-tyrosinamide 85 was synthesized according to the
literature'®® and provided by Dr S. Vidal.

OAc OAc

o)
Acomo\/%N3
OAc 3
1'-azido-3',6'-dioxaoct-8'-yl 2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p-D-galactopyranoside 96 was

synthesized according to the literature.?’!
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4-(2-azidoacetamido)phenyl 2,3.,4,6tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranoside 97 was

synthesized according to the literature. '
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4-(3-azidopropylbenzamide)  2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactoside

synthesized by Madaoui Mimouna in the laboratory.

OAc OAc
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Ohe OO o
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%
6-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p-D-galactopyranosyloxy)-2-naphthoic

propyl-amide 99 was synthesized according to the literature.'>’
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acid

98 was

3-azido-

4-(2,3,4,6-tetra-O-p-D-galactopyranosyloxy)-biphenyl-4-carboxylic acid 3-azido-

propyl-amide 100 was synthesized according to the literature. '’
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1-(4-(1,4,7-trioxaoct-8-yl)-1,2,3-triazol-1-yl)-3,6-dioxaoct-8-yl-p-D-

galactopyranoside 101. 1-azido-3,6-dioxaoct-8-yl-B-D-galactopyranoside 96 (182 mg, 0.36

mmol, 1 eq.) and 3,6-dioxanon-8-yn-1-ol 40 were added to a solution of H>O / Dioxane (1/1, 3
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mL). After addition of = 1 mg of Cu® the mixture was stirred during 1h30 min, under micro
wave. The crude solution was purified on silica gel chromatography (AcOEt, then acetone).
The acetyl groupements were removed o.n. in a solution of MeOH / H>O / EtsN (5/1/1). The
compounds obtained was co-evaporated with H,O and Cu traces were removed using a IDA
quadrapure resin. The compound 101 was obtained after lyophilization (145 mg, 84 %). 'H
NMR (400 MHz, D,O, 298K) 6 8.10 (s, 1H, H7), 4.70 (s, 2H, Hs), 4.64 (t, 2H, Js.9 = 5.0 Hz,
Hs), 4.40 (d, 1H, J;->- = 7.8 Hz, Hr*), 4.02 (dt, 1H, J13a-135= 11.5 Hz & J13a-12= 4.3 Hz, Hi3za),
3.98 (t, 2H, Js.o = 5.0 Hz, Ho), 3.92 (d, 1H, J3.+'= 3.4 Hz, Hs"), 3.77 (1H, m, Hi3p), 3.76 (m,
2H, He¢*), 3.73 (m, 2H, Ha), 3.71 (m, 2H, Hi), 3.71-3.65 (m, 6H, Hs, Hio, Hi1), 3.68 (m, 1H,
Hs), 3.66 (m, 2H, H12), 3.64 (m, 1H, Hs), 3.62 (m, 2H, H»), 3.52 (dd, 1H, J>.3=9.9 & J; > =
7.8 Hz, Hy’). 3C NMR (100 MHz, D,0, 298K) & 146.5 (Cq, Cs), 128.2 (CH, C7), 105.5 (CH,
Cr), 77.8 (CH, Cs*), 75.3 (CH, Cs’), 74.3 (CHy, C2), 73.4 (CH, C2), 72.3,72.2, 72.1, 72.0 (4 x
CHa, Cs, Ci0,C11 & C12), 71.6 (CHa, C4), 71.4 (CHa, Co), 71.3 (CH, Cs4), 71.3 (CHa, Ci3), 65.7
(CHa, Cs), 63.6 (CHaz, C¢), 63.0 (CHz, C1), 52.7 (CHz, Cg). HR-ESI-QToF MS (positive
mode): m/z calcd. for C19H36N301; [M+H]" 482.2350 found 482.2350.
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4-(4-(1,4,7-trioxaoct-8-yl)-1,2,3-triazol-1-yl)-acetamidophenyl-f-D-

galactopyranoside 102. Using the same procedure as for synthesis of 1-(4-(1,4,7-trioxaoct-8-
yl)-1,2,3-triazol-1-yl)-3,6-dioxaoct-8-yl-B-D-galactopyranoside 101 starting from 4-(2-
azidoacetamido)-phenyl-f-D-galactopyranoside 97 (606 mg, 1.2 mmol, 1 eq.), the compound
102 was obtained after lyophilization (685 mg, 89 %). 'H NMR (400 MHz, D,0, 298 K) & 8.13
(s, 1H, Hy), 7.42 (d, 2H, J;1-12=9.0 Hz, H11), 7.15 (d, 2H, J11-12 = 9.0 Hz, H12), 5.44 (s, 2H, Hy),
5.05(d, 1H, J;-2»=7.2 Hz, Hy"), 4.73 (s, 2H, Hs), 4.00 (d, 1H, J;-4 = 3.0 Hz, Hs), 3.87 (1H, t,
Js.s'= 6.1 Hz, Hs"), 3.79 (m, 1H, H>), 3.78 (m, 2H, H¢"), 3.77 (m, 1H, Hz), 3.75 (m, 2H, Ha),
3.71 (m, 4H, H3 & H;), 3.61 (m, 2H, H,). '*C NMR (100 MHz, D>0, 298 K) § 168.9 (CO, Cv),
157.0 (Cq, Ci3), 146.7 (Cq, Cs), 133.8 (Cq, Cio0), 129.2 (CH, C7), 126.3 (CH, C11), 119.7 (CH,
C12), 103.5 (CH, Cr), 78.0 (CH, Cs*), 75.1 (CH, C3), 74.2 (CHa, C>), 73.1 (CH, C»'), 72.0 (CHa,
Cs), 71.6 (CHz, C4), 71.0 (CH, Cs), 65.6 (CHa, Cs), 63.3 (CHz, Cs¢’), 62.9 (CH2, Cy), 55.0 (CHa,
Cs). HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z caled. for C21H31N4010 [M+H]" 499.2040 found
499.2040.
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(3-(1-(1,4,7-trioxaoct-8-yl)-1,2,3-triazol-4-yl)-propyl)-4-p-D-galactopyranosyloxy-
benzamide 103. Using the same procedure as for synthesis of 1-(4-(1,4,7-trioxaoct-8-yl)-1,2,3-
triazol-1-yl)-3,6-dioxaoct-8-yl-B-D-galactopyranoside 101 starting from 4-(3-
azidopropylbenzamide)-f-D-galactoside 98 (58 mg, 0.11 mmol, 1 eq.), the compound 103 was
obtained after lyophilization (31 mg, 56 %). 'H NMR (400 MHz, D,0, 298K) & 8.03 (s, 1H,
Hy), 7.66 (d, 2H, J13-14 = 8.8 Hz, Hi3), 7.18 (d, 2H, J;3.14= 8.8 Hz, H14), 5.14 (d, 1H, J;2>-=7.4
Hz, Hy*), 4.55 (t, 2H, Js.o = 6.4 Hz, Hg), 4.54 (s, 2H, Hs), 4.02 (dd, 1H, J3-4 =32 Hz & J4-5 =
0.7 Hz, Hy), 3.91 (dt, 1H, J5s= 6.1 Hz & J4-5= 0.7 Hz, Hs"), 3.83 (dd, 1H, J;>=7.4 Hz &
J>-3-=10.0 Hz, H»’), 3.78 (m, 3H, H3> & He’), 3.69 (t, 2H, J;->= 5.0 Hz, H)), 3.62 (s, 4H, H3 &
Ha), 3.58 (t, 2H, J;-2= 5.0 Hz, H»), 3.44 (t, 1H, Jo.;0 = 6.4 Hz, Hio), 2.26 (quintet, 2H, Js.9 = Jo.
10 = 6.4 Hz, Hy). 3C NMR (100 MHz, D>0, 298K) & 171.9 (CO, C11), 161.7 (Cq, Cis), 146.0
(Cq, Ce), 131.3 (CH, Ci3), 129.9 (Cq, C12), 127.3 (CH, C7), 118.3 (CH, Ci4), 102.4 (CH, Cy),
77.7 (CH, Cs), 74.7 (CH, Cs'), 73.9 (CH, C2), 72.6 (CH, Cz2), 71.5 (CHz, Cs), 71.1 (CHa, Ca),
70.6 (CH, Cy°), 65.1 (CHz, Cs), 62.9 (CHa, C¢’), 62.4 (CHz, Cy1), 50.9 (CHa, Cs), 39.9 (CHz, Co),
30.6 (CHz, Co). HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z caled. for C23H3sN4O19 [M+H]"
527.2353 found 527.2353.
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6-(p-D-galactopyranosyloxy)-2-naphthoic acid 3-(1-(1,4,7-trioxaoct-8-yl)-1,2,3-
triazol-4-yl)-propyl-amide 104. Using the same procedure as for synthesis of 1-(4-(1,4,7-
trioxaoct-8-yl)-1,2,3-triazol-1-yl)-3,6-dioxaoct-8-yl-B-D-galactopyranoside 101 starting from
6-(B-D-galactopyranosyloxy)-2-naphthoic acid 3-azido-propyl-amide 99 (52 mg, 0.09 mmol, 1
eq.), the compound 104 was obtained after lyophilization (35 mg, 70 %). 'H NMR (400 MHz,
D0, 343K) 6 8.14 & 8.11 (s, 1H, H21), 7.98 (m, 2H, H7 & Hi9), 7.90 & 7.86 (d, 1H, Ji3.14= 8.6
Hz, Hi4), 7.69 & 7.66 (overlapping d, 1H, Hi3), 7.57 & 7.54 (d, 1H, *J16.1s= 2.3 Hz, His), 7.43
& 7.40 (dd, 1H, “J16.1s= 2.3 Hz & J1s-19= 9.0 Hz, Hs), 5.19 & 5.22 (d, 1H, Ji-2>> = 7.5 Hz, Hy"),
4.56 (m, 2H, Hsg), 4.48 (s, 2H, Hs), 4.06 (m, CH, Hs"), 3.92 (m, 1H, Hs*), 3.90 (m, 1H, H>’), 3.84
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(m, 2H, He), 3.82 (m, 1H, Hs’), 3.65 (m, 2H, Hi), 3.51 (m, 4H, H> & Hio), 3.49 (s, 4H, H3 &
Ha), 2.31 (m, 2H, Hy). 3C NMR (100 MHz, D>0, 343K) § 172.6 (CO, C11), 158.8 (Cq, C17),
146.9 (Cq, Ce), 138.4 (Cq, Cis), 133.7 (CH, Cyv), 132.2 (Cq, C12), 131.3 Cq, C2), 130.3 (CH,
Ci4), 130.0 (CH, C21), 127.5 (CH, C7), 126.7 (CH, C13), 122.3 (CH, Cis), 113.6 (CH, Cis), 103.5
(CH, Cy’), 78.2 (CH, Cs*), 75.4 (CH, C3'), 74.3 (CH, C2), 73.4 (CH, C2), 71.9 (CH2, C3), 71.5
(CHz, C4), 71.3 (CH, Cs), 65.7 (CHa, Cs), 63.5 (CHa, C¢’), 63.1 (CHa, C1), 51.5 (CHa, Cs), 40.1
(CHa, Cio), 31.1 (CHa, Co). HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z calcd. for C27H37N4010
[M+H]" 577.2510 found 577.2510.
OH OH

0]

HO
OH

4'-(p-p-galactopyranosyloxy)-biphenyl-4-carboxylic acid 3-(1-(1,4,7-trioxaoct-8-
yD-1,2,3-triazol-4-yl)-propyl-amide 105. Using the same procedure as for synthesis of 1-(4-
(1,4,7-trioxaoct-8-yl)-1,2,3-triazol-1-yl)-3,6-dioxaoct-8-yl-B-D-galactopyranoside 101 starting
from 4-(B-D-galactopyranosyloxy)-biphenyl-4-carboxylic acid 3-azido-propyl-amide 100 (50
mg, 0.08 mmol, 1 eq.), the compound 105 was obtained after lyophilization (33 mg, 69 %). 'H
NMR (400 MHz, D»0, 343K) & 7.97 (s, 1H, Hy), 7.71 (s, 4H, Hi3 & Hi4), 7.69 (d, 2H, Ji7.1s =
8.9 Hz, Hi7), 7.25(d, 2H, Ji7.1s = 8.9 Hz, Hig), 5.08 (d, 1H, J;-2»= 7.6 Hz, Hy*), 4.54 (t, 2H,
Js.9 = 6.5 Hz, Hy), 4.54 (s, 2H, Hs), 4.03 (dd, 1H, J3-4 = 3.4 & J4.5-= 0.7, Hs), 3.86 (m, 1H,
Hs), 3.85 (dd, 1H, J>-3-=10.0 & J;-2» = 7.6 Hz, Hy’), 3.81 (m, 2H, Hs’), 3.78 (1H, dd, J>-3' =
10.0 & J2-3-=3.4 Hz, Hy), 3.64 (t, 2H, J;> = 4.8 Hz, H)), 3.57 (s, 4H, H3 & Ha), 3.52 (t, 2H,
Ji-2=4.8 Hz, H»), 3.47 (t, 2H, Jo.10 = 6.5 Hz, H1o), 2.28 (quintet, 2H, Js.9 = Jo.;10 = 6.5 Hz, Ho).
3C NMR (100 MHz, D>0, 343K) § 172.5 (CO, Ci1), 159.7 (Cq, C19), 146.8 (Cq, C), 146.0
(Cq, Ci5), 136.9 (Cq, Ci¢), 134.8 (Cq, C12), 131.1 (CH, C17), 130.3 (CH, Cy3 or Ci4), 129.4 (CH,
Ci3 or Cu4), 127.6 (CH, C5), 120.0 (CH, C1s), 103.7 (CH, Cr), 78.2 (CH, Cs*), 75.5 (CH, C3),
74.4 (CHa, C2), 73.5 (CH, C2>), 72.1 (CHa, C3 or C4), 71.7 (CHz, C3 or C4), 71.4 (CH, Cys), 65.8
(CHa, Cs), 63.6 (CHz, C¢), 63.2 (CHa, C1), 51.5 (CHa, Cg), 40.4 (CHa, Cio), 31.2 (CHa, Co).
HR-ESI-QToF MS (positive mode): m/z caled. for C2oH30N4O19 [M+H]" 603.2666 found
603.2666.
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Glycoclusters in solution

Q (0] \O O/'g:g\/\ //
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Man(EG:propargyl/propyl)s4 70. Methyl a-D-mannopyranoside (100 mg, 0.51 mmol)
was dissolved in anhydrous DMF (5 mL) and tetrazole and stirred o.n. under Argon on
molecular sieves. O-propyl-O’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-N,N-diisopropyl phosphoramidite 43a
(900 mg, 2.7 mmol, 5.3 eq.) was dissolved and stirred in anhydrous CH3CN in the meantime
under Argon on molecular sieves. The two solution were then mixed and stirred during 4 h. The
reaction was stopped after addition of water (500 pL). Axs(104°) resin (5.4 mmol, 10.6 eq.) was
added and the mixture was stirred for 3 h. After filtration of the resin and addition of ethyl
acetate (40 mL), the reaction was washed with NaHCO3 (60 mL) and brine (60 mL). The
organic layer was dried (Na>SOs), filtered and concentrated under vacuum. The crude product
was purified by silica gel column chromatography (1 % to 5 % of MeOH in CH>Cl,) to afford
the compound 70 (183 mg, 30 %). MALDI TOF (negative mode): m/z calcd for C47H70026P4
[M-H] 1186.04 found 1187.86.

Man(EG:MTzAcNPhGal/propyl)s 71. Man(EGapropargyl/propyl)s 70 (159 mg, 134 pmol)
and 4-(2-azidoacetamido)phenyl--D-galactopyranoside 48 (350 mg, 670 pmol, 5 eq.) were
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dissolved in a mixture dioxane / H>O (1/1, 3 mL). Triethylamine (117 pL, 670pumol, 5 eq.) and
Cul (13 mg, 67 pmol, 0.5 eq.) were added, and the mixture was stirred 2 h at 65°C under micro
wave. The crude product was filtred on silica gel (ethyl acetate then acetone) in order to remove
the excess of 4-(2-azidoacetamido)phenyl-B-D-galactopyranoside 48. The product was
deprotected in a mixture MeOH/H>O/EtsN (5/1/1, 10 mL) during 3 h, then after several
coevaparotion, the product was lyophilized affording the compound 71 (200 mg, 57 %). HR-
ESI-QToF MS (positive mode): m/z calcd for Cio3Hi154N16054P4 [(M+H)/2] 1305.355 found
1302.450.

Man(EG:propargyl)s 73. Methyl a-D-mannopyranoside (233 mg, 1.2 mmol) was
dissolved in anhydrous DMF (7 mL) and tetrazole and stirred o.n. under Argon on molecular
sieves. O-propyl-O’-(3,6-dioxanon-8-ynyl)-N,N-diisopropyl phosphoramidite 72 (2.06 g, 6
mmol, 5 eq.) was dissolved and stirred in anhydrous CH3CN (5 mL) in the meantime under
Argon on molecular sieves. The two solution were then mixed and stirred during 2 h. The
reaction was stopped after addition of water (500 uL). A26(104) resin (5.4 mmol, 10.6 eq.) was
added and the mixture was stirred overnight. After filtration of the resin and addition of ethyl
acetate (40 mL), the reaction was washed with NaHCO3 (60 mL) and brine (60 mL). The
organic layer was dried (Na2SOs), filtered and concentrated under vacuum. The crude product
was purified by silica gel column chromatography (1% to 5% of MeOH in CH»Cl,) to afford
the compound 73 (1.203 mg, 81 %). MALDI TOF (negative mode): m/z calcd for
C47H70N4O26P4 [M-H] 1229.97 found 1227.80.
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Man(EG2MTzAcNPhGlc)s 75. Man(EGapropargyl/propyl)4 73 (100 mg, 82 umol) and 4-(2-
azidoacetamido)phenyl-B-D-glucopyranoside 74 (145 mg, 411 umol, 5 eq.) were dissolved in a
mixture dioxane / H O (5/1 mL). Nanopowder copper (2 mg) was added, and the mixture was
stirred 2 h at 70°C under micro wave. After addition of water (20 mL), the crude mixture was
filtred on diatomite, and after concentration the residue was purified on HPLC reverse phase.
Then, the product was passed through a column filled with DOWEX-50W X8 resin, Na" form
to afford the desired compound 75 (23.1 mg, 11 %). MALDI TOF (negative mode): m/z calcd
for Co1H130N16054P4 [M-H] 2434.99 found 2435.58.

H
/®/N o
OH
o9 NH

Man(EG:MeTzAcNPhGal)s 16 was synthesized according to the literature!* by Madaoui

Mimouna.
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Glycooligonucleotide synthesis

The oligonucleotide synthesis on a solid support was performed on a DNA synthesizer
Applied Biosystems (381 ABI or 394 ABI DNA synthesizer). Solutions of Cap A, Cap B and
iodide were purchased from Link Technologies as well as the commercial solid-supports.
Solutions of TCA and CH3CN for DNA synthesis were purchased from Biosolve. Cy3-amidite
was purchased from GE Healthcare. All glycooligonucleotides were purified and analysed by
C18 reversed-phase HPLC (Macherey-Nagel, Nucleodur 4.6 x 75 mm, 3 mM) on a Dionex
Ultimate 3000 system with a Reodyn injector and a detector UV DAD 3000. Oligonucleotides
were dosed by Vis spectrophotometry at 550 nm on a Varian Cary 300 Bio UV-Vis

spectrophotometer.

General procedure for elongation of DNA sequences and labelling with Cy3

The DNA sequences were synthesized on the solid-supported scaffolds (LCAA-CPG,
500 A) at the 1 pmol scale on a DNA synthesizer (ABI 394) using commercial
phosphoramidites (dAB?, dCB? dG™'P%) at 0.1 M starting from azide solid support 36.2°> For
the coupling step, benzylmercaptotetrazole was used as an activator (0.3 M in anhydrous
CH;CN), and commercially available nucleoside phosphoramidites (0.1 M in anhydrous
CH3CN) were introduced with a 20 s coupling time and Cy3 amidite (0.06 M in anhydrous
CH3CN) with a 180 s coupling time. The capping step was performed with acetic anhydride
using commercial solution (Cap A, Pac-anhydride/Pyridine/THF, 5:10:85, v/v/v; Cap B, 10%
N-methylimidazole in THF) for 15 s. Each oxidation was performed with commercial solution
of iodide (0.1 M in THF/pyridine/H>0, 78:20:2, v/v/v) for 15 s. Detritylation was performed
with 3% TCA in CHCl for 35 s. The CPG beads were washed with NaHSO3 (5mL), H>O (5
mL), MeOH (5 mL) and CH>Cl> (5 mL), and dried.

Immobilization on solid support 38 of compounds 39, 40 and 77 by CuAAC
An aqueous solution of propargyl mannoside 39, propargyl diethylene glycol 40 or 2,2-
bis(propargyloxymethyl)propan-1-ol 77 (0.2 M, 50 pL, 10 eq.), freshly prepared aqueous
solutions of CuSO4 (0.04 M, 25 uL, 1 eq.) and sodium ascorbate (0.1 M, 50 uL, 5 eq.), TEAAc
buffer (2 M, 25uL), Tris(3-HydroxyPropylTriazolylmethyl)Amine (THPTA, 0.1 M, 20 uL, 2
eq.) and MeOH (80 pL) were added to 1 pmol of solid support 38. The resulting mixture was
heated at 65 °C under microwave for 30 min at 200 rpm. The solution was removed, and CPG

beads were washed with H>O (5 mL), MeOH (5 mL) and CH>Cl, (5 mL), and dried.
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General procedure for introduction of non-commercial phosphoramidites
Bifunctional phosphoramidites 43a-g
On solid-supported hexathymidine 55, Cy3-DNA-mannoside 60a-g, Cy3-DNA-
diethylene glycol 64, scaffolds.

Solid-supported hexathymidine 22 and Cy3-DNA-diethylene glycol 64 scaffolds (1
umol) were treated by phosphoramidite chemistry, on a DNA synthesizer, with
phosphoramidites 43a-g. Only coupling and oxidation steps were performed. For the coupling
step, benzylmercaptotetrazole was used as an activator (0.3 M in anhydrous CH3CN) and
phosphoramidites 43a-g (0.2 M in anhydrous CH3CN) were introduced one times with a 30 s

coupling time. Oxidation was performed with 0.1 M commercial solution of iodide for 15 s.

Solid-supported Cy3-DNA-mannoside 60a-g scaffolds (1 umol) were treated by
phosphoramidite chemistry, on a DNA synthesizer, with phosphoramidites 43a-g. Only
coupling and oxidation steps were performed. For the coupling step, benzylmercaptotetrazole
was used as an activator (0.3 M in anhydrous CH3CN) and phosphoramidites 43a-g (0.2 M in
anhydrous CH3CN) were introduced four times with a 180 s coupling time. Oxidation was

performed with 0.1 M commercial solution of iodide for 15 s.

Phosphoramidite bisalkyne 78 and 82
On solid-supported mono alcohol 86 and diol 87 scaffolds.

Solid-supported 86 and 87 scaffolds (I pumol) were treated by phosphoramidite
chemistry, on a DNA synthesizer, with phosphoramidites 78 and 82. Only coupling and
oxidation steps were performed. For the coupling step, benzylmercaptotetrazole was used as an
activator (0.3 M in anhydrous CH3CN) and phosphoramidites 78 and 82 (0.2 M in anhydrous
CH3CN) were introduced once on solid support 86 and twice on solid support 87 with a 30 s
coupling each time. Oxidation was performed with 0.1 M commercial solution of iodide for 15

S.

General procedure for deprotection of solid-supported alkyne oligonucleotides
The CPG beads bearing modified oligonucleotides were transferred to a 4 mL screw top
vial and treated with 2 mL of concentrated aqueous ammonia for 15 h at 25°C. The supernatants

were withdrawn and evaporated.
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General procedure for introduction of glycoside derivatives by CuAAC in solution.
Chapter II: Glycoside derivatives 47-53
Method A: To a solution of 5’-fluorescent-3’-alkyne platform oligonucleotides 61a-f
(20 uL, 1 mM in H>O) were added glycoside derivatives (12 nL, 20 mM in H>O), THPTA (3
uL, 20 mM), and ~1 mg Cu®.

Method B: To a solution of 5’-fluorescent-3’-alkyne platform oligonucleotides 61a-f
(20 uL, 1 mM in H>0) were added glycoside derivatives (12 pL, 20 mM in H,O/Dioxane, 1 :
1), THPTA (3 pL, 20 mM), and ~1 mg Cu’.

Method C: To a solution of 5’-fluorescent-3’-alkyne platform oligonucleotides 61a-f
(20 uL, I mM in H>O) were added galactoside 52 (24 pL, 10 mM in H,O), THPTA (3 uL, 20
mM), TEAAc (7 pL, 2 M), and ~1 mg Cu’.

Galactoside 47 and fucoside 53 were conjugated using method A. Galactosides 48, 49,
50, and 51 were conjugated using method B and 52 using method C. The mixture was stirred
30 min at rt, then after centrifugation the supernatants was directly purified on reverse phase
HPLC. The compound was coevaporated several times with H>O (ten times at least), and then

lyophilized to afford the corresponding glyco-oligonucleotides.

To a solution of 5’-fluorescent-3’-alkyne platform oligonucleotides 66a-f (20 uL, 1 mM
in H>O) were added glycoside derivatives (24 pL, 10 mM in H>O), THPTA (3 pL, 20 mM),

and ~1 mg Cu’.

Chapter III: Glycoside derivatives 47, 48, 49, 51, 52, 83, 84 and 85

Method D: To a solution of 5’-fluorescent-3’-alkyne platform oligonucleotides 88, 89,
90 and 91 (1 mM in H,0O) were added galactoside 52 (12 eq, 20 mM in H>O), THPTA (3 eq,
10 mM), and ~1 mg Cu’. The resulting mixture was sonicated and stirred during 15 min at 60°C
then 15 min at room temperature. The crude solutions were centrifuged and the supernatants
were directly purified by Cis reversed phase HPLC. The products were coevaporated with H>O,
and then lyophilized.

Method E: To a solution of 5’-fluorescent-3’-alkyne platform oligonucleotides 88, 89,
90 and 91 (1 mM in H,0O) were added galactoside 52 (12 eq, 10 mM in H,O), THPTA (3 eq,
20 mM), TEEAc (2 M, Cr= 0.3 M) and ~1 mg Cu’. The resulting mixture was sonicated and

stirred during 15 min at 60°C then 15 min at room temperature. The crude solutions were
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centrifuged and the supernatants were directly purified by Cig reversed phase HPLC. The

products were coevaporated with H>O, and then lyophilized.

Method F: To a solution of 5’-fluorescent-3’-alkyne platform oligonucleotides 88, 89,
90 and 91 (1 mM in H>O) were added galactoside 85 (12 eq, 10 mM in MeOH), THPTA (3 eq,
20 mM), TEEAc (2 M, Cr= 0.3 M) and ~1 mg Cu’. The resulting mixture was sonicated and
stirred during 3h at 65°C. The crude conjugates were desalted on Nap10, deprotected in NHsOH
o.n. after evaporation of the ammonia the conjugates were purified by Cis reversed phase

HPLC. The products were coevaporated with H>O, and then lyophilized.

Galactosides 47, 48, 49, 51, 83 and 84 were conjugated using method D. Galactoside 52

was conjugated using method E, and galactoside 85 was conjugated using method F.

General procedure for fluorescence assays and Ka measurements
Microarray fabrication: Borosilicate glass slides (Glass D, Schott) bearing 40 microwells
fabricated by  xurography’®®  were  chemically modified  with tert-butyl
(dimethylamino)silylundecanoate (TDSUM) to introduce carboxylic acids on the surface. After
deprotection (glacial formic acid) and activation (DIC, NHS in THF, 0.1 M), amino-modified
oligonucleotides (25 uM in PBS 10X, pH 8.5) were printed with a sciFLEXARRAYER s3
system piezoelectric leading to 32 repetitions of each sequence per well. The slides were
washed at 70°C in SDS 0.1% for 30 min. To avoid non-specific adsorption, blocking was
performed with a 4% solution of BSA in PBS 1X (pH 7.4) for 2 h and washed (3%3 minutes in

PBS 1X-Tween20 0.5%, pH 7.4 then 3%3 min in PBS 1X then rinsed with water).

Each galactocluster was labelled with Cy3 and displayed a specific DNA sequence
complementary to one of the sequence covalently immobilized in the microwell. Consequently,
the galactoclusters were specifically addressed on the array by DNA/DNA duplex formation.
Galactoclusters (in PBS 1X, pH 7.4) were mixed (final concentration 1 uM each) and 2 pL of
the resulting mixture were poured into each microwell. Incubation was performed in a humidity
saturated chamber at 37°C for 3 h. Next, the slides were washed successively with SSC 2X,
SDS 0.1% at 51°C for 1 min, SSC 2X for 5 min at RT and rinsed with water. In order to assess
the relative surface density of the clusters, slides were scanned at 532 nm (excitation of Cy3)
by using the Axon microarray scanner. Image analysis was performed using the Genepix 4100
A software package. For each galactoclusters, the Cy3 mean fluorescence signal was averaged.
The intra- and inter-standard deviations of Cy3 signal for the galactoclusters were calculated.

Probing Galactocluster-LecA interaction on microarray: The interaction of LecA
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(purchased from Elicityl, Crolles, France) with the galactoclusters was interrogated with
Alexa647-LecA (Invitrogen microscale Alexa labeling kit). 2 uL of Alexa647-LecA (0.12 uM,
7.5 uM CacClp, 2% BSA in PBS1X) were added in each well. Incubation was performed at 37°C
for 3 h in a water saturated chamber. The slides were washed successively with PBS1X (pH

7.4)-Tween20 0.02% for 5 min, rinsed with water and scanned at 635 nm (excitation).

Dissociation constant determination on microarray:?"* LecA concentration was varied from
0.01 nM to 2 uM. Alexa647 fluorescence signal was recorded and from the resulting isotherm,

the Kd values were determined using the following equation:
[LecA]/FI = 1/FImax*[LecA] + Ka/Flmax

Where FI represents the fluorescence signal recorded at 635 nm for the given

concentration of LecA and FImax is the maximum fluorescence signal obtained at 635 nm.

General procedure for biological assays

Quantification of biofilm inhibition: PA strains, wild type PAO1 (kindly provided by
Pr. Reuben Ramphal, University of Florida Gainsville, FL, USA) and lecA mutant (Two-Allele
Library, PW5313, Pseudomonas Transposon Mutant Collection, UW Genome Sciences,
Washington, USA) were pre-cultured forl6 h at 37 °C in LB medium, pelleted and washed in
M63-glc prior inoculation of the biofilm support with a microbial charge of 10s CFU per mL.
Biofilms were grown for 24 h in M63-glc medium complemented with 10 pg/mL"! of 4',6'-
diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma) and CaCl, 1 uM on 96-well cell culture plates
(Greiner Bio-One, Black, FB) and incubated at 37 °C in the COzincubator Heracell™ 1501
(Thermo Scientific). DAPI displays no fluorescence in solution and no toxicity towards
bacterial cells, and it is thus suitable for observation and quantification of bacterial growth in
biofilms. CaCl> 1 uM was added to the medium to promote LecA—glycocluster interactions.
Prior to quantification of fluorescence, biofilms were rinsed 4 times with Dulbecco’s phosphate
buffered saline (DPBS). Surface colonization in each well was quantified by measurement of
DAPI associated fluorescence (ex. 350 nm/em. 460 nm) using the Clariostar fluorescence plate

reader (BMG-Labtek).

Invasion and Adhesion Assay. The human bronchial epithelial cell line NCI-H292
(ATCC CCL-1848; originating from an human lung epidermoid carcinoma) was maintained in
DMEM medium (Lonza), supplemented with 10 % FCS at 37 °C and 5% CO.. For infection,
overnight cultures of PA were pelleted and resuspended in DMEM and incubated for 2 h at 37
°C with cells (70-80% confluent) at a multiplicity of infection (MOI) of 10. Cells were washed
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three times with DMEM. For adhesion assay, cells were washed again two more times with
DPBS and lysed with deionized water containing 0,2 % (vol/vol) Triton X-100 at 37 °C. For
invasion assay, extracellular bacteria were first inactivated by a 1-h treatment of cells at 37 °C
with 200 ug-mL™" Gentamycin-sulfate (Sigma-Aldrich) afterward cells were washed 2 times
with DMEM, one time with DPBS, and lysed with Triton X-100. Cell extracts were plated on
LB—Miller Agar plates and incubated overnight at 37 °C. Adhesion or Invasion was calculated,
based on CFU enumeration, as percentage of the total number of bacteria associated with

untreated cells.

General procedure for STD NMR spectroscopy

STD NMR spectroscopy experiments were recorded on a BRUKER Avance III HD —
400MHz spectrometer with a Smm PABBI probe head. Samples were prepared at concentration
of about 10 mM of saccharides derivative 58 to 62 and 0.04 uM of LecA in deuterated
phosphate buffer 10 mM, 130 mM NacCl, 7.5 uM CaCls, pD 7.4 (pD = pHreadingt0.4). Calibration
of sample were done using the DSS peak (0 ppm) for 'H NMR. Experiments were recorded by
using the stddiffesgp3 sequence. Parameters for the saturation were adjusted after several tests:
2 sec of saturation time delay, 240 Hz for the on resonance frequence (0.6 ppm), 20 000 Hz for
the off resonance frequence (50 ppm). A number of 512 scans were executed for each

acquisition (256 scans on and 256 scans off resonance).
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HPLC and MALDI-TOF analysis

m/z (MALDI-TOF negative

e HPLC Titration at
Compound - 550 nm Yield
Theoretical | Experimental | T, (min) Grad_lent . (nmol)
(% CH3CN in 20 min)

6la 6 607.88 6 607.95 15.3 16 % - 48 % 154 15%
61b 6 784.04 6784.31 16.8 8%-40% 108 11%
61c 6 828.15 6 827.00 16.7 8%-40% 91 9%
61d 6772.21 6771.94 15.1 8%-40% 38 4%
6le 6 735.17 6 735.06 14.2 8%-40% 136 14 %
61f 6900.21 6 899.89 15.3 8%-40% 67 7%
62Gla 7 957.19 7 957.41 12.6 8% -40% 13 65 %
62G1b 8 133.35 8133.31 10.6 8%-40% 6 30%
62G1c 8177.45 8176.74 11.6 8%-40% 6 30 %
62G1d 8121.52 8122.18 10.9 8% -40% 3 15 %
62Gle 8084.48 8085.19 11.0 8%-40% 9 45 %
62G1f 8249.51 8248.34 10.6 8% -40% 12 60 %
62G2a 8025.15 8024.68 13.3 8%-40% 11 55 %
62G2b 8201.31 8 199.96 11.1 8%-40% 10 50 %
62G2c 8245.41 8 245.29 11.3 8%-40% 11 55%
62G2d 8 189.47 8 189.72 11.0 8%-40% 7 35%
62G2e 8152.44 8151.84 11.6 8%-40% 9 45 %
62G2f 8317.47 8320.20 10.8 8%-40% 6 30%
62G3a 8 137.39 8 138.52 13.7 8%-40% 9 45 %
62G3b 8313.52 8312.93 11.6 8% -40% 11 55 %
62G3c 8357.62 8357.54 11.8 8%-40% 7 35%
62G3d 8301.69 8 301.65 11.3 8% -40% 3 15 %
62G3e 8 264.65 8 264.64 12.8 8% -40% 9 45 %
62G3f 8429.68 8430.21 11.3 8%-40% 6 30 %
62G4a 8 337.59 8 335.22 14.9 8%-40% 5 25%
62G4b 8513.75 8513.26 13.1 8%-40% 15 75 %
62G4c 8557.86 8 558.03 12.8 8%-40% 12 60 %
62G4d 8501.92 8501.81 12.7 8%-40% 6 30%
62G4e 8 464.88 8464.74 12.9 8%-40% 6 30 %
62G4Af 8629.92 8629.13 12.1 8%-40% 12 60 %
62Gba 8441.74 8441.73 15.7 8%-40% 9 45 %
62G5b 8617.90 8618.51 14.1 8%-40% 7 35%
62G5¢c 8662.01 8662.91 13.6 8% -40% 8 40 %
62G5d 8 606.07 8 606.71 13.1 8%-40% 3 15%
62G5e 8569.03 8 569.70 13.2 8%-40% 4 20 %
62G5f 8 734.06 8734.47 13.3 8% -40% 3 15 %
62G6a 8313.90 8313.25 11.4 8%-40% 3 15%
62G6b 8 489.55 8 489.23 10.5 8%-40% 7 35%
62G6C 8 533.66 8533.76 10.8 8%-40% 6 30 %
62G6d 8477.72 8477.66 10.1 8%-40% 6 30 %
62G6e 8 440.68 8 440.13 11.4 8%-40% 2 10 %
62G6f 8 605.72 8 606.81 10.5 8%-40% 6 30 %
62Fla 7 893.19 7 893.76 14.1 8% -40% 7 35%
62F1b 8 069.35 8070.32 12.3 8% -40% 5 25%
62F1c 8113.46 8113.18 12.2 8%-40% 7 35%
62F1d 8057.52 8057.14 11.9 8% -40% 4 20 %
62Fle 8020.48 8021.01 12.0 8%-40% 2 10 %
62F1f 8 185.52 8 185.03 11.7 8%-40% 5 25 %
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m/z (MALDI-TOF negative

e HPLC Titration at
Compound - 550 nm Yield
Theoretical | Experimental | T, (min) Gracflent . (nmol)
(%CH3CN in 20 min)

67a 6 079.48 6 079.25 13.4 8%-40% 13 65 %
67b 6 139.53 6138.21 12.8 8%-40% 8 40 %
67c 6 150.56 6 150.66 12.4 8%-40% 8 40 %
67d 6 136.57 6136.44 12.4 8% -40% 7 35%
67e 6 122.54 6122.26 12.0 8%-40% 7 35%
67f 6 168.57 6168.41 12.1 8%-40% 7 35%
88 5735.22 5734.46 12.0 8% -40% 188 19 %
89 5944.47 5944.99 14.3 8%-40% 201 20 %
90 6007.46 6007.12 14.7 8% -40 % 156 16 %
91 6337.81 6337.18 16.9 8% -40% 167 17 %
92a 6 409.81 6 409.84 9.9 8%-40% 7.3 73 %
92b 6443.79 6 443.04 10.0 8% -40% 6.4 64 %
92c 6499.89 6499.20 10.2 8%-40% 7.5 75 %
92d 6 652.09 6 652.88 11.7 8%-40% 8 80 %
92e 6 589.98 6 589.50 10.4 8%-40% 5 50 %
92f 6 756.24 6 756.63 9.9 8%-40% 5 50 %
92g 6 646.08 6 646.41 10.0 8% -40% 5.6 28 %
92h 6587.91 6 587.26 9.4 8%-40% 9 75 %
93a 6 542.96 6 542.85 10.9 8%-40% 10 50 %
93b 6576.93 6576.25 11.0 8% -40% 11 55 %
93c 6 633.04 6 633.76 11.1 8%-40% 9 45 %
93d 6 785.23 6 785.46 12.8 8% -40 % 1 5%
93e 6723.12 6723.17 11.6 8% -40% 6 30 %
93f 6 889.39 6 889.22 10.7 8%-40% 7.4 37 %
93g 6 779.23 6 778.96 10.8 8% -40% 1 5%
93h 6 721.06 6 720.95 10.1 8%-40% 10 50 %
94a 7 356.70 7 356.12 11.2 8%-40% 11.7 59 %
94b 7 424.65 7 424.30 11.2 8%-40% 10.4 52 %
94c 7 536.87 7 536.39 11.4 8%-40% 6 30 %
94d 7 841.25 7 841.65 13.1 8%-40% 15.4 77 %
94e 7717.03 7717.44 11.7 8%-40% 4.7 24 %
94f 8 049.55 8049.39 11.2 8%-40% 7.4 37 %
94g 7 839.24 7 829.42 11.4 8% -40% 6.4 32%
94h 7712.90 7712.07 10.8 8%-40% 10.6 53 %
95a 7 687.04 7 687.59 10.9 8%-40% 2.6 22 %
95b 7 755.00 7 754.95 11.3 8% -40% 7.7 64 %
95¢ 7 867.21 7 867.79 11.1 8%-40% 1 8 %
95d 8171.59 8171.79 13.4 8% -40% 10 50 %
95e 8047.37 8047.86 11.7 8%-40% 5 25%
95f 8379.90 8380.32 10.6 8%-40% 1,7 14 %
95g 8 159.58 8 159.26 11.2 8% -40% 2,5 21%
95h 8 043.25 8043.76 9.9 8%-40% 2,5 10 %
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Résumé : Pseudomonas aeruginosa (PA) est une bactérie présentant des résistances aux
antibiotiques toute particuliere. Elle est aujourd’hui largement impliquée dans de nombreuses
maladies nosocomiales et dans I’infection de patients immunodéprimés. Les lectines sont des
glycoprotéines formant des interactions faibles et réversibles avec les saccharides, et elles sont
impliquées dans les mécanismes de protection et de virulence de la bactérie. Afin d’augmenter
I’affinité des sucres pour celle-ci nous utilisons la multivalence conduisant a des leurres
moléculaires ciblant les lectines I et I de PA. Notre stratégie consiste a synthétiser des
glycoclusters conjugués a une étiquette ADN permettant leur criblage par des puces a ADN.
Nous décrivons le design, la synthese et 1’assemblage des différents blocs de construction
composant les glyco-oligonucléotides en s’appuyant sur la chimie "Click" (CuAAc) et la chimie
oligonucléotidique. Le criblage des glyco-oligonucléotides est complété par des études de
modélisation moléculaire et par RMN STD. Les meilleurs composés issus du criblage sont
synthétisés sans leur étiquette ADN afin d’évaluer leur capacité inhibitrice de la formation du
biofilm par PA.

Mots-clés : lectine, Pseudomonas aeruginosa, glyco-oligonucléotide, glycocluster, interaction
sucre / lectine.

Title : Conception, synthesis, and affinity’s evaluation of glyco-oligonucleotides and
glycoclusters against lectin I and Il of Pseudomonas aeruginosa.

Summary : Pseudomonas aeruginosa (PA) is a bacteria with a strong resistance to antibiotics.
It’s an opportunistic germ involved in nosocomial infections and the infection of
immunocompromised patients. Lectins are glycoproteins that bind saccharides reversibly with
a low affinity. They are involved in bacteria protection mechanisms and virulence. In order to
increase the affinity of saccharides to P4 lectins I and II, we used multivalence and synthesized
molecular decoys. Our strategy involves the synthesis of glycoclusters conjugated with a DNA
tag in order to easily screen them on DNA arrays. We described here the design, the synthesis
and the assembly of different building blocks allowing the synthesis of glyco-oligonucleotides,
based on "Click" chemistry (CuAAc) and oligonucleotide chemistry. The screening of the
glyco-oligonucleotides was completed by studies of molecular modelisation and by STD NMR.
The best compounds from the screening were synthesized without the DNA tag in order to
evaluate their abilities of inhibiting the biofilm formation of PA.

Key words: lectin, Pseudomonas aeruginosa, glyco-oligonucleotide, glycocluster, interaction
sugar / lectin.

Lieu : Institut des Biomolécules Max Mousseron, équipe « Oligonucléotides modifiés », UMR
5247 CNRS Universit¢ de Montpellier, Place Eugene Bataillon, 34095 Montpellier Cedex 5
(France).



