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Introduction genérale et objectifs de these

Les endosulfatases 1 et 2 sont des enzymes quysmiala 60-désulfatation régiosélective des
chaines d’'Héparane Sulfate (HS) - des polysacabmrisulfatés appartenant a la famille des
Glycosaminoglycanes — grace a un résidu de forygilge présent dans leur site catalytique. Les HS
se lient a de nombreuses protéines de signalemibes tjue des chimiokines, cytokines, facteurs de
croissance ... via leur degré de sulfatation. En Ifgsmt les chaines d’HS, les endosulfatases jouent
donc un réle crucial dans la régulation de cesatgnents et dans les processus biologiques de
I'organisme. L’expression de I'endosulfatase huraé2n(HSulf2) est surexprimée ou dérégulée dans
nombreux cancers (sein, ovaire, pancréas, poumoret.rgprésente donc une cible thérapeutique
intéressante. L’objectif de cette these est dehgfiser des molécules inhibant de facon sélective
I'activité de HSulf2. Pour ce faire, des oligosaaities mimant les chaines d’HS, le substrat naturel
des endosulfatases, et comportant une fonctiorbitnkbe, un sulfamate connu comme agissant
comme inhibiteur suicide des sulfatases, ont ététhsyisés. La synthése des oligosaccharides
nécessite une réaction clé Ng-sulfonation. Réalisée depuis de nombreuses arméésboratoire,
cette réaction a récemment manqué de reprodut#ileti des produits secondaires ont été observés.
Cette étape a donc été étudiée et optimisée afnéalser la synthése des oligosaccharides avec les
meilleurs rendements possibles. Pour finir, deuxnesaccharides dérivés de la glucosamine,
fonctionnalisés avec une fonction oxyamine ou hzidea ont été synthétisés. Ces fonctions, au

contraire du sulfamate, devraient se lier de farpwalente au site catalytique de I'enzyme.

Le premier chapitre de ce manuscrit introduit les objectifs de cetise en décrivant la famille des
sulfatases et I'état des connaissances sur lesselfat@ases, enzymes découvertes dans les années
2000 et qui restent encore mal connues. Les diftéreénhibiteurs testés jusque la sur les
endosulfatases sont ensuite présentés ainsi quadanisme d’inactivation des sulfatases par la
fonction sulfamate. Enfin, plusieurs méthodes dedmjugaison faisant intervenir la formylglycine
sont rapportéesle second chapitreest consacré a la synthése des oligosaccharidésntigls
inhibiteurs de HSulf2. Tout d’abord, différentesthaties de synthése des chaines d’Héparane Sulfate,
incluant celle utilisée au laboratoire sont prégest Puis la synthése de quatre oligosaccharides de
différentes longueurs allant du tri au nonasacdeagt comportant une fonction sulfamate est décrite
Des tests d'inhibition préliminaires ont égalemeéné réalisés et les résultats sont préserttés.
troisieme chapitre décrit les travaux d’optimisation qui ont été i&dd sur la réaction dd, O-
sulfonation, étape clé pour la fonctionnalisatioes doligosaccharides. Cette optimisation a été
effectuée sur un disaccharide modele. Les conditidactionnelles ainsi que la réactivité des






Chapitre 1

Endosulfatases et inhibiteurs

|. Endosulfatases

|.1 Présentation

[.1.1 La famille des sulfatases

Les sulfatases (EC 3.1.6-) sont des enzymes dedaecdes estérases qui catalysent I'hydrolyse des
esters de sulfate (dénommeés aussi groupementsesiitBun grand nombre de substrats (Schéma 1).
A ce jour, environ 4600 sulfatases ont été décdesenu sein des organismes eucaryotes et
procaryotes. L’équipe de Michel a créé en 2016 base de données en ligne « SulfAtlas »

(http://abims.sb-roscoff.fr/sulfatlgsiafin de recenser ces enzymes et de les classifiem leur

homologie de séquence.

- - -
R' 3 P — + 4

H,0

Schéma 1 : Exemple d’hydrolyse des esters de sulfatatalysée par les sulfatases. Le substrat hydrolygst alors sous

forme alcool.

Parmi les 4600 connues, il existe a ce jour 17atages humaines identifiées (Tableau'$)Six de
ces membres (ARSA, ARSB, GALNS, G6S, GDS, IDS) sprtsents dans les lysosomes, sont
solubles et fonctionnent a pH acide. Ces enzymas ismpliquées dans la voie de dégradation des
glycosaminoglycanes et des sulfolipides. Cing sadfes (ARSD, ARSF, ARSG, ARSI, ARSJ,
ARSE), retrouvées dans le réticulum endoplasmigu@ppareil de Golgi, fonctionnent a pH neutre.
Quatre arylsulfatases (H, 1, J, K) ont été ide@ti§ dans les années 2000, leurs substrats restent e
inconnus (sauf pour ARSK, résolu en 2017 par Dhamaal. (Tableau 1)) mais leurs expressions
sont restreintes aux tissus embryonnaires et alivlese cancéreusés.Enfin deux sulfatases

hydrolysant les @-sulfates des chaines d'Héparane Sulfate (HS) nidéntifiees en 2002 par



Tableau 1 : Récapitulatif des 17 sulfatases humainédentifiées a ce jour.

Aryl sulfatase B® ARSB Lysosome Dermatane sulfate
Aryl sulfatase D ARSD Réticulum endoplasmique Inconnu
Aryl sulfatase E ARSF Réticulum endoplasmique Inconnu
Aryl sulfatase B3 ARSH Inconnu Inconnu
Aryl sulfatase 331! ARSJ Réticulum endoplasmique Inconnu
GalactosamineN-acetyl)-6- Kératane sulfate,
GALNS Lysosome .
sulfatasé® Chondroitine sulfate

N-sulfoglucosamine sulfohydrolase

) SGSH Lysosome Kératane sulfate
ou sulfamidas®&

Matrice et milieu i
Endosulfatase'l Sulfl . Héparane sulfate
extracellulaire

Ces 17 membres de la famille des sulfatases sttmservés puisqu’ils partagent une homologie de
séquence de 20 a 60 % et surtout, ces enzymeggairta méme mécanisme catalytique ainsi que les
mémes sites de coordination avec un ion métallisjualent au sein du site catalytigtfé® Une
caractéristique propre a cette famille d’enzymésgje'elles possédent toutes une activité arylsadfat
D'ou I'emploi du substrat synthétique, 4-methyl wttiferyl sulfate (4-MUS) comme substrat
standard pour doser ces enzynmegitro (Schéma 2).
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a 465 nm

Schéma 2 : Hydrolyse du groupement sulfate du subst synthétique 4-methyl umbelliferyl sulfate (4-MUS). Le
produit résultant est le 4-methyl umbelliferol (4-MU) qui émet en fluorescence a 465 nm, ce qui juséfson utilisation

lors de testsin vitro pour la détection de I'activité arylsulfatase.

Les sulfatases humaines sont des polypeptides ldads00 a 800 acides aminés qui partagent des
homologies de séquence et ont a peu pres la méuwtuse tertiaire. L’homologie de séquence de la
région N-terminale, d’environ 150 acides aminés et quiuade cycle catalytique et de nombreux
résidus actifs lors de la catalyse, est plus coBseque le reste, ce qui est en faveur d’un mécenis
catalytique identique a toutes les sulfatases.igaré 1 représente I'alignement de séquences des 17
sulfatases humaines dans trois régions qui prégedés domaines tres conservés (domaine a, b et

c).20



Figure 1 : Alignement de séquences de trois domaisieconservés parmi toutes les sulfatases humainea) €t (c)
représentent des domaines de la région N-terminaled enzymes. (b) contient la cystéine indispensaldel’activité
catalytique des sulfatases. Les acides aminés gris@mt conservés dans 90% des sulfatases. Les astprass marquent

les acides aminés connus pour avoir une fonction ds le mécanisme catalytiqué?

On remarque dans le domaine (b) représentantdecatalytique des sulfatases, la conservation d’'un
résidu de cystéine. Cet acide aminé en particelstrconservé au sein de la plupart des sulfatases
humaines et non-humaines (eucaryote et procaryQiglques arylsulfatases bactériennes provenant
notamment d&lebsiella pneumoniaet dePseudomonas aeruginopassedent un résidu de sérine a
la place de la cystéirfé.Mais ces deux résidus seront modifiés de facon-tpaductionnelle en
formylglycine (FGly)??

De plus, la Figure 2 représentant la superposiies sites de liaison avec I'ion métallique chez six
sulfatases (ARSA, ARSB, STS, IDS, GALNS et SGSHistte bien 'homologie de structure au sein
du site actif des enzymes (données provenant dedises cristallographique de ces enzymes). Les
atomes d’oxygéne des acides aminés de la lysind (K& des aspartates (D334, D45, D46) servent
de ligand a l'ion bivalent et les atomes d'azots déstidines (H229, H138, H335) permettent la
stabilisation de FGly. Ce cation métallique sendtle du calcium (ou parfois du magnésium selon



Figure 2 : La superposition du site de liaison du d@n bivalent pour les sulfatases humaines : [ARSArose), ARSB
(vert), STS (jaune), IDS (bleu), GALNS (bleu foncé)teSGSH (rouge)] montre leur similarité. L'ion métallique est

représenté par des spheéres grises. La formylglycirest représenté avec un sulfate (FG3j.

La découverte d’'un résidu de cystéine commun dupapt des sulfatases et modifié de fagcon post-
traductionnelle en formylglycine (FGly) a été faiie 1995 par le groupe de Von Figét&Quatre ans
plus tard, ce méme groupe montre sur 10 sulfatgséasye série de 12 acides aminés commencant par
la cystéine est essentielle pour la modificatiorstficaductionnelle de celle-ci. Le pentapeptide
CXPSR (X =T, S, C ou A) semble étre indispensablie formation de la formylglycine et est
extrémement bien conservé chez les sulfatases yetesr et procaryotes. Un second motif
« auxiliaire » comprenant sept résidus(XXsLTGR et qui assisterait a la présentation de léays a

I'enzyme modificatrice est également trés bien eorésparmi les sulfatases humaines (Figuré?3).

Le pentapeptide CXPSR est toujours conservé airesieglmotif « auxiliaire » dans les séquences des
Endosulfatases (Sulfl et Sulf2) (Figure 4).



Figure 3: Homologie de séquence des 12 résidus
démontrés essentiels pour la modification de la ci&ne
en formylglycine (A) chez 10 sulfatases humaines B
chez 6 sulfatases d’eucaryotes inférieurs et (C) eh 4
sulfatases procaryotes. On remarque I'homologie de
séquence (en noir, tous les acides aminés conseyvés
CXPSR chez toutes les sulfatases humaines et dandes

6 eucaryotes inférieurs. Chez les sulfatases progantes,

le motif CXPXR est conservé, excepté pouKlebsiella
pneumoniaequi présente un résidu sérine a la place du
résidu cystéine. Le motif auxiliaire XXXLTGR est
également tres bien conservé au sein des sulfatases

humaines26

Figure 4 : Séquence des 12 acides aminés de 13aaKes
humaines. En noir, les acides aminés conservés chez
toutes les sulfatases. Du gris foncé au blanc, lasides

aminés plus ou moins conservés dans ces séqueriées.

Cette séquence de 12 acides aminés conservés G-R-X-X-X-L/M-T-G-R/K/L est le motif de
reconnaissance de I'enzyme permettant d'initiemtadification de la cystéine en formylglycife?®
Des mutations et des troncatures montrent que fgapeptide C-X-P-X-R (extrémement bien
conservé) est le motif minimum pour permettre tadification. Au sein du motif auxiliaire, les quatr
résidus les mieux conservés LTGR se révelent digsegrande importance car ils seraient impliqués

dans la reconnaissance de la sulfatase par I'enmyodéiant la cystéine.

La transformation du résidu de cystéine en fornygligle s’effectue de fagcon post-traductionnelle par
une enzyme appelée « Formylglycine-Generating ErzyifFGE) qui est une glycoprotéine localisée
dans le réticulum endoplasmigtfe® Ce mécanisme d’oxydation de la cystéine, décowre019 par
le groupe de Bertozzi, implique de I'oxygéne molée et un co-facteur de cuivre ¢f)La structure
3D de I'enzyme révéle que deux cystéines (Cys2MysR77) sont a I'origine de la liaison avec le

cuivre (I) (1) qui est lui-méme lié avec le substfeystéine d’'une sulfatase) (2) (Schéma 3). Ce



Schéma 3 : Mécanisme de formation de la formylglyee a partir d’une cystéines?

#

Les acides aminés conservés au sein de la fanglesdIfatases jouent un rdle important pour la
modification de la cystéine en FGly, mais ils ségalement essentiels au mécanisme d’hydrolyse des

groupements esters de sulfates.

$%

Des études cristallographiques ainsi que des mugationt permis d'obtenir de nombreuses
informations sur le site catalytique des sulfatass nombreux résidus ainsi que les structures sont
extrémement bien conservés, ce qui suggere quiuparp des sulfatases ont le méme mécanisme

catalytique.

Tout d’abord, au sein du pentapeptide clé CXPSRedmlu d’arginine (R) a été montré comme étant :
1) Un important directeur de la modification ennfigiglycine : lorsque ce résidu est remplacé par une
alanine, quasiment toute la modification de la &yt est abolién vitro?® 2) un membre du site actif



& )

D’aprés la structure cristallographique de la daffa ARSA en présence d'un groupement sulfate
(Figure 5), on peut voir que le site actif comprelirésidus polaires interconnectés avec un ion
métalliqgue bivalent. Cet ion métallique bivalentupé&tre du magnésium ou du calcium selon la
sulfatases (ARSA se coordine avec?Mglors que ARSB, ARSC et PARS se coordinent avec du
Ca*). Un changement de cation chez ARSA induit uneefdiminution de sa liaison avec le substrat
et de son activité catalytique. Cela illustre l'ionance de l'ion métallique lors de I'hydrolyse du

groupement sulfate qui semble a la fois interveains I'interaction avec le substrat et également su

sa réactivité afin de permettre I'attaque nucléleptii

Figure 5 : Restitution du site actif catalytique ds sulfatases d’'apres les structures cristallographues de ARSA,

ARSB, ARSC et PARS. Les interactions entre les résid sont représentées par les traits en pointillés.

De plus, on peut remarquer que la poche catalytigueporte plusieurs résidus chargés positivement
(notamment LysA, LysB et HisB) ainsi que le catiqoj sont impliqués dans des interactions avec le
groupement sulfate anionique. Ces interactionsesipermettre de neutraliser la charge du sulfate
afin de diminuer la densité électronique autour sdwfre qui devient électrophile. Ces résidus
permettent aussi de positionner le substrat en @lmcéa formylglycine afin de faciliter I'attaque

nucléophile.
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Schéma 4 : Equilibre entre le formylglycine sous storme aldéhyde (A) et la formylglycine sous sa forehydratée (B).

Selon les structures cristallographiques obtenuesed différentes sulfatases, cet équilibre semble éten faveur de la

formylglycine sous forme hydratée.

Le rbéle proposé de chaque résidu impliqué dans éeamisme catalytigue de I'hydrolyse des

groupements sulfates est résumé dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Récapitulatif des fonctions des acidesrdanés intervenant dans le mécanisme d’hydrolyse dgroupement

sulfate.
(S Feneion deie e necarismme d ydroyse ou grovpemesuteie | )
M Interaction et activation du substrat, stabilsatde FGly
AspA Coordination avec le métal
AspC Coordination avec le métal
HisA Stabilisation de FGly et élimination du grounpent sulfate apres hydrolyse
Interaction et activation du substrat, stabilisatie FGly, protonation de

LysA I'alcoolate

Le groupe de Von Figura a établi en 1995 que lagirée du résidu de FGly est essentiel pour la
catalyse de I'nydrolyse des groupements sulfdtée mécanisme résultant a pu étre élucidé avec



Schéma 5: Mécanisme proposé par le groupe de Gusse tlhydrolyse du groupement sulfate par les sulfatses
impliquant une étape d'addition nucléophile (A) pus une étape d’hydrolyse (B), a partir de la structee
cristallographique de ARSB

A partir de la structure cristallographique de Uifatase ARSA, le groupe de Von Figura propose un
autre mécanisme en 19%8Celui-ci postule que la FGly est sous sa formerdige et propose donc
une attaque nucléophile de type,SNun des deux oxygénes sur le soufre du groupeméfate avec
libération du substrat sous sa forme alcool réstdtdB, Schéma 6). Le groupement sulfate serait
ensuite éliminé grace a l'alcool restant, régénéaamsi la formylglycine sous forme aldéhyde. Une

molécule d’eau permettrait de retrouver la FGlyssfmume hydratée (C).

Schéma 6 : Mécanisme proposé — a partir de la strwze cristallographique de ARSA — par le groupe dé/on Figura
pour I'hydrolyse du groupement sulfate par les sulitases impliquant une étape d’addition nucléophilele type SN (B)

puis une étape d’hydrolyse du groupement sulfate eégénération de la FGly sous sa forme hydratée (C)

Ce deuxiéme mécanisme d’hydrolyse des groupemarifates est trés fortement supporté par
I'élucidation de la structure 3D de la sulfataseR®A(provenant de la bactérie a gram-négative
Pseudomona aeruginosavec une résolution atomique en 260En effet, la structure du site
catalytique montre clairement que la FGly est pésche du groupement sulfate mais n’'est pas
coordonné avec le groupement sulfate (hypothéde far le groupe de Guss pour expliquer le
premier mécanisme). Ce groupement sulfate provesarg doute des hautes concentrations utilisées



Schéma 7 : Deux différents mécanismes pour I'hydrgse du groupement sulfate. Une fois le sulfate l&1'oxygéne de
la formylglycine, celui peut soit se dissocier paun mécanisme Sh et conduire au groupement S®libre qui réagit
ensuite avec de I'eau, ou I'eau attaque le soufreidroupement sulfate et celui-ci s’élimine selon umécanisme S

De nombreuses études tendaient pour un mécanismdeSiMoupement S{¥ésultant de la SNétant
trop haut en énergi®*® Cependant une étude théorique et expérimentaleedmécanisme a été
effectuée en 2014 par le groupe de Krenske et manqie I'’hydrolyse des groupements sulfates

suivrait plutét un mécanisme de typg(&chéma 8¥°

Schéma 8 : Calculs des états de transition des delypothétiques mécanismes de départ du groupementiate.

L’histidine supposée jouer un rdle dans I'hydrolysedu groupement sulfate, est modélisée ici par un imazole. Sur les
états de transition, les azotes sont représentés kleu, les carbones en gris, les oxygénes en roggée soufre en jaune.
Le calcul de I'état de transition TS3 du mécanisme digpe SN montre des valeurs d’énergie d’activation G = 38.2

et d'enthalpie  H = 26.5 beaucoup plus élevées que pour I'état datrsition TS4 du mécanisme de typeH G =

H =0). Ces valeurs plaident grandement pour un méasme de départ du groupement sulfate de typezE



I.1.2 Découverte des Endosulfatases Humaines (HSUlfs

Les Endosulfatases (Sulfl et Sulf2) sont des engydé&souvertes dans les années 2000 chez les
eucaryotes. Le groupe de Dhoot identifie pour kenpére fois, en 2001, un géne aviaire provenant
d’'un embryon de caille qu’il nomme QSulfl et quégente une homologie de séquence avec la région
N-terminale de la sulfatase GLNSCette nouvelle enzyme semble étre exprimée arfacsides
cellules et posséder une activité de désulfataliesm chaines d’Héparane Sulfate. De plus, QSulfl
contient également une cystéine conservée en @os3® (laquelle subit une modification post-
traductionnelle en formylglycine comme dans toutes sulfatases connues) et celle-ci est
indispensable a son fonctionnement. Toutes cesnmafitons semblent montrer que QSulfl est une
sulfatase extracellulaire, spécifique aux HS. Unpaurs tard, le groupe d’Ohto identifie le gene
RSulf1FP1 chez le rat, orthologue au géne QStlBa séquence est plus grande que celle des autres

sulfatases car elle comprend une séquence hydedpkérée au milieu de la portion du gene.

En 2002, Morimoto-Tomita eal. clonent et expriment pour la premiére fois I'othgue humain
(HSulfl) ainsi que celui de la souris (MSulfl) efatement des protéines homologues HSulf2 et
MSulf2 respectivemenrt. lls confirment que QSulfl et RSulfFP1 sont bies dehologues de HSulfl

et MSulfl avec 94 % d’homologie de séquence. SsfZjuant a elle exprimée par un géne séparé et
représente bien un autre membre de la famille déatases trés proche de Sulfl en longueur et en
structure tertiaire, méme si leur homologie de séqa est plus faible (64 %). De plus, le groupe de
Morimoto-Tomita confirme I'hypothése de Dhoot ques enzymes sont exprimées a la surface des
cellules et ont une activité sulfatase. lls morttgre ces enzymes possédent une activité arylaséfat
mais aussi une activité endosulfatase hautemerifisp@ envers le groupement@sulfate des

résidus glucosamines de I'héparine.

La découverte de ces nouveaux membres de la fasedlesulfatases chez divers eucaryotes a continué
avec l'identification des génes exprimant Sulflzhepoulet en 200%, Sulfl et Sulf2 chez le xénope
en 20083 et 2009** chez le poisson zélifeet I'oursirt® en 2010 et chez la drosophile en 2671.1.

Finalement, il est important de souligner que beapae sulfatases humaines sont des exosulfatases
présentes dans les lysosomes avec un pH optimuativité acide. Ces nouveaux membres de la
famille des sulfatases humaines sont les seulsusoance jour comme étant des endosulfatases
extracellulaires opérant a pH neutre et montraet gnande spécificité envers les régions hautement
sulfatées des chaines d’Héparane sulfzte.

Jusqu’a ce jour, 17 membres de la famille des g@agks ont été identifiés. Le site catalytique de ce
enzymes est composé d’'un résidu de formylglycimiuat cation métallique bivalent. Ce résidu de
formylglycine est issu de la modification post-trationnelle d’'une cystéine, catalysée par une



|.2 Structure des endosulfatases

HSulfl et HSulf2 sont des enzymes comportant unbmertrés supérieur d’acides aminés par rapport
aux autres sulfatases. En effet, elles contien@édtacides aminés pour HSulfl et 871 pour HSulf2,
soit environ 300 résidus de plus que les autreshreside leur famille. Ces polypeptides de 125-kDa
sont coupés par une protéinase de type furine foomer deux sous-unités liées par un pont disulfure
: une chaine longue de 75 kDa comportant la pattterminale et une chaine courte de 50 kDa
comportant la partie C-terminale. En tout, les HESubmportent quatre domaines allant du N au C-

terminal (Figure 6)49-52

- Un peptide signal comportant 22 acides aminés pi&ulfl et 24 pour HSulf2, qui permet la
sécrétion de I'enzyme vers le milieu extracelld@at qui est éliminé au cours de celle-ci.

- Un domaine catalytique comportant 392 acides asnjpgur HSulfl et 391 pour HSulf2
appartenant a la région N-terminale et indispemsagbbur l'activité arylsulfatase et
endosulfatase de I'enzyme. Ce domaine montre umaologie de séquence fortement
conservee (42 — 44 %) avec la sulfatase humaine G6S

- Un domaine hydrophile (HD) unique aux endosulfasasomposé de 327 acides aminés pour
HSulfl et 307 pour HSulf2 essentiel a I'activité deaulfatase mais pas a I'activité
arylsulfatase. Ce domaine est trés riche en a@desés chargés puisqu’il comporte 27 %
d’acides aminés basiques et 13 % d'acides aminidesad_es séquences N- et C-terminales
du domaine HD sont trés conservées au sein deatasdf appartenant aux vertébrés, en
particulier un groupe de 12 résidus basiques.

- Une partie C-terminale de 130 acides aminés p&uifdl et 148 pour HSulf2.



Figure 6 : Structure schématique de HSulf2. Le peptie signal de 24 aa est représenté en orange, le done
catalytique de 391 aa en bleu foncé, le domaine hyghile basique de 307 aa en vert et enfin la pagiC-terminale de
148 aa est représenté en bleu. Le résidu comportalat formylglycine est représenté en position 64. RR 514 constitue
le principal site de coupure par la furine, RNLTKR 541 constitue le site de coupure secondaire par larfoe. 678
KRKKKLRKLLKR 689 correspond au 12 aa conservé parmi les vertébrés. Les sites potentiels de N-glycosylatio

sont représentés par des fléches bleues claifés.

La masse indiguée précédemment de 125 kDa poweni@ssulfatases est une masse expérimentale
estimée par Western BlttLe groupe de Morimoto-Tomita a également obsene masse de 132
kDa pour les mémes enzymes alors que la massaghéatéduite de la séquence des acides aminés
est autour des 100 kDa (98 170 g.fpbur étre précisy. La premiére analyse par spectroscopie de
masse de I'enzyme HSulf2 réalisée par le group®aigel en 2019 a permis de lever le doute et
d’apporter une information précise sur la massecekte enzymé' En effet, aprés analyse par
MALDI-TOF MS, une masse de 133 115 + 297 g:malété déterminée pour HSulf2. Cette masse,
bien supérieure a celle théorique indique qu'umdraombre de modifications post-traductionnelles
ont lieu sur I'enzyme. Celles-ci seraient notamnugg N-glycosylations, postulées par le groupe de
Morimoto-Tomita qui, lorsqu’il traite les endosukises HSulfl et HSulf2 avec Id-glycanase,
retrouve une masse d’environ 100 kDa. HSulfl cordpiec 10 sites potentiels de N-glycosylation et

HSulf2 en compte 12 (Figure 6). Le rble de ces y&gylations reste a ce jour inconnu.

Les endosulfatases HSulf1 et HSulf2 sont des eszgxisant sous forme de deux chaines reliées par
un pont disulfure et composées de quatre domairsgats, notamment un domaine catalytique
permettant I'activité de I'enzyme grace a son rédmrmylglycine et un domaine hydrophile composés

de nombreux résidus basiques.

|.3 Caractéristiques des Endosulfatases

Les Endosulfatases Sulfl et Sulf2 ont pour substest chaines d'Héparane sulfate. Ces
polysaccharides sont issus d’'une biosynthése @afies et ont un réle essentiel au sein de hombreux

processus biologiques.



[.3.1 Description du substrat des Endosulfatases e$ chaines d’'Héparane

Sulfate

' + , H &

Les Héparanes Sulfate (HS) sont des polysaccharidppartenant a la famille des
Glycosaminoglycanes (GAG) et possédant un motdatisaride répétitif d'acide uronique (GIcA ou

IdoA) et de glucosamine (GIcN) (Figure5#)%°

La synthese des Héparanes Sulfate s’effectue darigi¢ulum endoplasmique et I'appareil de Golgi
par une série de glycosylation générant un tétchasaicle : glucuronosyl-galactosyl-galactosyl-xylosy
(GlcA 1, 3Gall, 3Gall, 4Xyl), lié a un résidu de sérine (Figure 7). @l chaine d'HS est
rattachée a une protéine principale « core preteii peut contenir plusieurs chaines d'HS pour

former une molécule de Protéoglycane a Hépararfat€ (HSPGY®

OH OH

mw HOmOH HO&/ m

Acide Acide N-acé

Figure 7 : Sucres présents dans les chaines d'Hépae sulfate.

Ensuite, une autre glycosylationl,4 avec unéN-acétylglucosamine (GIcNAc) a lieu. S’ensuit une
polymérisation alternant I'acide glucuronique (GJc&t la N-acétylglucosamine menant a un
précurseur d'HS du type (G, 4GIcNAc 1,4).°"-°° Cette chaine précurseur subit ensuite une suite
de modifications (Figure 8 & Schéma &) :

La N-désacétylatioM-sulfatation de la glucosamine (GIcNAc) catalyséelp famille dedN-

désacétylasbFsulfotransférases (NDST) comprenant 4 isoformes.

L’épimérisation de l'acide glucuronique (GIcA) erige iduronique (IdoA) par la C5-

épimérase.

La 2-O-sulfatation de I'acide iduronique par la®2sulfotransférase.

La O-sulfatation en C-6 et C-3 de la glucosamine pdataille des 60©-sulfotransférases (3

isoformes) et la famille des@-sulfotransférases (7 isoformes).



Figure 8 : Unité répétitive disaccharidique des cHiames
d'HS et les différentes modifications pouvant exis :
sur la glucosamine, I'amine peut étre libre, acétgle ou
sulfatée, les alcools en position 3 et 6 peuventret
sulfatés ou non. L'acide uronique peut étre
glucuronique ou iduronique et l'alcool en position2

peut étre sulfaté ou non.

Schéma 9 : Schématisation de la biosynthese des ctes d'HS : une fois la polymérisation effectuéehaque sucre
peut étre modifié par une ou plusieurs enzymes. Cesodifications conduisent a l'identification de plisieurs domaines

au sein du polysaccharidé?

Due a l'action sélective des NDST, les chaines pHhgnes sulfates comportent une structure

moléculaire unique et hétérogene composé de phssitumaines consécutif§=53

Le domaine NS, composé de disaccharMesulfatés avec une majorité de GICA épimérisés
en |doA et comportant des sulfatations variabledesioxygénes en C-6 (et parfois C-3) de la
glucosamine et en C-2 sur I'acide iduronigue. Cmaioe est hautement sulfaté.

Le domaine NA, composé essentiellement de disaickdsdd-acétylés non modifiés donc pas

ou peu sulfaté et trés régulier.

Le domaine NA/NS, qui est une zone de transitianeeles deux domaines NA et NS. C’est

ce domaine qui comprend le plus de microhétérotEnéi



Figure 9 : Structure des Héparanes Sulfate. (a) Sicture chimique d’'un décasaccharide. Les carbones té&s en rouge
représentent les sites de modification. (b) Vue ddécasaccharide en représentation pleine, basée dar« Protein Data
Bank » identifiant 1EQO (structure cristallographie du complexe ternaire du facteur de croissance deibfoblastes 1
avec son récepteur et I'héparine). Les carbones sor@présentés en gris, les oxygenes en rouge, lestag en bleu et les
sulfates en jaunes. (c) Vue du décasaccharide erprésentation stick. On note la nature hélicoidale @l la chaine et les

clusters alternatifs de trois sulfates de chaque ®du squelette du sucré®
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De part leurs domaines hautement sulfatés, lesebalHéparane Sulfate des protéoglycanes se lient
a de nombreuses protéines via des interactionsquesi’®® En effet, les sulfates chargés
négativement ainsi que les groupements carboxyiatesagissent préférentiellement avec les acides
aminés chargés positivement des protéines teldaglysine ou l'arginine. Des résidus polaires tels
que l'asparagine, la glutamine ou l'histidine peutvégalement participer a ces interactions par des
liaisons hydrogenes avec les FfS! Ces protéines, souvent appelées « Heparan SBifiadéng
Proteins » (HSBPs) sont trés diversifiées et intlugles chimiokines et cytokines (~60) ; des facte

de croissance et morphogénes qui jouent un roleriaupt dans le développement et la réparation
tissulaire (~50); des facteurs de coagulation gizieg comme des protéases a sérine et leurs
inhibiteurs (~25) ; des protéines structuralesaadiulaires comme le collagene, la fibronectiné&aet
vitronectine (~25) ; des protéines cellulaires #d@&slon (~10) ... En tout, plus de 400 protéines
centrales de communication cellulaifé®e plus, les chaines d’HS sont trés exploitéedgsangents
pathogenes lors d’infections et beaucoup d’ageathggéenes ont développé ou acquis des HSBPs

pour les aider dans leurs interactions avec lésleslhoted?-'®

' $% # &

L’activité principale des HS est leur capacité @ttacher » les protéines et a les présenter dales |

précis au sein des tissus. En se liant aux praéginésentes dans le milieu extracellulaire et en le
« libérant », les HS permettent de créer des gntglide concentration de ces protéines. Les pratéine
lites aux HS sont également moins susceptiblesedd@umises a une digestion protéolytique ce qui

augmente leur durée de vie dans le milieu extraleglé.

$% #& :

Les morphogénes contrdlent I'organisation spakleemporelle des cellules et des tissus impliqués
dans le développement embryonnaire par des gradientoncentration. Les morphogénes définissent
le réle des cellules en fonction de leur conceiatnatEn effet au cours du développement, chaque
cellule posséde une information de position, di¢ @ elle se trouve et adopte un destin appraprié
sa localisation. Cette information de localisatast fournie par un groupe de cellule, I'organisateu
sous forme de signal morphogéne formant un gradientoncentration au sein du tissu. Ainsi, les
cellules déterminent la distance qui les sépardadganisateur grace au gradient de morphogéne
auquel elles sont soumis€dJne revue de Yan et Lihdécrit les mécanismes de controles de gradient
des morphogénes par les chaines d’HS (Schéma 10) :



Schéma 10 : Régulation des HSPGSs a la surface aetlules. Les HSPGs peuvent interagir avec les morpgénes
grace a (A) leur core protéique (B) par leur chainel’'HS (C) ou par des lipoprotéines. La coupure protélytique des
HPSGs (D) et les héparanases extracellulaires qubupent les chaines d’'HS (E) relachent ainsi les mdnpgenes. Les
HSPGs peuvent étre transportées a l'intérieur de laellule par endocytose (F) pour étre ensuite saittgradées dans

les lysosomes (G) ou alors pour étre transportéesrde pole basal de la cellule par transcytose (H}.
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Les Facteurs de Croissance des Fibroblastes (F@Rpasent une famille de 23 protéines connues a
ce jour chez 'hnomme. Elles font partie de la geafiamille des morphogenes et régulent un grand
nombre de fonctions biologiques comme la proliférgtla survie, la migration et la différenciation

cellulaire”

Une publication du groupe de Duchesne en 2012 k¢loi mode de transport » du FGF2 (un des 23
FGF décrits) au sein de la matrice extracellulajrdce aux chaines d’H%.Dans la matrice
péricellulaire, les HSPGs forment une sorte deaseomposés de plusieurs sites de liaison etle’est
FGF2 qui se déplace tout au long de ces sitesat®iis. En effet, les mouvements des chaines d’'HS
et des protéines principales des HSPGs sont asteints a cause de nombreux ligands liés aux
chaines. Ce sont donc les molécules de FGF2 qgembiout au long des chaines, de site de liaison
en site de liaison, pour se déplacer (Figure 1@XteCtranslocation d’'un site de liaison a l'autre
implique des cycles successifs de liaison et dsodiation de FGF2 avec les HSPGs ce qui est
favorisé par le fait que leurs interactions sonhdture électrostatique et donc que les cinétigoas
rapides. Le temps passé par FGF2 libre dans ldcmagst faible par rapport a celui mesuré lié a un
HS (42 ms). Ce temps de dissociation est d’aillétmp court pour étre mesuré. De plus, FGF2
possede trois sites de liaison pour les HS, unadéehaffinité (Kd ~18 a 10° M), un second site de
moyenne affinité (de l'ordre du mM) et un troisiersite de faible affinité ce qui augmente les
probabilités d’une nouvelle liaison aux HS apréssdciation’18%81 Enfin, ces trois sites de liaisons
permettent a FGF2 de se lier a une chaine d’'HSneitout en étant toujours lié a son site d'olgin

et donc de progresser tout au long du polysacaharid



Figure 10 : Représentation schématique du transporde FGF2 dans la matrice extracellulaire par les HBGs : dans la
matrice encombrée, les protéines et les protéoglymes interagissent les uns avec les autres. Sur @héma ne sont
représentés que les HSPG (en noir et gris), FGF2n@ert) et d'autres ligands des HS (en bleu). Cefghnds peuvent
étre des facteurs de croissance, des cytokines, ddgmiokines, des enzymes, des protéines de matrieedes récepteurs
de surface cellulaire. Les protéines principales deprotéoglycanes sont représentées en noirs, insésédans la
membrane, les chaines d'HS sont les lignes noiresi@nt une taille allant de 40 a 160 nm. Les sitesdhaute affinité de
des HS pour FGF2 sont représentés par des rectanglaoirs et ceux de faible affinité, par des rectatgs gris. Dans ce
réseau de HSPGs, FGF2 se déplace d'un site de l@isa l'autre. (a) Le trait vert en pointillé représente le chemin
parcouru par FGF2 et les ronds verts ses positionsuccessives. Ce déplacement de FGF2 est indépenddas

mouvements propres des HSPGs. (b) Mouvement des afes d'HS (c) sur lequel FGF2 est attaché et qui pgent

permettre le déplacement de FGF2 dans la matrice @#acellulaire. Les ligands liés aux chaines d’'HS etux protéines

principales des HSPGs et qui peuvent entraver leunsiouvements sont indiqués par un astérisqueé.

Ces deux exemples illustrent I'importance de If@fé entre les HS et ses ligands pour la formation

des gradients de concentration de morphogénes uet déplacement au sein de la matrice

extracellulaire. Cette affinité peut étre diminuysse la désulfatation des@-sulfates catalysée par les

Endosulfatases.

[.3.2 Fonctionnement et role des Endosulfatases

Les Endosulfatases sont des enzymes qui catalybgdtolyse des groupements @sulfate des

chaines d’'Héparane Sulfate. Ces enzymes récemndeouvkrtes et encore mystérieuses ont un

mécanisme d’action trés complexe et de nombrewsd®irches sont en cours pour comprendre leur

mode d’action.
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Dés leur découverte en 2001, les endosulfatasest@identifiées comme enzymes interagissant avec
les chaines d’Héparane Sulfate. Cependant, elbeg pas la méme affinité avec tous les domaines des
HS. En effet, le domaine de reconnaissance des dhlfdtases comprend de nombreux résidus
basiques chargés positivement et les interactivas Beurs substrats sont de nature électrostatique.
Leur substrat de haute affinité correspond au doenBliS des chaines d’'Héparane Sulfate, c'est-a-dire
le domaine hautement sulfaté composé du motif disaaique triplement sulfaté :
IdoA(2S)GICNS(6S) (Figure 11).

Figure 11 : Motif disaccharidique issu du domaine 1$

5
o) des chaines d’HS comprenant les modifications
suivantes : sulfatation de I'amine et de l'alcool e
,NH o position 6 de la glucosamine, épimérisation de I'ade

n glucuronique en acide iduronique et sulfatation de

I'alcool en position 2 de I'acide iduronique.

Cette affinité pour ce disaccharide trisulfatét@ dise en évidence par le groupe de Morimoto-
Tomita des 2002’ Effectivement, lorsque les Endosulfatases Hum@tgulfl et HSulf2) sont mises
en présence d’héparine a pH neutre (substrat hautesnlfaté appartenant a la famille des GAG et
comprenant une abondance de disaccharide trisulfagtles-ci hydrolysent environ 80 % des
groupements sulfates en positions 6. Cependaisguam substrat ne comportant pas la sulfatation
sur la position 2 de I'acide iduronique est utiliséicune activité n'est détectée. Ces résultatg@nt
confirmés par d’autres groupes qui ont traité deparane Sulfate avec des endosulfatases et ont
mesuré la quantité des groupement®©-gulfates aprés réaction enzymatique et hydrolyse d
'Héparane Sulfate en disaccharide. Les analysésnomtré que 65 % des disaccharides trisulfatés
[IdOA(2S)-GIcNS(6S)] ont perdu leur groupemenOD&ulfate, 20 % des disaccharides disulfatés
[I[doA-GIcNS(6S)] ont perdu leur ©-sulfate et la quantité de disaccharide monosulfatéA-
GIcNACc(6S)] est identique avant et apres réactivecala sulfatase. Ces résultats montrent bien
'importance du motif disaccharide trisulfaté [Id®2S)-GIcNS(6S)] pour I'activité des HSulfs et

également la présence Nesulfate de la glucosamirié®2-8

Le groupe de Frese, en 2009, a étudié I'importasicedomaine hydrophile HD pour I'activité

endosulfatase de HSulfl1. Pour ce faire, ils oneg&lienzyme ainsi que trois mutants (Figure 12) :

Sulfl HD sur lequel tout le domaine hydrophile HD a éiteeé ( 417-735),



Figure 12 : Représentation schématique de la struaste de HSulfl et de ses mutants: Sulfl comprend qtre
domaines : le peptide signal, le domaine catalytigqucomprenant le résidu de formylglycine, le domainkydrophile HD
et le domaine C-terminal. Le mutant Sulfl HD a perdu la totalité de son domaine HS, le mutanSulfl HDB a
conservé le cluster basique eu niveau du C-terminait le mutant Sulfl HDC a conservé les deux régions extérieures

au niveau du N-terminal et du C-terminal®2

Afin de vérifier I'activité arylsulfatase des quaitmutants, ceux-ci ont été mis en présence du pseud
substrat 4-MUS. Si Sulfl et SulfHDC n’ont pas montrées de différence d'activité)fSuHDB
n'avait qu’une activité de 50 % et SulfiD, une activité de 30 %. Cela indique que I'atéivi
arylsulfatase n’est pas abolie par la suppressiotiotnaine hydrophile mais celle-ci est tout de méme
diminuée, suggérant un réle du HD dans la présentdu substrat au domaine catalytique. Lorsque
les quatre mutants ont été mis en présence deeshaiiléparane Sulfate, l'activité de Sulfl et
Sulfl HDC vis-a-vis d'HS était similaire. Par contre eeéltait réduite de moitié pour SulfdiDB et
nulle pour Sulfl HD. Lorsque les mutants ont été incubés avec dadadroitine sulfate (comportant
un 6-O-sulfate) et du dermatane sulfate (comportant rstdfate), aucune activité n'a été trouvée
envers ces substrats. Ces informations montrentagperte totale du domaine hydrophile de HSulfl
améne a la perte d’activité sur son substrat nameds qu’une perte partielle du domaine HD
(Sulfl HDC) n'altére ni I'activité de I'enzyme, ni sa sfféité avec son substrat. Ces deux régions
extérieures au niveau du N-terminal et du C-terimisamblent donc importantes pour la

reconnaissance de I'enzyme avec son substrat espoiactivité endosulfatase.

Enfin, une mesure d'affinité du HD de Sulfl avec ltéparine par Résonnance Plasmonique de
Surface (SPR) a été effectuée. Etant donné la &angiu site HD, il semblerait que plusieurs sites d
liaison soient nécessaires pour assurer une itiemastable entre I'enzyme et son substrat. En
supposant que le HD comporte deux sites de liaigsna,de haute affinité et un autre de moyenne
affinité, des constantes de dissociation ont pe éalculées : K1 = 0,6 nM et K, = 17 nM>2 Ces
constantes de dissociation soulignent le fait gqueldmaine hydrophile de HSulfl permet la haute
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Le groupe de Vives, en 2019, a réussi pour la greafois I'expression et la purification efficace d
I'enzyme recombinante HSulf2.Jusque 13, les méthodes de production d’HSulf2métnante ne
permettaient pas de l'obtenir en quantité suffisaett suffisamment pure pour des étutewitro.
L’obtention de cette enzyme purifiée permet d'é@udilus en détail le réle de chaque domaine de
HSulf2 dans son activité catalytique et dans l@meaissance de son substrat. Les auteurs identifien
dans le site catalytique deux sites de liaison &¥8ccorrespondant a deux peptides7dEK et
L404KKK. L'expression de HSulf2 avec des mutants singilelouble de ces peptides (mutant simple :
un seul peptide a ses arginines remplacés panald@aes, mutants doubles : les deux peptides ant de
alanines a la place des arginines) a montré queacieles aminés ne sont pas nécessaires pour
I'activité endosulfatase (les mutants simples deulf2Sconservent leur activité endosulfatase sur
I'héparine) mais contribue a son efficacité (le amitdouble de HSulf2 a une perte considérable
d’activité sur I'héparine). Ces deux motifs sontiquement conservés parmi les isoformes et
orthologues de Sulf, malgré I'hnomologie de séquedoe domaine catalytique chez toutes les
sulfatases, ce qui indique gu’ils jouent un rélesléa reconnaissance du substrat par 'enzyme. De
plus, une modélisation de HSulf2 sans son domaibe &d complexe avec un oligosaccharide
d’'Héparine GIcNS(6S)-[Id0A(2S)-GIcNS(6%8uggérerait un alignement des deux peptides VKEK e
LKKK avec le résidu de formylglycine (Figure 123).La distance entre ces deux peptides
correspondrait a la taille d'un octasaccharideaGetlique que les sites de liaison VKEK et LKKK
pourraient participer a l'activité endosulfatase HiBulf2 en reconnaissant et en se liant avec des
motifs de HS plus grands que le disaccharide [I@SGICNS(6S)].

Figure 13 : Modélisation de HSulf2 sans son domaine
HD en complexe avec un oligosaccharide d’héparine
GIcNS(6S)-[ldoa(2S)-GIcNS(6S)] L'emplacement de

la Formylglycine (C88) est illustré en rouge, les
peptides VKEK et LKKK sont représentés en jaune et

orange®’
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La facon dont les endosulfatases hydrolysent lesimgments @-sulfate des chaines d’Héparane
sulfate n'est pas aléatoire et suit un mécanisme piécis. Le groupe de Staples a montré que HSulf2
a une activité préférentielle du coté non réductims chaines d’'H%.Les groupes de Vivés et Daniel
ont confirmeé ce résultat et montré que I'extrémidé réductrice terminale et les domaines NS ingerne
des chaines d’HS constituent des bons sites diititi pour HSulf2® Il est alors proposé que HSulf2
désulfate les chaines d’'HS par un mécanisme piibadserienté. Le domaine HD des Sulfs leur
permettrait de reconnaitre le domaine NS des HSeets'y lier. Le domaine catalytique serait
positionné au niveau de I'extrémité non réductdeeHS et commencerait I'enlévement des sulfates.
Au fur et & mesure, I'enzyme « glisserait » le loiegson substrat jusqu'a ce qu’elle rencontre tne au
domaine que le NS. L'affinité de I'enzyme avec idbstrat serait alors beaucoup plus faible et le
complexe serait alors dissocié (Figure 14). Lesxd@eptides VKEK et LKKK identifiés
précédemment et participant a la reconnaissancsulstrat, pourraient s'aligner et permettre de
présenter le polysaccharide au site catalytique.ldtm absence, I'activité endosulfatase serait

conservée mais serait moins efficace.

Figure 14 : Représentation schématique du mécanisnpeocessif et orienté de la désulfatation des chada d’HS par les
HSulfs. Le résidu de formylglycine est représenté pd’'étoile orange, les peptides VKEK et LKKK en rouge A) Le
domaine hydrophile (HD) de I'enzyme reconnait le dmaine NS du substrat et s’y lie grace aux groupemé 6-O-
sulfate. B) Le domaine catalytique CAT-D est positiomé a I'extrémité non réductrice du domaine NS. C) be fois la
désulfatation effectuée, I'enzyme avance sur le ssipat pour positionner un autre groupement sulfateau niveau du
site catalytique. D) Une fois le coté réducteur ddomaine NS atteint, I'absence des groupements@-sulfate induit
une perte d’affinité entre 'enzyme et le substraet le complexe se dissocie.
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Par leur capacité a moduler le degré de sulfatateanchaines d’Héparane Sulfate, les endosulfatases
permettent de réguler leur affinité avec leurs ridgm et interviennent donc dans de nombreux
processus biologiques. La régulation de ces prasesst diverse. La désulfatation des HS va, par
exemple, permettre au ligand Wnt, une glycoprotéineervenant dans le développement
embryonnaire et dans les cancers, ou a la prot&seuse morphogénétique (BMP), d’accéder a leurs
récepteurs (Schéma 11 A et D) alors que dans dmus, par exemple FGF, I'action des HSulf va
libérer FGF de son récepteur et stopper la rép¢8sbhéma 11 B). HSulf peut aussi altérer les

gradients des chimiokines (Schéma 11 C).

Schéma 11 : Régulation de l'affinité des HS avecues substrats par les endosulfatases. A) Le ligand Nt est une
glycoprotéine intervenant dans le développement emyonnaire et dans des cancers. Il se lie aux chaime’HS avec
une haute affinité (HS montré en ligne rouge pleinece qui empéche l'interaction avec son récepteue désulfatation
des HS par les Sulfs diminue I'affinité HS/ligand{HS montré en pointillé rouge). Le ligand se retroug alors libre
d’aller interagir avec son récepteur, ce qui décleche une réponse biologique, comme de I'angiogénése de la
migration cellulaire. B) FGF1 et FGF2 sont impliqués dans I'angiogénése, la cicatrisation et les camseFGF2 et son
récepteur (FGFR) forment un complexe qui nécessitées groupements 69-sulfates. La désulfatation des HS ne
permet plus la formation de ce complexe et inhibeelsignal. C) les chimiokines, protéines impliqguéetans le systéeme
immunitaire, se lient aux HS afin de former des gréients. La perte de groupements sulfate altere cesaglients, ce qui
peut avoir des impacts dans le développement de @am comme la leucémie. D) Le ligand BMP (Bone Morplgenic
Protein) est impliqué dans la morphogénese des asdel cartilage. Il est séquestré par une protéine Woggin » qui se
lie aux HS. Lorsque Noggin perd son affinité avec $eHS, elle perd aussi son affinité avec le ligandvB® qui peut alors

aller sur son récepteur BMPR et induire un signaf®



[.3.3 Différence entre HSulfl et HSulf2

HSulf1 et HSulf2 sont deux enzymes distinctes diataille des sulfatases. Elles partagent le méme
meécanisme catalytique et la méme activité de detstibn des @-sulfates des chaines d’HS mais
leurs séquences d’acides aminés ne présententeghumologie de 64 %. La question se pose alors
du role de ces 36 % de différence dans leur aéthiblogique. Des expérienciesvitro, ont montré
gue HSulfl et HSulf2 possédaient le méme proceslusiésulfatation mais avec des vitesses
différentes. En effet, lorsqu’'un octasaccharide amtnun fragment du domaine S des HS est traité
avec HSulf1, celui-ci est complétemenO&désulfaté en 48 h alors qu’avec HSulf2, la désaifiian

est largement incompléte. Cependant, ces enzymes présentent des fonctiammndantes, se
chevauchant et méme antagonistesivo selon le systéme biologique consid®r&n effet, plusieurs
groupes ont effectué des simples et doubles KOgsémn de I'expression de I'enzyme) de Sulfl et

Sulf2 chez des souris et les résultats sont étasnan

Le simple KO de Sulfl ou Sulf2 n'a pas été mortal’a pas causé de graves anomalies alors
que le double KO a conduit a une grande mortaliteenombreuses anomalies du phénotype.
Cela indique que les fonctions de Sulfl et Sulfleseuvrent ou se compensétit®

La quantité de ®-sulfates sur les des chaines d’HS chez une sdouisle KO est beaucoup
plus élevée que chez une souris simple KO, cengligiie une forme de coopération entre les

deux enzyme¥

De plus, ces études ont également montré des afitfés d’activité entre les enzymes. En effet,
I'expression de Sulfl peut compenser la perte desqion de Sulf2, mais la réciproque n'est pas
vraie. Sulf2 ne peut pas totalement compenser i e Sulfl. Enfin, de nombreuses différences
entre Sulfl et Sulf2 ont été observées dans desrmnMéme si cela doit encore étre confirmé, il
semblerait que HSulf1 ait plutot un réle anti-onéoiglue alors que HSulf2 soit généralement associée

a un rble pro-oncogéniqye®®

La biosynthése des chaines d'Héparane Sulfate Bstmécanisme biologique bien orchestré
s'effectuant dans I'appareil de Golgi et le rétioml endoplasmique et faisant intervenir de
nombreuses enzymes. Les chaines d’'HS comportsiguisidomaines dont un particuliérement riche
en sulfate appelé le domaine NS. Il comprend un& utisaccharidique répétitive trisulfatés :
IdoA(2S)-GIcNS(6S). Ces chaines d’'HS ont une t#fiavec de nombreux ligands tels que des
morphogénes, des chimiokines, des facteurs desarais... Le schéma de sulfatation des Héparanes
Sulfate peut également étre régulé de facon poghéiique par les endosulfatases.

Les endosulfatases HSulfl et HSulf2 sont des emzgyamt pour substrat les chaines d’'Héparanes

Sulfate. Elles catalysent I'hydrolyse des groupdme®O-sulfate présents sur le résidu de



|.4 Endosulfatases et pathologies associees

L’hydrolyse des @3-sulfates par HSulf diminue d’environ 5 & 7 % lader totale en sulfate des
chaines d’HS! Ce changement dans le degré de sulfatation peaitnpegamineur mais il permet le bon
fonctionnement de processus physiologiques estetale que I'embryogénée¥é®ou la régénération
des tissu&® Cependant, il intervient également dans de nonseepathologies tels les cancérs,
I'amylose®°’ des fibroses rénales chronigdggjnflammation®®1® et le diabeté®:1°2 Depuis leur
découverte en 2001, l'implication des Sulfs dars peocessus pathologiques est étudiée et de
nombreuses recherches semblent indiquées un lizga dérégulation de I'expression des Sulfs et

pathologies.

.4.1 HSulfl et HSulf2 dans les cancers

Peu de temps apres la découverte des Sulfs, Iglication dans des cancers humains a été reportée.
Ainsi le groupe de Lai a montré que HSulfl étaiissexprimée dans de nombreux cancers tels que le
cancer des ovaires, du sein, du pancréas, dutréi@secarcinomes hépatocellulaires. Sa réexpression
réduit la prolifération des cellules cancéreusesitro et augmente leur sensibilité au médicament

induisant une apoptod® De plus, HSulfl a été décrite de nombreuses fmisnee ayant une activité

de suppression tumorale dans certains cancersrjudsgpancréas, de la téte et du cou et du myélome

Néanmoins, cette tendance anti-oncogénique de H®slf contestée par d’autres études constatant



1.4.2 HSulf2, biomarqueur de la cirrhose ?

Le groupe de Tatrai a montré en 2010 que 'ARN mgssde HSulf2 pouvait étre détecté chez des
patients ayant un foie sain et qu'il était augmeaeé2,8 fois chez des patients comportant un foie
atteint de fibrose non cancéred$ela fibrose du foie étant la premiére étape dardélradation de
'organe menant a la cirrhose, le groupe de RoseB0d5, a mesuré 'ARNm de HSulf2 chez des
patients cirrhotiques et a détecté une augmentatéor2,8 fois de I'expression par rapport a des
patients sains. Puisque les produits sécrétés iduoftt accés au sang, la question s’est posée de
'augmentation de la concentration de HSulf2 dansdng des patients. Le groupe de Rosen a alors
développé un test ELISA utilisant deux nouveauxcanps monoclonaux ciblant uniguement HSulf2
et pas HSulfl. Grace a ce test, la mesure de laeeotmation en HSulf2 a été effectuée chez des
patients sains (728 + 400 pg/mL) et chez des pfatigiteints de cirrhose (1460 + 1160 pg/mL). On
remarque alors que la quantité en HSulf2 est en\deux fois plus élevée dans le cas d'une cirrhose,
indépendamment de sa nature alcoolique ou hépdfitjle concentration en HSulf2 augmente
également en fonction de I'dge de I'individu g&it un foie sain ou pas.

Ces résultats permettent d’envisager HSulf2 commbiomarqueur non-invasif de la fibrose du foie
qui pourrait étre détectée par prise de sang, ugthade plus confortable pour le patient et moins
couteuse que l'actuelle biopsie.

La surexpression de HSulf2 dans de nombreux caneetamment des cancers a faible pronostique
en fait une cible thérapeutique intéressante. Salisation extracellulaire lui permet également
d’étre envisagée en tant que biomarqueur dansrkha@se comme vu précédemment mais également
dans d'autres pathologies pour laquelle I'enzymeaisesurexprimée. Un autre avantage de sa
localisation extracellulaire est qu’elle peut étoiblée par des inhibiteurs dont la structure peut
s’affranchir du passage de la membrane cellulaire.



Il Inhibition des Endosulfatases : Quelles molécukechoisir ?

L’implication des endosulfatases dans de nombrepat®logies a incité les chercheurs a se pencher

sur la recherche de molécules permettant I'infubitle ces enzymes.

1.1 Molécules multi-cibles

De nombreuses molécules étant déja en test ou camatisées pour leurs activités anticancéreuses, et
la connaissance de I'implication des endosulfatdaes ces pathologies ont poussé certains groupes a

tester également ces molécules sur les HSulfs.

[1.1.1 Inhibiteur indirect
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Il a été montré qu’aucune activité HSulfl n’étadtettée dans certaines cellules cancéreuses, et que
cette répression était due a une hyperméthylatoWADN dans la région promotrice d’HSulf1.
Lorsque ces cellules sont traitées par un ageded®thylation (5-aza-2-deoxycytidine), HSulfl a été
reexprimée. L'expression de I'enzyme est donc &gplar la méthylation de 'ADN dans les tumeurs
ovariennes?’ Il a également été montré que I'expression de 1Sesgt liée a une meilleure réponse
aux chimiothérapiem vitro etin vivo et que le nombre de patients en rémission totalgastielle est

plus élevé chez ceux présentant un haut niveauSuef H®

HSulf2 a été montrée comme surexprimée dans de®isadu sein. Le groupe de Shridhar a montré
qgue des inhibiteurs du protéasome (MG132, Lactacytt Bortezomib) abolissent I'expression de
HSulf2 dans plusieurs lignées de cellules cancéseude plus, le traitement de cellules MCF10DCIS
(lignée cellulaire dérivée du cancer du sein exantHSulf2 a haut niveau) par le Bortezomib induit
un réduction de la taille de la tumeur, cause ypop@se massive et réduit I'expression de HSinlf2
vivo.1%° Cependant, les raisons expliquant la réductiokeapression de HSulf2 par les inhibiteurs du

protéasome ne sont pas connues.



[1.1.2 Inhibiteur direct
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L’expression de HSulf2 est surrégulée dans la ntdjates Hépatocarcinomes humains (HCC) et
promeut leur croissance en augmentant la voie gleaksation Wnt et de FGF2. Les patients ayant

une surexpression de HSulf2 ont un plus fort taaixedthute et un plus mauvais pronostitfie.

La molécule 2,4-Disulfopheny-tert-butylnitrone (OKN-007) qui a déja été testiams le cadre de
traitement des accidents vasculaires cérébraugnsicfues a montré une activité anti tumorale dans le
cadre des HCC (Schéma 12).

CH;,3 CH; Schéma 12: La molécule OKN-007 comporte une

Hsc‘i‘CHs HsC+CH3 nitrone connue pour réagir avec les radicaux libregt

N a été étudiée pour ses activités anti cancéreusendde
H // \0 H_ /N\o p

CH cadre de nombreux cancera!!
‘0380 . 0380
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Des études menées par le groupe de Roberts ontéroure le traitement de cellules cancéreuses du
HCC exprimant HSulf2, avec OKN-007, inhibe la piédation et la migration cellulaire et favorise
'apoptose. Par contre, le traitement par OKN-0@7 cgllules cancéreuses ayant I'expression de
HSulf2 réprimée, montre que ces effets sont momdte la prolifération et migration cellulaire et s
'apoptose. L'efficacité anti-tumorale d’OKN-007 mEndrait donc, en partie, de I'expression de
HSulf2, ce qui indique qu’'OKN-007 inhibe l'activittnzymatique de HSulf2 qui est une protéine

oncogénique favorisant la progression du HEC.

Le mécanisme d'inhibition de HSulf2 par OKN-007 st'gpas discuté mais on peut penser que les
groupements sulfates de la molécule sont amenéieacatalytique et que le radical présent pourrait

réagir avec les acides aminés de ce site.
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P1-88 est un mélange de mannosides phosphatés9@vécde pentasaccharides et tétrasaccharides et

un taux de sulfatation de 2,9 a 3,1 sulfates parasaccharide (Figure 159



OPO,2 Figure 15: Structure de PI-88: mélange
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Ce mélange d'inhibiteur de I'héparanase, une enaymelégrade les chaines d’'Héparane Sulfate, est
allé jusqu’a la phase clinique Il pour son actiohilitrice de I'angiogenése et son activité anti-
métastatique lors de la croissance des tumeurdesslf-!°Le groupe d’Uchimura a également voulu
tester son activité inhibitrice sur les EndosuBatal et 2 et il s’est avéré que PI-88 inhibe HSedf
HSulf2 avec des I de l'ordre de 0,6 a 3,6g/mL comparables aux chiffres trouvés pour
’héparanase (2g/mL). HSulf-2 étant proangiogénique et surexprirdéas de nombreux cancers, on
peut penser que I'effet anti-tumoral de PI-88 p&m¢ en partie attribué a son activité inhibitrome
HSulf2 116

Lors des années 2000, suite a la découverte dasselidtases, de nombreux groupes de recherche se
sont penchés sur le réle biologique de ces enzgtast découvert que HSulf2 était surexprimée dans
de nombreux cancers. Etant devenue une cible teétmpie, des inhibiteurs déja connus d’autres
enzymes ont alors été testés sur HSulf2 et certbémdre eux se sont révélés efficaces. Cepentiant,

principal probléme est qu’ils ne sont pas spécésdes endosulfatases.

1.2 Inhibiteurs des sulfatases

[1.2.1 Mise en évidence du groupement sulfamate conmeminhibiteur de la

Stéroide sulfatase

La stéroide sulfatase (ou estrone sulfatase : $3Senzyme qui hydrolyse le groupement ester de
sulfate de I'estrone sulfate pour donner I'estrgoeest une hormone cestrogéne sécrétée par I'ovaire
chez la femme non-ménopausée et par les tissuewedighez 'lhomme et la femme ménopausée
(Schéma 13).
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Schéma 13 : Hydrolyse de I'estrone sulfate par la&roide sulfatase (STS) pour la production de I'estme.

L’estrone est retrouvée avec des concentrationscbe@ plus élevées dans le sang des femmes
ménopausées ayant un cancer du sein que chezntesefesaines. Dés les années 1993, plusieurs
groupes ont alors tenté de synthétiser des inhitsitde la stéroide sulfatase, le contributeur najeu
cette quantité trop importante d’hormone. Le grodedotter synthétise alors le premier inhibiteair d
la STS: une molécule d'estrone susbtitué par wupmgment thiophosphonate a la place du
groupement sulfate : I'estrone 3-methylthiophos@ten(E1-3-MTP) (Figure 16}/'*® Un an plus
tard, le méme groupe synthétise de nouveaux déded&strone sulfate dont I'estrone 3-sulfamate
(Figure 16)!1°

Me\P/O H2NOZSO MezNOQSO
s’ “oH

Estrone Estrone
Estrone

Figure 16 : Premiers inhibiteurs de la stéroide sthtase synthétisés par le groupe de Potter en 19681994.

Le groupement sulfamate avait déja été utilisé powynthése de molécules montrant des propriétés
antibactérienne, antivirale, antitumoral&%?! mais n’avait jamais été testé pour inhiber I'atdiv
sulfatase. Les tests d'inhibition de l'estrone Bssuate montre que celui-ci est un bien meilleur
inhibiteur que 'E1-3-MTP et surtout qu'il inactiv@&TS de facon temps et concentration dépendants.
L’enzyme est également inhibée de facon irrévegsiblprés incubation avec I'inhibiteur pendant& h
37 °C, puis aprés une nuit de dialyse, aucuneitictile 'enzyme n’'a été récupérée. A noter que
I'estrone 3N, N-diméthylsulfamate (Figure 16) a également étéhstigée et a montrée une inhibition
réversible sur la STS. Cette étude est la prenaéneontrer I'aptitude du groupement sulfamate a
inhiber une sulfatase et ce de fagon irréversibléemps et concentration dépendant. Cependant,
lorsque l'estrogéne 3-sulfamate fut testéevivo oralement, cette molécule montra des effets
secondaires comme 'augmentation du poids de Ustéur des rats ovariectomigési?®L’attention

des chercheurs s’est alors portée sur des inhibitean stéroidiens de la STS pour des applicagans

oncologie.



Alors que l'estrone 3-sulfamate a été mis de cdtdamt que candidat pour un médicament anti-
tumoral, I'estradiol 3-sulfamate (E2MATE) a quarltiaatteint la phase clinique Il comme prodrogue
de l'estradiol dans des thérapies de remplacenibotrdones et est un candidat potentiel pour les

maladies hormono-dépendantes telles que I'endomsét(Figure 17324

OH Figure 17 : Estradiol 3-sulfamate, candidat potentie
comme prodrogue dans les thérapies de maladies

hormono-dépendantes.

HoNO,S
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Afin de trouver des inhibiteurs de la STS, le gmude Potter a dirigé ses recherches vers un iehibit
non-stéroidien, actif par prise orale, respectastrégles de Lipinski et ayant un squelette pratshe
'estrone. Le dérivé de la coumarine, le 3,4-digkthumarin-7O-sulfamate (667 COUMATE)

montre une inhibition de la STS sur les cellulesAviCavec un 16= 30 nM (Figure 1825126
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Figure 18 : Représentation de I'estrone sulfate, dsquelette de I'estrone sulfate pour la recherche ednouveaux
inhibiteurs de la STS et la 667 COUMATE dérivée de l@oumarine ayant une trés bonne activité inhibitricesur la
STS.

Cette molécule, COUMATE 667, est entrée en phas&uak Il pour les cancers du sein hormones

dépendent?’-12°

I1.2.2 Sulfamates pour l'inhibition des Endosulfatags humaines ?

o L OHE

En 2010, le groupe de Wong a publié I'effet inhghit sur les endosulfatases des monosaccharides
dérivés du résidu glucosamine possédant un grougeswfamate en position 821! Quatre
molécules ont été étudiées : deux glucosaniiisslfatées avec soit un groupement sulfarateoit
un groupement sulfamatéN-diméthylé1b et deux glucosamings-acétylées avec un sulfamata

ou un sulfamat®l,N-diméthylé2b (Figure 19).
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Figure 19 : Les quatre glucosamine différemment sulisuées utilisées pour les études d'inhibition vig-vis d’'HSulfl
et 2.

Les deux glucosaminds-sulfatéesla et 1b ont montré une activité inhibitrice des endosalas
(ICs0 de 95 et 180 M respectivement pour HSulfl et 130 et 240respectivement pour HSulf2). On
remarque que le sulfamate liklka est environ deux fois plus actif que le sulfamdéfe-diméthylélb.
Cela est attribué a I'encombrement stérique plusoimant lié aux méthyles mais surtout au caractére
irréversible de linhibition induite par la foncticsulfamate libre contrairement au caractere réers
de linhibition induite par la fonction sulfamabéN-diméthylé. Mais le plus intéressant est la mesure
de I'activité inhibitrice des composés de tygqui a montré I'importance du groupeméhsulfate de

la glucosamine. En effet les compo&éset 2b ont une activité inhibitrice sur les HSulfs de 280

fois moins importante que les compodéset 1b. Les molécules de typeont un IGo en dessous de
250 M alors que celles du typ2 ont un taux d’inhibition d’environ 50 % a une centration en

inhibiteur de 5 m.

Au début d’année 2020, le groupe de Wong a étenduésude a la synthése de fragments d’'HS
portant des groupements sulfamate sur un ou phssiges résidus glucosamitté Dans un premier
temps, les auteurs ont synthétisé des fragmentS d#dlongueur variable entre di et hexasaccharide.
Quantifier I'activité endosulfatase en tant quéetetste a ce jour un challenge, la fagon la pluple

est de quantifier soit I'activité arylsulfatasejtda quantité de sulfate libéré dans la réactiduassi,
dans un premier temps, les auteurs ont cherchéer dactivité arylsulfatase d’'HSulfl en présence

des composé3 a6 et ont constaté que ces molécules inhibaient aetieité (Figure 20).

Figure 20: Fragments d’'HS synthétisés. Les molécide3 a 5 sont du type [GIcNS(6S)-IdoA(2S)]: avec an
glucosamine a I'extrémité non-réductrice alors qués est du type IdoA(2S)-GIcNS(6S) : avec un acideurbnique a

I'extrémité non-réductrice.
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Figure 21 : Les 3 molécules synthétisées pour testeur activité inhibitrice vis a vis HSulfl. Les mdécules 7 et 9 sont
du type GIcNS-IdoA(2S). Le disaccharide 7 ayant unuffamate en position 6 a I'extrémité non-réductriceet le
tétrasaccharide 9 ayant deux sulfamates sur chaqueosition 6 des deux glucosamines. Le trisaccharidee®t du type

IdoA(2S)-GIcNS avec un sulfamate en position 6 sla glucosamine.

Les tests d'inhibition ont montré que le disacathari est le moins efficace avec une inhibition de 20
% de l'activité de HSulf1 a 0,7 mM d’inhibiteur. Eevanche, le trisacchari@=t le tétrasaccharice
ont des IG de 0,53 M et 29,6 M respectivement. Le disaccharideest le moins efficace des
composés. Le trisacchari@ede type IdoA-GICNS a la plus grande activité iithibe par rapport au

tétrasaccharid® de type GIcNS-IdoA qui comportait deux fonctiondfamate.

L’étude cinétiqgue de l'activité inhibitrice d& a ensuite permis la mesure de $n= 0,36 M et
I'affinité de l'inhibiteur avec le domaine hydrodi(HD) de HSulfl a pu étre définie par Résonance
Plasmonique de Surface (SPR). La constante decthsiem (K,) de8 a été déterminée a 12 nM.

Finalement, cette étude montre que la longueurmal@ du substrat pour HSulf1 est un trisaccharide
6 et que sa présence dans le site catalytique entmmpétition avec celle du pseudo-substrat 4-
MUS. Lorsque I'on passe du compo8éau composé en remplacant le groupement sulfate en



Le groupe de Griffin a publié en 2016 la synth&sghibiteur de HSulf2 comportant soit une fonction
sulfamate soit une nouvelle fonction, testée paupremiére fois pour son activité inhibitrice : le

trichloroéthylsulfamaté??

Afin d’obtenir des inhibiteurs spécifiques de HSQulfles synthéses ont été rationnalisées en
superposant les structures a la structure de liivépdans le but d’introduire les groupements césrg
négativement aux mémes endroits. De cette modélisatdécoulé la synthese de différents composés
biphényles et éther de biphényles avec une fonctismfamate et/ou une fonction

trichloroéthylsulfamate (Figure 22).
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Figure 22 : Molécules synthétisées pour l'inhibitia de HSulf2. Le groupe de Griffin a synthétisé et e I'activité
inhibitrice d’une trentaine de molécules, mais seek les molécules ayant les meilleures inhibitionsrg représentées

ici.

L’activité inhibitrice de ces molécules a été tegpéur HSulf2 et également pour les sulfatases ARSA
et ARSB afin de déterminer si elles étaient sélectle 'endosulfatase. Les molécules représentées
Figure 22 ont toutes une inhibition de HSulf2 simée a 95 % a 1 mM. Cependant, ces molécules
comportent également une activité inhibitrice deS®ARet ARSB, meilleure que pour HSulf2. En
effet, le composd0 par exemple, a un igde 167 M pour HSulf2, 55 M pour ARSA et 130 M



[1.2.3 Mécanisme d’inhibition des sulfatases par ldonction sulfamate

Le mécanisme d’inhibition des sulfatases par lation sulfamate a été trés étudié par le groupe de
Williams a travers I'analyse de l'inactivation darylsulfatasePseudomonas aeruginen 2008 puis

approfondi par des calculs théoriques et modédisaten 2014>134

L’étude de linactivation de l'arylsulfatase badtéme par le sulfamate a d’abord montré que la
premiére étape irréversible était la coupure diéalson RO-SGNH- de la fonction. Cette premiére
information a permis de déterminer la stcechioméleidinhibition. La quantité de substrat hydrolysé
par 'enzyme a été mesurée sur quatre dérivés wmarine différents et a montré qu'il fallait enge

et 6 molécules d'inhibiteur pour inhiber irrévetsiment une molécule d’enzyme. De plus, la mesure
de pKa des différents composés inhibant I'enzymmamtré que I'hydrogene du sulfamate était
relativement acide (pKa ~7-8). Ces trois résultatslent & prouver que le mécanisme d’hydrolyse du
sulfamate serait de typeixdb : un résidu basique du site catalytique de Verme déprotonerait le
sulfamate, ce qui causerait la rupture de la lraissygene-soufre et produirait un intermédiaire
SONH (Schéma 14). Les calculs d’énergies ont monte@$@NH était suffisant bas en énergie pour
exister. Cet intermédiaire dioxyde d’'iminosulfan®.8H pourrait alors réagir avec la formylglycine
ou d'autres résidus du site catalytique, amenafitnactivation de I'enzyme (Figure 23). Cela
expliquerait cette stoechiométrie d’'inhibition da 8. Ce mécanismeiéb est cohérent avec le fait que
le groupement sulfamatg,N-diméthylé ne conduise pas a une inhibition irrébégsdes sulfatases
(composédacet 1b, Figure 19) : la premiére étape de déprotonatiosulfamateN,N-diméthylé n’est
pas possible puisque cette fonction ne comportedpagroton mais uniquement deux groupements
méthyles.
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Schéma 14 : Mécanisme €b proposé pour l'inactivation des sulfatases palel sulfamate.



NH His NSOzNHz
Lys/\/\/ 2NH3 /7/')

16 7 -
IS/T ) H2NOZSO\(OSOZNH2
N

Figure 23 : Quelques produits supposeés issus derkaction de I'intermédiaire dioxyde d’'iminosulfane SO:NH avec les
résidus présents dans le site catalytique qui mereit a 'inactivation de I'enzyme. Le produit 20 estcelui supposé

comme celui menant a la transformation irréversiblede la formylglycine.

Le produit20 a été identifié par le groupe de William commenétzelui menant a l'inactivation des

sulfatases. Il est issu de la réaction de lintetismiée SONH avec la formylglycine (Schéma 15).
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Schéma 15 : Mécanisme expliquant la formation du coposé 76.

Le Schéma 16 représente tous les composés powéminger lors de I'inhibition des endosulfatases

par un composé comportant une fonction sulfamate.
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Schéma 16 : Schéma représentant les composés pouvanformer lors de l'inhibition du site catalytique des sulfatases

par un sulfamate.

La découverte de la fonction sulfamate comme itéhibides sulfatases a eu lieu en 1994 par la
recherche d'inhibiteur de la stéroide sulfatase limpée dans les cancers hormonaux du sein. Le
sulfamate a, par la suite, été utilisé pour syntlegt également des inhibiteurs des endosulfatases
impligués dans de nombreux cancers. La découvertsoth mécanisme d'inhibition a permis de
déterminer que le sulfamate est un inhibiteur ieible par la coupure de la liaison oxygéne-selfat
de la fonction et que le SH résultant pourrait réagir avec les différentssidus présents dans le
site catalytiqgue de I'enzyme, ce qui ménerait a isbibition. Cette hypothése permet d’expliquer la

staechiométrie d’'inhibition qui est comprise entret 8.

Méme si le mécanisme d'inhibition des sulfatasesupasulfamate n’est pas encore completement

élucidé, ce type de molécules ne permet pas laatismd’une liaison covalente avec le substrat et



1.3 Autres fonctions réagissant avec une fonctionldéhyde

La présence d'un aldéhyde au sein des sulfatagesiresavantage pour avoir accés a de la
bioconjugaison car cette fonction électrophile & wéactivité orthogonale aux acides aminés des
protéines et a leurs fonctionnalités. Elle peutrsaloéagir avec de nombreuses molécules
fonctionnalisées qui peuvent augmenter les pramiétles protéines. La conjugaison d’'un
polyéthyléneglycol (PEG) sur une protéine ou médiat peut augmenter sa demi-vie, la liaison avec
une sonde fluorescente peut permettre de fairéirdageriein vivo ou de traquer les protéines, la
formation d’anticorps conjugué a des médicamenish@dy-drug conjugate) est également en plein
essor pour le traitement de cancé?>1%La présence de cette fonction représente un égitage que

de nombreux groupes ont cherché a l'incorporer di#férentes protéines par des moyens chimique,

génétique ou enzymatique.

[1.3.1 Incorporation de I'aldéhyde sur la protéine

L’aldéhyde peut étre obtenu par oxydation de lédhine ou de la sérine, localisé au niveau du N-
terminal de la protéine, par du périodate de sodiNalOs). Cette réaction connue sous le nom de
« réaction de Malaprade » est analogue a cellectaffe sur des diols vicinaux (Schéma %7).
L’aldéhyde résultant pauvre en électron est nomrogo aldéhyde ou glyoxylamide (Schéma ¥8).
Cette réaction d’oxydation est pratique puisqu’eke 100 a 1000 fois plus rapide que I'oxydation de
diols vicinaux, cependant elle peut également oxyeke résidus de méthionine et cystéine présents

dans le reste de la protéit{é.



Schéma 17 : Mécanisme d’oxydation de la thréonineuale la sérine par le périodate de sodium Nal©

Schéma 18 : Formation de I'-oxo aldéhyde par réaction d’'une sérine ou d'une tiéonine N-terminale avec le
périodate de sodiumt*°

Une autre méthode d’oxydation du résidu N-termmaté développée et permet une sélectivité pour
cet acide aminé et peut étre utilisée sur des ipestécontenant une alanine, glycine, aspartate,
glutamate, glutamine en position N-terminale. Cattgydation est en fait une transamination
biomimétique et utilise le pyridoxal 5-phosphaterifie active de la vitaminesBui intervient dans le
métabolisme des acides aminés) contenant un aldéipydva se condenser sur 'amine de l'acide
aminé pour former une imine. Aprés un réarrangeraenne hydrolyse, I-o0xo aldéhyde est obtenu

(Schéma 19). Cette réaction est une transamindéidiacide aminé au PLP2144

Schéma 19 : Mécanisme de formation I-oxo aldéhyde par transamination biomimétique du réidu N-terminal en
utilisant le pyridoxal-5-phosphate!*?



Le groupe de Poulter a développé en 2006 une meétsiagpuyant sur la protéine farnésyl-transférase
(PFTase) pour fonctionnaliser des protéines. LaaBETest une enzyme qui additionne un lipide
isoprénoide tel que le farnésyl sur les thiols gmés sur les cystéines de protéines (la farnétysati
Cette enzyme est spécifique de la cystéine présiamie un tétrapeptide a I'extrémité C-terminalale |
protéine et utilise le farnésyl pyrophosphate (FP®)r cette transformation. La PFTase peut utiliser
des dérivés du FPP pour incorporer différentestions sur la protéine. Ainsi le groupe de Poulter a
d’abord utilisé des dérivés du FPP afin d'y introewdes groupements permettant la cycloaddition de

Huisgen comme des azotures ou des alcynes (Sch#ia 2

Schéma 20 : Fonctionnalisation de la protéine aveses dérivés du FPP comportant des groupements perttent la
réaction de Huisgen tels que I'azoture ou I'alcynd.e tétrapeptide indispensable a la reconnaissanceda PFTase est

généralement : cystéine-valine-isoleucine-alanirté?

D’autres groupes ont ensuite développé d'autrerégvilu FPP comportant des aldéhydes afin de

pouvoir fonctionnaliser la protéine cible (Figurg) 246-148

Figure 24 : Exemples de différents dérivées du FPP
permettant 'introduction d’une fonction aldéhyde sur

la protéine cible14°

La tubuline tyrosine ligase (TTL) est une enzymelifiant de facon post-traductionnelle {tubuline

en y ajoutant une tyrosine a son extrémité C-tesimibe groupe de Leonhardt a récemment utilisé
cette enzyme afin d'y introduire des analoguesadgrbsine comportant une fonction aldéhyde tel que
la 3-formyldi-tyrosine (3ForTyr) (Schéma 21). L'incorporation ce dérivé a été optimisée jusqu’a

obtenir 99 % de conversidf?



Schéma 21 : A) La tubuline tyrosine ligase reconnale « Tub Tag » présent a I'extrémité C-terminal ded tubuline et
y ajoute un résidu de tyrosine. B) Le « Tub Tag » esin peptide de 14 acides aminés permettant la recoaissance de
la TLL. C) Le dérivé de la tyrosine utilisé pour introduire une fonction aldéhyde sur la protéine : la 3drmyl

tyrosine 140

- x 7

Le groupe de Bertozzi a exploité a partir de 20@nzyme FGE modifiant le résidu de cystéine en
formylglycine chez les sulfatases, pour incorpales aldéhydes dans des protéines. Le pentapeptide
minimal a I'activité de FGE (CXPXR) a été introdait’extrémité N ou C-terminal de la séquence et
les protéines recombinantes ont été expriméesdizmsellules possédant la FGE afin d’avoir acces a

I'aldéhyde. Cette méthode a montré un taux de asioesupérieur a 85 % de la cystéine en PéSly.

152

Une deuxiéme enzyme permet d’'accéder a la formgilgdya partir de cystéine ou de serine. Il s’agit
de la protéine AtsB appartenant a la famille déxadical S-Adenosyl Methionine (radical-SAM) »

protéine. Cette enzyme est trouvée presque exelusint chez les pro

déoxyadénosine et la formyglycine (Schéma?2%*



Schéma 22 : Formation de la FGly a partir d'une cy®ine ou d'une serine par I'enzyme AtsB. Le pentapeijle

nécessaire a la reconnaissance de I'enzyme est (@ /P)XR. %5

Le groupe de Dierks a exploité cette enzyme an&grebafin d’incorporer des aldéhydes sur des
protéines a partir de résidu sérifieEn utilisant deux peptides de reconnaissancerdifts, il a pu
convertir sur une méme protéine, deux cystéinesdghydes : AtsB a converti la cystéine du peptide
CTAGR en FGly et FGE a converti la cystéine du joep€TPSR en FGI}2®

[1.3.2 Modifications des enzymes presentant un aldéfae

Il existe de nombreuses méthodes de modificatiersubdstrat portant un aldéhyde, développées selon
la nature de la liaison voulue, la réactivité dgddéhyde, les conditions de modifications telles tgu

pH ou l'ajout de co-solvant... Les plus développéemtéla formation d’oxime/hydrazone. Cette
partie est consacrée a présenter quatre méthofiéselies utilisées pour la fonctionnalisation des
aldéhydes (Schéma 23).
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Schéma 23 : Représentation de quatre méthodes usifies pour la fonctionnalisation des molécules porta une
fonction aldéhyde. A) Fonctionnalisation par formaton d'un hydrazone a partir d'une hydrazine. B)
Fonctionnalisation de I'aldéhyde par réaction aveane oxyamine pour former une nitrone intermédiairequi réagit
selon une cycloaddition [3+2] avec une alkyne cyglie. C) Fonctionnalisation d'un aldéhyde avec desédvés de
tryptamine par des réactions de Pictet-Spengler. DiFonctionnalisation de I'aldéhyde par réaction aveeine oxyamine

pour former une oxime.



Les réactions utilisant I'hydrazine ou I'oxyaminar sdes protéines portant un aldéhyde sont les
méthodes les plus utilisées et donc les plus opéies. La formation d'oximes et hydrazones est issue
de la condensation d’'une oxyamine/hydrazide sualdéhyde/cétone, sous catalyse acide (3<pH<7).
Cette réaction libére une molécule d’eau et estrefvle car I'eau générée peut hydrolyser la liaiso
C=N formée (Schéma 24’

X=0o0uNH

Schéma 24 : Mécanisme de formation de I'oxime/hydemne a partir de I'oxyamine/hydrazide et de I'aldélyde/cétone,

catalysée par de l'acide.

L’hydrolyse de la double liaison C=N commence apiotonation de I'azote. L’atome X directement
attaché influence donc la stabilité du conjugutus [X est électronégatif, plus la basicité de ltazo
diminuera. Ainsi, une oxime est plus stable qu’hpérazone qui est plus stable qu’une imingQ) =
3,5; (u(N) = 3,0 (,(C) = 2,6]. La double liaison sera également matable a pH acide et a haute

températuré>®®

" 8 &

La réaction de Pictet Spengler est une réactiomydtsation entre un aldéhyde et une tryptamine
passant par un intermédiaire iminium et formant lisison C-C entre les deux réactifs (Schéma 25).
Le produit obtenu est donc stable. Elle a été affacsur des tryptamines comportant une amine libre
une fonction oxyamine, une amine méthylée (isoePi8pengler) et sur des hydrazides méthylées
(hydrazide iso Pictet Spengler). Cette réactiort pe effectuée dans une gamme de pH allant de 4 a
7.
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Schéma 25 : Mécanisme de la réaction de Pictet Sygger entre un aldéhyde et une tryptamine menant &al formation

d’'un cycle et d'une liaison C-C.



La réaction de Huisgen entre des azotures et dgsed est bien connue pour la fonctionnalisatian de
protéines. Cependant, elle est catalysée par duwecet n'est donc pas réalisable en milieu vivant
puisque ce métal est toxique pour les cellulesénacine et mammalienne. Le groupe de Bertozzi a
alors développé une nouvelle méthode de cycloaddi@i+2], sans catalyseur. En utilisant des alcynes
cycliques avec une forte tension de cycles, lati@aest accélérée et peut s’effectuer en milieu
physiologique'®! Le groupe de Van Delft a fait évoluer cette méthed faisant réagir des nitrones sur
les alcynes cycliques, afin d’avoir une vitesseréaction plus élevée et de pouvoir partir d'un
aldéhyde. La formation du cyclo-adduit se fait esist étapes a partir du résidu N-terminal de la
protéine : celui-ci est d'abord oxydé en aldéhyderéagit avec I‘'oxyamine pour former de la nitrone

qui réagit ensuite avec 'alcyne (Schéma28).

Schéma 26 : Mécanisme permettant la fonctionnalis@in de substrat par cycloaddition [3+2]. L’aldéhydeformé a
partir du résidu N-terminal de la protéine réagit avec I'oxyamine pour formé la nitrone qui réagit a ®n tour avec

I'alcyne cyclique.
Cette méthode de fonctionnalisation a été utils@e ajouter un PEG sur l'interleuking®.

La découverte des endosulfatases s'étant fait desmsannées 2000, ces enzymes sont encore peu
connues. De nombreuses études ont cependant nlismédre I'implication des HSulfs dans des
pathologies telles que les cancers et ces enzyomsators devenues des cibles thérapeutiques.
Néanmoins, peu de recherches ont mené a la syntfiabéiteur spécifique des endosulfatases. La
meilleure stratégie pour le moment est donc dehsgyiser des inhibiteurs mimant leur substrat
naturel : les Héparanes Sulfate. Le groupe de Wasgnthétisé des mimes comportant une fonction
sulfamate, inhibant de facon irréversible les entdfasases avec un Ki de I'ordre du micromolaire.

La fonction sulfamate découverte en 1994 commebiter des sulfatases, dans le cadre de la

recherche d'inhibiteur de la stéroide sulfatasemmila fonction sulfate. Elle est également hydemsys






Chapitre 2

Synthese d’oligosaccharides comme inhibiteurs

de I'Endosulfatase Humaine HSulf2

|. Synthese de fragments d’Héparane Sulfate

I.1 Méthodes utilisées pour la synthese des Héparaailfate

La synthése chimigue des HS/HP est une méthodeqimanir des structures caractérisées et d'une
pureté contrdlée par rapport a leur obtention dirpde tissu animal. Cependant, la synthése de ces
molécules est fastidieuse car elle comprend desbrearses étapes d’élongation de chaines et
protection/déprotection des groupements sensibieglus, les interactions HS/protéines sont lides e

partie au degré de sulfatation de ces moléculeantEdonné la diversité structurale des HS (un
tétrasaccharide d’HS présente 1024 possibilitéssae@ma de sulfatation), synthétiser toutes les
molécules possibles représente un travail titares@ilest pourquoi, de nombreux groupes de

recherche tentent d’optimiser les syntheses afenaglies-ci soient plus courtes ou requierent moins

de purification, au moyen de méthodes variées.

[.L1.1 Synthése chimioenzymatique

La synthése par voie chimigue des HS requiert aebneuses étapes de purification afin de séparer
des isoméres indésirables obtenus lors des réadiierglycosylation. Au contraire, la synthése par
voie enzymatique permet un excellent controle dstéméosélectivité et de la régiosélectivité des
réactions. Cependant, la synthése par voie enzyu@atinécessite des substrats bien définis
reconnaissables par les enzymes. Par exempleQlawfotransférase a besoin de l'introduction du
groupemeniN-sulfate sur la glucosamine pour exercer son &éfith Cette spécificité des enzymes

peut devenir contraignante pour la synthése demieags d’HS ayant des degrés de sulfatation
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Plusieurs méthodes de synthése chimioenzymatiquétérdéveloppées afin d’accéder a des chaines
d’HS du domaine S en utilisant des enzymes soit [golonctionnalisation du polysaccharide de base,
soit pour la construction du squelette et sa fonctalisation. Les chaines obtenues sont composées

d’unités disaccharidiques répétitives. Trois métsode synthese sont présentés :

A) Une approche semi-synthétique dans laquellglelette de la chaine HS est prodnit
vivo et extrait d’'un organisme et ensuite modifiéitro par des enzymes. Cette approche est
utilisée par le groupe de Liu qui extrait de la tbae Escherichia colile polysaccharide
héparosane composé d’'une unité dissacharidiquétiépéGIcA (1" 4) GIcNAc]. AprésN-
désacétylation dil-sulfatation effectuées par voie chimique, le patgharide est transformé
en HS en utilisant des enzymes recombinantes isseida biosynthése des HS. Les deux
premiéres réactions peuvent également étre effegaé voie enzymatique en utilisantNa
déacétylas®N-sulfotransférase (NDST) (Schéma 2%).Cette méthode ne permet pas le
contrdle de la longueur et de la composition dednes.

B) La synthese totale de fragment d'HS peut égabendédre réalisée en utilisant des
monosaccharides ou disaccharides. Cette méthotkeraige au point par Liu et Linhardt qui
utilisent les glycosyltransférases (KfiA et PmHS®ur transférer des sucres UDP-activés
comme donneurs sur des monosaccharides ou disatshaccepteurs afin de construire le
squelette du polysaccharide (Schéma 27 et Figur&2Gette méthode permet le controle de
la longueur des chaines mais est beaucoup plususait

C) L’échange de chaine de GAG par transglycosylati®quipe de Kakizaki a mis au point
cette méthode utilisant I'hyaluronidase qui, misepeésence d’'acide hyaluronique, va libérer
le disaccharide (IdoA-GIcNAc) du site non-termirgpli peut étre directement transféré a
I'extrémité non-réductrice d'une autre chaine deG3& Cette méthode ne permet pas un bon

contréle de la longueur des chaines synthétisées.



Schéma 27 : Approches chimioenzymatiques pour lasthese de d’HS. A) Hémi-synthése a partir du polyseharide
héparosane. Les sulfotransférases transferent le gipement sulfate a partir du 3’-phosphoadenosine-5'-
phosphosulfate (PAPS), le donneur de sulfate natureB) L'utilisation des glycosyltransférases KfiA oupmHS2 pour
transférer des sucres UDP-activés permet de constra le squelette du polysaccharide. L'utilisation del’enzyme
bifonctionnelle N-désacétylase/NST (NDST) peut étre problématique calle est difficile a exprimer dansE. coli. Le
sucre Glc N-trifluoroacétylé (NTFA) UDP-activé est alors une akrnative. L'enlevement du groupement

trifluoroacétate par voie chimique permet alors d’acéder a GIcN qui est ensuite sulfaté par la NSP8

CH,OH CH,OH 0

o) HN 0 HN
OH | OH A

I I 0 I I 0" >N
OH 0—P—0—P—0— " OH O—F—0—P—0-
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Figure 25 : Structure des sucres UDP activés transfés par les glycosyltransférases sur le saccharidenneur. UDP-
GIcNAc : Uridine  diphosphate  N-acétylglucosamine. UDP-GICNTFA : Uridine  diphospha¢  N-

trifluoroacétylglucosamine 166

Ces trois méthodes de synthése sont efficacesgém#érer des chaines d’'HS mais ne permettent pas

toujours un bon contréle de leur longueur ou de diagré de sulfatation ou épimérisation.
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Le groupe de Boons a réecemment développé une nettedynthése chimioenzymatique permettant

de contréler la sulfatation et I'épimérisation deggments de HS en bloquant I'activité des enzyanes



Schéma 28 : Représentation schématique de I'épimsation/2-O-sulfatation sélective. A) Représentation des suseB)
Trois cas de synthéses sélectives en utilisant legaificités de substrat des enzymes. R peut étre dhsulfate ou unN-
acétate. B1) La C5-épimérase épimérise le résidu Qicse trouve dans une séquence GIcNS-GIcA-GIcNS /&t qui est
ensuite 20-sulfaté. B2) La présence d’'un éther méthylique engsition 6 de GICNS ne perturbe pas I'activité de I1&€5-
épimérase et de la 2-OST. B3) Le résidu de GIcNS mgté bloque I'activité de la C5-épimérase sur le rédu de GIcA
+1. Conditions réactionnelles : a) PAPS, CBpi/2 OST, Tris (25 mM, pH 7.5).



Schéma 29 : Représentation de la ©-sulfatation enzymatique sélective. A) La 6-OST a bem d'un résidu GIcA en
position +1 pour sulfater la glucosamine. B, D et Ela présence du groupement &-méthyle n'affecte pas la 60-
sulfatation des autres résidus de glucosamine. C) Lrésence d’'un résidu GIcNAc en position +2 n’affée pas la 6-
OST. Conditions réactionnelles: a) PAPS, ®ST, MES (50 mM, pH 7.1).

L'utilisation des spécificités de substrats desyemes, lorsqu’elle est bien maitrisée permet d’aecéd
a un grand nombre de fragments différents. En,effdte méthode a permis au groupe de Boons de
réaliser la synthése de 21 hexasaccharides avesctiésnas d®©,N-sulfatation et d’épimérisation

différents a partir de seulement 3 hexasacchaddetepart.

[.1.2 Synthése chimique

La synthése chimique des HS a partir de monosddelsacommercialement disponibles nécessite de
nombreuses étapes de protection/déprotection, geogylation et de nombreuses étapes de
purification faisant parfois diminuer les rendenserin effet, la synthése de disaccharides contenant
I'acide iduronique ou glucuronique (présent dars dbaines d’'HS) a partir de monosaccharides
disponibles peut aller de 18 a 29 étapes selomr@spements protecteurs présents. De nombreux
groupes de recherche ont alors développé des nasthmermettant de réaliser plusieurs étapes en
réaction monotope ou de maniere itérative, a pasirdisaccharide précurseur ou ont cherché a

s’affranchir de certaines étapes de purification dé faciliter les synthéses.
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La synthese itérative permet d’allonger les chatfeepolyméres de fagon rapide et efficace. Aimsi, |
groupe de Gardiner en 2015 a synthétisé un polym@meenant 20 unités de GIcNS-IdoA par voie

chimique. Cela a pu étre réalisé grace a une gjjetisn itérative d’'un tétrasaccharide donneurwsur



Schéma 30 : Représentation schématique de la synskeitérative : Le dodécasaccharide est déprotégé mtis en
réaction avec le tétrasaccharide donneur. L'étape dglycosylation mene a I'oligosaccharide 16-mer quest ensuite

déprotégé en accepteur glycosylé avec le tétrasaadkle donneur et ainsi de suite jusqu’au 40-met?°

Cette méthode efficace permet d’'accéder a de lenghaines d’'HS comportant le méme motif
disaccharidigue mais ne permet pas de diversiBesdhéma de sulfatation de I'oligosaccharide

produit.

Le groupe de Gardiner toujours, a développé unee auethode de glycosylation chimiosélective
itérative basée sur le contrdle de la réactivitélalgosition anomérique qui ne requiére pas de
manipulation entre chaque glycosylatiéh!’®En effet, il utilise un motif ido-lactone compantaun
thioglycoside désarmé comme accepteur de glycasylapuis par ouverture de la lactone, celui-ci
devient suffisamment réactif pour étre donneurlgeagylation (Schéma 31).



Schéma 31: Représentation de la méthode de syntbegérative développée par le groupe de Gardiner. Le
disaccharide GlcN-Ido-lactone comporte un thioglycside désarmé et est accepteur de glycosylation,desaccharide
GIcN-IdoA est donneur de glycosylation. Une fois étape de glycosylation effectuée, la lactone estveute par
méthanolyse pour donné I‘acide iduronique et I'alcol résultant est benzylé. Le thioglycoside présensealors plus

réactif, et peut étre engagé dans une glycosylati@n tant que donneurt’?

La différence de réactivité entre Ido-lactone elderait due a la rigidité de la lactone qui blexit
le sucre dans une forméB et ne permettrait pas I'accés a des états dsiti@rs de type demi chaise
ou bateau croisé combiné a un mauvais recouvrerdest orbitales pour chacune de ces

configurations.

Cette méthode de glycosylation chimiosélectiveatitée permet de s’affranchir de manipulation sur la
position anomérique du sucre entre chaque réacftian.disaccharide sous forme accepteur est
transformé en deux étapes aprées glycosylationnesligosaccharide donneur pleinement protégé qui

peut étre engagé dans d’autres réactions de ghatimsys ou étre fonctionnalisé.
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L’étude des interactions HS/protéines s’effectue lgdude du schéma de sulfatation/épimérisation

permettant leur affinité. La grande diversité sinuelle des Héparane Sulfate représente donc un vra
challenge pour les chimistes voulant accéder aaiebreux oligosaccharides avec des structures
différentes. Plusieurs groupes ont donc dévelom® méthodes permettant d’accéder rapidement a

une diversité moléculaire.

&

Le groupe de Hsiesh-Wilson a publié en 2019 uretégire de synthése dans laquelle le précurseur
minimal est un disaccharide au lieu d’'un monosatddbd’ Celui-ci est issu de la dépolymérisation
de I'héparine qui est une matiére premiere peueusiat et qui permet d’accéder aux quatre motifs
essentiels pour la synthése de fragments de H8N-@bA, GIcN-GIcA, GIcA-GIcN, IdoA-GIcN

déja présent dans I'héparine (Schéma 32).
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Schéma 32 : La dépolymérisation de I'héparine permeti’accéder aux quatre motifs essentiels pour la symese de

fragments d’'HS 274

Le traitement de I'héparine avec une solution dladriflique & 2 M dans I'eau & 100 °C pendant 6 h

permet la coupure glycosidique du coté réducteddoa et permet I'obtention du disaccharide GIcN-

IdoA. Le disaccharide GIcA-GIcN est quant a luievht par dépolymérisation de I'héparosane. Les

disaccharides sont ensuite estérifiés, la glucosamst acétylée, protégée par un groupement Cbz ou

mise sous forme d’azoture puis le sucre est pgiécélette méthode donne des rendements de 9 a 20
% sur 4 étapes et a I'échelle d’une vingtaine dengne (Schéma 33A). Les résidus des biicst 22

sont ensuite épimérisés par une étape de bronatisrpar déhalogénation radicalaire en présence de

réducteur afin d’obtenir les 4 blocs de synthésalus (Schéma 33B). Les produits non-épimérisés

peuvent facilement étre recyclés.
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Schéma 33 : La dépolymérisation de I'Héparine puisstérification, suivi de I'enléevement du méthyle erposition
anomeérique et peracétylation permettent d’accéder wa produit 21 : GIcN-IdoA. Sur le produit 21b, I'amine est mise
sous forme azoture et est protégée par un groupente@bz sur 21c. La dépolymérisation de I'héparosaneusvie des
mémes étapes que pour 21, donne acces a la briqu: Z5IcA-GIcN. L'épimérisation de 21 et 22 par brom&on puis

déhalogénation radicalaire donne les produits 23GIcN-IdoA et 6 : IdoA-GIcN.17

Cette méthode permet donc d’'accéder a des disadetaqrécurseurs pour la synthese de fragments
d’'HS en 4 a 6 étapes a partir de I'hnéparine. Celanpt de s'affranchir de la glycosylation entre le
tkdv de

protection/déprotection et ainsi d’étre environ xddois plus rapide que les méthodes partant d’'un

bloc glucosamine et iduronique/glucuronique et nombreuses étapes de

monosaccharide. Cependant, les rendements obt8rius (20 % en 4 étapes) indiquent que cette
méthode manque d’'efficacité et n'est pas trés doane en atomes. Ces 4 blocs de synthése sont
ensuite fonctionnalisés puis glycosylés afin d'abtedes tétrasaccharides avec des schémas de

sulfatation différents.



Le groupe de Wong a développé une méthode de sgtitégrammable de réaction monotope depuis
les années 199%9>17® Ce procédé s’appuie sur une base de données atfqums « optimer » qui
stockent les valeurs de réactivité relatives (RVM® nombreux donneurs et accepteurs de
glycosylation. Ces RVVs ont initialement été messrésur des donneurs comportant un p-
méthylphényl thioglycoside (STol) en position anoiopde. Leur réactivité a pu étre corrélée au
déplacement chimique de leur proton anomériquelatapermis de répertorier plus d’'une centaine de
monosaccharides. Avec le développement de ligetice artificielle et grace a I'apprentissage
automatique, un nouveau programme « Auto-CHO serenig de déterminer plus de 50 000 RVVs de
bloc de synthese virtuel, a partir de glycosylatiépertoriée dans la littérature. La base de danée
regroupe le type de sucre, la localisation deso#dclibres, la nature des groupements protecteurs e
leur habilité a diriger la glycosylation et prédi&galement la stéréochimie du produit final. Paur u
oligosaccharide donné, le programme cherche dabada de données la meilleure voie de synthése
monotope. Cette stratégie de synthése s’appuik sliifférence de réactivité entre plusieurs donseur
de glycosylation selon les groupements protectguits portent. Ainsi, lors de la synthése « one
pot », le donneur le plus réactif est utilisé &tfémité non-réductrice et le donneur le moins ti€ac
I'extrémité réductrice de l'oligosaccharide cibfgela évite des réactions de protection/déprotection

entre chaque réaction de glycosylation.

Cette méthode a été utilisée pour synthétiser ligssaccharides complexes, améliorer la synthése de
lidraparinux (dérivé de I'Arixtra (pentasaccharidirivé de I'héparine et commercialisé comme
médicament antigoagulant)), et a également peransyhthése de pentasaccharides avec différents

schémas de sulfatatidf~18C’est ce dernier exemple que nous allons regaidsren détails.

Afin de synthétiser deux pentasaccharides avesa®snas de &-sulfatation différents, le groupe de
Wong a décidé d’adopter une stratégie de glycasyldl,2,2] en synthése monotope. Chaque liaison
glycosidique formée est de stéréochimieils utilisent lI'influence des groupements progecs afin
d’obtenir une excellente stéréosélectivité et égale afin de créer une différence significativerent
les différents RRV des mono et disaccharides. Alnss groupementsINTBDPS su27 et OAc sur

28 influencent la glycosylation en minimisant les interactions avec la charge tipesiqui se
développe durant I'état de transition (Schéma B4)plus, le groupement TBDPS augmente le RRV
du donneul7.Les blocs de synthég¥, 28 et29 ont donc des RRVs bien différents (132.0, 182 et
respectivement). Lors de la synthése « one pat sdohneul? le plus réactif (RRV = 132.0) est donc
celui utilisé pour I'extrémité non-réductrice delijosaccharide et le donne®, le moins réactif

(RRV = 0), celui utilisé pour I'extrémité réducteic
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Schéma 34 : Ssynthése monotope de deux pentasacdes ayant des différences de ©-sulfatation. Le donneur 27
étant le plus réactif (RRV = 132) est utilisé poutextrémité non-réductrice du sucre et le donneur ¥ étant le moins
réactif est celui utilisé pour I'extrémité réductrice. Le pentasaccharide 30 issu des 3 réactions dgcglsylation est
ensuite déprotégé pour obtenir les deux oligosacafides cibles. Celui avec le groupement Lev contienin 6-O-sulfate
sur la glucosamine du c6té réducteur et le sucre otenant le groupement OAc a deux €3-sulfate sur les deux

glucosamines cOté réducteur.

La réaction monotope menant au pentasaccharidet &agroupement Lev est réalisée avec un

rendement de 48 % alors que celle avec le groupteseétate a un rendement de 54 %.

Le groupe de Wong a donc développé une nouvelldhadét de synthése monotope assistée d’'un
programme informatique permettant de prédire lexctiétés des donneurs de glycosylation en
fonction de groupements protecteurs présents somolécule. Cela permet donc la réalisation de 3
réactions de glycosylations en monotope avec dilextes stéréosélectivités et un trés bon rendement
de 48 a 54 % tout en s’affranchissant des difféerétapes de protection/déprotection et de

purification, habituellement effectuée entre chaéapes d’élongation de I'oligosaccharide.
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Le groupe de Hung a développé une méthode de smtpérmettant de synthétiser les 48
disaccharides possibles retrouvés dans les chalhts a partir de deux monosaccharidésSa

stratégie de groupement protecteur est la suivante

Un groupement méthyle permet de bloquer la posaimameérique,

Les alcools qui pourront étre sulfatés sont pratquer différents groupements : I'alcool en
position 2 de l'unité glucuronique/iduronique esbtggé par un groupement benzoyle.
L’alcool en position 3 de la glucosamine est maguaréun éther de naphtyl méthyle (2-NAP)
et I'alcool en position 6 est protégé par un gronget tert-butyldiphénylsilyle (TBDPS),
L’acétate protége I'alcool en position 6 qui esfgte oxydée,

Un groupement azoture donnera lI'amine,

Les alcools n'étant pas destinés a étre sulfates motégés par des groupements éther de

benzyle.

Les disaccharide31 GIcN-GIcA et32 GIcN-IdoA ont donc été synthétisés et sont leguas de bases
pour l'obtention des 48 unités (Schéma 35). Le am®Bl est ensuite désacétylé puis I'alcool
primaire est oxydé pour former l'acide carboxyligpeésent sur l'acide glucuroniqué3. La
désacétylation de Zemplén suivie d’une oxydatiommee I'obtention de la lacton®4 a partir de31.
Cette lactone permet de protéger I'acide carboxgli(Schéma 35). S’ensuit une suite de réaction de

déprotection et de fonctionnalisation :

Les azotures peuvent étre réduits et I'amine adétgh utilisant I'acide thioacétique (AcSH),
Les groupements protecteurs des alcools a sulfegevent étre enlevés sélectivement : Le
DDQ enléve le groupement 2-NAPO, NaOMe enléve tesigements benzoyles et le TBAF
enléve I'éther silylé du compoS8. L'éther silylé du compos@4 est enlevé par du TASF car
la basicité du TBAF provoque I'ouverture la lactpne

La lactone du compos® est ouverture avec de I'oxyde de lithium,

Les alcools qui ont été déprotégés sont ensuitatés|)

Les azotures peuvent étre réduits par du propdmeldién présence de triéthylamine, puis
'amine sulfatée,

Les groupements protecteurs restants (éther de/lbeanture, 2-NAP) sont enlevés par une

hydrogénolyse en présence de palladium sur charbon.

Selon les stratégies de déprotection des alcoaleseamines, on obtient a la fin 24 disacchariskassi
de 33 et 24 disaccharides issus3¥een trois a sept étapes avec des rendements de@32%a
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Schéma 35 : Synthése des 48 disaccharides possilétsouvés dans les chaines d'HS a partir des disclearides 19 et
20.

Les HS sont des molécules a la structure complexésdiversifiée et qui ont un role trés impoitan
dans de nombreux processus biologiques. C'est poiitp suscitent beaucoup d’intérét. Cependant,
'accés a des HS de structure connue et de bonnetgest un challenge compte tenu du nombre
d’étapes de synthéses gu'ils nécessitent. De nambgeoupes de recherches tentent donc de
simplifier ces synthéses en partant de blocs déhéga fonctionnalisés, en ayant recours a la sywathe
sur phase solide ou en minimisant les réactionrdéeptions/déprotection et les purifications pasde

réactions chimioenzymatiques hautement stéréosddeciu de la synthése monotope.



[.2 Synthese chimique de fragments d’'HS au laboratce

[.2.1 Synthése de disaccharide clé pour I'acces atragments d’Héparane
Sulfate

Le laboratoire s'intéresse depuis de nombreuseSeana la synthése de fragments d’'HS pour I'étude
de leurs interactions avec des HSBPs comme lesking® (Interferon-), les virus (VIH), les
chimiokines (CXCL12)8-185 Grace a cette expérience, le laboratoire dispoamtemant de huit
disaccharides de départ, qui permettent d’avoieséc24 disaccharides potentiellement présents sur
les chaines d’HS (Schéma 38)Le choix de départ a été de ne pas sulfater ldigos du résidu

glucosamine pour éliminer les possibilités d’avoie activité antithrombotique.
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Schéma 36 : Les huit briques disaccharides de dépapermettant d’accéder a 24 disaccharides potentieinent

présent sur les chaines d’HS disponibles au labowite.

La stratégie utilisée au laboratoire est la suwarles hydroxyles protégés par des groupements
acétates seront les futurs groupements sulfategiet protégés par les groupements benzyles les
futurs groupements hydroxyles, tandis que le growgre azoture sera le précurseur de la fonction
amine libre, sulfatée ou acétylée. La présencerdupgment azoture en position C-2 du donneur est

importante pour avoir une stéréochimisouhaitée lors des oligomérisations.

De plus, dans cette stratégie, une brique peut&tee fois donneur et accepteur de glycosylation
(Schéma 37). En effet, les alcools impliqués dasséactions de glycosylation sont protégés par un
groupement paraméthoxybenzyle, qui peut étre erdéléctivement, ce qui permettra d’accéder a
'accepteur. La position anomérique, elle, est ggée par un groupement allyle, qui, aprés
déprotection donnera acces au donneur de glycasylat



3 L
&éﬁ — ﬁ/%ﬁwz RRECRE

Schéma 37 : Les briques disaccharides de départ peant étre donneur ou accepteur de glycosylation seldes étapes
de déprotections effectuées.

[.2.2 Synthése de fragments d’'HS du domaine NS

Dans le contexte de cette these, la synthése gmért d’'HS est ciblée sur le motif le plus présent
dans le domaine NS, c'est-a-dire le motif disaddftare de I'unité répétitive de I'héparine IdoA(2S)

GIcNS(6S). C’est donc la synthése du Hlppermettant d'y accéder que nous allons étudieétald

I $ ;

Comme vu précédemment, le disaccharide IdoA(2SNG(6S) est obtenu a partir du comp@&e
(Schéma 38). Celui-ci présente deux groupementatasé un azoture, un ester méthylique protégeant
'acide carboxylique et des groupements benzyles. droupement allyle protége la position
anomérique et peut étre enlevé pour accéder awedome glycosylation aprés activation ou il peut
étre gardé sur le sucre a I'extrémité réductrideest alors réduit en propyle lors de I'étape
d’hydrogénolyse des groupements benzyles. Le groape PMB protége l'alcool utilisé pour les
glycosylations. Dans ce cas, le groupement esvé&mar un traitement acide ou oxydant pour accéder

a l'accepteur.
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Schéma 38 : Bloc de synthése 35 permettant I'accas motif disaccharidique le plus présent dans le doaine NS des

chaines d’Héparane sulfate.

Le disaccharide35 est obtenu en 7 étapes a partir des monosacchaB@est 37 obtenus
respectivement en 10 et 9 étapes (Schéma 39). sTageaéactions ont été optimisées afin d'obtenir

les meilleures stéréosélectivé et régiosélectieitéaussi afin d’avoir le moins de purifications a
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Schéma 39 : Rétrosynthése permettant d'accéder ausdccharide 35 a partir des monosaccharides 36 €t 3ynthétisés

a partir des molécules commerciales 39 et 40.

Le monosaccharid&7 est préparé en 9 étapes a partir du chlorhydrat®-dlucosamine40
commercialement disponible, avec un rendement td&al47 % (Schéma 48F La position
anomérique de I&l-acétyl glucosamine obtenue pdwacétylation en milieu aqueux est protégée par
un groupement allyle selon une réaction de FistfeCette réaction ameéne a un mélange de
diastéréoisomeres 90/10 en faveur de la formee mélange / n’étant pas séparable, celui-ci est
soumis a des conditions d’hydrolyse acide, 'an@méétant plus réactif peut étre hydrolysé tout en
gardant le groupement allyle sur 'anomérd.'amine est ensuite désacétylée avec de I'hydiexde
barium, transformée en azoture par un transfediazo avec de I'hydrochlorure de 1-sulfonyl azide
imidazole, puis les positions 4 et 6 sont protégdes forme de benzylidéne acétal. Le prod8iest
alors isolé avec un rendement de 50 % a partia dducosamind0. Par la suite, la position 3 libre est
benzylée facilement produisadd. L'accepteur37 est obtenu aprés une déprotection des hydroxyles 4
et 6 en présence de résine acide et une acétykleative de la position primaire avec AcCl dams |

pyridine.
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Schéma 40 : Voie de synthése permettant d'accéden anonosaccharide 37 a partir de la glucosamine 4hé étapes

avec un rendement de 47 %.

Cette voie de synthése a été optimisée afin degioétre réalisée sur grosse quantité. Les réaction
de 40 a 43 nécessitent uniquement des traitement/purificatiger résine échangeuse d’ion, filtration
sur gel de silice ou cristallisation. Cela a perdieffectuer ces étapes a partir de 80 g de glumivea
40.

& '@

Le monosaccharid@6 est préparé en 10 étapes a partir du compestmmercial, le 1,2,5,6-dD-
isopropylidenen-glucose, avec un rendement total de 54 % (Schémm&®48-1%° 'alcool libre du
composé&39 est tout d’abord protégé avec un groupement benpyiis le groupement isopropylidéne
sur les alcools en position 5 et 6 est enlevé ddipouvoir effectuer une coupure oxydante surdé di
résultant. Le composéB est obtenu en 3 étapes avec un rendement tof ée L’'addition du tris-
phénylthiomethyllithium sur I'aldéhyd@8 a permis la formation exclusive du stéréoisomeidn Le
tris-phénylthioester formé est ensuite traité adaccuivre (I) et cuivre (lI) pour mener a I'ester
méthylique46.1%! L’hydrolyse acide du composé6 méne a un mélange de furanose-pyranose qui
cristallise principalement sous sa formegyranose47 et qui peut étre piégé par acétylation en
utilisant un solvant dans lequel les cristaux quoe solubles. Le compogk8 est donc obtenu par
peracétylation a froid (-40 °C), dans le dichlortimaée avec un rendement de 92 %. L'acétate
anomérique est sélectivement enlevé par transicsiéiin en utilisant du triflate de néodyne comme
catalyseur et un groupement trichloroacétimidatargsoduit en position anomérique afin d’avoir le

donneur de glycosylatiodb.
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Schéma 41 : Synthése permettant d’accéder au monaesharide 36 a partir du composé 39 en 10 étapes avan

rendement total de 47 %.

' & ‘A

Le disaccharid®5 est préparé en 7 étapes a partir des monosacehaéict 37 avec un rendement
total de 67 % (Schéma 4%¥.La glycosylation entre le donne86 et I'accepteuB? utilisant comme
promoteur le triflate de tert butyl diméthylsil(EBDMSOTT) permet une excellente stéréosélectivité
en faveur du diastéréoisomér&0. Ce contrble de la stéréosélectivité est obteAuegau groupement
participant OAc en position 2 du monosaccha@eAu cours de la réaction, un orthoester se forme
en premier puis se réarrange en glycoside et inghgtliaison 1,2-trans. Le disaccharkeobtenu est
ensuite désacétylé pour donner le comgdilsgui contient 3 alcools libres. Une série de 3 tiéas
permet de protéger de fagon sélective I'alcool pniende la glucosamine, molécd@2 En effet, lors

de lintroduction du2’,4’-O-p-methoxybenzylidene sur le diol, en utilisant I'edéde diméthyle p-
anisaldéhyde (réactif permettant la transformatie2 a 53), I'alcool libre en position 6 peut réagir
et mener a la formation des sous-produits. Le Biblest donc tout d’abord mis en réaction avec
I'acide phénylboronique afin de former une « piacebore » sur le diol. L'alcool libre en position 6
peut ensuite étre protégé par un groupement a@satglisant du chlorure d'acétate et de la cimlkd
puis la « pince au bore » est enlevée par de leggénée pour conduire au prodgR. Ces trois
étapes sont effectuées avec un rendement totaB dé.9 e paraméthoxybenzyle acétal est ensuite
introduit sur le diol. Puis, I'ouverture réductricegiosélective du groupement paraméthoxy
benzylidéne conduit a I'alcool libre en position e PhBC} se complexe avec 'alcool en position 2
qui est moins encombré (Schéma 43). L'alcool lilgrsultant est directement acétylé pour former le

disaccharid&5 avec un rendement de 88 % sur ces deux étapes.



Schéma 42 : Voie de synthése menant au disaccharig® a partir des monosaccharides 36 et 37 en 10 g¢s avec un

rendement total de 67 %.

Schéma 43 : Modele expliquant I'ouverture réductrie régiosélective du groupement PMB. PhBgltant un acide de
Lewis encombré, se complexe avec I'oxygene le moerscombré de I'acétal cyclique, qui est ©. Le réducteur EtsSiH
attaque ensuite le carbone de l'acétal cyclique da liaison C-O> se brise pour former une liaison @-B. Le
groupement PMB est donc sur 'oxygene © et aprés traitement de la réaction, on obtient I'ool libre en position 2

de I'acide iduronique 18°

Ce disaccharid@5 est la brique de base nomméeau laboratoire. Sa synthese étant longue mais
optimisée, une partie de celle-ci est réaliséeuparentreprise. Ainsi, nous disposons du disaabbari
53 qui en 2 étapes donneraet du monosaccharidi8. La briquel, peut ensuite étre utilisé comme

donneur et/ou accepteur de glycosylation afin deéo des fragments d’'HS de différentes tailles.

M & H&

Afin d’effectuer la synthése des fragments d’'HSjikaccharid&5 (briquel ) peut étre transformé en
donneur ou en accepteur de glycosylation. Un tratd en milieu acide, de 'acide trifluoroacétique
dans du dichlorométhane, permet d’accéder facilendeaccepteur de glycosyl®4 avec un

rendement quantitatif (Schéma 44). Une isomérigatmla double liaison de l'allyle par un catalyseu
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Schéma 44 : Synthese des disaccharides donneur etepteur de glycosylation a partir du disaccharidé.
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Schéma 45 : Représentation de la glycosylation avée groupement TCA ou le groupement NPTFA. Par souaie

clarté du schéma, l'accepteur utilisé est un monoseharide et les groupements protecteurs des alcookont

représentés par « OGP ». Le donneur de glycosylatiogtant mis en exces, on observe la formation du cposé 61

lorsque I'on utilise le donneur 56 comportant le gpupement TCA. Le produit 61 est issu de la réactiodu composé 59

sur l'intermédiaire réactionnel 58. Le groupementN-phényltrifluoroacétimidate (NPTFA) est quant a lui, moins

réactif. En effet, sa densité électronique est appari de part la délocalisation de son doublet nonidnt dans le cycle

aromatique et I'effet inductif attracteur du groupement trifluoro. De plus, il est plus volumineux quele TCA & cause

de son groupement phényl. Le composé 64 ne réagirartt pas sur I'intermédiaire 58 et on obtiendra unigement le

composé 60 issu de la glycosylatidi>
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Schéma 46 : Glycosylation [2+2] entre le disacchal®é donneur 55 et accepteur 54 pour fournir le tétreaccharide 66

avec une stéréosélectivité exclusivement

Ensuite le tétrasacchari@é peut également devenir soit donnéB8rou accepteud7 de glycosylation
(Schéma 47). Une glycosylation [4+4] permet d’aecédpidement a I'octasaccharid@ La réaction
[4+2] entre le tétrasaccharide acceptd@it et le disaccharide donnel5 permet de former
I'hexasaccharide69. Cette stratégie d'oligomérisation itérative perntaccéder facilement et
rapidement a de longs fragments d’HS a partir daal bloc commur;. Cela a été utilisé pour
synthétiser des glycoconjugués allant du tétraoatd'saccharide dans le cadre de I'étude des
interactions HS avec I'IFN-et jusqu’a un dodécasaccharide dans le cadreétlelé d’'un composé
bloquant I'entrée du VIHg4194
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Schéma 47 : Stratégie de synthése pour I'élongatiates fragments d’HS.

Le laboratoire a développé depuis de nombreusegemma synthése de blocs précurseurs pour
accéder aux motifs les plus présents dans les dm®dS et NA/NS des chaines d’'Héparane Sulfate.
Dans le cadre de cette thése, c'est la synthedeagments d’'HS du domaine NS qui nous intéresse,
soit le motif disaccharidique répétitif IdoA(2S)elIS(6S). Le précurseur de ce disaccharide est
synthétisé a partir de deux monosacchari@égt 37. Le monosaccharid@7 accepteur est obtenu en
10 étapes avec 54% de rendement a partir de chilvatg ded-glucosaminetO. Le monosaccharide

36 donneur est formé en 9 étapes avec un rendem@htd® 47 % a partir du glucose di-acétone
commercial39. Un couplage glycosidique enti@6 et 37 ainsi que 6 autres étapes permettent
d’accéder a la brique de synthékg utilisée pour I'élongation des fragments. La &gse dd; a
partir de 36 et 37 est réalisée en 7 étapes avec un rendement de Bgement, la synthése de ce
bloc 11 requiert 26 étapes en tout, dont 17 étapes limSamvec un rendement global de 17 %.
Aujourd’hui, cette longue synthése optimisée ssrrdeltigrammes est, lorsque cela est possible, sous

traitée a un prestataire de service.

La brique disaccharidé: permet une oligomérisation rapide et efficace. dffiet, elle comporte un

groupement allyle a son extrémité réductrice quitp&re enlevé et remplacé par un groupement
NPTFA pour avoir accés au donneur de glycosylee Ebmporte également a son extrémité non-
réductrice un groupement PMB qui se déprotége daw#int pour donner I'accepteur de glycosyle.



Il.Molécules cibles et rétrosynthese

1.1 Stratégie de synthése des molécules inhibitrise

Afin de pouvoir synthétiser des inhibiteurs spégiés de HSulf2, le choix du « corps » des molécules
s'est porté sur des fragments d’Héparane Sulfatedadptimiser la reconnaissance entre I'enzyme et
le substrat. Pour pouvoir déterminer la longueuinmde des fragments, quatre molécules ont été
synthétisées allant du tri au nonasaccharide. @Sulfin mécanisme de désulfatation processif. Sur
des fragments d’Héparane Sulfate, il a été monted'qction de I'enzyme allait du c6té non réducteu
jusqu’au coté réducteur. Nous avons donc choigpldeer la fonction inhibitrice a I'extrémité non
réductrice des molécules. HSulf2 catalysant |®-@ésulfatation des glucosamines, la fonction
inhibitrice sera placée en position 6 de la gluoiea positionnée a I'extrémité non rédutrice. Enfin
le choix de la fonction inhibitrice s’est porté darfonction sulfamate, connue pour inhiber de faco

irréversible les sulfatases (Figure 26).

H,NO,S0
HO X
HO
NaO,SHN ¢ 050,Na
‘m ososwa
NaO3SHN o

1-4

Figure 26 : Fragments d’'Héparane Sulfate fonctionnlisés pour I'inhibition de HSulf2.



1.2 Rétrosynthese des molécules cibles

Ces molécules sont obtenues a partir des bridulesr = 1-4. Afin de pouvoir introduire la fonction
sulfamate de facon régiosélective sur la positiate 6a glucosamine du c6té non-réducteur du sucre,

nous ajoutons une brique précurseur de glucosaminaynosaccharidés.
La synthése de ces molécules peut se diviser drequerties (Schéma 48):

1) La préparation du donneur de glycosylation dimpdn monosaccharidé3,
2) La préparation de l'accepteur de glycosylatiorpartir des briques disaccharide
tétrasaccharidkl, hexasaccharidell; et octasaccharidel 1111,
3) La glycosylation entre I'accepteur et le donnderglycosylation puis l'introduction de la
fonction sulfamate,
4) La fonctionnalisation et déprotection des fragteeafin d'accéder aux dérivés d’'Héparane
Sulfate.
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Schéma 48 : Rétrosynthése pour accéder aux fragment’Héparane Sulfate pleinement fonctionnalisés aaptir du

monosaccharide 43 et des briquesifh.

by

J'ai synthétisé le trisaccharide a partir des lasgd3 et 53 et le nonasaccharide a partir du
tétrasacchariddli. Le pentasaccharide et I'heptasaccharide ont gitéhétisés par l'assistant
ingénieur de notre laboratoire (Jérdbme Hénaultyyiss I'introduction de la fonction sulfamate. J'ai

ensuite effectué les étapes de fonctionnalisatiomosis les composés.



ll. Elongation des fragments pour l'introduction de la fonction

sulfamate

.1 Glycosylation [1+n]

Les réactions de glycosylations et celles permetthaccéder aux donneurs ou accepteurs de

glycosylation ont été vu en détail précédemmesegint rappelées brievement dans cette partie.

[11.1.1 Préparation du donneur

Le donneur de glycosylatioi3 est préparé en 3 étapes a partir du monosacchéBidevec un
rendement global de 69 % (Schéma 49). La proteci®iialcool en position 3 dé43 est effectuée
avec du bromure de benzyle, puis la double liatwmgroupement allyle est isomérisée a I'aide d’'un
catalyseur a l'iridium activé par du dihydrogenes groupement est ensuite enlevé grace a une
coupure au mercure pour donner 'hémiacéfalCet hémiacétal est présent sous les formets en
guantité égale (Figure 27). Le groupement NPTFAeastiite introduit selon des conditions classiques
pour former le donneur de glycosylati@d® (Schéma 49). La molécul8 est également présente sous

les formes et , ce qui n'impacte pas la stéréochimie de la glylei®n a venir.

1. [If], Hy, THE
Ph/E o o  NaH,BnBr, Ph/E o o 2. HgO! HgCl, F'h/v0 o o K,COs Ph/Y)0 o
HO DMF, 0°C BnO (9:1) BnO Acétone BnO
N; N; N; ‘OH N: "o__cF
90 % 77 % 99 % 3
43 N ° 71 O ° 72 ’ 73 NPh

Schéma 49 : Synthese du donneur de glycosylation @®arti du monosaccharide 43 en 3 étapes.



Figure 27 : Spectre RMN du composé 72 présent sols forme et en quantité égale. Le signal a 5,35 ppm

correspond au proton anomérique de la forme et le signal a 4,65 ppm au proton anomérique de farme .19

[11.1.2 Préparation de I'accepteur

La préparation de I'accepteur de glycosylation dipdes briqueslf]» est trés succincte puisqu’elle

ne compte qu’une seule étape de déprotection tdlen position 4 de l'acide iduronique. Le

groupement paraméthoxybenzyle est enlevé facilemest de I'acide trifluoroacétiqgue en quelques
heures avec un rendement de I'ordre de 80 a 90cte(®a 50).

\’ ~ TFA \’ ~
\/\ CH,Cl, ] \/\

80-90 %
[h]n 74,

Schéma 50 : Préparation de I'accepteur de glycosylan a partir des briques [l1]n.



[11.1.3 Glycosylation 1+n

Le protocole de glycosylation appliqué est le mé&uelque soit la longueur de I'oligosaccharide
([1+2], [1+4], [1+6], [1+8]) et est identique a aelitilisé pour les glycosylations [2+2], [4+4][@t+4]

by

vues précédemment. La réaction s’effectue a -40da@Gs le dichlorométhane. Le promoteur de
glycosylation choisi est le terbutyldiméthylsilyigfulorométhanesulfonate (TBDMSOTTf) et du tamis
moléculaire basique est ajouté afin d’éliminer ¢éoraice d’eau et d’acide triflique formé, pour éwit
toute réaction parasite qui hydrolyserait le gronget benzylidene. La réaction permet une excellente
stéréosélectivité, quelque soit la configuration du compa&® avec de trés bons rendements allant
de 79 a 91 % (Schéma 51). La stéréochimie du catnploenu aprés glycosylation est confirmée par
RMN. On remarque sur le spectre HSQC du compd&éque les signaux des trois protons
anomeériques ont un déplacement chimique similaingr¢ 4,9 et 5,2 ppm) et que les signaux des deux
protons anomérique du résidu de glucosamine sasgpe identiques (autour de 4,9 ppm, un résidu
béta serait vers 4,5 ppm) (Figure 28). Les déplacésnchimiques du carbone anomérique (99 ppm)
du résidu ajouté correspond a la stéréochimii serait au-dela de 100 ppm pour une configorati

). Dans les conditions de purifications et d’analusilisées, nous n'avons pas détecté de composé

bétal®®
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Schéma 51 : Réaction de glycosylation 1+n.



Figure 28 : Spectre RMN HSQC du composé 15Les signaux des protons K et Hc des résidus de glucosamines ont
un déplacement chimique presque identiques (entreStet 5,0 ppm) et également trés proches du sigrdil proton Hs
de I'acide iduronique (a 5,2 ppm). Les trois carboes anomériques ont des déplacements chimiques tgreches (entre
99 et 96 ppm).

1.2 Ouverture reductrice régiosélective

L'ouverture réductrice régiosélective du OEenzylidéne menant a l'alcool primaire, par les
trialkylsilanes a été développée par le groupe a@@mi en 2008° Auparavant, I'ouverture de cet
acétal était effectuée en utilisant du NaBN-HCI*®” ou EtSiH-TFA!®® et permettait d’obtenir
I'alcool libre secondaire (en position 4). L'utditon de triéthylsilane permet d’avoir une ouvestur
régiosélective selon le réactif avec lequel il estiplé (Schéma 52). En effet, lorsque le couple
Et:SIH/TfOH est utilisé, I'alcool secondaire est ohtemlors que le couple §&iH/PhBCh permet
d’obtenir I'alcool primaire (en position 6). La iégélectivité de la réaction peut s’expliquer par |
complexation préférentielle de PhBCG3ur I'oxygéne moins encombré qui est celui en tjuosi
primaire. Ces réactions d’ouverture réductrice sfactuées dans du dichlorométhane. Lorsque ce
solvant est changé pour du propionitrile, la réarcti’a pas lieu car PhB£$e coordine au groupement
nitrile ce qui diminue son acidité de Lewis et dsaaéactivité®



ph” 0 Ouverture réductrice Ph 1) Ouverture réductrice HO
o} en Q en Ph/\o (o]
HO ‘ALH position 4 0 //AE position 6
- R

RO
OR; OR; OR4

Schéma 52 : Ouverture régiosélective du 4'@-benzylidéne permettant d’accéder soit a I'alcool pmaire (droite) ou a

I'alcool secondaire (gauche).

La réaction d’ouverture réductrice régiosélectivebegnzylidéne sur nos sucres a été optimisée avant
mon arrivée au laboratoire. Les conditions réacities développées précédemment par le laboratoire
sur I'ouverture régiosélective du paraméthoxy bédepe (Schéma 42) ont du étre adaptées (5 éq de
Et:SiH, 5 égq de PhBgldans E{O. L'utilisation de I'éther diéthyligue permet deraplexer PhBClet

ainsi de controler sa réactivitef. En effet, le benzylidene étant moins réactif que |
paraméthoxybenzylidéne, la réaction est plus leBita température est augmentée, de la dégradation
est observée : le triéthylsilane présent en ensepéagit avec PhBgllui aussi présent en excés, pour
conduire a des boranes qui réagissent avec I'algler former des produits d’hydroboration. Afin
d’obtenir une réaction plus rapide sans dégradat®michlorométhane est utilisé comme solvant.
Celui-ci n’étant pas une base de Lewis, il ne septexe pas avec PhBC{ce qui était le cas de
I'éther) et la réaction est alors plus rapide. Gmlamet d'effectuer la réaction en 1 h a -60 °AnAf
d’éviter toute dégradation, le nombre d’équivalesstriéthylsilane a également été diminué a 1,1
équivalents. Ces conditions de réaction permettatcéder a I'ouverture régiosélective du

benzylidéne menant a I'alcool primaire avec un eznehnt de 82 a 96 % (Schéma 53).
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Schéma 53 : Réaction d’ouverture régiosélective daenzylidéne pour accéder a I'alcool primaire.

Afin de s’assurer que I'ouverture réductrice mémnta I'alcool primaire, une fraction du produit
obtenu a été acétylé et analysé en RMN. Cela effetétué sur le monosaccharidéet le comparatif
des spectres RMN avant et aprés acétylation mbrgreune différence conséquente du déplacement
chimique du signal des protons en position 6 (diemvl ppm) alors que la différence de déplacement
chimique du signal du proton en position 4 estléa{bnviron 0,1 ppm) (Figure 29). Cela indique bien

gue I'ouverture réductrice a mené a l'alcool prirmai



Figure 29 : Comparaison des spectres RMN de la glasamine aprés I'ouverture réductrice (en noir) puisapres
acétylation (en vert). On remarque que la différene de déplacement chimique du signal des protons ensition 6 de
la glucosamine est d’environ 1 ppm avant et aprescétylation alors que la différence de déplacementanique pour le
proton en position 4 est d’environ 0,1 ppm. Cette amparaison indique bien que I'ouverture réductricea permis

d'obtenir I'alcool primaire.

1.3 Introduction du sulfamate

La fonction sulfamate est introduite sur les olmmharides grace a l'alcool primaire de la
glucosamine. Le chlorure de sulfamate est d’abéregdin situ par réaction de I'acide formique avec
I'isocyanate de chlorosulfonyle (Schéma 54)Une réaction acido-basique entre les deux réactifs
génére un iminium sur l'isocyanate. L'attaque naplile du formiate sur le carbone ende

iminium puis une décarboxylation amene au chlerde sulfamoyle.
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HTOH  ClI” N — > o’ Nne * HJL@
. N HOAN J
Acide C\\ KC\\
w O 0
C
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Cl” NH, cr N o

] H N2
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Schéma 54 : Mécanisme de formation du chlorure deufamate a partir de I'acide formique et de I'isocyanate de
chlorosulfonyle.

Une fois le chlorure de sulfamoyle formé, I'oligosharide, solubilisé dans le DMA, est ajouté afn d
le fonctionnaliser avec le sulfamate. L'emploi dMP eu lieu du DMF permet de diminuer
I'électrophilie du carbonyle par I'encombrementrispée des méthyles présent sur I'amiffeCes
conditions réactionnelles permettent d’obtenir ddigosaccharides7, avec de bons a trés bons
rendements (Schéma 55).

HO H,NO,SO
BnO 0 BnO 0
BnO BnO
C

N N
30 OAc 30 OA

Meoocm OAc CISO,NCO Meoocm OAc

OBn o DMA OBn o
o o
BnO _— BnO
= N; o A

n=14

64-82 %

N3g
n=1-4 7Ty

76,

Schéma 55: Réaction d'introduction de la fonctiondfamate sur les oligosaccharides.

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des rendements obteis pour les étapes de glycosylation, ouverture déctrice du

benzylidéne et 'introduction du sulfamate.

La glycosylation entre les briqudsi]n et le monosaccharidd3 permettent I'introduction de la
fonction sulfamate aprés une étape d'ouverture aggjective du benzylidéne avec de bons

rendement¢Tableau 3)Ensuite, les fragments sont fonctionnalisés.



V. Déprotection et fonctionnalisation des fragments

La déprotection et la fonctionnalisation des fragmees’'effectuent en cing étapes. Les acétates sont
tout d’abord enlevés puis les azotures sont rédués alcools et amines libres résultant sont émsui
sulfatés. Puis la saponification des esters méphgs et I'hydrogénolyse des groupements éthers de
benzyles ameénent aux produits finaux. Lors de laidee étape, I'allyle est également réduit en

propyle (Schéma 56).

H,NO,SO H,NO,SO
BnO 0 HO 0
BnO . . HO
N 1) Désacé
30

2) Réduction des azotures NaO3SHN o 050,Na

OAc
3)
Me0OCA—~0 OAc 4) NaOOC oso Na
OBn OM 5) nolyse OH
BnO
Nig

7 NaOasHN )

Schéma 56 : Les cinq étapes permettant d’obtenir ddsagments d’Héparane Sulfate avec une fonction sia@mate en

position 6 du résidu glucosamine non réducteur.

V.1 Désaceétylation et réduction des groupements azges

La déprotection des alcools s’effectue dans le amthen présence de carbonate de potassium. Pour
les oligosaccharides les plus longs, un mélanged@thanol/dichlorométhane (4/1) est utilisé afin de
mieux les solubiliser. Cette réaction s’effectuer@pérature ambiante en quelques heures et donne de
trés bons rendements (Schéma 57). Les solvanisatitioivent étre anhydres, sinon il a y un risque

de saponification des esters méthyliques.

H,NO,SO o H,NO,SO o
BnO BnO
BnO BnO

Nso OH
Meooc\m K2COs, Meooc\m OH
OBn (411) OBn 0 o
75-91 % Bno
91 % N, o1
7, 78, 1

Schéma 57 : Désacétylation des oligosaccharides.

Ensuite, la réduction des azotures est effectuégiksant du propanedithiol et de la triéthylamffie
Les réactions « classiques » telles que la rédugtar les hydrures, le dihydrogéne en présence de
catalyseur ou la réaction de Staudinger ne peyanEtre utilisées ici. En effet, la réduction lesr
hydrures toucherait également les esters méthdiqtéa réduction par le dihydrogéne déprotégerait

les éthers de benzyles. La réaction de Staudingedamne pas de bons rendements a cause de



Schéma 58 : Mécanisme de réduction de I'azoture @mine par le propanedithiol et la triéthylamine.

Afin d’éviter les réactions de thiol-éne, la réantse fait a I'abri de la lumiére et le brut réactiel est
d’abord purifié par exclusion stérique, pour sépai@us les dérivés thiols formés, puis par
chromatographie sur silice. Ces conditions réangtias et de purification permettent d’obtenir les

produits79, avec d’excellents rendements (Schéma 59).

H,NO,S0 o
BnO 0
NH, 0 OH

s0 OH
MeOOC\m‘ OH Et;N Meooclm‘ OH
n| BnO
Ny 86-93 % NH, L L
78, n=1-4 n -

Schéma 59 : Réaction de réduction des azotures.

V.2 N,O-Sulfonation

La réaction de sulfonation a été optimisée et Epithe 3 est consacré a cette optimisation. Sesls |

résultats obtenus sur les quatre oligosaccharibEsont décrits dans cette partie.



H,NO,S0 H,NO,SO
0 o)
n BnO
NH; NaO3SHN
3 0SO;Na
Meooc‘m 1. Me3N.303, 100 °C Meooc‘m OSO Na
OBn 2. Résine Na* é d'ion OBn
NHZO
=1-4

38-51 % Na03SHN
79, n=1-4 80,

Schéma 60 : Réaction d#l,O-sulfonation des oligosaccharides.

Cela est di a la présence du sulfamate compomanamine nucléophile qui va également réagir lors
de la sulfatation. En effet, celui-ci peut étrefatd, pour conduire aux composs ou bien éliminé et
I'alcool libéré sulfaté82, (Figure 30).

Na0,SHNO,S0 Na0,50
BnO 0 BnO
BnO BnO
NaO,SHN
Na0sSHN o 050,Na a0 050;Na
Meoocm 0SO;Na Meooc\m‘ 0503Na
OBn o o OBn
BnO
NaO,SHN _ Na03SHN

81 o] 82

n n=1-4 n

Figure 30 : Produits secondaires issus de la sultdion des oligosaccharides.

Dans le Tableau 4 sont présentés les pourcentagesugd-produits présents dans le milieu réactionnel
lorsque que le taux de conversion est de 100 %pédi voir que le produit issu de I'enlévement du
sulfamate 82, représente environ 10 % de la quantité d’oligosadde présent dans le brut
réactionnel, quelques soit la longueur du sucre.cBatre, la quantité de produit ayant un sulfamate
sulfaté81, augmente avec la longueur de I'oligosaccharide passe de 13 % pour le trisaccharide a
27 % pour le nonasaccharide. Cela est sans dowtea tHmps de réaction qui augmente selon la taille

du sucre : plus la réaction est longue, plus l'azht sulfamate a le temps de réagir et d’'étfatsal.



Tableau 4 : Tableau donnant les pourcentages de sopseduits observés lors de la sulfatation des diff@nts

oligosaccharides. Ces valeurs ont été déterminéesrHPLC lors du suivi cinétique de la réaction.

La présence de ces deux sous-produits impliquepuriication plus longue et fastidieuse. Aprés une
filtration sur colonne d’exclusion stérique afinétiminer la pyridine et les sels de pyridinium, les
différents composés sont purifiés en utilisant oanne phase inverse C-18 et passés sur colonne

échangeuse d'ions (de type Bio-Rad N&fin d'étre obtenus sous forme sels de sodium.

Afin de valoriser ces sous-produits, le comp8&g(nonasaccharide ayant le sulfamate sulfaté) a été

entierement déprotégé afin de déterminer son &&fivibitrice.

V.3 Saponification et hydrogenolyse

IV.3.1 Choix du réactif de saponification

La réaction de saponification est habituellemeritefaau laboratoire en utilisant du peroxyde
d’hydrogéne et de I'hydroxyde de potassitifnCependant, sur les oligosaccharides comportant le
sulfamate il pouvait y avoir un risque d’hydrolyde cette fonction. Nous avons donc tenté une
nouvelle approche en utilisant le triméthylsilanelde sodium (TMSONa), utilisé pour hydrolyser les
esters méthyliques dans la synthése de mimesd*#3%'Le pKa du couple TMSOH/TMS@tant de
12,7 et donc inférieur a celui dex®YHO (qui est de 15,7), TMS(peut étre considéré comme
équivalent a HOOplutdt qu’a HO. TMSO est donc un nucléophile plus mou que I'ion hyddxgt
peut permettre d’éviter les réactions detlimination de I'acide iduronique et I'hydrolyseu d
sulfamate. Le TMSONa a donc été testé en paralléle+tO, et KOH sur le trisaccharide. Tout
d'abord, TMSONa a été testé a 2 équivalents dansHE et aprés 24 h, seulement 35 % de
conversion était observé (suivi cinétique fait p#PLC utilisant une colonne en phase inverse).
Lorsque I'on réalise la réaction avec 20 équivaleld TMSONa, le taux de conversion est de 99 %
aprés 22 h. Le produit étant peu soluble dans IE,Tuth essai a été effectué dans I'acétonitrile. La
solubilité n'a pas été améliorée et le taux de eosion était de 96 % aprés 24 h. L'utilisation de

triméthylsilanolate de sodium semble donc donndpatetaux de conversion, néanmoins, I'utilisation



IV.3.2 Reésultats obtenus lors de la saponification

Au laboratoire, la saponification des esters méfgls de I'acide iduronique s’effectue avec deu’ea
oxygénée et de I'hydroxyde de potassium pour générsitu les ions hydroperoxydes HQCCette
espéce est plus réactive et moins basique queHydnoxyde, ce qui permet une réaction plus rapide
tout en évitant les réactions delimination de I'ester. Ainsi la saponificationte@mpléte en 24 h a
37 °C. Aprés neutralisation, le brut réactionnélerssuite purifié par chromatographie phase inverse
C-18 puis passé sur colonne échangeuse d’ion f#eBip-Rad N3, les composés sont obtenus sous
forme sel de sodium avec des rendements alland de78 % (Schéma 61 et Figure 31).

RHNO,SO o RHNO,SO
BnO BnO 0
BnO BnO
NaO;SHN NaO;SHN

0S0;Na

0SO;Na
. C\b/; OSO3Na 1.H;0z, KOH, H;0, 37 °C Naoocm OSO3Na
OBn 2. Résine Na* é d'ion OBn
BnO
NaO3SHN o 60-79 % Na03SHN
=14

R=H:80, R=H:83,
R=80;Na: 81, R =80;Na: 84,

Schéma 61 : Réaction de saponification des estergtimyliques.
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Figure 31 : Chromatogramme obtenu par analyse UPLC @ nonasaccharide 83 apres réaction de saponification et
purification par chromatographie sur phase inverse€18.

Historiguement, cette réaction était effectuée ahoratoire en utilisant de I'hydroxyde de lithium
LiOH.%* Cependant, I'nydroxyde de lithium utilisé pouvatntenir des traces de fer qui réagissait

avec le peroxyde d’hydrogéne pour donner les espeaiicalaires HOou HO", selon la réaction de



IV.3.3 Hydrogénolyse

La réaction d’hydrogénolyse s’effectue dans un ngdaeau/tert-butanol en présence d’hydroxyde de
palladium sur charbon, sous pression de dihydrog8chéma 62). L’hydroxyde de palladium est
utilisé afin de limiter la présence d’acidité damsilieu, les groupementd-sulfates y étant sensibles.
La réaction est laissée 24 h a température ambjanitele palladium est filtré. Pour des raisons
inconnues, la réaction est parfois incompléte etmiélange doit étre soumis a une nouvelle
hydrogénolyse. La multiplication des manipulatianglique surement les plus faibles rendements

obtenus sur cette étape, la réaction ne pouvanséivie que par une analyse RMN.

RHNO,SO RHNO,SO
BnO 0 HO 0
BnO HO
NaSO3SHN NaO3SHN

OSO;3Na 0S0;Na
NaOOC\m 0503Na 220 %, Hy, H,O/tBUOH (2/1) Naoocﬁ/k‘ OSO3Na
OBn 2. Résine Na, é d'ion
BnO
NaO3SHN 29-55 % Na03SHN
R=H:83, R=H:85,
R=803;Na: 84, R=S0;Na: 86,

Schéma 62 : Réaction d’hydrogénolyse des oligosaeciles permettant d’obtenir les fragments d’Héparare Sulfate

totalement fonctionnalisés.

Lors de I'hydrogénolyse, la double liaison du grexnent allyle est également réduite.

Cette derniére étape de déprotection permet d’'accaéuax cing oligosaccharides finaux qui seront

ensuite testés afin de déterminer leur activitéitice (Figure 32).



Figure 32 : Spectre RMN du trisacharide 8b0btenu aprés réaction d’hydrognéolyse.

V. Quantification des oligosaccharides par dosage RN

Connaitre les quantités exactes de produits fipaux s’avérer compliqué. Dans un premier temps, les
oligosaccharides dérivés d’'HS synthétisés au labioeaétaient quantifiés par hydrolyse en milieu
acide et dosage de la glucosamine libérée par FErddcoise Baleux (Institut Pasteur, Pafis).

Puis le groupe a mis au point un dosage RMN ersanit une solution connue d’acétonitrile comme
étalon interne. Le rapport entre I'intégration gqeetons de I'acétonitrile et des protons des sucres
n'étant pas de 1 car les protons de l'acétonitité un temps de relaxation plus lent, une gamme
étalon avec de I'alpha méthyl glucoside est efiéesuafin de prendre en considération ce parameétre.
Les conditions d’'acquisition des spectres RMN détaptimisées par le Pr David Bonnaffé et le Dr

Wenqing Lu.



V.1 Intégration des spectres RMN

Pour lintégration des spectres RMN, l'acétonitrdeant le seul présent sur le spectre du l'alpha
méthyl glucoside et sur celui des oligosaccharidges, signal est aussi pris comme référence de

déplacement chimique.

V.1.1 Intégration du spectre de I'alpha méthyl gluceide

Sur le spectre RMN de I'alpha méthyl glucoside, diggmaux du Cklde I'acétonitrile sont pris comme
référence et intégrent pour 1. Les signaux dw,GH et Hs du méthyle-glucose sont intégrés, en
prenant soin de garder toujours la méme fenétrdédjration pour les échantillons Al, A2 et A3
(Figure 33).

Figure 33 : Spectre RMN obtenu lors du dosage de lgamme étalon. Intégration des signaux de l'alpha éthyl

glucoside et de I'acétonitrile pour I'échantillon AL.



V.1.2 Dosage des oligosaccharides

Pour les oligosaccharides, les signaux du propylieet H) sont intégrés ainsi que le signal de
I'acétonitrile. L'intégration de Kest prise comme référence et mise a 3. L'intégral® H si elle est
bien faite, doit étre égale a 2. La fenétre d’inaéign de I'acétonitrile est identique a celle prigour
lintégration avec I'alpha méthyl glucoside et fesétres d’intégration despldt H. sont identiques

entre tous les oligosaccharides.

Figure 34 : Spectre RMN obtenu lors du dosage dehleptasaccharide 85 Intégration des signaux H et Hedu propyle

ainsi que le méthyle de I'acétonitrile.

V.2 Calcul des masses d’oligosaccharides

Une fois tous les spectres RMN intégrés, les danpéavent étre traitées.

Le rapport entre la concentration en acétonittilla@&oncentration en alpha méthyl glucoside

de chacun des 3 étalons est calculée et prise cabgoisse (1) :

y=——m@)
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Figure 35 : Détermination des coefficients directens k dans la cadre du dosage du nonasaccharide.

Le coefficient directeuk de chaque droite est ensuite déterminé.

Sur le spectre de I'oligosaccharide, les signauXat#tonitrile et ceux du C#du propyle
(pris comme référence) sont ensuite intégrés. pbpar de leur intégration nous donne la
valeur dex (3). La valeur deg/ représente le rapport entre la concentration igogdccharide

et la concentration en acétonitrile connue (4).

x=kyavec: x= B et y=—— (4

k et [ACN] étant connus, on peut facilement calcldezoncentration en oligosaccharide (5)

[Oligosaccharide] = (5)

La moyenne des 3 valeurs calculées a partir deeflidents directeurs est effectuée. Sachant gue |

volume de la solution contenant I'oligosaccharided® 450 L, la masse est facilement calculée (6).

Mbiligosaccharide— [Oligosaccharide] X Mgosaccharidex 4,5104 (6)



VI. Mesure de I'activité inhibitrice

J'ai réalisé la mesure de I'activité inhibitricetrenles molécule85, et HSulf2 au sein de I'équipe du

Dr Romain Vivés a I'Institut de Biologie Structueadle Grenoble (IBS) qui produit I'enzyme.

VI.1 Protocole des tests d’inhibition

La mesure de l'activité arylsulfatase de I'enzyradat par la mesure de la fluorescence produite pa
le 4-MU issu de 'hydrolyse du 4-MUS (Schéma 63).

N _ N
KO3SO o O HO (O N©)
ea
465 nm

Schéma 63 : Hydrolyse du groupement sulfate du sufpat synthétique 4-methyl umbelliferyl sulfate (4-MUS) par
HSulf2. Le produit résultant est le 4-methyl umbellferol (4-MU) qui émet en fluorescence a 465 nm, sepourquoi il
est utilisé lors de testén vitro pour la détection de I'activité arylsulfatase.

Le 4-MUS commercial a du étre recristallisé car coigtamination, vraisemblablement au 4-MU, était

présente et rendait difficile la lecture des attienzymatiques?®
Le protocole des tests d’inhibition est le suivant

Une solution a 20 mM de 4-MUS est préparée dansalion tampon : 50 mM de TRIS, 20
mM CaCk, pH 7,5.

Une solution de HSulf2 dans le tampon est prépafiéed’avoir 4 g/100 L d’enzyme par
échantillon.

Des solutions de chaque inhibiteur dans I'eau paégiarées a une certaine concentration.
Les tests d'inhibition sont effectués dans une ya@6 puits avec un puits « témoin positif »
et un puits « témoin négatif ».

Dans chaque puits « inhibiteur » sont mélangésllgien de HSulf2, la solution de 4-MUS et
la solution contenant l'inhibiteur.

Dans le puits « témoin négatif » sont mélangésathpon, la solution de 4-MUS et de 'eau.



VI.2 Résultats préliminaires obtenus

Les tests d'inhibition préliminaires ont été effeget sur les quatre oligosaccharides comportant le
sulfamate85,. L’activité inhibitrice du compos86: sera déterminée ultérieurement lors de tests plus

approfondis avec les quatre autres inhibiteurs.

D'aprés la Figure 36, on peut voir qu'a 1 mM, tdes oligosaccharides inhibent HSulf2. Le
nonasaccharide inhibe 72 % de [lactivité de I'eneyntandis que le pentasaccharide et
I'heptasaccharide ont une inhibition de 63 %. lisagcharide quant a lui inhibe 28 % I'activité de
'enzyme. Lorsque la concentration d’inhibiteur det250 M, I'inhibition de HSulf2 par85,, 85; et
854 est autour de 30 % 86, inhibe I'enzyme a 25 %. Enfin, lorsque la concatidn d’inhibiteur est

de 50 M, on ne constate presque plus d’inhibition de H&Sqlelque soit I'oligosaccharide.

* _III
B %%&
- B %%&
B %%&
m)  %%&
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Figure 36: Pourcentage d'inhibition de HSulf2 apresune nuit d'incubation & 37 °C avec les oligosacchides dans une

gamme de concentration allant de 50M a1 mM.

Ces premiers tests préliminaires permettent deiroosif I'activité inhibitrice des oligosaccharides
fonctionnalisés avec la fonction sulfamate surigne HSulf2. D'autres tests seront effectués afin

d’obtenir plus de données.






Chapitre 3

Optimisation de la réaction deN,O-sulfonation

[. Introduction

La sulfatation est une réaction importante cheztes vivants. C'est par exemple, un mécanisme de
défense trés important de notre organisme corgr&daobiotiques. La sulfatation métabolique qui se
produit par I'action d'une sulfotransférase et depl¥sphoadenosine-5’-phosphosulfate (PAPS)
permet de le transfert d’'un groupement sulfates()S3Dun accepteur de type alcool, amine ou phénol.
L’introduction de ce caractére anionique sur lagoole améliore son excrétion et évite de potentiels
effets toxiques® Les sulfatations permettent également de réguebibactivité de certaines

molécules : les stéroides sulfates sont des pemsrsd’hormones, qui aprés hydrolyse de leur
groupement sulfate donnent des stéroides actifin,Hiorientation dans I'espace des groupements
sulfates, omniprésents dans les chaines d’HS, peumet des interactions sélectives avec leurs

protéines cible?’—2%°

L’importance des groupements sulfates dans lesepsos biologiques a incité le développement de
méthodes de sulfatation chimique afin de synthétiles molécules d'intérét pour comprendre des
meécanismes clés des organismes vivants. Des méthimlesulfatation par voie enzymatique ont
également été développées, en utilisant des wffigrases et du PAPS, mais elles ne seront pas
traitées dans ce chapitre. Uniquement la sulfatgtar voie chimique sera discutée. Les sulfatations

chimiques

[.1.1 Agents de sulfatation

& * )

Dans les années 1950, les sulfatations se faisaientoyen d’acide sulfurique §8Q;) par addition
sur des alcénes ou cycloalcénes. Des alcools pnivagalement étre sulfatés par cette méthode mais

la formation d’eau durant la réaction diminuaitrémdement, obligeant I'utilisation de montage de























































































































































































































































































































































































