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Introduction Générale 
 

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie qui affecte les patients immunodéprimés 

principalement. Elle est connue comme la principale cause des infections nosocomiales, de morbidité 

et de létalité chez les patients atteints de mucoviscidose. Sa capacité d’adaptation l’a rendue 
multirésistante aux antibiotiques. Depuis plusieurs années, les alternatives aux antibiotiques pour 

lutter contre Pseudomonas aeruginosa se multiplient, notamment par l’utilisation d’agents anti-
adhésifs qui bloquent les protéines présentes à la surface de la bactérie, LecA et LecB, pour 

empêcher la reconnaissance cellulaire.  

Ainsi, l’équipe de Sébastien Vidal a étudié différents types de glycoclusters. Des mesures 
d’affinités ont montré que des glycoclusters basés sur des calix[4]arènes étaient les meilleurs 

candidats pour LecA et LecB. Des études in vitro et in vivo sur la souris ont déjà été menées et 

montrent une protection quasi-complète de ces glycoclusters contre les infections pulmonaires 

provoquées par Pseudomonas aeruginosa. Mais il existe peut-être des espèces encore plus affines 

pour ces lectines ou la bactérie entière. C’est alors qu’intervient la chimie combinatoire dynamique. 
Elle sert d’outil pour déterminer la structure qui présentera le plus d’affinité pour les lectines 
(macrocycles) ou la bactérie (polymères). 

La chimie combinatoire dynamique a été développée pendant les années 1990 par les 

équipes de Jean-Marie Lehn et Jeremy Sanders. Elle se base sur la réversibilité des liaisons pour 

former des structures moléculaires thermodynamiquement stables. L’ajout d’une molécule cible 
dans un milieu va favoriser la formation de l’espèce présentant le plus d’affinité pour celle-ci.  

Dans un premier chapitre, un tour d’horizon sur la littérature nous permettra de déterminer 
quelles sont les structures qui, jusqu’à ce jour, ont présenté les meilleures affinités pour les lectines 

de Pseudomonas aeruginosa. La multivalence et l’effet cluster seront expliqués car ils sont essentiels 
pour comprendre le mode de fonctionnement des ligands biologiques. La chimie combinatoire 

dynamique appliquée à la biologie et plus spécifiquement aux protéines sera alors abordée. Nous 

finirons ce chapitre introductif par un état de l’art des travaux réalisés au sein du laboratoire et leur 
implémentation vers le projet de glycodyn[n]arènes. 

Le deuxième chapitre s’articulera autour deux grands axes : la synthèse des 

glycodyn[n]arènes macrocycliques et leur étude. L’élaboration des synthèses des différentes briques 
moléculaires et leurs améliorations seront présentées. L’étude de leur réactivité sera déclinée sous 
trois formes : l’étude de bibliothèques combinatoires dynamiques en présence de la protéine par 

suivi UHPLC, des analyses ITC pour mesurer les constantes thermodynamiques et des tests 

préliminaires en microbiologie. 

Le troisième chapitre présentera la conception de nouveaux systèmes dynamiques pour 

évoluer des glycodyn[n]arènes vers des glycodynamères polymériques. Nous aborderons le défi 

synthétique d’une brique permettant la double chimie combinatoire dynamique, les difficultés 
rencontrées mais également les résultats encourageants obtenus.  
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Cette double chimie combinatoire dynamique repose notamment sur le développement de 

bras espaceurs pour faire oligomériser les glycodyn[n]arènes. Ainsi le dernier chapitre décrira le 

développement de ces molécules mais également les études préliminaires menées pour évaluer leurs 

applications dans des systèmes polymériques.  
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Chapitre I. Glycoconjugués 

multivalents et chimie 

combinatoire dynamique 
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I.1. Infection bactérienne 

Les maladies infectieuses représentent aujourd’hui une des principales causes de décès dans 

le monde. Celles-ci ne sont pas seulement dues aux nouvelles maladies qui apparaissent mais 

également à la résistance aux antibiotiques des agents pathogènes.[1] Les pressions sélectives sur les 

agents pathogènes de l’Homme n’ont jamais été aussi fortes. La population humaine mondiale ne 
cesse de s’accroitre, et s’accompagne d’une augmentation de la densité urbaine plus favorable à la 

dissémination des agents pathogènes. De plus, tous les milieux sont désormais impactés par 

l’Homme induisant une fragilité des systèmes dont des modifications des équilibres écologiques 

peuvent offrir des opportunités de développement à certains organismes exogènes dont les plantes 

et animaux dits invasifs mais également certaines espèces microbiennes plus flexibles comme les 

bactéries Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli. La pollution chimique des milieux et l’usage 
des antibiotiques favorisent aussi l’émergence de variants génétiques chez certaines espèces 
microbiennes. 

I.1.1. Phénomène Général 

Les mécanismes d’action de nombreuses bactéries restent communs, notamment sur leur 

principe d’adhésion. Ces mécanismes favorisent l’organisation des communautés microbiennes sous 
la forme d’agrégats et « biofilms » qui sont constitués de cellules bactériennes connectées entre elles 

mais également associées à d’autres particules dont la nature varie en fonction du milieu. Les 

dommages causés sur les cellules et les tissus hôtes ainsi que sur leur mécanisme de défense et 

d’infection. Le mécanisme de formation du biofilm, vecteur de l’infection bactérienne, peut se 
découper en 5 étapes (Figure 1).  

 
Figure 1 : Représentation des 5 étapes de la formation du biofilm[2] 

La formation du biofilm débute par une adhésion des bactéries aux cellules épithéliales et 

autres cellules à la surface des organes/tissus de l’hôte (Figure 1a). Ceux-ci peuvent être la peau, les 

muqueuses (cavité orale, nasopharynx, urogénitales) ou les tissus profonds (tissus lymphoïdes, 

epithélium gastrique et intestinal, alvéoles, tissus endothélial).   

Une fois liée aux surfaces, la bactérie est capable d’enclencher, par un processus biochimique 
spécifique, la deuxième étape du développement du biofilm : la formation d’une monocouche et la 
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production de matrice (Figure 1b). Cette étape peut être divisée en deux catégories : extracellulaire 

et intracellulaire. La prolifération intracellulaire signifie que le microbe est capable de pénétrer dans 

les cellules du tissu hôte et de survivre dans son environnement, alors que pour la prolifération 

extracellulaire le microbe passe les barrières d’un tissu sans pénétrer à l’interieur des cellules qui le 
compose (utilisée par  Pseudomonas aeruginosa).[1] Lors de cette étape, une matrice recouvre les 

bactéries, créant un micro-environnement autour d’elles. C’est lors de cette étape que le 
phénomène de quorum sensing apparaît. Il s’agit d’une communication inter-cellulaire via des 

signaux chimiques qui permet aux bactéries de réagir comme une communauté et non plus comme 

un individu autonome. Etant donné sa complexité, le quorum sensing n’est pour l’instant pas 
entièrement caractérisé, mais il a été montré dans de nombreuses espèces de bactérie, qu’il est 
responsable de la sécrétion d’enzymes et de cytotoxines extracellulaires dégradatives. Le 

développement d’une microcolonie est observé ainsi que la présence de plusieurs couches au sein de 

cette matrice. Cette multiplication du nombre de couches correspond à la troisième étape de la 

formation du biofilm (Figure 1c). A la quatrième étape, le biofilm a atteint une maturation qui lui 

permet une accélération de la multiplication des bactéries ainsi que le développement de la matrice 

(Figure 1d). A partir de cette étape, la pénétration d’antibiotiques dans cette matrice est de plus en 

plus difficile, ce qui en fait une des causes majeures de résistance aux antibiotiques. Enfin, la dernière 

étape de propagation de l’infection est responsable de la libération des bactéries contenues dans le 

biofilm afin de se propager vers d’autres tissus voisins (Figure 1e). 

I.1.2. Différentes méthodes de lutte 

Il existe, à ce jour, trois grandes stratégies pour lutter contre les infections bactériennes : les 

antibiotiques, une stratégie anti-biofilm et une stratégie anti-adhésion.  

Les antibiotiques, sont les agents les plus connus et les plus répandus contre les bactéries 

(Figure 2.1). Le premier antibiotique « moderne » est la pénicilline, découverte en 1928 par Sir 

Alexander Fleming. Depuis, les antibiotiques ont révolutionné le monde médical, en étant largement 

utilisés pour traiter les infections bactériennes en agissant principalement au stade planctonique de 

la bactérie et durant le début de la maturation du biofilm. Mais à partir des années 1950, les 

bactéries ont commencé à développer une résistance à ces antibiotiques en réduisant la 

perméabilité de leur biofilm et en mutant de façon à protéger ses cibles protéiques vulnérables aux 

antibiotiques. [3] Cette acquisition rapide d’une résistance accrue aux antibiotiques peut être 
expliquée par une consommation excessive, à titre préventif, de ces derniers par les animaux 

d’élevages, notamment dans la nourriture que les éleveurs leur administrent. Cette pratique a 

privilégié une sélection des souches les plus résistantes. 
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La deuxième stratégie pour lutter contre les infections bactériennes est l’utilisation d’agents 

anti-biofilm (Figure 2.2), soit en préventif, soit en curatif. L’action préventive : sert à empêcher la 

formation du biofilm. L’action curative : agit pour détruire le biofilm après le début de sa formation 

ou à un stade avancé de son développement. Dans les deux cas, ces actions sont mesurées en 

déterminant la quantité de biofilm résiduel après un temps fixé en présence ou en l’absence d’agent 
« thérapeutique ».[4] Il est à noter que souvent l’action curative nécessite une plus grande 
concentration en composés que l’action préventive. Cette stratégie peut également viser le quorum 

sensing en inhibant la sécrétion des composés chimiques nécessaires à la stabilité du biofilm. Dans 

les deux cas, les bactéries sont contraintes à leur état immature, elles redeviennent vulnérables aux  

antibiotiques et aux défenses immunitaires de l’hôte. [5]  

 
Figure 2 : Trois stratégies contre l’infection bactérienne 

 

La troisième statégie de lutte contre les infections bactériennes est la stratégie anti-adhésive 

(Figure 2.3). C’est celle-ci que nous avons utilisée tout au long de ma thèse. Le principe est le 

suivant : bloquer les protéines de la bactérie qui permettent de se lier aux saccharides présents sur la 

surface de la cellule hôte en utilisant des compétiteurs à ceux-ci, lors de l’étape d’adhésion (Figure 

2a). 

I.1.3. Quelques pathogènes majeurs 

A ce jour, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a référencé 3 pathogènes de priorité 

intermédiaire (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Shigella spp.), 6 pathogènes de 

haute priorité (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Campylobacter 

spp., Salmonellae, Neisseria gonorrhoeae) et enfin 3 pathogènes de priorité cruciale (Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae). Tous ces pathogènes sont devenus, au 

cours des dernières décennies, résistants aux antibiotiques et représentent aujourd’hui les plus 
grandes menaces bactériennes pour la santé humaine. Le groupe de priorité cruciale inclus toutes les 

bactéries devenues résistantes à un nombre très élevé d’antibiotiques et qui présentent une menace 

particulière dans les hôpitaux, les maisons de retraite et parmi les patients en soins intensifs dont les 
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soins nécessitent des dispositifs tels que des ventilateurs et des cathéters sanguins. Les groupes de 

priorité intermédiaire et haute contiennent les bactéries de plus en plus résistantes aux 

médicaments et qui causent des maladies « communes ».[6] Dans le monde de la recherche, un 

acronyme permet de référencer les 6 pathogènes considérés comme étant les plus dangereux et 

résistants aux antibiotiques : « ESKAPE » pour Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae (qui rentre dans la catégorie des Enterobacteriaceae nommée ci-dessus), 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, et Enterobacter species. L’OMS a lancé une 
alerte et un appel à des initiatives de recherche pour trouver de nouvelles stratégies thérapeutiques 

pour ces pathogènes. 

I.1.4. Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa (PA) est une bactérie gram-négative opportuniste qui affecte les 

patients immunodéprimés principalement. Elle est connue comme la principale cause des infections 

nosocomiales, de morbidité et de létalité chez les patients atteints de mucoviscidose.[7] Son 

mécanisme d’adaptation, de survie et de résistance à de multiples classes d’antibiotiques, a fait de 
PA une des bactéries classées priorité cruciale par l’OMS (cf. paragraphe I.1.3). 

I.1.4.1. Différentes stratégies de lutte contre Pseudomonas 

aeruginosa 

Les stratégies de lutte contre PA sont identiques à celles présentées en I.1.2, mais PA a 

développé une résistance aux carbapénèmes et aux céphalosporines de troisième génération, qui 

sont les meilleurs antibiotiques disponibles actuellement pour traiter les bactéries multi-résistantes 

aux médicaments.[6] Plusieurs équipes de recherche tentent de trouver le nouveau remède pour 

combattre PA. Différentes approches sont étudiées elles peuvent être réparties dans trois catégories. 

La première : de nouveaux antibiotiques pour contrer le problème de résistance générale mais qui 

reposent sur le même mécanisme que les anciens antibiotiques et donc pourront voir leur impact 

limité par l’apparition d’une énième résistance. Néanmoins d’autres stratégies antibiotiques 

innovantes ont été développées (Argyrines, inhibiteurs de LpxC, inhibiteurs de topoisomérase, 

molécules libérant du CO, médicaments à base de gallium, conjugués sidérophores-antibiotiques, 

lipopeptides polyxines, peptides et acides nucléiques peptidiques conjugués-peptides antisens). La 

deuxième catégorie est la thérapie anti-virulence. Pour cela les composés peuvent soit interférer 

directement avec les facteurs de virulence (en ciblant les systèmes de sécrétion ou les protéases 

bactériennes, en inhibant le facteur de virulence PvdQ), soit interférer avec la formation du biofilm 

et les cellules ou avec les systèmes de régulation. Le groupe de Jean-Louis Reymond travaille sur le 

développement de dendrimères peptidiques glycosylés actifs pour agir en préventif et en curatif 

pour ralentir ou empêcher la formation du biofilm.[8] L’équipe de Jean-Bernard Regnouf-de-Vains a 

développé des calix[4]arènes qui possèdent des groupes guanidinium avec des activités 

antibactériennes.[9] Et enfin la dernière catégorie vise à utiliser une combinaison de médicaments 

(potentialisateurs ou adjuvants), permettant d’augmenter ou de restaurer l’activité du composé 

antibactérien en le couplant avec un autre composé actif pharmacologiquement (utilisation 

d’inhibiteur de pompe à efflux, modulation de la réponse immune de l’hôte).[10] Etant donné 

l’augmentation de la résistance de PA, toutes les pistes doivent être étudiées afin de lutter contre 

celle-ci. Au sein du laboratoire, la voie qui a été privilégiée est l’anti-adhésion qui rentre donc dans la 
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deuxième catégorie présentée ci-dessus. L’adhésion de PA sur les cellules hôtes se fait par 

l’intermédiaire de protéines comme récepteurs spécifiques de saccharides : les lectines.  

I.1.4.2. Les lectines 

Les lectines sont des protéines de diverses familles qui se retrouvent dans tous les domaines 

de vie. Différentes classes ont été identifiées mais elles présentent toutes une spécificité pour les 

ligands de type saccharidique. Leur rôle est extrêmement diversifié, elles interviennent dans 

l’infection, la reconnaissance cellulaire, la communication mais également dans différents processus 

intercellulaires. Les lectines sont utilisées par de nombreux virus, bactéries, champignons et 

pathogènes parasites pour l’initiation et la prolifération d’une infection, car elles jouent un rôle 
primordial dans l’adhésion irréversible cellulaire. La plupart des ligands naturels des lectines sont des 

oligosaccharides bactériens ou fongiques.[11] Malgré la complexité des structures glycosidiques, les 

lectines sont souvent capables de reconnaitre un monosaccharide terminal en particulier dans une 

structure plus complexe. C’est donc sur cette faculté que nous allons baser notre stratégie. Dans le 

cas de PA, deux lectines intracellulaires et présentes sur la membrane externe jouent un rôle majeur 

dans l’adhésion cellulaire : LecA et LecB (Figure 3). 

 

Figure 3 : Représentation des deux lectines responsables de l’adhésion cellulaire 

I.1.4.2.i. LecA 

LecA (anciennement dénommée PA-IL) est isolée à partir de PA en 1972 par Nechama Gilboa-

Garber.[12] Elle est considérée comme étant une petite protéine avec 121 acides aminés avec un 

poids moléculaire de 12.8 kDa. En solution, LecA forme un complexe tétramérique où chaque 

monomère a son propre site de liaison (Figure 4).[13] Ainsi les deux sites de liaison les plus proches se 

trouvent à 26 Å l’un de l’autre, la deuxième distance la plus proche est de 80 Å.[14] 
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Figure 4 : Représentation de LecA. Chaque couleur représente une unité 
monomérique et les sphères rouges représentent les sites de liaison[13] 

LecA montre une affinité moyenne pour le D-galactose, avec une constante d’association Ka 

de 3.4 × 104 M-1. Son activité est optimale uniquement en présence des cations Ca2+ et Mg2+ (Figure 

5).[15]  

 

Figure 5 : Site de liaison de LecA en complexe avec le p-
nitrophényl β-D-galactopyranoside. Les peptides sont 
représentés par des rubans, l’oligosaccharide par des 
bâtons, le calcium par une sphère et les liaisons 
hydrogènes par des traits discontinus[16] 

I.1.4.2.ii. LecB 

LecB (aussi dénommée PA-IIL) est isolée de PA en 1977 par Nechama Gilboa-Garber et al.[17] 

Comme LecA, LecB est considérée comme une petite protéine, composée de 115 acides aminées, qui 

possède un poids moléculaire de 11.9 kDa.[13] En solution, LecB forme un complexe tétramérique. 

Chaque monomère possède un site de liaison (Figure 6.A). La distance qui sépare chaque site de 

liaison est comprise entre 39 et 49Å (Figure 6.B).[18] 
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Figure 6: (A) Représentation de LecB ; chaque couleur représente une unité monomérique et les sphères 
rouges représentent les sites de liaison ; (B) représentation des distances entre chaque site de liaison 

 

Figure 7 : Vue proche du site de liaison de LecB avec le L-
fucose. Les peptides sont représentés par des rubans, 
l’oligosaccharide par des bâtons, le calcium par une sphère 
et les liaisons hydrogènes par des traits discontinus[16] 

Grâce à la présence de deux ions calcium dans son site de liaison (Figure 7), LecB montre 

une forte affinité pour le L-fucose,[16] avec une constante d’affinité moyenne de 1.6 × 106 M-1.[15] 

I.2. Multivalence ou « Glycoside Cluster Effect » 

I.2.1. Principe Général 

Nous allons tout d’abord définir le terme de valence d’un composé : c’est le nombre de 

connexion d’un même type qu’il peut former avec un autre composé, dans un système ligand-

récepteur.[19] Ainsi lorsque sa valence est de 1, la molécule est monovalente, lorsque sa valence est 

supérieure à 1, la molécule est multivalente. La multivalence est un principe clé dans la nature pour 

former des interactions fortes et réversibles entre deux unités, un récepteur et un ligand, par 
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exemple entre une lectine et un saccharide. Elle est basée sur un processus de reconnaissance 

moléculaire simultanée et joue un rôle important dans l’auto-organisation ou dans les processus de 

reconnaissance biologique. Un développement ciblé de ces molécules multivalentes est donc 

particulièrement intéressant pour l’inhibition de protéines ou la prévention d’infection par un 

pathogène.[20] Dans de nombreux systèmes, le nombre exact d’interaction ligand-récepteur est 

inconnu. Pour pallier ce problème, Whitesides et al.[19] ont défini un paramètre β qui permet 

d’exprimer l’amélioration de l’affinité d’un ligand multivalent par rapport à son équivalent 

monovalent et qui est toujours utilisé actuellement. (Équation 1). 𝛽 = 𝐾𝑁𝑀𝑢𝑙𝑡𝑖𝐾𝑀𝑜𝑛𝑜  (Équation 1) 

Cette amélioration de l’affinité, due à une interaction multivalente et mesurée par ce 

paramètre β, est mesurée en globalité pour une molécule N-valente. Il peut parfois être ramené à la 

contribution de chaque ligand de la molécule multivalente en donnant la valeur /N qui va indiquer 

l’amélioration dû à chaque épitope. Ce phénomène, connu sous le nom de « Glycoside Cluster 

Effect »[21, 22], a permis de rationaliser les interactions multivalentes entre saccharides et lectines et 

mener vers des ligands de hautes affinités avec des applications médicales potentielles.[16, 23, 24] 

I.2.2. Caractéristique d’une interaction monovalente 

I.2.2.1. Aspects cinétiques [𝐿] + [𝑅] 𝑣𝑎→𝑣𝑑← [𝐿𝑅] (Équation 2) 

Une interaction réversible entre un ligand L monovalent et un récepteur R monovalent 

donne lieu à la formation d’un complexe [LR]. La cinétique de cette formation, représentée en 

équation 2, est décrite par sa vitesse d’association 𝑣𝑎 et de dissociation 𝑣𝑑 : 𝑣𝑎 = 𝑘𝑎[𝐿][𝑅] ; 𝑣𝑑 = 𝑘𝑑[𝐿𝑅] (Equation 3) 𝑘𝑎  représente la constante de vitesse d’association et 𝑘𝑑  la constante de vitesse de 

dissociation. Lorsque l’équilibre est atteint, la vitesse d’association et la vitesse de dissociation sont 

égales. En introduisant les constantes d’association Ka (en M-1) et de dissociation Kd = 1/Ka (en M), qui 

ne sont représentatives du milieu qu’à l’équilibre (équation 4), une corrélation entre les constantes 
de vitesse d’association (ka) et de dissociation (kd) et la constante d’association (Ka) est obtenue. 𝐾𝑎 = 1𝐾𝑑 = 𝑘𝑎𝑘𝑑 = [𝐿𝑅][𝐿][𝑅] (Equation 4) 

I.2.2.2. Aspects thermodynamiques 

Trois variables thermodynamiques nous intéressent : l’enthalpie ΔH, l’entropie ΔS et enfin 

l’enthalpie libre ΔG. Ces trois variables sont reliées par la loi de Van’t Hoff (équations 5 et 6) ∆𝐺𝑚𝑜𝑛𝑜 = − ln(𝐾𝑎) 𝑅𝑇 =  ∆𝐻𝑚𝑜𝑛𝑜 − 𝑇∆𝑆𝑚𝑜𝑛𝑜 (Equation 5) ln(𝐾𝑎) =  − ∆𝐻𝑚𝑜𝑛𝑜𝑅𝑇 + ∆𝑆𝑚𝑜𝑛𝑜𝑅    (Equation 6) 
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Figure 9 : Représentation du concept de la 
concentration effective. Inspirée de la thèse 
de S. Cecioni 

Les variations d’enthalpie ΔH et d’entropie ΔS sont la différence de leurs valeurs entre l’état 
de départ et l’état d’équilibre des composants du système. En connaissant, grâce à l’enthalpie et 
l’entropie, la quantité d’énergie et le sens de la réaction, il est possible de connaitre l’état du 
système. 

I.2.3. D’une interaction monovalente vers une interaction 
multivalente 

Dans de nombreux cas, les systèmes biologiques semblent utiliser les interactions 

multivalentes plutôt qu’un nombre équivalent en interactions monovalentes ou même une seule 
mais très forte interaction monovalente. Les interactions peuvent être intramoléculaires ou 

intermoléculaires. 

I.2.3.1. Associations intramoléculaires 

Il existe pour les interactions multivalentes différents mécanismes possibles qui participent à 

l’accroissement de l’avidité. Kiessling et al. ont identifié cinq mécanismes : l’effet chélate, la présence 
d’un site secondaire, la stabilisation stérique, le regroupement de récepteurs et l’effet statistique.[25] 

I.2.3.1.i. L’effet chelate 

Il s’agit de l’effet le plus connu et par conséquent 

le plus étudié des interactions multivalentes et qui donne 

lieu aux plus grandes améliorations () en termes d’affinité 

(Figure 8). Il est tout d’abord important de définir ce 
qu’est une concentration effective, notion essentielle pour 

la compréhension des interactions multivalentes et 

spécialement dans l’effet chélate. Il s’agit d’un paramètre 
théorique, d’une probabilité que deux épitopes, issus 

d’un même composé (ligand multivalent) soit à une 
distance très proche l’un de l’autre, donné par l’équation 
suivante : 𝐶𝑒𝑓𝑓 = 1𝑁𝐴(〈𝑟2〉1 2⁄ )3 ( 32𝜋)3 2⁄

 (Equation 7) 

𝑁𝐴 est le nombre d’Avogadro, 〈𝑟2〉1 2⁄  représente 

la distance moyenne qui sépare spatialement deux 

extrémités d’un ligand multivalent (Figure 9).[26, 27] Ainsi si 

Ceff > Csol (concentration du ligand en solution) alors il y 

aura interaction intramoléculaire avec un deuxième 

épitope du même ligand, si c’est l’inverse alors un ligand 
différent viendra se lier au récepteur de façon 

intermoléculaire. 

En plus de cela, une approche thermodynamique 

permet d’expliquer cette augmentation de l’affinité. En 

Figure 8 : Représentation de l’effet chélate 
(Adaptée de Kiessling et al.) 
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effet, la première interaction entre le récepteur et le ligand multivalent représente un coût 

entropique translationnel important mais les interactions suivantes ne subissent pas ou peu de 

pénalité entropique translationnelle supplémentaire. Il est important de noter que les interactions 

supplémentaires sont tout de même soumises à un coût entropique conformationnel.[28] 

I.2.3.1.ii. Site secondaire 

Une augmentation de l’affinité peut être également observée 

si le récepteur présente un site secondaire avec une reconnaissance 

différente du premier et sur lequel le ligand peut se lier s’il présente 

un deuxième épitope complémentaire (Figure 10). 

 

I.2.3.1.iii. Effet stérique 

Un ligand encombrant, lors de sa liaison au récepteur, va 

provoquer un encombrement stérique local, ce qui empêchera alors 

l’approche de tout autre ligand compétiteur. Ainsi la liaison de 

plusieurs sites du récepteur par le même ligand est plus probable et 

celui-ci voit alors son affinité augmenter (Figure 11). 

I.2.3.1.iv. Rapprochement de récepteur 

Même si un récepteur ne présente pas plusieurs sites de 

liaison, un ligand multivalent peut se lier avec une grande affinité à 

plusieurs récepteurs monovalents (Figure 12). Ce phénomène est 

particulièrement facilité par les bicouches lipidiques de la membrane 

cellulaire, laissant diffuser les protéines membranaires et dont le 

regroupement pourra induire une réponse à l’intérieur de la cellule 
(par exemple : la transduction du signal).[28] 

I.2.3.1.v. Effet statistique 

Pour un récepteur monovalent, un ligand multivalent verra 

son affinité augmentée à partir du moment où un de ses épitopes se 

liera au récepteur (Figure 13). Ensuite, lorsque la dissociation aura 

lieu, un deuxième épitope aura une grande probabilité de se lier au 

récepteur car il sera présent en proximité du récepteur pour une 

réassociation rapide. 

 

I.2.3.2. Interactions intermoléculaires 

Un récepteur qui présente plusieurs sites de liaison, peut se lier à plusieurs ligands issus de 

molécules différentes, ces interactions sont alors intermoléculaires.  

Figure 10 : Représentation de la 
présence d’un site secondaire 
(Adaptée de Kiessling et al.)     

Figure 11 : Représentation 
de la stabilisation stérique 
(Adaptée de Kiessling et al.)  

Figure 12 : Représentation du 
rapprochement de récepteur 
(Adaptée de Kiessling et al.)  

Figure 13 : Représentation de 
l’effet statistique (Adaptée de 
Kiessling et al.)  
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I.2.3.2.i. La réticulation 

Les études récentes portant sur les complexes réticulés de type lectines multivalentes-

saccharides ont permis de nous donner de précieuses informations sur ces interactions. Ainsi, deux 

types de complexes réticulés sont observés : de type 1 et de type 2. Les complexes de type 1 sont des 

structures bidimensionnelles. Ils résultent de l’assemblage de saccharides et de lectines divalents, et 

donnent des assemblages linéaires (Figure 14A). Ils sont souvent solubles et possèdent un degré de 

polymorphisme élevé par leur flexibilité. Les complexes de type 2 sont des structures 

tridimensionnelles. Cette réticulation a lieu entre des saccharides et des lectines qui présentent, l’un 
ou l’autre ou les deux, une valence supérieure à deux (Figure 14B). Ces complexes sont souvent 

insolubles à cause de leur grand poids moléculaire global et précipitent en solution. Une réticulation 

homogène est obtenue lorsque la réticulation est ordonnée.[29] 

 

Figure 14 : (A) Représentation de réticulation de type 1 et (B) représentation de réticulation de type 2 (Adaptée 
de Sacchettini et al.[29]) 

I.2.4. Méthodes d’analyse des interactions multivalentes 

I.2.4.1. Microcalorimétrie de titration isotherme : ITC 

L’ITC est une méthode d’analyse utilisée typiquement pour caractériser des interactions 

moléculaires entre un hôte et un invité. Il s’agit d’un appareil qui comporte une cellule témoin, une 
cellule contenant le récepteur et une seringue contenant le ligand (ou inversement) qui va 

progressivement ajouter ce dernier dans la cellule. Il y aura alors une différence de température 

entre les deux cellules. Ce ΔT en fonction de la concentration en invité va dessiner un 

thermogramme, qui donnera lieu à une sigmoïde et celle-ci permettra d’obtenir la constante 

d’association, la stœchiométrie de l’association, l’enthalpie et l’entropie (Figure 15). Il sera alors 

possible d’en déduire l’enthalpie libre (Equation 8) puis l’entropie (Equation 9) : ∆𝐺 =  −𝑅𝑇𝑙𝑛(𝐾𝑎) (Equation 8) ∆𝐺 = ∆𝐻 − 𝑇∆𝑆  ➡ ∆𝑆 = ∆𝐻−∆𝐺𝑇  (Equation 9) 

Les principales limitations de cette méthode sont des risques d’insolubilité des protéines dues à une 

concentration importante des composés en solution entrainant une précipitation dans le milieu lors 

de l’association des deux partenaires. Ceci entraîne une perturbation de l’acquisition de données par 

l’appareil. De plus, une consommation importante des composés est nécessaire pour obtenir de 

bonnes mesures en triplicat et à des concentrations de l’ordre du micromolaire.[16] 
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Figure 15 : Représentation schématique d’un appareil ITC ; adaptée depuis Freyer et al.[30] 

I.2.4.2. Détermination du pouvoir inhibiteur 

Il existe trois méthodes de détermination du pouvoir inhibiteur : HIA, ELLA et SPR. Il s’agit de 
tests de compétition entre un ligand synthétique, monovalent ou multivalent, et des surfaces 

glycosylées telles que les globules rouges (HIA), des polyacrylamides glycosylés adsorbés sur des 

plaques de polyester à 96 puits (ELLA) ou des dextranes fonctionnalisés adsorbés sur des surfaces en 

or (SPR). 

L’HIA (Hemagglutination Inhibition Assay) peut être utilisé comme premier filtre avant de 

poursuivre les évaluations car il sera peu couteux en ligand. Cependant ce test est très rapidement 

limité car il est difficile voire souvent impossible de comparer les échantillons entre eux à cause 

d’une trop grande variabilité de la qualité et de l’origine de l’échantillon de sang.[16] 

ELLA (Enzyme Linked Lectin Assay) est une méthode qui permet d’obtenir des données 
quantitatives fiables mais s’il est possible de comparer les données issues d’un même 
expérimentateur, il est difficile de les comparer avec celles de la littérature car les conditions 

expérimentales peuvent différer d’un groupe de recherche à un autre.[16] 

La résonance plasmonique de surface (SPR pour Surface Plasmon Resonance) est une 

technique bio-analytique qui permet de suivre en temps réel l’adhésion d’un ligand sur une surface 
modifiée. ITC et SPR sont très souvent complémentaires. Par cette méthode, il est possible d’obtenir 

des paramètres cinétiques (kd et ka) ainsi que thermodynamiques (Kd). Elle offrira en plus un accès 

fiable et facile aux valeurs IC50. De plus, les données sont comparables avec la littérature, si la 

méthode d’analyse est la même. En effet, la principale limitation de cette méthode réside dans 

l’influence de la nature du tampon, du débit, de la concentration des partenaires, ainsi que du type 

de capteurs utilisés.[16]  

Durant la thèse, l’ITC a été la méthode d’analyse privilégiée car elle est largement employée 

et elle nous permet donc de comparer aisément nos résultats avec ceux de la littérature. 

Toutes les méthodes d’analyses citées ci-dessus sont applicables sur des molécules 

oligomériques, de petites tailles. J’explorerai dans le chapitre 2 (voir II.6.1) les tests d’agrégation et 
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d’adhésion cellulaire de la bactérie (PA) qui sont deux méthodes utilisées pour analyser des espèces 

polymérisables et qui se lient avec des partenaires de plus haut poids moléculaire et/ou qui forment 

en solution des espèces de taille beaucoup plus conséquente. 

I.2.5. Ligands compétiteurs de LecA et LecB 

Différents groupes de recherche se sont déjà intéressés aux lectines LecA et LecB pour 

concevoir des ligands de haute affinité dans le but de développer des composés anti-adhésifs qui 

pourront servir dans la lutte contre PA. 

I.2.5.1. Les ligands compétiteurs de LecA 

Le groupe de Roland J. Pieters a beaucoup travaillé sur des compétiteurs de LecA divalents. Il 

appuie ses recherches sur trois grandes lignes directrices : 

- Un ligand multivalent aura une meilleure affinité pour la lectine que son homologue 

monovalent. 

- La longueur du bras espaceur (entre deux galactosides) est un caractère crucial pour 

obtenir une inhibition forte ou maximale. Cette longueur doit être adaptée pour être ni 

trop courte, pour pouvoir atteindre un deuxième site de liaison (par effet chélate), ni trop 

longue pour ne pas augmenter le coût entropique. 

- La rigidité représente également un facteur important, il est pourtant moins pris en 

considération que les autres. Cet oubli peut être induit par la difficulté de trouver le bon 

bras espaceur, notamment soluble dans des conditions physiologiques. Ce facteur reste 

pourtant important pour permettre une diminution du coût entropique total.[31] 

Jusqu’à aujourd’hui, dans la littérature, le ligand (Molécule A - Figure 16)[32] de l’équipe de 
Roland J. Pieters reste un des plus intéressants pour la lectine LecA, d’un point de vue de la 
concentration inhibitrice médiane (IC50) et de l’affinité (constante de dissociation : Kd).[32] 

 

Figure 16 : Ligand synthétisé par le groupe de Roland J. Pieters[32] 

Un autre groupe qui a également travaillé sur LecA est celui de René Roy. Il a développé des 

dendrimères qui présentent entre 9 et 27 épitopes saccharidiques. Certaines de ces molécules sont 

trop hydrophobes pour pouvoir être étudiées en milieux aqueux et ne sont, par conséquent, pas 

éligibles pour lutter contre PA. Mais d’autres, ne présentant pas ce problème, atteignent des affinités 
de l’ordre du nanomolaire, ce qui font d’elles de bonnes candidates (Molécules B et C - Figure 17).[33, 

34] 
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Figure 17 : Ligands multivalents synthétisés par l’équipe de René Roy[33, 34] 

 Un troisième groupe, celui de Jean-Louis Reymond, a mis en évidence la contribution d’un 
aglycone aromatique sur le ligand. Les études thermodynamiques présentées montrent une 

augmentation de l’affinité d’un facteur 20 par rapport au galactose et d’un facteur 4 par rapport aux 
galactosides aliphatiques (Molécule D - Figure 19).[35] Une étude cristallographique amène la preuve 

qu’une interaction CH-π « T-shape » a lieu entre l’aglycone aromatique et His50 qui est la clé d’une 
affinité plus forte (Figure 18).[35]  

 
Figure 18 : Structures et modèles des interactions His50C(ε1)H-π dans le 
complexe LecA-Galactose ; 7, 1 et 3 représente des structures expérimentales 
alors que 2 et 5 sont des modèles d’assemblage[35]  

En utilisant cette donnée, le groupe a travaillé sur divers dendrimères composés d’acides 
aminés dont un des meilleurs ligands de LecA présente une affinité de 100 nM (Molécule E - Figure 

19).[36] La présence d’un cycle aromatique augmente l’affinité, mais le côté hydrophobe de celui-ci 

peut entrainer une diminution de la solubilité du composé dans l’eau. 
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Figure 19 : Ligands synthétisés par le groupe de Jean-Louis Reymond[35, 36] 

Le groupe de Sébastien Vidal présente un travail diversifié, basé sur différents types de 

macrocycles pouvant composer le cœur des ligands : les glycosides (Molécule F - Figure 20)[37], les 

résorcinarènes (Molécule G - Figure 20)[38], les calixarènes (Molécules H, I, J - Figure 20)[39-41], les 

pillararènes (Molécule K - Figure 20)[42] et les fullerènes (Molécule L - Figure 20)[43, 44] mais aussi et 

plus récemment les pérylènediimides (Molécule M - Figure 20)[45] ou tétraphényléthylènes (Molécule 

N - Figure 20).[46] Ces molécules montrent de grandes affinités de l’ordre du nanomolaire pour ces 

différents ligands. Pour l’instant, seul le calix[4]arène 1,3-alterné a fait l’objet d’études plus poussées 

dans le cadre d’une validation de l’effet protecteur contre l’infection du poumon par PA chez la 
souris.[47]  
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Figure 20 : Glycoclusters synthétisés par le groupe de Sébastien Vidal [37-46] 
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Le groupe de Alexander Titz a basé sa stratégie sur un inhibiteur covalent à la lectine. Le but 

est d’éviter la dissociation et par conséquent de désactiver de manière plus durable la protéine. Ils 
sont donc les premiers, jusqu’à aujourd’hui, à proposer un ligand capable de répondre à cette 

attente. Pour ce faire, ils ont ciblé la Cys62, présente dans le site de liaison du galactose. Ils ont 

synthétisé un compétiteur monovalent (Molécule O - Figure 21)[48] qui se lie de façon covalente à la 

lectine LecA. L’époxyde présente en C6 réagit avec la Cys62. Celle-ci étant proche du site de liaison, 

l’affinité de ce ligand est augmentée (Figure 21a et b). Son IC50 a été mesuré à 64 µM, le plaçant ainsi 

comme un très bon ligand monovalent. 

 
Figure 21: A gauche : interaction du ligand avec LecA ; à droite : molécule 
synthétisée par le groupe d’Alexander Titz[48] 

Pour conclure, la comparaison de toutes ces molécules montre que l’affinité d’un ligand pour 

LecA est intimement liée à sa géométrie et au type de bras espaceur utilisé. Il est important de noter 

qu’une très grande augmentation de l’affinité est observée en comparant chaque molécule au 

galactose de référence. Ceci est dû à la géométrie de la lectine qui permet un effet chélate. Plus un 

ligand possède d’épitopes, plus il a de chances de voir son affinité s’accroitre, même si à partir d’une 
certaine valence, l’affinité n’augmente plus de façon drastique. La flexibilité est également un critère 

important dans la sélection d’un bon compétiteur. Plus un ligand sera flexible, plus il pourra se lier 

facilement aux autres sites d’interaction de la lectine. Mais en contrepartie, il augmentera son coût 

entropique, donc l’interaction se fera un peu mais plus efficacement. Ainsi, tout est une question de 

balance, entre le nombre d’épitopes à engager et la rigidité des espaceurs utilisés. La présence du 

cycle aromatique sur les ligands de Jean-Louis Reymond marque une augmentation de l’affinité 
envers la lectine par l’utilisation CH-π « T-shape ». Ces deux arguments peuvent ainsi constituer la 

base d’une réflexion pour le développement de ligands compétiteurs dans le futur. 

I.2.5.2. Les ligands compétiteurs de LecB 

Le groupe de recherche de René Roy, a mené une étude sur l’affinité de LecB pour les 
oligosaccharides d’antigène Lewis Lea. Il a constaté que celui-ci était préféré aux épitopes H ou aux 

autres antigènes Lewis, ce qui montre que la lectine présente une haute sélectivité pour les 

disaccharides de type Fuc-α-1,4-GlcNAc.[49] Le groupe a développé une série de molécules proches 

structurellement de l’Fuc-α-1,4-GlcNAc pour identifier un ligand monovalent (molécule A’ - Figure 

22)[49] et divalent (molécule B’ - Figure 22)[50] avec une affinité de 310 nM et 90 nM, respectivement. 
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Figure 22 : Ligands pour LecB synthétisé par le groupe deRené Roy[49, 50] 

Jean-Louis Reymond et son équipe ont beaucoup travaillé sur les ligands compétiteurs de la 

lectine LecB. En reprenant les travaux effectués sur LecA et en les adaptant en passant d’un épitope 
galactose à un fucose, le groupe a obtenu des composés qui présentent des IC50 relativement faibles, 

allant de 590 nM à 25 nM (molécules C’, D’, E’ et F’ – Figure 23).[51-53] En descendant à 25 nM, ce 

ligand octavalent (molécule F’ - Figure 23)[54] se montre alors 400 fois plus affin pour LecB que le 

fucose.  

 

Figure 23 : Glycoclusters synthétisés par le groupe de Jean-Louis Reymond[51-54] 

L’équipe d’Alexander Titz s’est intéressée aux dérivés sulfonamides incorporés à une 

structure de type fucose. Ces composés permettent d’améliorer d’un facteur 20 l’affinité du composé 
pour LecB par rapport au fucose. C’est pourquoi un ligand monovalent peut atteindre une affinité de 
800 nM (molécule G’ - Figure 24), ce qui est inférieur au Kd de certaines espèces divalentes. Après 

observation que deux épitopes de l’antigène H-type 2 pouvaient se lier à LecB, le groupe a synthétisé 

un ligand qui serait capable d’en faire de même (molécule H’ - Figure 24).[55] Cette double interaction 

entraine alors une augmentation de l’affinité d’un facteur 75 par rapport au α-L-fucoside de méthyle. 
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Figure 24 : Ligands compétiteurs synthétisés par l’équipe d’Alexander Titz[55] 

Comme pour LecA, l’équipe de Sébastien Vidal a travaillé sur des ligands présentant plusieurs 

fucosides avec une valence de 4 à 10. Pour les espèces pentaérythrityl phosphodiester fucosylés 

(molécules I’ et J’ - Figure 25)[56, 57], l’IC50 diminue d’un ordre de grandeur lorsque sa valence est 
multipliée par 2.5, montrant ainsi que le nombre d’épitopes disponibles influe sur l’affinité. Par la 
synthèse d’un composé tétravalent au noyau aromatique, l’équipe obtient un ligand qui possède une 
constante d’affinité de 84 nM, représentant alors un très bon compétiteur de LecB (molécule K’ - Figure 

25).[46] 

 

Figure 25 : Glycoclusters synthétisés par le groupe de Sébastien Vidal[46, 56, 57] 

L’équipe d’Olivier Renaudet, en présentant un ligand d’une valence de 16 et un Kd de 28 nM 

(molécule L’ - Figure 26)[58], possède le meilleur compétiteur de LecB à ce jour. 
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Figure 26 : Ligand synthétisé par le groupe d’Olivier Renaudet[58] ; ligand le plus affin pour LecB à ce jour 

Contrairement à LecA, les sites de liaison de LecB étant trop loin les uns des autres, il n’y a 
pas d’effet chélate possible (autre qu’un effet chélate aggrégatif), mais une affinité forte pour le 

fucose monovalent peut être remarquée et expliquée par la présence de deux ions Ca2+ (qui facilite la 

liaison). Ces deux constats permettent d’expliquer pourquoi les augmentations d’affinité pour LecB 
sont beaucoup moins marquées que pour LecA.  

Pour conclure, tout comme pour LecA, la géométrie du ligand utilisé va directement 

impacter la capacité de liaison de celui-ci à LecB. Il est à noter que LecB a fait l’objet de moins 
d’études que LecA en termes de développement de ligand. Ainsi la valence pour laquelle l’affinité est 
la plus grande reste encore à étudier mais elle se situe entre 4 et 8. 

I.3. Chimie Combinatoire Dynamique 

I.3.1. Principe général 

La Chimie Combinatoire Dynamique (CCD) a été développée durant les années 1990 par 

l’équipe de J.-M. Lehn. Le principe est le suivant : il s’agit de la chimie combinatoire sous contrôle 
thermodynamique. Différentes molécules mises en solution conduisent à un mélange de produits qui 

forme une bibliothèque combinatoire dynamique (en anglais - Dynamic Combinatorial Library : DCL). 

Ce système nécessite une interconversion entre les différents membres de cette DCL, en faisant 

intervenir des processus chimiques réversibles, tels que des interactions covalentes et/ou non-

covalentes (par exemple des coordinations ligand-métal). Ainsi la CCD est unique en son genre par le 

fait que la composition de la bibliothèque est déterminée par la stabilité thermodynamique de 

chacun des membres de celle-ci. Cette chimie est donc un puissant outil pour l’identification des 

espèces les plus stables thermodynamiquement.[59] L’ajout d’une molécule-modèle ou d’un stimuli 
(ou « template ») peut influencer l’équilibre de la bibliothèque. En effet celui-ci peut se lier à un 

membre déjà existant de la bibliothèque ou alors, il peut faire apparaître de nouveaux membres. 

Ceci s’explique par la stabilité thermodynamique du composé qui se lie au « template ». Il est 

possible de faire le parallèle schématique avec une clé et une serrure, le « template » représente la 

serrure pour laquelle il faut trouver la clé adéquate. La molécule « template » peut interagir avec les 

différents produits, ainsi la quantité de chaque espèce sera représentative de sa stabilité et de son 

affinité avec la molécule-cible. Il s’agit donc d’un outil puissant qui peut être adapté à la recherche de 

nouveaux médicaments. 
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Dans l’illustration du modèle clé-serrure, le « template » a été présenté comme la serrure, 

mais celui-ci peut être utilisé de différentes manières et plus précisément de 4 façons différentes, 

nous nous concentrerons ici sur les interactions de type non-covalentes. Pour le « molding » (Figure 

27a), il s’agit de la situation décrite ci-dessus, à savoir que le « template » jouera le rôle de la serrure 

et les molécules constituant de la bibliothèque seront les différentes clés possibles. Pour le 

« casting » (Figure 27b), il s’agit de la situation inverse, cette fois-ci le « template » sera la serrure et 

les membres de la DCL seront les serrures pouvant correspondre à la clé ou non. Ces deux types de 

sélections sont très utilisés dans la nature et font l’objet de bon nombre de recherche pour cibler les 
protéines. Le repliement des molécules (Figure 27c) ne nécessite aucun « template » externe, il est 

dirigé par les interactions internes non-covalentes. Il s’agit d’une propriété largement retrouvée dans 

la nature et énormément utilisée par les protéines également. Enfin le dernier type de sélection, 

comme pour le repliement ne fait appel à aucun « template » externe, il s’agit d’un auto-assemblage 

des membres de la bibliothèque via des interactions non-covalentes qui pourra former dans certains 

cas des agrégats (Figure 27d). Ce type de sélections attire l’attention dans les domaines de synthèse 
de nouvelles espèces amphiphiles.[59] Les travaux effectués au cours de ce projet de thèse se fondent 

sur les interactions de type « molding » et « casting ». 

 

Figure 27 : Représentation des différentes façons possibles (non-covalentes) de sélectionner un membre 
spécifique d’une bibliothèque (a) sélection d’un invité par l’introduction d’un hôte ; (b) sélection d’un hôte par 
introduction d’un invité ; (c) sélection d’un foldamère dirigée par des interactions non-covalentes internes ; (d) 
sélection de molécules auto-assemblées dirigée par les interactions non-covalentes entre les différents 
partenaires présents dans la bibliothèque[59] 

I.3.2. Réactions réversibles compatibles avec les protéines 

Diverses liaisons réversibles sont utilisées en CCD, mais nous allons nous restreindre à celles 

qui sont solubles dans l’eau et compatibles avec des conditions pseudo-physiologiques. 

I.3.2.1. Etat de l’art 
L’équipe de recherche d’Anna Hirsch a travaillé sur les liaisons applicables en biologie et plus 

spécifiquement sur celles compatibles avec les protéines. Il est important de noter que le pH influe 

beaucoup sur l’équilibre de la bibliothèque en fonction de la réaction qui s’opère, il est donc 
nécessaire de le prendre en compte pour pouvoir l’appliquer à la protéine cible (Figure 28).[60] La 

solubilité est également un critère important, il est possible qu’un composé, lorsqu’il est seul en 

solution, soit soluble dans les conditions de la bibliothèque mais que lorsqu’il s’associe, le produit ne 
soit plus soluble et modifie alors l’équilibre de celle-ci.[61]  
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Figure 28 Réactions réversibles utilisées dans la CCD dirigée pour l’identification 
de composés bioactifs ; adaptée de la mini revue de Hartman et al.[60] 

La CCD dirigée sur les protéines peut être utilisée par exemple pour trouver les ligands de la 

cible, ou encore pour déterminer la bonne longueur de bras espaceurs pour relier deux (ou plus) sites 

de liaison. 

Dans le but de trouver des ligands pour une protéine, J.-M. Lehn et I. Huc en 1997 ont mené 

la première expérience de CCD dirigée.[62] En utilisant la formation d’imine, ils ont comparé les 

bibliothèques issues d’un échantillon en présence et en l’absence de la molécule-modèle : 

l’anhydrase carbonique (AC). La protéine est ensuite dénaturée en chauffant puis séparée du reste 
de la bibliothèque par centrifugation et filtration afin de pouvoir analyser la composition de celle-ci 

par HPLC et de la comparer à celle en absence de la protéine. Les analyses ont alors montré que le 

meilleur ligand pour l’AC est la sulfonamide para-substituée (Figure 29).[62]  
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Figure 29: Première de CCD dirigée, figure adaptée de Frei et al.[63] 

Cette première expérience a servi de preuve de concept, permettant à d’autres groupes 
d’explorer à leur tour cette chimie, notamment Poulsen et al.[64] et Barboiu et coll.[65] qui ont aussi 

travaillé sur l’AC en utilisant la métathèse croisée d’alcènes pour identifier les inhibiteurs sélectifs 

pour les isoformes I et II chez l’humain.[66] Le groupe de J.-M. Lehn a également synthétisé des 

saccharides capables de former des disulfures dans le but d’identifier les meilleurs ligands de la 
lectine Concanavaline A.[67] J. de Mendoza et P. Reeh ont également travaillé sur la reconnaissance de 

ConA en utilisant des complexes FeII-Bipyridines substitués par différents sucres, en présence de la 

lectine. La DCL se rééquilibre en faveur des espèces reconnues par celle-ci.[68] Cette utilisation de 

complexes de FeII-bipyridine a d’abord été exploitée par Sasaki et coll. en utilisant une bipy-GalNAc 

comme ligand du Fer permettant d’accéder à 4 diastéréoisomères en équilibre dans le milieu. Le 

groupe a travaillé avec la lectine B4 de Vicia Villosa qui favorise seulement un des diastéréoisomères, 

une fois mise en présence des complexes.[69] T. Hasegawa et coll. ont étudié des complexes de FeII-

bipy avec des différents saccharides mais la DCL a été orientée par la présence de cations dans le 

milieu. Ceux-ci sont également capables de modifier l’équilibre thermodynamique en faveur d’une 
espèce majoritaire.[70] C. Hunter, J. Waltho et coll. ont aussi utilisé les disulfures en CCD pour cibler le 

capteur de calcium de la Calmodulin.[71] Gabius et coll. ont testé, sur phase solide et sur des cellules, 

un système mettant en jeu des sucres portant sur leur position anomère un thiol libre, pouvant 

former des ponts disulfures et créant ainsi des ligands di-sacchraridiques.[72] Ramström et al. ont 

recouru à la formation d’hémithioacétal sur un cœur portant des saccharides pour identifier les 

inhibiteurs de la β-galactosidase.[73] Klebe, Hirsch et coll. ont développé des bibliothèques basées sur 

la formation d’acylhydrazones pour l’identification d’inhibiteurs de la protéase aspartique 
endothiapepsine.[74] Et enfin Beau, Vauzeilles et coll. ont utilisé la CCD ciblée pour étudier les modes 

de reconnaissance des inhibiteurs de la lysozyme dans les blancs d’œuf de poule.[66]  

Plus récemment, le groupe de Nicolas Winssinger a travaillé sur une approche qui implique 

des assemblages via des acides nucléiques peptidiques dans le but de reconnaitre les lectines AFL 

(Aspergillus fumigatus lectin).[75] Pour se faire, les saccharides sont placés à l’extrémité d’une chaine 

d’acides nucléiques peptidiques et mis en solution pour former des hétéro- ou homodimères (Figure 

30). La bibliothèque est alors incubée en présence d’AFL. La lectine est fixée sur des billes 
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magnétiques permettant des lavages pour éliminer les chaines d’acides nucléiques qui ne se sont pas 
liées à la protéine. Une élution permet ensuite de détacher les saccharides qui se sont liés aux 

lectines. Et enfin une analyse par spectrométrie de masse permet d’identifier les composés 
sélectionnés par AFL. 

 

Figure 30 : Représentation du protocole pour une bibliothèque en présence de lectines sur billes magnétique, 
figure adaptée de Winssinger et al.[75] 

La recherche de la longueur idéale du bras espaceur est également au cœur de la chimie 

combinatoire dynamique. Ellman et coll. l’ont mis en valeur lors de leurs travaux pour identifier les 
inhibiteurs de protéines bivalentes par l’intermédiaire d’une bibliothèque de divers composés 

ditopiques générée par des liaisons oximes.[76] Stivers et coll. ont utilisé cette stratégie pour identifier 

les inhibiteurs de la glycosylase de l’ADN de l’uracile par l’utilisation de balises moléculaires.[77] 

Nicolaou et coll. ont appliqué la CCD ciblée pour l’identification de puissants antibiotiques divalents 
basés sur la vancomycine par l’intermédiaire de formation de liaisons disulfures ou de métathèse 
d’alcènes.[78] Otto et Kubik ont utilisé la CCD en présence d’anions pour favoriser l’assemblage de 
cyclopeptides en milieu aqueux via la formation de ponts disulfures.[79] Et enfin Lehn et coll. ont 

également travaillé sur la CCD dirigée pour l’identification d’inhibiteurs bifonctionnels à 
l’acétylcholinestérase par la formation d’acylhydrazones.[66] 

Très récemment l’équipe de Stéphane Vincent et coll.[80] a décrit le développement de 

bibliothèques combinatoires dynamiques visant à interrompre ou inhiber la formation du biofilm sur 

PA et sur Staphylococcus aureus. Elles sont composées d’un trialdéhyde capable de former des 
liaisons réversibles avec des polyéthylèneglycol diamines. La périphérie des macromolécules 

comporte une variété de têtes neutres, anioniques ou cationiques présentant des propriétés anti-

biofilm.  

I.3.2.2. Limitations 

L’équipe d’Anna Hirsch a montré aussi les limitations de ces liaisons réversibles dirigées vers 

les protéines. La complexité de l’analyse de la bibliothèque dû à la grande quantité d’espèces 
formées, mais également des temps d’équilibration plus longs et qui ont pour conséquence la 

détérioration de la protéine si celle-ci est instable et ne tolère pas les conditions expérimentales de 

l’équilibration. Jusqu’à présent les bibliothèques explorées sont de petites ou moyennes tailles, avec 
des protéines peu couteuses et bien connues.[61] Il est possible d’appliquer la CCD sur des protéines 
plus couteuses, plus compliquées et moins connues avec des bibliothèques plus fournies mais pour 

cela, il faut développer des méthodes d’analyse plus robustes que celles utilisées actuellement. 
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Un paramètre important est à prendre en compte lorsqu’une protéine est utilisée : les 

réactions réversibles qui conduisent à la formation des espèces de la bibliothèque doivent être 

conditionnées pour ne pas altérer l’activité de la protéine.[63] Ainsi, les molécules utilisées dans le 

cadre de la CCD dirigée doivent être solubles et stables dans les conditions définies par la protéine, 

les paramètres notables sont le pH et la solution utilisée pour faire les expériences (l’utilisation d’une 
solution tampon est courante). De plus, il est essentiel, lorsque des molécules à visée thérapeutique 

sont étudiées, de prendre en compte les diverses toxicités qui peuvent apparaître si la molécule est 

testée in vivo mais également sa solubilité, caractère nécessaire pour envisager son utilisation. 

I.3.2.3. Voies prometteuses et défis 

L’équipe de Pieters a déjà étudié des voies thérapeutiques pour ses molécules qui se sont 
alors montrées être une réussite dans le domaine biologique (abordées au point I.2.5.1). 

L’équipe de Julien Leclaire a testé biologiquement des molécules auto-assemblées sur des 

cellules cancéreuses. Il s’agit de composés dithiophénols carboxyliques, qui possèdent la faculté de 

rentrer dans la cellule pour limiter la croissance de celles-ci. Cette application est envisagée pour 

limiter le développement du cancer de la prostate.[81] 

Un défi majeur de ces problématiques réside dans la gestion de la capacité des molécules à 

entrer ou non dans les cellules, les facteurs à prendre en compte pour une application intra- ou 

extracellulaire sont différents. En effet, les toxicités à étudier ne sont pas les mêmes (envisager un 

potentiel pouvoir intercalant pour de l’intracellulaire, choisir le bon récepteur à la surface de la 

cellule pour l’extracellulaire). La taille de la molécule synthétisée sera également un élément 

déterminant dans chacun des deux cas. 

I.4. Des glycodynarènes vers un système polymérique 

dynamique 

Comme vu précédemment, le monde scientifique a déjà bien exploré d’un côté des systèmes 
capables de reconnaitre et de se lier aux lectines LecA et LecB de PA et d’un autre côté une chimie 
combinatoire dynamique capable d’effectuer une sélection de la molécule offrant la constante 

d’affinité la plus forte parmi une multitude de combinaisons possibles directement par la protéine. Il 

est possible en alliant ces deux chimies de donner naissance à une nouvelle recherche de molécules 

cibles pour PA. Dans cette sous-partie nous allons détailler, l’état de l’art sur le projet ainsi que les 
axes de recherche sur lesquels s’appuie ce projet. 
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I.4.1. Des briques dithiolées et glycosylées 

 
Figure 31: (A) Précédents travaux de Julien Leclaire ; brique dithiophénol, qui en 
solution s’auto-assemblent par la création de disulfures ; (B) Précédent travaux de 
Sébastien Vidal ; calix[4]arènes qui portent 4 saccharides capables de reconnaitre et 
de se lier avec de bonnes constantes d’affinité à LecA ou LecB 

En s’appuyant sur les précédents travaux de Julien Leclaire et de Sébastien Vidal (Figure 31), 

Yoann Pascal (doctorant 2015-2018)[82] a travaillé sur le développement de briques moléculaires qui 

portent une fonction pour la reconnaissance des lectines (sucres) et une fonction qui lui permet de 

former des liaisons réversibles (thiophénol) en solution. La synthèse de ces briques moléculaires sera 

développée dans le chapitre suivant. Cette brique, une fois mise en solution, sera capable de 

s’assembler pour former des espèces cycliques ou non de différentes tailles, puis par ajout d’une 
protéine dans le milieu, la bibliothèque se réorganisera de façon à sélectionner la forme qui a le plus 

d’affinité pour cette dernière (Figure 32). 

 

Figure 32: Synthèse du projet visant à développer des briques moléculaires utilisables en CCD dirigée pour des 
protéines, notamment LecA et LecB de PA 

 

I.4.2. Emergence d’un modèle 

Yoann Pascal a travaillé pendant sa thèse à l’élaboration d’une méthode permettant de 
prouver l’efficacité de la brique développée. La molécule devait être testée sur une protéine déjà 
bien connue de la littérature, qui a déjà été utilisé en CCD mais qui est aussi facilement accessible. 
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Ainsi le choix s’est porté sur la Concanavaline A (ConA). Cette lectine présentant une affinité pour le 

mannose, Yoann Pascal a ainsi développé une brique que l’on nommera M (Figure 33a). En parallèle 

de celle-ci, il a synthétisé la brique F (pour fucose) qui porte deux fucoses et qui n’ont a priori pas 

d’affinité pour ConA (Figure 33b). 

 

Figure 33 : a) Structure de la brique M, b) Structure de la brique F 

Les deux briques sont mises en solution dans un tampon TRIS 200 mM, NaCl 100 mM, 

CaCl2 100 µM à pH ajusté à 7,4. La solution est laissée à agiter jusqu’à ce que les deux espèces, M et 

F, ne soient plus qu’à 15% d’aire relative, alors ConA est ajoutée au milieu. Lorsque l’équilibre est 
atteint (absence des deux briques dans leur état de départ), toutes les espèces hétéroglycoclusters 

sont observées en UHPLC-MS. Le précipité et le surnageant sont alors séparés par centrifugation, la 

protéine est dénaturée et les deux milieux sont analysés en UHPLC. La présence majoritaire des 

espèces mannoses dans le précipité et la présence majoritaire des espèces fucoses dans le 

surnageant a été observée (Figure 34).  

 

Figure 34 : Bibliothèques combinatoires dynamiques de M et F en présence de ConA. M:F (1/1, 0.4mM) et 

ConA (0.4 mM) dans tampon TRIS 200 mM, NaCl2 100 mM, CaCl2 100 µM ; température ambiante ; l’analyse est 
faite sur une LC-A, Col-A, Grad-A 
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Les données des aires relatives peuvent être exploitées afin d’obtenir les différentes 
augmentations/diminutions des espèces dans l’échantillon contenant ConA par rapport à 

l’échantillon référence - sans protéine (Figure 35). Ce qui peut être observé est une augmentation du 

pourcentage des espèces homoglycoclusters et une diminution des espèces hétéroglycoclusters, ainsi 

la protéine ConA contraint bien la bibliothèque à se réarranger pour favoriser la formation d’espèces 
avec lesquelles elle a le plus d’affinité.  

 

Figure 35: Comparaison entre l’échantillon « référence » et l’échantillon « ConA » qui correspond au 
précipité+surnageant 

La représentation sous forme de cercle proportionnel au pourcentage d’aire relative nous 
montre cette répartition des espèces en présence ou en l’absence de ConA. Nous observons ainsi 
une très nette augmentation des espèces homodyn[n]arènes de taille 3 et 4 au détriment des 

hétérodyn[n]arènes (Figure 36). 

 

Figure 36: Représentation graphique des pourcentages (retranscrit dans le rayon de 
chaque cercle) de chaque espèce présente dans le milieu, analyse sur un triplicat 

Le précipité représente ce que la protéine a sélectionné. Pour valider cette hypothèse, une 

étude ITC montre que les espèces contenant des entités mannoses sont bien celles privilégiées par 

ConA. Ainsi la brique M est mise à équilibrer pour obtenir les espèces M3/M4 par purification sur 

HPLC-Preparative. Il a été montré par Yoann Pascal que la séparation des trimères et tétramères 

cycliques est très difficile car en solution, les espèces se ré-équilibrent pour reformer un mélange 

M3/M4. Ce mélange est analysé en ITC en présence de ConA. Nous obtenons alors la sigmoïde 

-1

0

1

2

3

4

5

-1 0 1 2 3 4 5

N
o

m
b

re
 d

e
F

Nombre de M

ConA

Témoin



33 
 

représentative de l’affinité de M3/M4 pour ConA (Figure 37). Une analyse des données 

thermodynamiques nous montre que non seulement M3/M4 présente une affinité pour ConA, mais 

qu’en plus le facteur d’amélioration β est de 60 comparé au mannose seul (Tableau 1). 

 

Figure 37 : Etude du phénomène d’association par ITC (Gauche) Données ITC 

brutes pour ConA (0.12 mM) obtenues par injections du α-D-ManOMe (1.8 mM) 

et la courbe d’intégration obtenue avec un modèle d’association à 1 site (Droite) 

Données ITC brutes pour ConA (0.12 mM) obtenues par injections d’un mélange 
M3:M4 (0.2 mM, 1:1) et la courbe d’intégration obtenue avec un modèle 
d’association à 1 site 

Tableau 1 : Mesures ITC de l’association de glycodynarènes mannosylés avec ConA. aCalculé comme le rapport 
de Kd du composé monovalent sur Kd du composé multivalent, en utilisant le α-D-ManOMe comme référence 
monovalente 

Ligand n -∆H (kJ.mol-1) -T∆S (kJ.mol-1) Kd (µM) βa 

α-D-ManOMe 0.67 ± 0.02 8.53 ± 0.06 18.6 ± 0.4 18 1 

M3/M4 (1:1) 0.16 ± 0.01 37.3 ± 0.5 81 ± 6 0.30 60 

Ainsi, le travail de Yoann Pascal a permis de montrer qu’il était possible, en utilisant des 
structures proches des calixarènes développés par Sébastien Vidal et en l’alliant à la CCD des 

dithiophénols de Julien Leclaire, d’obtenir des molécules présentant une forte affinité pour une 

lectine.  

Ce travail peut donc servir de base pour l’appliquer à d’autres protéines et notamment celles 
de PA (LecA et LecB).  

I.4.3. Vers des glycoclusters polymérisables 

La reconnaissance de la lectine par des systèmes multivalents est très importante pour 

atteindre de hautes affinités et aussi induire une inhibition de l’adhésion de la bactérie à la cellule 
hôte. Les pathogènes pourront s’associer et se dissocier à l’infini si rien ne bloque la dissociation, 
ainsi limiter l’adhésion cellulaire ne serait que temporaire. Un système multivalent polymérique 

serait capable non seulement de reconnaitre la protéine (dynarène) mais également, par 

M3/M4  
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l’intermédiaire de bras espaceur, d’encapsuler la bactérie dans une structure polymérique 

(dynamère) pour éviter son adhésion à moyen et long terme. Cette encapsulation pourrait se faire 

également par le biais de la CCD en intégrant des fonctions réversibles orthogonales à celles déjà 

utilisées pour la formation des macrocycles de reconnaissance. 

 

Figure 38: Représentation du projet des glycoclusters polymérisables ; P = Brique polymérisable ; S = Brique 
développée par Y. Pascal ; L = Linker polymérisable. (1) équilibration d’une bibliothèque P/S en présence d’une 
lectine, (2) équilibration d’une bibliothèque macrocyles/L en présence de la bactérie 

Il faut donc imaginer une brique qui s’inspire de celle développée par Yoann Pascal à laquelle 

sera intégrée une fonction polymérisable (Figure 38-P). Une fois cette brique synthétisée, il faudra 

vérifier comment s’équilibre une bibliothèque en présence d’un mélange de la nouvelle brique et des 

briques non polymérisables (Figure 38-1). Le cas idéal serait celui d’une brique polymérisable pour 2 
ou 3 briques non-polymérisables pour des raisons d’encombrement stérique principalement. L’étape 
d’après sera, après l’introduction d’un ou plusieurs bras espaceurs L et en présence de la bactérie 

cette fois-ci, de laisser la bibliothèque s’équilibrer et observer quel linker serait le plus efficace à 
l’échelle du pathogène (Figure 38-2). Ainsi pour la deuxième équilibration, il faudra considérer une 

fonction qui n’altérera pas les macrocycles et donc choisir une liaison covalente réversible 

orthogonale aux disulfures. 

I.4.3.1. Orthogonalité 

En CCD, il y a deux façons de combiner différents types de réaction : simultanée ou 

orthogonale. De façon simultanée, toutes les combinaisons moléculaires possibles résultantes des 

processus d’échanges différents sont produits en une seule étape. Ainsi rapidement, une 

bibliothèque avec beaucoup de cibles moléculaires possiblement intéressantes est obtenue mais il 

s’agit d’une bibliothèque très complexe à analyser. De façon orthogonale, le nombre d’espèces 
présentes dans le milieu est réduite et en plus, cela permet une optimisation de la recherche d’une 
molécule aux caractéristiques intéressantes. Ainsi, l’orthogonalité peut être utilisée pour augmenter 

le nombre de topologie, de connectivité et par conséquent le nombre de structures accessibles de 

façon plus sélective. 

Ce double niveau de bibliothèque combinatoire dynamique est nommé « orthogonal » en 

référence à l’orthogonalité des groupements protecteurs dans la synthèse organique. Elle est 

possible en présence de deux fonctions réagissant différemment à des variations de milieux, 

notamment le pH. La formation d’acylhydrazone (condensation d’un hydrazide et d’un aldéhyde) et 
d’imine (condensation d’une amine et d’un aldéhyde) sont les deux réactions les plus décrites 
comme orthogonales à la formation de disulfure. En effet, en plus de permettre une meilleure 
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solubilité dans l’eau, elles seront stables en milieu basique, alors que les disulfures pourront être 

contrôlés en présence de 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undéc-7-ène (DBU). Et a contrario, les disulfures 

seront stables en milieu acide, où les imines et les hydrazones pourront être contrôlés en présence 

d’acide trifluoroacétique (TFA) par exemple. Les équipes de Furlan et d’Otto ont décrit des substrats 
capables de former des disulfures et hydrazones, et leurs résultats ont prouvé qu’il était possible de 
combiner deux réactions bien connues de manière indépendante en CCD pour la préparation de DCL 

à double niveau en utilisant exclusivement des liaisons covalentes à partir de briques moléculaires 

présentant les deux types de fonctions.[83, 84] Le groupe de Fulton a travaillé sur des structures 

capables de former des imines et des disulfures et ils ont mis en évidence l’orthogonalité de ces deux 
fonctions en utilisant le pH pour le contrôle de la formation/hydrolyse de l’imine et en utilisant 
l’oxydation/réduction pour la formation/clivage des ponts disulfures (Figure 39).[85] Dans notre cas, il 

faudra donc privilégier, pour notre linker L, une imine ou une acylhydrazone. Néanmoins, une imine a 

tendance à s’hydrolyser plus rapidement et donc sa détection par RMN ou HPLC est plus difficile. 
Alors que l’acylhydrazone, une fois formée sera plus stable, ce qui rendra sa détection par les 

méthodes d’analyses plus facile. 

 

Figure 39 : Si seuls les états de formation et de clivage des imines et des disulfures 
sont considérés, alors il y a 4 scénarii distincts. (A) Le disulfure est formé mais 
l’imine est clivée, (B) le disulfure et l’imine sont clivés, (C) le disulfure et l’imine 
sont formés et (D) le disulfure est clivé mais l’imine est formé.[85] 

I.5. Conclusion 

Dans ce chapitre, nous avons vu qu’il existait différentes stratégies pour lutter contre une 

infection par Pseudomonas aeruginosa. Parmi celle-ci, l’anti-adhésion semble être une stratégie 

intéressante pour pallier la résistance montante de la bactérie face aux antibiotiques. Les lectines 

LecA et LecB, actrices majeures dans l’adhésion cellulaire, seront donc les cibles de cette stratégie. 
Ces deux dernières ayant été largement étudiées, cela nous permet d’avoir une idée assez précise 

des structures présentant une bonne affinité pour ces protéines. Cependant, nous sommes à la 
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recherche de la molécule qui présentera la meilleure affinité. Pour cela, il faut faire entrer en jeu la 

chimie combinatoire dynamique. 

Cette chimie, qui a fait son apparition il y a 3 décennies, nous offre un nouveau champ des 

possibles quant à la synthèse de molécules complexes. Ainsi par un choix judicieux de liaisons 

réversibles applicables en milieu physiologique, il est possible de créer une structure moléculaire 

choisie pour et par la protéine.  

Les travaux de Yoann Pascal et sa preuve de concept avec la protéine ConA nous permettent 

d’espérer de bons résultats lors de l’application sur LecA et LecB. Ainsi, le prochain chapitre se 

consacrera à la synthèse de ces briques qui permettront la reconnaissance de LecA et LecB. Mais il 

s’articulera aussi autour de leur comportement en présence des protéines ciblées, de leur affinité 

pour celles-ci et des résultats préliminaires en microbiologie. 
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Chapitre II. Synthèse et étude 

de glycodyn[n]arènes comme 

ligands multivalents de lectines 
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II.1. Introduction 

Dans un premier temps, nous évoquerons les voies de synthèse des briques capables de 

reconnaitre les lectines à la surface de PA. Ensuite, nous aborderons les équilibrations de ces briques 

en l’absence puis en présence des lectines. Des analyses ITC viendront compléter cette étude pour 
aborder les phénomènes de reconnaissance des lectines. Nous aborderons aussi brièvement les 

résultats préliminaires de nos glycoclusters sur les bactéries. 

II.2. Synthèse de la brique dithiophénol 

 La synthèse de glycodyn[n]arènes pour la reconnaissance des lectines de PA a déjà été 

initiée et développée par Yoann Pascal.[82] Elle est permise par la présence de thiophénols pour la 

formation des macrocycles. Ce noyau aromatique II-4 a été développé par Sijbren Otto et al..[86] Son 

groupe et celui de Julien Leclaire (ICBMS – Université Lyon 1) ont travaillé sur sa synthèse (Schéma 1) 

mais également sur la cyclisation et son comportement en présence d’une polyamine. Cette étude a 
montré la formation préférentielle de l’espèce macrocyclique tetramérique (II-4)4.  

 

Schéma 1 : Synthèse du noyau aromatique dithiophénol 

Une première étape (Schéma 1) consiste à introduire le groupement thiocarbamate sur les 

deux phénols du 2,5-dihydroxytéréphtalate de diéthyle II-1. Ainsi le 2,5-di-O-

thiocarbamoyltéréphtalate de diéthyle II-2 est obtenu avec un rendement quantitatif. Celui-ci est 

alors chauffé à 215°C sans solvant afin de procéder au réarrangement de Newman-Kwart[87, 88] pour 

obtenir le 2,5-di-S-carbamoylthiotéréphtalate de diéthyle II-3 avec un rendement de 93%. Puis en 

plaçant ce dernier en conditions basiques à chaud, l’acide 2,5-dimercaptotéréphtalique II-4 est 

obtenu par saponification des esters et des carbamates avec un rendement quantitatif. Cette voie de 

synthèse nous permet d’obtenir un premier précurseur pour notre brique moléculaire qui 
reconnaitra la lectine et ce avec un bon rendement et une bonne reproductibilité par rapport à ce qui 

est décrit dans la littérature. 

La réactivité de la fonction thiophénol nous empêche de considérer une réaction sur les 

acides tant que cette dernière n’est pas protégée. Yoann Pascal a montré l’incompatibilité du 
groupement thiocarbamate comme groupement protecteur, celui-ci forme un cycle à cinq chainons 

avec l’amide que nous souhaitons former par la suite.[82] Parmi les autres groupements protecteurs 

envisageables figurent le méthyle, le trityle et le 2-cyanoéthyle. La protection des thiophénols par un 

groupement méthyle a également été étudiée par Yoann Pascal mais leur déprotection par la 

réaction de Pummerer n’a pas abouti au produit attendu. Le trityle est un groupement qui peut être 
introduit facilement sur un thiol en conditions acide mais il est encombrant et risque de gêner le 

couplage des groupements acides carboxyliques avec les dérivés glycosylés. De plus, le produit ayant 

déjà été synthétisé au laboratoire, sa faible solubilité rend son utilisation difficile. 
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Ainsi le groupement protecteur qui a été retenu pour cette fonction est le 2-cyanoéthyle. La 

protection du thiophénol (Schéma 2) se fait en une étape à l’aide du 3-bromopropionitrile dans des 

conditions basiques pour activer le thiol et permettra l’élimination du brome, avec un rendement 
quantitatif.[89] Ainsi le dithiophénol protégé II-5 est obtenu également avec un bon rendement une 

bonne reproductibilité, nous permettant de synthétiser cette molécule à l’échelle du gramme. 

 

Schéma 2 : Protection du dithiophénol 

II.3. Synthèse des briques glycosylées 

Trois monosaccharides seront utilisés tout au long de ce manuscrit (Figure 40) : le galactose 

(Gal - pour sa reconnaissance pour LecA), le fucose (Fuc - pour sa reconnaissance pour LecB) et enfin 

le mannose (Man - pour sa reconnaissance pour ConA). Par la suite, les différents sucres seront 

présentés sous forme générale et leur abréviation viendront compléter la numérotation.  

 

Figure 40 : Représentation générale du galactose (Gal), du fucose (Fuc) et du mannose (Man) 

 

II.3.1. Synthèse des dérivés saccharidiques 

L’équipe de Sébastien Vidal a travaillé sur le développement de dérivés saccharidiques de la 
forme sucre-triéthylèneglycol-N3 qui nous servira de base pour la suite de la synthèse des 

glycoclusters. Les trois synthèses étant différentes pour chaque sucre, elles seront détaillées 

séparément. 

II.3.1.1. La glycosylation 

Deux types de mécanismes peuvent être envisagés pour réaliser une glycosylation : SN1 ou 

SN2. Pour la SN1, le groupement partant, aidé par un promoteur part en premier créant alors une 

charge positive sur le système qui conduit à un oxacarbénium intermédiaire. Celui-ci sera alors 

attaqué par l’hydroxyl libre, formant alors un mélange d’anomères α/β, une assistance en C2 peut 

induire une stéréochimie (Figure 41A). Pour la SN2, le groupement partant est immédiatement 

remplacé par l’hydroxy, ce qui conduit à une inversion de configuration du carbone anomère et une 

bonne sélectivité. (Figure 41B) 

α-Fuc α-Man β-Gal 



41 
 

 

Figure 41 : Mécanisme général des deux types de glycosylation ; A) Mécanisme de la SN1 ; B) 
Mécanisme de la SN2 ; figure adaptée du livre The Sugar Code[90] 

Il est néanmoins possible d’obtenir de façon sélective l’une des deux configurations 
anomères. Pour cela l’intervention du groupement en position C2 est nécessaire et c’est lui qui 
déterminera la nature de la liaison formée : 1,2-trans ou 1,2-cis, c’est l’assistance anchimérique. 
(Figure 42) 

La liaison 1,2-trans est induite si la position C2 est protégée par un groupement acyl (tel 

qu’un acétate, un benzoate ou un amide). Ainsi lorsque l’ion oxacarbénium se forme, le doublet non 
liant de l’oxygène forme une liaison avec le carbone anomère. Alors l’hydroxyl n’a plus d’autre 

possibilité que de créer la liaison en trans du groupement C2. La formation de l’orthoester peut être 
observée mais la réaction est réversible alors que celle menant au glycoside 1,2-trans ne l’est pas et 
donc l’équilibre est déplacé en faveur de la formation de ce dernier.[90]  

 

Figure 42 : Formation de la liaison 1,2-trans ; figure modifiée du livre The Sugar Code[90] 

En ce qui concerne la glycosylation 1,2-cis, son obtention est plus aléatoire, car elle est 

générée lorsque qu’il n’y a pas de groupement participant en C2, ainsi cette liaison est 

majoritairement due à un effet anomère et le ratio α/β peut être influencé par le solvant et/ou le 

promoteur mais il est donc plus difficile d’obtenir une stéréosélectivité totale.  
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II.3.1.2. Synthèse du β-D-galactoside fonctionnalisé 

Tout d’abord nous allons discuter de la synthèse du dérivé β-D-galactoside, décrite au 

laboratoire.[40, 91] La première étape est celle de la glycosylation sur un β-D-galactose pentaacétylé II-

6, par la participation de l’acétate en C2, il s’agit donc d’une glycosylation 1,2-trans qui est sélective 

en β, donnant le composé II-7. La deuxième étape est celle de l’introduction de l’azoture par 
substitution nucléophile du chlore. Le galactoside II-8-Gal est alors obtenu avec un rendement de 

57% sur deux étapes (Schéma 3). 

Schéma 3 : Fonctionnalisation du galactose 

 

II.3.1.3. Synthèse du dérivé α-L-fucoside fonctionnalisé 

Également décrit au sein du laboratoire, sa synthèse s’effectue en 3 étapes[92] (Schéma 4). La 

première étape, comme pour le galactose, correspond à la glycosylation en position anomère du 

fucose II-9. Ici, le fucose n’est pas protégé et la réaction est faite sur l’hémiacétal. La glycosylation 
1,2-cis est appliquée, mais comme vu précédemment, l’obtention d’un anomère majoritaire est 
difficile. Néanmoins en se basant sur les conditions de réaction d’Appel,[93, 94] il est possible 

d’augmenter le rapport en faveur de l’anomère α (α/β 66:34). La deuxième étape de cette synthèse 

est la protection des alcools du fucose glycosylé II-10. Et enfin la dernière étape de cette synthèse est 

l’azidation du composé II-11, celle-ci est suivie d’une purification qui permettra de séparer les deux 
anomères et de ne garder que l’α-Fucose II-8-Fuc avec un rendement global de 39% sur les 3 étapes.  

 

Schéma 4 : Fonctionnalisation du fucose 

II.3.1.4. Synthèse du dérivé α-D-mannoside fonctionnalisé 

La synthèse du dérivé glycosylé Mannose II-8-Man, comme le Fucose et le Galactose, a été 

développé au laboratoire.[95] Sa synthèse ne diffère que très légèrement de celle du Galactose. Le 

Mannose II-12 possédant en C2 son acétate en position axial, l’addition sera donc une 1,2-trans et le 

produit II-13 sera issu d’une substitution en α sur la position anomère. La deuxième et dernière 

étape correspond à la substitution du chlore par l’azoture, afin d’obtenir le composé désiré avec un 

rendement de 40% sur les 2 étapes (Schéma 5). 

59% total yield 

Ratio α:β = 66:34  

39 % yield for α pure 
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Schéma 5 : Fonctionnalisation du mannose 

II.3.1.5. Dangers 

L’azoture de sodium nécessite la prise de certaines précautions avant de l’utiliser. Si le 
produit est mis en contact avec un métal (par exemple une spatule), celui-ci va entrainer, à une très 

grande vitesse, la décomposition de NaN3 en N2 (équation 10), et donc une explosion violente. Il 

s’agit de la réaction utilisée dans les airbags de sécurité des voitures, justement pour sa rapidité. En 

milieu acide, l’azoture de sodium formera de l’acide azothydrique qui est très volatile et 
neurotoxique (équation 11). Et enfin l’utilisation du dichlorométhane comme solvant en présence de 
NaN3 conduira à la formation du diazidométhane, un liquide extrêmement explosif (équation 12). Le 

dichlorométhane peut également engendrer de graves complications par une injection 

accidentelle.[96] 

2 NaN3 → 2 Na + 3 N2 (Equation 10) 

H+ + NaN3 → Na+ + HN3 (Equation 11) 

CH2Cl2 + 2 NaN3 → 2 NaCl + CH2(N3)2 (Equation 12) 

II.3.2. Voie de synthèse développée par Yoann Pascal 

A partir de ces dérivés glycosylés et de la brique dithiophénol, Yoann Pascal a développé, 

pendant sa thèse, une voie de synthèse permettant d’accéder à la brique dithiophénol glycosylée, 
précurseur des glycodyn[n]arènes.  

La première partie de cette synthèse est la réduction de l’azoture en amine. Initialement, la 
voie avait été décrite sans passer par la protection de l’amine, mais une N-acétylation (environ 15%) 

était observée. Pour pallier ce problème, la réduction et la protection par un groupement Boc II-14 

en one pot a été réalisée, permettant d’obtenir en deux étapes le saccharide II-15 avec l’amine 
déprotégée pour le couplage peptidique (Schéma 6). 

 

 

Schéma 6 :  Réduction de l’azoture 

 

La deuxième partie de la synthèse est le couplage du dithiophénol avec les différents dérivés 

glycosylés des saccharides puis la déprotection de la brique glycosylée et des dithiophénols. Pour le 

couplage, les conditions utilisées sont HOBt, EDC et DiPEA dans du dichlorométhane. Les rendements 

se situent aux alentours de 20% pour II-16-Fuc et II-16-Man et 40% pour II-16-Gal. Ces faibles 

rendements peuvent être expliqués par la présence du cation TFA qui empêche une bonne activation 
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de la fonction acide carboxylique. De plus, ce couplage est sensible au pH et l’acidité intrinsèque du 
dichlorométhane pourrait justifier ce faible rendement. Pour l’étape de déprotection, les 
rendements sont aux alentours de 50-60%, ceci est dû à la réactivité du thiol libre, qui a tendance à 

former rapidement des ponts disulfures en présence d’oxygène lorsque le mélange est exposé à l’air 
lors de l’étape de purification notamment. (Schéma 7) 

 

Schéma 7 :  Couplage peptidique et déprotection 

 

De plus, une déprotection partielle des groupements acétates a été observée, pouvant 

contribuer à cette baisse de rendement, ainsi qu’à des problèmes de reproductibilité de la réaction. 

Cette perte est observable en RMN par la présence de dédoublement de pic dans la zone des 

acétates entre 1,95 et 2,20 ppm (Figure 44). Cette perte est confirmée par la différence de 42 entre 

les deux signaux présentés en masse (Figure 43) 

 

Figure 43 : Spectre de masse du composé II-16-Man 
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Figure 44 : Composé II-16-Man (300 MHz, CDCl3, 298 K) 

II.3.3. Modification de la voie de synthèse  

L’équipe de Pavol Kovac (National Institutes of Health, Bethesda), a mis en lumière la 

formation d’une amine tertiaire dans les conditions de réaction que nous avons utilisées.[97] Il s’agit 
d’une amine portant deux groupements glycosylés et le groupement protecteur Boc, le ratio de 

formation de cette espèce n’est pas communiqué mais nous pouvons supposer qu’elle est présente à 
hauteur de 5-20%. Ces travaux rendent compte de la réactivité de l’amine générée lors de cette 
réduction, ils permettent d’expliquer les difficultés de reproductibilité rencontrées et par conséquent 
les rendements faibles du couplage avec le diacide benzoïque. Les travaux de Gouin et coll.[98] 

décrivent une réduction en une seule étape de l’azoture en présence d’acide para-toluènesulfonique 

et avec de très bons rendements (Schéma 8). L’avantage de cette voie de synthèse est qu’elle 
diminue d’une étape la préparation de notre brique glycosylée mais qu’en plus elle est très rapide. 

Néanmoins il faut noter que si la réaction est laissée trop longtemps, la déprotection des acétates 

peut être observée. En effet, dans le chemin de synthèse décrit par l’équipe de Sébastien Gouin, 
cette étape de réduction est faite sur 16h et elle est suivie d’une déprotection des groupements 

acétates. Ainsi, l’objectif pour eux, n’étant pas d’isoler le produit intermédiaire, nous avons travaillé 

sur l’optimisation de cette réduction afin d’isoler le produit réduit et totalement protégé au niveau 
du saccharide. 
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Schéma 8 : Réduction en présence d’acide para-toluènesulfonique 

Lorsque nous avons appliqué les conditions opératoires décrites par l’équipe de Sébastien 
Gouin (Tableau 2, entrée 1), nous observons une déprotection des acétates, par RMN du proton et 

par spectrométrie de masse. Ainsi nous avons diminué le temps de réaction progressivement 

(Tableau 2, entrée 2 et 3) mais il y avait toujours une perte de groupement protecteur. Alors nous 

avons divisé la concentration par 6 (Tableau 2, entrée 4) mais au bout d’une heure le milieu 
réactionnel présentait déjà un mélange de produit protégé et partiellement protégé. Nous avons 

diminué encore le temps de réaction tout en gardant une concentration nettement inférieure à celle 

décrite dans la publication (Tableau 2, entrée 5) et cette fois seul le produit II-18 complétement 

protégé et obtenu avec un rendement quantitatif. 

Tableau 2 : Optimisation de la réduction de l’azoture pour éviter la perte des groupements 
protecteurs des saccharides, pourcentages de perte des groupements acétates estimés par 
intégration des signaux RMN 

Entrée Concentration de II-8 (mM) Temps (h) Rendement Perte d’acétate 

1 100 16 >95% Oui (37%) 

2 127 3,5 >95% Oui (21%) 

3 120 2,5 >95% Oui (24%) 

4 20 1 >95% Oui (28%) 

5 30 0,5 >95% Non (<5%) 

 

Lorsque ce dérivé glycosylé II-18 est couplé avec le diacide II-5 (Schéma 9), nous pouvons 

constater l’augmentation du rendement en diamide II-16, celui-ci est multiplié par plus de 2 pour les 

dérivés mannose et fucose par rapport à la méthode de Yoann Pascal (Schéma 7). 

 
Schéma 9 : Couplage peptidique du dérivé glycosylé et du dithiophénol 

Ainsi cette optimisation, nous permet de réduire d’une étape la voie de synthèse de la brique 
glycosylée (Schéma 10) et d’augmenter le rendement en passant de 13% (moyenne des 3 
saccharides) sur 4 étapes à 37% (moyenne des 3 saccharides) sur 3 étapes. De plus, l’étape de 
réduction ne dure plus que 30 minutes permettant un réel gain de temps sur la synthèse de la brique 

finale II-17. Cette alternative nous permet également d’augmenter la reproductibilité de cette 

réaction. 
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Schéma 10 : Comparaison des deux voies de synthèse. Gauche : voie développée par Yoann Pascal ; 
droite : nouvelle voie de synthèse 

Pour la suite du manuscrit, les espèces II-17-Gal, II-17-Man et II-17-Fuc seront désignées par 

les lettres G, M et F, respectivement. 

II.4. Equilibration des dithiophénols glycosylés 

L’équilibration nous permettra d’identifier les espèces qui vont se former spontanément avec 

et sans lectine. L’isolation des espèces montrant le plus d’affinités pour les lectines pourront être 

données à nos partenaires en microbiologie (Benoît Cournoyer, Ecologie Microbienne, UMR 5557), 

dans le but d’effectuer les tests de toxicité et d’agrégation (voir II.6.1). Ces glycodyn[n]arènes 

pourront également être utilisés pour étudier d’un point de vue thermodynamique les interactions 
entre nos ligands et les lectines grâce à la titration de microcalorimétrie isotherme (ITC). 

II.4.1. Equilibration 

La première étape consiste donc à équilibrer les dithiophénols glycosylés, c’est-à-dire à les 

mettre en solution pour permettre aux thiophénols de former les ponts disulfures. La concentration 
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choisie pour l’équilibration est de 4 mM, car elle permet d’obtenir la consommation complète de la 
brique de départ en 48h, ce qui permet d’analyser et de suivre la réaction par UHPLC en temps réel 
(Figure 45). De plus, cette concentration limite l’apparition de suroxydation des groupements thiols. 
Les glycoclusters se forment dans un tampon TRIS/HCl, en présence de NaCl et de CaCl2, le calcium 

permet la coordination avec les lectines (voir I.1.4.2). 

Au cours de cette équilibration, nous pouvons observer la formation des espèces désirées, à 

savoir les glycodyn[n]arènes de taille 3 et de taille 4, mais également des briques non désirées. 

Celles-ci ont pu être identifiées grâce à une analyse UHPLC-MS. En effet, le chromatogramme montre 

des temps de rétention plus courts, ce qui signifie une polarité plus forte. L’analyse par 
spectrométrie de masse nous montre un poids moléculaire augmenté de 32, ce qui correspond à 

deux oxygènes en plus et donc à la formation de l’acide sulfénique II-19 et un poids moléculaire 

diminué de 4 qui montrerait la perte de 4 hydrogènes et donc la formation d’une 1,2-dithiazoline II-

20 entre le thiophénol et l’azote de l’amide (Schéma 11). Des espèces combinant ces deux types 

d’oxydation ont également été observées. La formation de la 1,2-dithiazoline intramoléculaire a déjà 

été observée et étudiée dans la littérature.[99] Ces espèces ne sont plus capables d’entrer dans 
l’équilibration avec les dithiophénols et limiter leur formation sera alors primordial. Une modification 

de la concentration des espèces dans le milieu permet de diminuer leur apparition. 

 

Figure 45 : Chromatogramme de suivi de l’équilibration de F à 4mM dans tampon TRIS 200 mM, NaCl2 100 mM, 
CaCl2 100 µM ;  température ambiante ; l’analyse est faite sur une LC-A, Col-A, Grad-A, figure adaptée de la 
thèse de Yoann Pascal.[82] 
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Schéma 11 : Formation des espèces suroxydées et cyclisation du soufre et de l’azote de l’amide 

 

II.4.2. Purification des bibliothèques 

Nous avons vu que la bibliothèque équilibrée comprenait des espèces oxydées et autres 

impuretés. Un mélange trop complexe ne peut pas être étudié en microbiologie. C’est pour cela qu’il 
faut purifier cette bibliothèque par HPLC-préparative afin d’obtenir uniquement les 
glycodyn[n]arènes de taille 3 et 4. Yoann Pascal est parvenu à purifier ces deux derniers mais les 

espèces s’isomérisent durant leur concentration sous vide après la colonne HPLC-préparative. Nous 

pouvons noter la présence de deux signaux très proches qui correspondent aux différentes formes 

diastéréoisomériques des macrocycles induites par la chiralité des ponts disulfures.[100] Ainsi, nous 

avons fait le choix d’étudier le mélange X3/X4 en prenant en considération le pourcentage de chaque 

dynarène dans le milieu, celui-ci étant déterminé par l’absorbance UV en UHPLC en faisant 

l’approximation que le coefficient d’absorbance ε est identique pour tous les macrocycles étudiés, 

pour obtenir la masse molaire moyenne des deux espèces et ne pas altérer les calculs de 

concentration (Figure 46). 
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Figure 46 : Chromatogrammes des glycodyn[n]arènes équilibrés et purifiés a) 
M3/M4, b) F3/F4 et c) G3/G4. Dans tampon TRIS 200 mM, NaCl2 100 mM, CaCl2 100 
µM ; température ambiante ; l’analyse est faite sur une LC-A, Col-A, Grad-A 

II.5. Analyses thermodynamiques de l’affinité entre les 
glycoclusters et les lectines 

II.5.1. Mesures ITC des glycodyn[n]arènes G3/G4 vs LecA 

Les protéines pouvant se dégrader au cours du temps, une mesure ITC du méthyl galactoside 

avec la protéine LecA nous permet de connaitre ce degré de dégradation et de renormaliser les 

valeurs obtenues afin de les comparer (Figure 47). Le coefficient de correction est déterminé par la 

valeur de la stoechiométrie (n) obtenue dans cette mesure ITC. La valeur mesurée était de n=0,60 
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pour le lot de LecA. Cette correction sera donc appliquée dans les calculs de concentration en lectine 

(Figure 47-Tableau 3). Nous obtenons alors une moyenne de n = 0,10 pour le mélange de 

glycoclusters. Ce nombre est légèrement trop bas car pour que les saccharides soient tous liés, il 

faudrait obtenir la valeur théorique : 𝑛 = 18 = 0,125 . Ceci pourrait être expliqué par la légère 

précipitation observée dans la cellule à la fin de l’expérience ce qui viendrait perturber la mesure. Ce 

que nous pouvons relever est que la constante de dissociation est plus faible et donc que notre 

dynarène est plus affin pour la lectine d’un facteur β = 778 (Kd = 90 nM) ce qui représente également 

une amélioration de l’affinité par rapport à ce qui a déjà été fait dans le laboratoire (Figure 20). Afin 

d’obtenir l’affinité de chaque sucre, il est possible de diviser ce facteur d’amélioration par la valence 
du glycocluster, ainsi ce facteur diminue pour notre glycodyn[n]arène mais reste néanmoins meilleur 

à ceux du pillar[5]arènes et du calix[n]arène. Cette information concorde avec la présence d’un effet 
multivalent et nous montre des résultats encourageants pour la suite du projet. Un témoin négatif, 

réalisé avec les glycodyn[n]arènes F3/F4 nous montre que l’affinité de G3/G4 est induite par la 

présence des galactosides et que la structure de nos macrocycles ne présente aucune affinité non 

spécifique pour la lectine LecA. 

 
Figure 47 : Thermogrammes obtenus par ITC (gauche) données ITC brutes pour LecA (0,1 mM) obtenues par 
injections du β-D-GalOMe (1,8 mM) et la courbe d’intégration obtenue avec un modèle d’association à 1 site ; 
(centre) données ITC brutes pour LecA (0,1 mM) obtenues par injections de G3/G4 (0,2 mM, 1/1) et la courbe 
d’intégration obtenue avec un modèle d’association à 1 site ; (droite) données ITC brutes pour LecA (0,05 mM) 
obtenues par injections d’un mélange F3/F4 (0,575 mM, 1/1) et la courbe d’intégration obtenue avec un modèle 
d’association à 1 site 

Tableau 3 : Mesures ITC de l’association de dérivés galactosylés avec LecA 

(a) valeurs extraites de la littérature[41], (b) valeurs moyennes sur un duplicat, (c) valeurs extraites de la 
littérature [42] molécule K, Figure 20, (d) valeurs extraites de la littérature[47] molécule H, Figure 20, (e) facteur β 
divisé par la valence du ligand pour connaître le facteur d’amélioration par épitope 

Ligand n -ΔH (kJ/mol) -TΔS (kJ/mol) Kd (nM) β β/Ne 

β-D-GalOMea 0,80 39,0 15,0 70 000 1 1 

G3/G4
b 0,10 ± 0,01 147,8 ± 3,3 158,3 90 778 111 

Pillar[5]arènec 0,20 ± 0,01 115,2 ± 2,2 78,3 366 191 19 

Calix[4]arèned 0,24 ± 0,01 104 ± 1 65,0 176 398 100 
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II.5.2. Mesures ITC des glycodyn[n]arènes F3/F4 vs LecB 

Comme précédemment, la mesure ITC du α-L-FucOMe avec LecB nous permet d’obtenir le 
degré de dégradation de la protéine et d’appliquer un coefficient correcteur aux concentrations de la 
lectine, afin de retrouver une stœchiométrie de 1 (Figure 48-Tableau 4). Ici, la valeur de n obtenue 

était de 0,72, ce facteur est donc appliqué à toutes les mesures pour normaliser la stœchiométrie. La 

valeur moyenne obtenue pour nos glycodyn[n]arènes F3/F4 est de n = 0,10. Comme pour G3/G4, cette 

valeur est légèrement trop faible et peut être expliquée encore une fois par la présence d’une faible 
précipitation dans la cellule à la fin de la mesure. La constante de dissociation est intéressante car 

faible (Kd = 90 nM), même si son facteur d’amélioration (β) n’est que de 6, à mettre en rapport avec 
la forte affinité que présente le fucose monovalent de base que le laboratoire avait déjà mesuré.[16] 

En revanche, la constante de dissociation reste dans la gamme des ligands déjà synthétisés à ce 

jour.[16] L’utilisation de la division du facteur d’amélioration par la valence diminue encore la 

différence entre nos dyn[n]arènes et le calix[4]arène. Ce qui fait de notre glycodynarène un bon 

ligand également pour LecB. Le constat fait pour LecA quant à l’affinité de la structure en elle-même 

du glycodyn[n]arène peut être renouvelé ici, par le thermogramme de G3/G4 en présence de LecB. Le 

cœur structural du macrocycle ne présente aucune affinité pour la protéine. 

 

Figure 48: Thermogrammes obtenus par ITC (gauche) données ITC brutes pour LecB (0,112 mM) obtenues par 
injections du α-L-FucOMe (1,67 mM) et la courbe d’intégration obtenue avec un modèle d’association à 1 site ; 
(centre) données ITC brutes pour LecB (0,112 mM) obtenues par injections de F3/F4 (0,072 mM, 1/1) et la 
courbe d’intégration obtenue avec un modèle d’association à 1 site ; (droite) données ITC brutes pour LecB 
(0,112 mM) obtenues par injections d’un mélange G3/G4 (0,209 mM, 1/1) et la courbe d’intégration obtenue 
avec un modèle d’association à 1 site 

Tableau 4 : Mesures ITC de l’association de dérivés fucosylés avec LecB  
Ligand n -ΔH (kJ/mol) -TΔS (kJ/mol) Kd (nM) β β/Ne 

α-L-FucOMea 1,00f ± 0,07 31,56 ± 0,82 -6,23 555 1 1 

F3/F4
b 0,10 ± 0,02 225,77 ± 6,34 184,1 90 6,1 0,9 

Pillar[5]arènec 0,09 ± 0,01 329,2 ± 4,3 290,2 150 3,7 0,4 

Calix[4]arèned 0,32 ± 0,02 89,6 ± 2,1 47,8 48 11,6 2,9 

a) valeurs moyennes calculées sur un duplicat, (b) valeurs moyennes calculées sur un triplicat, (c) valeurs 

extraites de la littérature[42], (d) valeurs extraites de la littérature[47], (e) facteur β divisé par la valence du ligand 

pour connaître le facteur d’amélioration par épitope, (f) valeur renormalisée par 0,72 
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II.5.3. Mesures ITC des glycodyn[n]arènes F3/F4 vs AFL 

AFL est une autre lectine issue du champignon Aspergillus fumigatus responsable d’infection 
respiratoire,[101] qui présente une affinité pour le fucose. Les équipes d’Olivier Renaudet et de 
Cristina Nativi ont développé deux structures hexavalentes pour tester leur affinité sur la lectine. 

Celles-ci présentent de très bonnes constantes de dissociation (Kd) de l’ordre du nanomolaire, soit 

1886 fois plus affin pour la lectine que le fucose[102] (Figure 49).  

 

Figure 49 : Glycoclusters hexavalents synthétisés par les équipes d’Olivier Renaudet et de Cristina Nativi[102] 

L’équipe de Sébastien Gouin a développé des ligands compétiteurs pour AFL.[103] Ils ont 

synthétisé 3 ligands divalents, 3 ligands hexadivalents et 3 ligands octavalents (Figure 50). En plus de 

faire varier la valence de leurs composés, le groupe a également modifié la longueur des bras 

espaceurs. Les résultats ITC nous montrent que la molécule qui présente la meilleure affinité (Kd = 40 

nM) est le silsesquioxane octavalent avec le plus long bras espaceur. 

 

Figure 50 : Composés synthétisés par le groupe de Sébastien Gouin[103] 

AFL est une lectine hexamérique présentant 3 sites de liaison, sa stœchiométrie pour un 

ligand monovalent doit être de 3 et non de 1. Ainsi, sur les mesures que nous avons effectuées, le n 

étant déjà à environ 3, il n’y a pas de renormalisation à faire (Figure 51-Tableau 5). Encore une fois le 

n = 0,11 est légèrement inférieur à ce que nous pourrions attendre mais celui-ci est biaisé par la 

présence d’un précipité dans la cellule à la fin de la mesure. Néanmoins le facteur d’amélioration β = 

137 reste intéressant malgré le fait que la constante de dissociation (Kd = 294 nM) soit supérieure à 

celles répertoriées dans la littérature. Ces mesures pourraient être refaites en utilisant une ITC 

permettant de travailler à des concentrations plus faibles pour limiter l’apparition du précipité dans 
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le milieu et affiner nos résultats. Une nouvelle fois, le témoin négatif obtenu par la mesure de G3/G4 

en présence d’AFL nous montre qu’il n’y a aucune reconnaissance de la structure du macrocycle par 

la lectine, mais que seuls les saccharides sont reconnus par les sites de liaison. 

 
Figure 51: Thermogrammes obtenus par ITC ; (gauche) données ITC brutes pour AFL (0,05 mM) obtenues par 
injections du α-L-FucOMe (3 mM) et la courbe d’intégration obtenue avec un modèle d’association à 1 site ; 
(centre) données ITC brutes pour AFL (0,01 mM) obtenues par injections de F3/F4 (0,012 mM, 1/1) et la courbe 
d’intégration obtenue avec un modèle d’association à 1 site ; (droite) données ITC brutes pour AFL (0,01 mM) 
obtenues par injections d’un mélange G3/G4 (0,012 mM, 1/1) et la courbe d’intégration obtenue avec un 
modèle d’association à 1 site 

Tableau 5 : Mesures ITC de l’association de dérivés fucosylés avec AFL  

Ligand n -ΔH (kJ/mol) -TΔS (kJ/mol) Kd (nM) β β/N 

αLFucOMe 2,98 23,2 ± 1,7 2,2 40 300 1 1 

F3/F4
a 0,11 ± 0,03 320,4 ± 117,0 281,2 294 137 20 

Cyclopeptide 

hexavalentb 
0,77 ± 0,01 154,5 ± 3,5 109,5 18,5 2178 363 

Silsesquioxane 

octavalentc 
0,71 ± 0,04 -247,2 ± 16,0 205,0 ± 16,2 40 1007 126 

(a) valeurs moyennes sur un duplicat, (b) valeurs issues des travaux de l’équipe d’Olivier Renaudet[102], (c) 

valeurs issues des travaux de l’équipe de Sébastien Gouin[103] 

Ces données expérimentales d’ITC nous indiquent que les glycodyn[n]arènes formés 
spontanément par CCD semblent être de bons ligands pour les lectines et par conséquent de 

potentiels agents anti-adhésions contre PA ou AFL.  

II.6. Résultats préliminaires en microbiologie 

II.6.1. Effets des glycoclusters sur les bactéries 

II.6.1.1. Tests d’agrégation et effet d’adhésion à la cellule 

Les tests d’agrégation sont opérés sur les bactéries uniquement. Celles-ci sont cultivées 

jusqu’à l’obtention d’une phase de croissance exponentielle. A partir de ce moment-là, la molécule 

multivalente à tester est ajoutée au milieu qui est analysé par granulométrie afin d’obtenir un 
pourcentage d’agrégation observé (Figure 52a).  
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L’effet d’adhésion cellulaire est un test effectué sur les bactéries mais en présence de 

cellules. Comme pour les tests d’agrégation, les bactéries sont cultivées jusqu’à l’obtention d’une 
phase de croissance exponentielle puis mises en présence des composés à tester pour leurs 

propriétés anti-adhésives. Une culture de cellules est développée en parallèle de la culture 

bactérienne comme référence. Le mélange bactérie/composé à tester est ajouté sur les cellules. Un 

dénombrement est effectué et le pourcentage de bactéries adhérentes pour chaque composé par 

rapport au témoin permet de rendre compte de la diminution d’adhésion des bactéries sur les 
cellules (Figure 52b). 

D’un point de vue thérapeutique, les tests d’agrégation seuls ne nous donnent pas assez 

d’information concrète, mais en revanche, l’effet d’adhésion à la cellule nous permet d’observer ou 
non, une diminution de l’adhésion des bactéries aux cellules qu’elles visent. Les tests d’effets 
agrégatifs et d’adhésion cellulaire permettent d’étudier des molécules de tailles parfois plus 

conséquentes que les méthodes d’analyses couramment utilisées (cf. paragraphe I.2.4).  

II.6.1.2. Effets toxiques 

Des tests peuvent être effectués pour évaluer la toxicité d’un composé chimique sur les 
bactéries, les cellules et même le corps humain pour définir un indice thérapeutique (IT). Il s’agit 
d’une relation quantitative entre l’efficacité (pharmacologie) et la toxicité (toxicologie) d’un candidat 
médicament. Typiquement, il est obtenu par le rapport entre la dose du composé qui provoque des 

effets indésirables (Dose Létale 50 : DL50) et la dose qui mène à l’effet pharmacologique attendu 
(Dose Efficace 50 : DE50).[104] Ainsi plus l’IT est élevé, plus le composé sera considéré comme un 
médicament intéressant et viable. 

Deux types de tests de toxicité vont nous intéresser durant cette thèse : ceux sur les cellules 

humaines pulmonaires (spécifiquement sur A549) et ceux sur la bactérie (test Live/Dead). Les tests 

sur les cellules humaines pulmonaires A549 sont réalisés par une technique quantitative : la 

Résistance Electrique Trans-Epithéliale (TEER : Trans-Epithelial Electric Resistance). Il s’agit d’une 
méthode visant à vérifier l’intégrité des cellules et de la monocouche qu’elles forment, sans les 
endommager, en mesurant la résistance ohmique des cellules (Figure 52c), la variation de résistance 

traduisant l’état des cellules (vivantes ou mortes).[105] Les tests Live/Dead utilisent deux composés 

fluorescents : SYTO 9 et l’Iodure de Propidium (IP). SYTO 9 est un intercalant vert de l’ADN perméable 
à la membrane et qui peut donc toucher toutes les cellules. L’IP est un intercalant rouge de l’ADN 
imperméable à la membrane et donc sera exclu par les cellules saines. Cependant il possède une 

affinité plus forte pour les acides nucléiques que SYTO 9 et le remplacera dans les cellules non saines. 

Ainsi SYTO 9 marquera les cellules vivantes par une couleur verte et l’IP les cellules mortes par une 
couleur rouge (Figure 52d).[106] 
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Figure 52: Représentation des quatre types de test biologiques a) Test d’agrégation sur les bactéries ; b) Test 
d’adhésion cellulaire ; c) test de toxicité sur les cellules ; d) Test de toxicité sur les bactéries 

Comme annoncé dans la partie II.4, les glycodyn[3,4]arènes équilibrés ont été étudiés en 

microbiologie sur les bactéries pour des tests d’agrégation et sur des cultures de cellules pulmonaires 
pour des tests de toxicité. Les résultats présentés dans cette section sont seulement préliminaires et 

devront par la suite être confirmés par des duplicats ou triplicats. 

II.6.2. Test de toxicité sur les bactéries PAO1 

L’équipe de Benoit Cournoyer a procédé au test Live/Dead sur une culture de bactérie pour 
vérifier la toxicité des glycoclusters sur celles-ci (voir II.6.1.2). Les résultats sont comparés à ceux d’un 
contrôle (solution PBS), des calixarènes (Calix-Man, ces glycoclusters ont été synthétisés au 

laboratoire, ils étaient disponibles et présentent de bonnes affinités pour les lectines) et du 

saccharide seul (αManOMe). Ici, nous présenterons uniquement les résultats préliminaires sur la 
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série mannose (Figure 53 et Figure 54). Notons que si lors de quatre premières heures, la viabilité des 

bactéries en présence des glycodyn[n]arènes M3/M4 semble augmenter, elle diminue pour arriver à 

un pourcentage inférieur à ceux des autres ligands étudiés au bout de 20h. Les tendances pour les 

autres expériences menées sont assez similaires au témoin-contrôle, à savoir un état stationnaire 

pendant les quatre premières heures, puis une dégradation de la viabilité des bactéries. Ce que nous 

pouvons conclure sur cette mesure c’est qu’il semblerait que nos glycoclusters ne présentent pas 

d’effet toxique pour la bactérie comparé au témoin mais qu’au contraire ceux-ci semblent 

augmenter sa viabilité avant de la voir diminuer à un pourcentage légèrement inférieur à celui de 

l’échantillon témoin. Pour le calix[4]arène, si lors des 4 premières heures son influence sur la viabilité 

des bactéries ne semble pas être modifiée, après 20 heures, le même résultat que pour nos 

glycodyn[n]arènes est obtenu. Les glycodyn[n]arènes ne montrent pas d’effet toxique pour la 
bactérie et permettent donc de poursuivre leur évaluation comme potentiels agents anti-adhésifs. 

 
Figure 53 : Représentation de l’évolution de la viabilité des bactéries en l’absence ou en présence 
de différents ligands en série mannose  
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Figure 54 : Représentation des molécules utilisées avec leur abréviation pour les tests de toxicité 
réalisés par l’équipe de Benoit Cournoyer 

II.6.3. Tests de toxicité sur les cellules humaines 

pulmonaires A549 

Les tests de toxicité sur les cellules humaines sont en cours et donc ne pourront pas être 

présentés à ce jour dans la thèse. Mais nous espérons pouvoir prouver que nos molécules ne sont 

pas toxiques ni pour les cellules humaines ni pour les bactéries. Pour évaluer cette toxicité, deux 

types d’études seront réalisées : sur les cellules humaines pulmonaires (A549) et sur la bactérie 

(PAO1). Pour les cellules humaines, il s’agit de la TEER et pour la bactérie, le test Live/Dead sera 

effectué (voir II.6.1.2). 

II.6.4. Test d’agrégation sur les bactéries PAO1 

Le groupe de Benoit Cournoyer a effectué les tests d’agrégation sur les bactéries PAO1 afin 

d’obtenir un pourcentage d’agrégation (voir II.6.1.1). Les trois types de mélanges M3/M4, G3/G4 et 

F3/F4 sont testés ainsi que les saccharides monovalents correspondants et qu’un témoin négatif ne 
contenant que du PBS (Figure 55). Les résultats de ce test montrent que les M3/M4 et G3/G4 

augmentent le taux d’agrégats de façon significative en comparaison à l’échantillon témoin et aux 
trois espèces monovalentes. En ce qui concerne F3/F4, il semble augmenter le nombre d’agrégat mais 
en prenant en considération les marges d’erreur, nous pourrions retrouver les mêmes pourcentages 

que le témoin et les sucres seuls. Ce test met donc en lumière l’affinité de nos espèces pour les 
protéines présentes à la surface de la bactérie, il permet donc d’appuyer les affirmations tirées des 
données ITC (voir II.5).  
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Figure 55: Représentation des pourcentages d’agrégation de PA 
induit par les interactions avec 100 µM de saccharides méthylés 
et un mélange de M3/M4, G3/G4 et F3/F4 ; la taille des agrégats est 
estimée par un Malvern MetaSizer 

 

II.6.5. Test d’adhésion cellulaire 

L’équipe de Benoit Cournoyer étudie actuellement l’impact de nos glycodyn[n]arènes sur 

l’adhésion cellulaire, comme nous l’avons fait précédemment.[47] Ces études ont pour but de valider 

un modèle de molécules anti-adhésives. Des cultures cellulaires sont incubées avec un mélange de 

bactéries et de glycodyn[n]arènes. Un dénombrement est effectué et un pourcentage de bactéries 

adhérentes par rapport au témoin négatif est déterminé. Le résultat espéré pour cette étude est une 

diminution du nombre d’adhésion des bactéries sur les cellules.  

II.7. Chimie combinatoire dynamique 

II.7.1. Préambule sur les conditions réactionnelles mises en 

place 

Le temps d’équilibration, la température et la concentration sont des paramètres qui ont été 
mis en place et optimisés durant la thèse de Yoann Pascal.[82] Ainsi toutes les équilibrations sont 

effectuées à température ambiante et selon les conditions décrites dans les sections suivantes. 

Comme pour les équilibrations des bibliothèques, les chimiothèques seront équilibrées dans 

un tampon TRIS à 200 mM, CaCl2 100 µM, NaCl 100 mM à pH = 7,4 afin de reproduire les conditions 

physiologiques de l’adhésion cellulaire, avec la présence du calcium nécessaire pour la coordination 
de LecA et de LecB. 

Les chimiothèques seront, dans un premier temps, équilibrées à une concentration de 4 mM, 

ce qui permet une cinétique rapide et une suroxydation quasi-nulle, puis la fin de l’équilibration se 
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fera à une concentration de 0,4 mM pour ralentir l’équilibration quand les briques dithiophénols sont 

complétement consommées mais avant que trop de suroxydation ne se produise.  

 

II.7.2. Chimiothèques mixtes (G/F) en présence des lectines 

II.7.2.1. Protocole 

Nous avons mis en place un protocole qui permet en une seule expérience de tester les trois 

lectines simultanément (LecA, LecB et AFL) en plus d’un témoin qui nous permet de suivre l’évolution 
des bibliothèques (Figure 56). La brique G sert de témoin négatif pour LecB et AFL et F sert de témoin 

négatif pour LecA, ce qui permet un gain considérable de réactifs et de temps. En effet, une seule 

expérience nous permet de générer un jeu de 7 données. 

D’abord, les briques G et F sont mises en solution dans le tampon TRIS à 4 mM (2 mM de 

chaque brique). La cinétique d’équilibration des bibliothèques est suivie en UHPLC puis une fois que 

les deux briques G et F voient leur aire relative diminuée à moins de 15%, nous procédons à la 

dilution et à la séparation de la solution mère en 4 solutions filles de 0,4 mM, dans lesquelles nous 

ajouterons soit LecA, soit LecB, soit AFL soit rien (pour le témoin) à une concentration également de 

0,4 mM pour nous retrouver dans les conditions briques:lectine (1:1). Le témoin est suivi par UHPLC 

afin de suivre l’équilibration des bibliothèques. Une fois que les deux briques sont complètement 

consommées, tous les échantillons sont centrifugés, afin de séparer le surnageant du précipité. En 

effet, la formation du complexe entre la lectine et les glycodyn[n]arènes multivalents provoque une 

précipitation du complexe formé. Une fois les deux phases séparées, le milieu est acidifié (400 µL 

d’HCl 1M), afin de dénaturer la protéine et de bloquer l’équilibration des bibliothèques. Et enfin, tous 
les échantillons sont analysés par UHPLC afin d’étudier l’influence des lectines sur nos bibliothèques. 



61 
 

 

Figure 56: Plan d’expérience pour les chimiothèques d’amplification des espèces G/F en l’absence (orange) et 
en présence des lectines LecA (en vert), LecB (en bleu) et AFL (en jaune) 

 

II.7.2.2. Analyse de la chimiothèque sans lectine 

La première chimiothèque que nous allons analyser est celle qui ne contient aucune lectine 

et qui est donc représentative de la distribution des espèces dans le milieu sans stimulus externe. 

Cette bibliothèque de référence nous permettra de comparer les valeurs obtenues avec les 

différentes lectines. 
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Figure 57 : Bibliothèque mixte de G/F (1:1 0,4mM dans tampon TRIS 200 mM, NaCl2 100 mM, CaCl2 100 µM ;  
température ambiante ; l’analyse est faite sur une LC-A, Col-A, Grad-A) après 36h d’équilibration à température 
ambiante et après traitement à HCl 1M 

La bibliothèque est analysée par UHPLC couplée à la MS, pour nous permettre de déterminer 

les structures des macromolécules pour chaque temps de rétention observé (Figure 57). Nous 

observons la formation des espèces hétérodynarènes majoritairement, la présence d’homodynarène 
fucose est notable mais en moins grande quantité que les hétéroglycoclusters. En revanche, nous 

n’observons pas la formation d’homomacrocycle de galactose. Il est à noter que les espèces qui se 
forment majoritairement sont des glycoclusters de taille 3 et 4 uniquement. Nous remarquons que 

les espèces portant principalement du galactose sont les premières à éluer et les macrocycles 

fucosylés sont les derniers à apparaître sur le chromatogramme. Comme mentionné précédemment 

(cf. II.4.1), le composé G suroxydé (rond rouge, II-19) est présent dans notre bibliothèque, l’utilisation 
d’une faible concentration a permis de limiter son apparition car il n’est présent qu’à environ 5% 
d’aire relative et que le composé F suroxydé n’est pas observé. Une espèce présente à 2,6 minutes 

de rétention est également observée avec une masse moléculaire de 648. Il est difficile d’attribuer un 
produit à ce signal. De plus celui-ci ne représente qu’environ 1,5% d’aire relative et donc peut être 
considéré comme une impureté présente de façon non significative. 

II.7.2.3. Analyse de la chimiothèque en présence de LecA 

La bibliothèque en présence de LecA est élaborée en suivant le plan d’expérience décrit plus 
haut (chemin vert -Figure 56). Après équilibration à 0,4 mM pendant 24h, l’échantillon est centrifugé 
pour séparer le précipité (ce que la protéine a sélectionné) et le surnageant (ce qui ne se complexe 

pas avec la protéine), HCl 1M est alors ajouté pour dénaturer la protéine et les deux échantillons sont 

analysés par UHPLC-MS afin d’obtenir la composition des milieux.  
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Figure 58: a) chromatogramme du précipité ; b) chromatogramme du surnageant ; dans tampon TRIS 200 mM, 
NaCl2 100 mM, CaCl2 100 µM ; température ambiante ; l’analyse est faite sur une LC-A, Col-A, Grad-A 

A première vue, les chromatogrammes nous indiquent que la configuration de la 

bibliothèque a été modifiée par rapport à celle de référence (Figure 58). En effet, nous pouvons faire 

en premier constat l’apparition des espèces G3 et G4 dans le précipité (Figure 58a). Une étude des 

aires relatives nous montre la variation de pourcentage de chaque espèce présente dans le milieu. La 

présence de la lectine modifie la distribution des espèces hétéro- et homomacrocycliques. En effet, 

les espèces hétérodynarènes voient leur proportion diminuer alors que les homodynarènes voient la 

leur augmenter en présence de LecA en comparaison avec la bibliothèque témoin. Les modifications 

de proportion les plus impressionnantes sont celles de G2F2 (-80% par rapport au témoin), G1F2 (-74% 

par rapport au témoin), G1F3 (-50% par rapport au témoin) et les F3 et F4 (+69% et +174% par rapport 

au témoin, respectivement) (Figure 59). Si nous corrélons ces résultats à ceux obtenus en ITC (cf 

paragraphe II.5.1) nous pouvons bien en déduire que les glycodyn[n]arènes G3 et G4 se lient de façon 

préférentielle à la lectine et que pour changer la population d’espèces présente dans le milieu, les 
macrocycles F3 et F4 se réassocient entre eux. Dans le précipité, à 4,8 minutes , une molécule de 

masse molaire 1159 g/mol apparait mais elle ne correspond à aucune espèce dérivée du galactose 

que nous connaissons. Nous pouvons juste supposer qu’il s’agit d’un dérivé galactose car elle est 
présente uniquement dans le précipité et non dans le surnageant, néanmoins cette espèce est 

présente à 20% dans le milieu. Toujours dans le précipité, la présence d’une espèce linéaire 
constituée de deux G, nous indique que la bibliothèque a été arrêtée pendant le réarrangement. En 

effet, nous pouvons imaginer qu’il s’agit des hétéroglycodyn[n]arènes en train de se réarranger pour 
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former des homoglycodyn[n]arènes de galactose. Dans le surnageant, nous retrouvons la molécule 

inconnue de masse molaire 648 g/mol vue dans le chromatogramme témoin (Figure 58b) 

 

Figure 59: Histogrammes des proportions des glycodyn[n]arènes formés entre la bibliothèque témoin (à 
gauche) et la bibliothèque contenant la protéine LecA (à droite) ; analyse sur un triplicat 

Une représentation schématique sous forme de cercles proportionnels au pourcentage d’aire 
relative nous donne un aperçu rapide de cette répartition des espèces en faveur des 

hétéromacrocycles dans l’échantillon témoin et en faveur des homomacrocycles dans l’échantillon 
comprenant LecA (Figure 60). 

 

Figure 60 : Représentation graphique des pourcentages (retranscrit dans l’aire de chaque cercle) de 
chaque espèce présente dans le milieu, analyse sur un triplicat 

II.7.2.4. Analyse de la chimiothèque en présence de LecB 

Le protocole utilisé pour LecB est semblable à celui utilisé pour LecA et est élaboré en suivant 

le plan d’expérience décrit plus haut (chemin bleu - Figure 56). Après équilibration de cette 

bibliothèque à 0,4 mM pendant 24h, l’échantillon est centrifugé pour séparer le précipité (ce que la 

protéine a sélectionné) et le surnageant (ce qui ne se complexe pas avec la protéine), le milieu est 

acidifié (HCl 1M) pour dénaturer la protéine et les deux échantillons sont analysés par UHPLC-MS afin 

d’obtenir la répartition des espèces dans les milieux. 
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Figure 61 : a) chromatogramme du précipité ; b) chromatogramme du surnageant ; dans tampon TRIS 200 mM, 
NaCl2 100 mM, CaCl2 100 µM ; température ambiante ; l’analyse est faite sur une LC-A, Col-A, Grad-A 

Comme pour LecA, nous pouvons constater la modification de la bibliothèque ainsi que 

l’apparition des espèces G3 et G4 (Figure 61b). Le regroupement des données du précipité et du 

surnageant pour comparer les aires relatives de chaque espèce nous montre majoritairement la 

diminution de celles-ci pour les hétérodynarènes comme G2F1, G3F1, G2F2 et G1F2 (-52%, -79%, -82% et 

-55%, respectivement) alors que les autres glycodyn[n]arènes voient leurs aires relatives augmenter 

ce qui est le cas de G1F3 qui présente majoritairement des dérivés fucosylés et dont l’aire relative 
augmente de +39%, idem pour F3 et F4  qui voient leur proportion augmenter de +73% et +272% 

respectivement par rapport à l’échantillon témoin (Figure 62). Et il est à relever que, comme pour 

l’échantillon comprenant LecA, nous observons l’apparition des homoglycoclusters galactosylés due 

au réarrangement de la bibliothèque. Nous pouvons observer les mêmes espèces qu’observées dans 
la bibliothèque de référence à 2,6 minutes (4%) et que dans le précipité de LecA à 4,8 minutes 

(5,5%). 
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Figure 62 : Histogrammes des aires relatives des espèces formées entre la bibliothèque témoin et la 
bibliothèque contenant la protéine LecB. Analyse sur un triplicat 

La répartition des espèces en faveur des hétéromacrocycles dans l’échantillon témoin et en 
faveur des homomacrocycles dans l’échantillon comprenant LecB peut être illustrée par un 

graphique représentant les espèces dans le milieu sous forme de cercles. La taille de ceux-ci est 

proportionnelle aux pourcentages d’aire relative de chaque espèce (Figure 63). 

 

Figure 63 : Représentation graphique des pourcentages (retranscrit dans le rayon de chaque cercle) de chaque 
espèce présente dans le milieu, analyse sur un triplicat 

II.7.2.5. Analyse de la chimiothèque en présence d’AFL 

Comme pour les deux autres lectines, la bibliothèque contenant AFL est mise en œuvre en 
suivant le plan d’expérience (chemin jaune - Figure 56). L’équilibration se fait à 0,4 mM pendant 24h, 

ensuite, l’échantillon est centrifugé pour séparer le précipité (ce que la protéine a sélectionné) et le 
surnageant (ce qui ne se complexe pas avec la protéine), la dénaturation de la protéine est obtenue 

par ajout de HCl 1M. Malheureusement, le choc acide ne permet pas de rendre soluble une partie de 

la solution qui reste trouble. En plus de ne pas réussir à dénaturer la protéine, le choc acide dans le 

surnageant provoque la précipitation de celui-ci ce qui rend impossible l’analyse par UHPLC des deux 

échantillons (Figure 64). Après filtration des échantillons contenant le surnageant et de celui 

contenant le précipité, par filtre à centrifuger Amicon, rien n’est observable en UHPLC. 
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Figure 64 : Photo des échantillons comportant le 
surnageant et le précipité dans la bibliothèque en 
présence d’AFL 

Cette analyse, vient appuyer l’hypothèse que nous avions émis lors de nos analyses ITC (cf 
paragraphe II.5.3), que le complexe formé par AFL avec nos molécules précipite rapidement et ce 

même à concentration relativement faible. Ainsi AFL se comporte différemment des deux autres 

lectines, par sa forte affinité, nos glycodyn[n]arènes sont difficiles à dissocier et donc l’analyse de la 
sélection de AFL est impossible. Une perspective pour cette étude pourrait être de travailler à 

concentration encore plus faible, mais ceci entrainement des problèmes pour l’analyse UHPLC qui 

nécessite une concentration supérieure à 0,2 mM pour avoir des analyses fiables en terme de limite 

de détection. 

II.8. Conclusion et perspectives 

Au cours de ce chapitre, nous avons décrit la synthèse de nos briques pour la reconnaissance 

des lectines, la voie originale décrite par Yoann Pascal puis son amélioration qui nous a permis de 

gagner en temps et en rendement. Ces briques se déclinent en 3 terminaisons saccharidiques, une 

galactosylée et une fucosylée, pour la reconnaissance de LecA et LecB respectivement, et 

mannosylée qui devait servir de témoin négatif pour les tests sur les bactéries. Dans un deuxième 

temps nous avons évoqué les équilibrations de ces briques moléculaires dans le but d’obtenir des 
mélanges des dyn[3]arènes et dyn[4]arènes de chacun des dérivés. La difficulté majeure rencontrée 

pendant cette étape est la séparation des deux macrocycles, qui finalement ne sera pas primordiale 

car les deux ont probablement, pour les protéines qu’elles reconnaissent, des affinités assez proches. 

Ces mélanges purifiés ont permis plusieurs analyses. La première est thermodynamique, l’ITC nous 
apprend que nos ligands semblent être, par leur constante d’affinité, de bons candidats pour les 
lectines. En présentant des Kd de l’ordre du nanomolaire pour les 3 protéines (LecA, LecB et AFL), nos 
glycoclusters sont parmi les meilleurs ligands déjà décrits dans la littérature. Il est toutefois à relever 

qu’AFL présente des problèmes de solubilité une fois le complexe avec le dynarène formé. La 

deuxième partie d’études menées sur ces mélanges sont les tests microbiologiques. L’équipe de 
Benoit Cournoyer a travaillé sur la toxicité de nos ligands sur les bactéries, l’agrégation que pouvait 
provoquer nos dynarènes et enfin sur les effets de ceux-ci sur l’adhésion des bactéries sur les cellules 
pulmonaires A549. Leurs résultats nous montrent que nos glycodyn[n]arènes se comportent de 

manière similaire au témoin. Les tests d’agrégation montrent des résultats intéressants 
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particulièrement avec les glycoclusters de mannose. Ceci est dû à la capacité de LecB d’avoir une 
légère reconnaissance pour le mannose. Cette affinité ne se retranscrit pas lors des tests d’adhésion 
cellulaire qui, eux, montrent une diminution de l’adhésion d’environ 5% sur les glycodynarènes de 

fucose. 

Pour terminer, la dernière partie rendait compte des amplifications obtenues dans nos 

chimiothèques mixtes équimolaires de G et F en présence des lectines LecA, LecB et AFL. Ces 

bibliothèques ont montré l’apparition d’espèces non présentes spontanément dans la bibliothèque 

de référence, à savoir les homoglycodyn[3]arènes G3 et homoglycodyn[4]arènes G4 de galactose, 

mais en plus les amplifications des autres espèces homoglycoclusters de fucose au détriment des 

espèces hétérotri- et tetramères. Ainsi cette analyse nous montre que la lectine sélectionne d’elle-

même les espèces de taille 3 et 4 comme étant celles présentant le plus d’affinité. 
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III.1. Introduction 

Dans le chapitre précédent nous avons vu la synthèse des briques glycosylées dithiophénol et 

leurs assemblages en glycodyn[n]arènes pour la reconnaissance des lectines. Mais celles-ci ne 

permettent qu’une adhésion temporaire au niveau des protéines. Le cœur de ce projet de thèse vise 
à développer une série de glycodyn[n]arènes polymérisables afin de les réticuler autour de la 

bactérie (Figure 65).  

 

Figure 65: Représentation du projet des glycoclusters polymérisables. P = Brique polymérisable grâce à la 
présence d’un aldéhyde ou d’un hydrazide, objectif synthétique de ce projet ; S = Brique dithiophénol sans 
fonction polymérisable ; L = bras espaceur polymérisable grâce à une fonction aldéhyde ou hydrazide 

Pour cela, il faut d’une part introduire une fonction polymérisable sur la brique dithiophénol 
P et d’autre part concevoir un bras espaceur difonctionnel L présentant une fonction polymérisable 

complémentaire et soluble dans l’eau. Pour ce faire, il faut faire appel à une double CCD, celle-ci fera 

intervenir une fonction orthogonale au dithiophénol. Nous avons vu dans la partie I.4.3.1 que la 

meilleure option serait l’utilisation d’un aldéhyde et d’un hydrazide pour la formation d’une 
acylhydrazone. En effet, ces fonctions sont compatibles avec une réactivité dans l’eau, avec les pH 

physiologiques et sont orthogonales à la formation des ponts disulfures. De plus, leur stabilité nous 

permettra une analyse en RMN et en UHPLC. Michael Greaney et coll. ont montré que la formation 

d’acylhydrazone était une chimie très intéressante en CCD dirigée sur les bactéries.[107] En effet, en 

présence d’une aniline comme catalyseur nucléophile, la bibliothèque s’équilibre rapidement à un pH 

6.2 et les réactions étaient réversibles. De plus, il est possible d’utiliser le pH comme interrupteur de 
cet équilibre. Ils ont notamment étudié cette bibliothèque en présence de la glutathion S-transférase 

et ils ont observé des amplifications, preuve d’une interaction entre les composés acylhydrazones et 

la cible biologique. Ces résultats nous montrent donc la compatibilité de cette fonction avec des 

biomolécules. 

III.2. Comment insérer une fonction polymérisable sur la 

brique dithiophénol ? 

III.2.1. Une brique aromatique hexasubstituée 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à la substitution des deux derniers 

emplacements disponibles sur le cycle aromatique de la brique dithiophénol. L’équipe de Corinne 

Wills a synthétisé un cycle hexasubstitué (III-5, R=H) en partant de la brique téréphtalate (Schéma 
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12) présentant deux benzaldéhydes, deux phénols et deux esters, toutes les fonctions identiques 

étant en para les unes des autres.[108] La bromation du diphénol III-1 puis l’oxydation dans un 
mélange EtOH-HNO3 nous permet d’obtenir la quinone hexasubstituée III-3 avec un rendement de 

71%, sans isoler l’hydroxyquinone III-2. Puis une réaction d’addition/élimination sur les deux bromes 

nous permet d’accéder à une quinone III-4 qui porte alors les deux fonctions polymérisables qui nous 

serviront pour le projet. Une réduction en présence de Zinc sous ultrasons conduit au composé III-

5.[108] A partir de celui-ci, nous retrouvons les étapes de synthèse du dithiophénol (décrites en II.2). 

L’addition du thiocarbamate sur les deux phénols conduit au composé déprotégé III-6, avec un 

rendement de 52%.[86] Le réarrangement de Newman-Kwart est effectué en conditions légèrement 

plus douces que précédemment vu, la température est de 150 °C (contre 215 °C pour l’obtention de 
II-3) pour obtenir le S-thiocarbamate III-7 avec 13% de rendement. Ce rendement reste faible 

probablement dû à une dégradation partielle du produit de départ et des conditions de réaction non 

optimisées. Nous pouvons encore compter à minima 4 étapes, mais il faudra rajouter une étape de 

protection des aldéhydes ou hydrazides pour ne pas interférer avec les réactifs lors du couplage de 

dithiophénol avec les dérivés glycosylés saccharidiques. Une étape de déprotection est à introduire 

également car leur groupement protecteur ne pourra être clivé qu’en conditions basiques. Ainsi, la 

synthèse totale de cette brique dithiophénol hexasubstituée est possible en 12 étapes. 

 

Schéma 12 : Voie de synthèse pour accéder à un cœur aromatique portant la fonction de polymérisable 

Cette voie de synthèse présente plusieurs désavantages. En effet, le réarrangement de 

Newman-Kwart offre un rendement très faible ce qui laisse penser que la formation du S-

thiocarbamate est peut-être défavorisée par la présence du groupement aromatique en ortho/méta 

des O-thiocarbamates. L’analyse des différentes fractions de la purification de cette étape de 
réarrangement montre la saponification d’un ou des deux esters, ce qui expliquerait en partie cette 

diminution de rendement. Récemment, les équipes de Francke et de Roemelt ont mis en place une 

stratégie utilisant l’électrochimie permettant de réaliser ce réarrangement sur une vingtaine de 

molécules avec des rendements tous supérieurs à 65%.[109] Cette alternative pourrait être étudiée 
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afin d’augmenter le rendement du réarrangement sur notre molécule, permettant alors d’obtenir de 
plus grandes quantités de III-7 et ainsi de mieux étudier la déprotection. Néanmoins, avec ses 12 

étapes de synthèse, cette brique risque de cumuler les difficultés synthétiques et pour le moment, 

sur seulement 6 étapes, le rendement global s’élève à 3,7%. Il parait donc plus prudent de se tourner 
vers des molécules nécessitant moins d’étapes. 

III.2.2. Synthèse d’un composé polymérisable pour des 
évaluations préliminaires 

Afin d’avancer la réflexion sur la partie polymérisation avec les partenaires polyméristes du 

projet ANR et en parallèle du développement d’une brique trifonctionnelle, une brique proche 
structurellement parlant de celle déjà synthétisée par Yoann Pascal a été imaginée : substituer les 

thiophénol par des fonctions de polymérisation, pour n’étudier qu’un phénomène à la fois. Ce 
composé devra comporter un cycle aromatique tetrasubstitué par deux aldéhydes et deux fonctions 

permettant le greffage d’un saccharide. Ma et coll. ont développé la synthèse du 2,5-

dihydroxytéréhphtalaldéhyde à partir du diméthoxybenzène[110] III-9 (Schéma 13). Sa synthèse se fait 

par formylation en ortho des deux méthoxy pour conduire au composé III-11 avec un rendement de 

35% sur deux étapes. Puis la déprotection des deux méthoxy en présence de BBr3 permet d’obtenir le 
composé attendu avec un rendement de 95%. Cette brique III-12 a été synthétisée au laboratoire de 

Julien Leclaire et nous a été fournie. 

 

Schéma 13 : Synthèse du 2,5-dihydroxytéréphtalaldéhyde, intermédiaire pour la synthèse d’une brique 
polymérisable 

Pour pouvoir coupler un glycoside au phénol, il faut un triéthylèneglycol (TEG) qui présente 

un groupement partant à l’extrémité de sa chaîne. Pour cela, il faut commencer par l’introduction de 
groupement sur le TEG avant même de coupler le sucre. La mono-tosylation sélective du 

triéthylèneglycol III-13 s’effectue en plaçant celui-ci en présence de chlorure de tosyle en condition 

basique[111] (Schéma 14). Ainsi la chaine fonctionnalisée à une seule extrémité (composé III-14), 

obtenue avec 89% de rendement, est couplée avec le galactose pentaacétylé pour former le dérivé 

galactoside III-15, en suivant le protocole décrit au laboratoire pour la glycosylation.[38] Celui-ci peut 

alors être couplé avec le dialdéhyde III-12 pour obtenir la brique protégée III-16 avec un rendement 

de 35%. Et enfin la déprotection de cette dernière nous conduit à la brique finale III-17. 
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Schéma 14 : Synthèse de la brique polymérisable sans dithiophénol 

Deux problèmes majeurs ont pu être relevés pour cette synthèse. Le premier est le couplage 

du diphénol avec le sucre glycosylé dont les rendements n’ont jusqu’à présent jamais dépassé les 
35%. D’autres conditions pourraient être testées afin d’essayer d’augmenter ce rendement, 
notamment en utilisant un halogène comme groupement partant plutôt qu’un tosyle. La condition 
sine qua non est d’éviter les bases dérivées d’hydroxyde pour limiter la déprotection des acétates sur 

le saccharide, donc peut-être l’utilisation d’un éther couronne pour augmenter le rendement. Le 
deuxième problème est la déprotection des alcools qui a bien été obtenue mais l’aldéhyde réagit 
avec le méthanol pour donner l’acétal de méthyle. De plus, le produit III-17 n’est pas soluble dans 
l’eau mais seulement dans le MeOH ou le DMSO, ce qui compromet son utilisation en milieu 

biologique. 

III.2.3. La lysine comme connecteur trifonctionnel 

orthogonal 

Notre réflexion s’est alors portée sur la lysine, celle-ci présente un acide carboxylique qui 

nous permettra d’intégrer le dérivé saccharidique et deux fonctions amines qui pourront être 
couplées à la fonction polymérisable et au dithiophénol (Figure 66). Cette nouvelle stratégie nous 

offre beaucoup de liberté, car nous avons la possibilité de moduler les groupements protecteurs des 

amines ainsi que la séquence de conjugaison des différents groupements. 
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Figure 66 : La lysine comme connecteur entre les différentes fonctions de la future brique 

Il faudra débuter avec une lysine dont deux fonctions sont protégées orthogonalement pour 

permettre les conjugaisons de façon séquentielle et sélective. Le couple le plus simple sera 

acide/base et le mieux serait de partir d’une lysine où au moins une des deux amines est protégée 
pour ne pas avoir de problème de sélectivité. Concernant la déprotection, comme nous ne savons 

pas encore dans quel ordre chaque groupement protecteur sera déprotégé, il faut prendre en 

compte le fait qu’une déprotection par une base pourrait entrainer la déprotection des acétates 
présents sur le dérivé saccharidique. Ainsi, nous pouvons identifier et sélectionner pour la suite du 

projet la Fmoc-Lys(Boc)-OH III-20 parmi les lysines partiellement protégées commerciales qui 

répondent à ces deux critères (Figure 67). 

 

Figure 67 : Quelques lysines partiellement protégées disponibles sur le catalogue Sigma-Aldrich 

 Le dérivé saccharidique sera couplé au niveau de l’acide de la lysine III-20 pour obtenir 

l’amide glycosylé A (Schéma 15). La suite de la synthèse n’est plus si évidente. En effet, il nous faut 

déterminer quelle amine devra être déprotégée en premier et quel acide sera couplé avec quelle 

amine. Le dithiophénol ne peut être présent sur la molécule en même temps que le groupement 

Fmoc, car il est possible de déprotéger le groupement 2-cyanoethyl en milieu basique. Ainsi le 

téréphtalate devra être introduit sur l’amine Nα et le groupement permettant la polymérisation sera 

alors couplé sur l’amine terminale Nε. De plus, cette alternative nous permet de positionner le 

groupement polymérisable le plus loin possible du reste de la chaîne, lui laissant plus de liberté et 

d’accessibilité en solution pour réagir avec le bras espaceur polymérisable. Coupler le dithiophénol 

au niveau de l’amine Nα nous mènera à une structure plus proche (d’un point de vue du nombre 
d’atome) du motif triéthylèneglycol déjà étudié (voir Chapitre II) que s’il était couplé au niveau de 
l’amine terminale Nε. Dans un premier temps, nous déprotégerons le Nε pour avoir le dérivé lysine B 

puis le couplage peptidique nous permettra d’accéder à la lysine portant le groupement 

polymérisable C. Ensuite, le dithiophénol sera couplé avec le Nα après déprotection du Fmoc pour 

pouvoir coupler l’amine libre D au diacide et ainsi obtenir la brique polymérisable protégée E. Les 

deux dernières étapes correspondent à la déprotection de la fonction polymérisable F et enfin celle 

des saccharides et des 2-cyanoéthyles, ce qui nous permettra d’avoir la brique trifonctionnelle G. La 

fonction polymérisable est portée par un acide 4-formylbenzoïque ou un acide 4-
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(hydrazinecarbonyl)benzoïque. Les deux formes devront être synthétisées afin de pouvoir effectuer 

tous les tests possibles en polymérisation. Pour ces synthèses, l’aldéhyde et l’hydrazide en para de 
l’acide benzoïque devront être sous forme protégée pour ne pas altérer le couplage du dithiophénol 
téréphtalate. Ainsi, l’hydrazide protégée sera sous la forme Boc et l’aldéhyde sous la forme acétal, 
ces deux protections seront orthogonales à la déprotection du Fmoc. 

 

Schéma 15 : Rétrosynthèse de la brique dithiophénol polymérisable 

III.3. Synthèse d’une brique dithiophénol polymérisable 

III.3.1. Couplage de la lysine protégée avec les dérivés 

saccharidiques 

Dans un premier temps, les couplages ont été testés sur la lysine III-20 avec le dérivé 

glycosylé II-15 développé par Yoann Pascal pendant sa thèse, avec un contre-ion trifluoroacétate 

(Schéma 16).  
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Schéma 16 : Couplage peptidique de la lysine avec un dérivé glycosylé II-15 

Pour ce couplage, différentes conditions ont été testées (Tableau 6). Nous avons dans un 

premier temps testé celui-ci avec le O-(1H-6-Chlorobenzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium 

hexafluorophosphate (HCTU) (Tableau 6, entrée 1), le rendement reste correct mais nous avons 

observé la présence d’impuretés dues à la dégradation du dérivés glycosylés mais aussi la présence 

du sous-produit de l’agent de couplage, la tetraméthylurée (TMU). Cette dernière peut être retirée 
par lavages successifs à l’eau. Nous avons décidé d’inverser le réactif en excès pour limiter les 

dégradations de dérivées saccharidiques (Tableau 6, entrées 2 et 3). Ces essais ont montré des 

rendements plus faibles. Nous nous sommes alors tournés vers un agent de couplage différent, le 1-

[(1-(Cyano-2-éthoxy-2-oxoéthylidèneaminooxy)diméthylaminomorpholino)]uronium hexafluoro-

phosphate (COMU) (Tableau 6, entrées 4 et 5). Deux conditions sont testées, 60°C pendant 4h et 

température ambiante pendant 48h. Les deux montrent des rendements aux alentours de 50% mais 

dans les deux cas nous avons noté la présence de la N,N-dimethylmorpholine-4-carboxamide, une 

urée qui correspond à un sous-produit de COMU.  

Tableau 6 : Conditions de couplage testées pour le dérivé saccharidique II-15 avec la lysine III-20 

Entrée 
Eq 

Lysine 
Eq  

II-15-Man 
Agent 

couplage 
Base Solvant 

T 
(°C) 

Temps Rendement 

1 1 2.1 HCTU Et3N DMF/THF 60 20h 
46% 

Produit + impuretés 
+ TMU 

2 2.8 1 HCTU Et3N DMF/THF 60 18h 10% Non pur 

3 3 1 HCTU Et3N DMF/THF 60 22h 
18% 

Produit + lysine 

4 1 1.3 COMU DiPEA DMF 60 4h 
50% 

Produit + urée 

5 1 1.3 COMU DiPEA DMF TA 48h 
44% 

Produit + urée 

 

Devant ce manque de reproductibilité, les couplages ont été refaits avec les dérivés 

glycosylés II-18 que nous avons obtenus en présence d’APTS[98] (cf paragraphe II.3.3). Les rendements 

ont été meilleurs et reproductibles et nous ont alors permis de pouvoir continuer la synthèse de 

cette brique polymérisable en version galactose III-21-Gal et fucose III-21-Fuc (Schéma 17). Pour la 

suite du projet, comme nous avons vu précédemment que le galactose et le fucose pouvaient servir 

de témoin négatif pour LecB et LecA, respectivement, il n’était plus nécessaire de synthétiser le 

dérivé mannose qui ne présente pas d’affinité pour LecA et LecB. 
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Schéma 17 : Couplage peptidique de la lysine avec un dérivé glycosylé 

III.3.2. Couplage des fonctions polymérisables 

La suite de la synthèse est le couplage avec la fonction qui permettra la polymérisation. Nous 

étudierons les deux variantes : aldéhyde et hydrazide, toutes les deux en version protégée pour 

éviter des réactions secondaires. Cette fonction aldéhyde ou hydrazide sera portée en para d’un 
acide benzoïque. 

 

III.3.2.1. Synthèse de l’aldéhyde 

Le choix du bras polymérisable s’est porté très simplement sur l’acide 4-formylbenzoïque III-

22 qui est un produit commercial. Nous avons commencé par le protéger en utilisant le propanediol 

ou le méthanol pour former le dioxolane ou le diméthylacétal, respectivement. Mais ces acétals sont 

trop labiles et l’aldéhyde se reforme dans des conditions douces, par exemple après colonne sur 
silice. Ainsi nous avons protégé l’aldéhyde par un propanedithiol[112] afin d’obtenir le dithioacétal III-

23 plus stable (Schéma 18). 

 

Schéma 18 : Protection de l’acide 4-formylbenzoïque III-18 

 

III.3.2.2. Synthèse de l’hydrazide 

Les molécules finales devant être similaires en terme de structure, il nous faut synthétiser la 

version hydrazide de l’acide 4-formylbenzoïque. Pour choisir le groupement protecteur de 

l’hydrazide, il fallait une nouvelle fois prendre en compte l’orthogonalité avec les autres fonctions 
encore présentes sur la lysine. Nous allons déprotéger le carbamate de tert-butyle (Boc) de la lysine 

pour pouvoir ensuite coupler l’acide benzoïque. Alors il nous restera le Fmoc-carbamate à 

déprotéger puis les thiols et les acétates du saccharides, le tout en milieu basique. Ainsi il nous faut 

une protection qui pourra être clivée en milieu acide. La solution choisie sera donc d’utiliser un autre 

Boc sur l’hydrazide. La synthèse, mise en œuvre par Corentin Raillon stagiaire de M2 au laboratoire, 

nous permet d’obtenir notre acide 4-(2-(t-butoxycarbonyl)hydrazide)benzoïque III-26 avec un 

rendement de 66% sur 2 étapes (Schéma 19).  
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Schéma 19 : Synthèse de l’acide 4-(2-(t-butoxycarbonyl)hydrazide)benzoïque III-26 

III.3.3. Couplage de la lysine avec les fonctions 

polymérisables 

La déprotection de l’amine-Boc en présence de TFA est réalisée en 30min à température 

ambiante et le trifluoroacétate d’ammonium III-27 est obtenu avec un rendement quantitatif 

(Schéma 20). Ces amines peuvent ensuite être couplées soit au précurseur d’aldéhyde III-23, soit au 

précurseur d’hydrazide III-26. Le système de couplage HOBt, EDC, DiPEA permet d’obtenir de bons 
rendements pour la lysine-fucose III-27-Fuc avec les dérivés hydrazide (III-29-Fuc 95%) et aldéhyde 

(III-28-Fuc 78%). En revanche, le rendement pour la lysine-galactose III-27-Gal avec l’aldéhyde est 
plus bas (40%) et, avec l’hydrazide, la perte d’acétate sur le galactose III-29-Gal a été constatée. Pour 

pallier ce problème, nous avons tenté de ré-acétyler le saccharide en présence d’anhydride acétique 
et de pyridine, mais malheureusement en plus de reprotéger les alcools, deux autres groupements 

ont été acétylés, ce qui laisse apparaitre deux nouveaux signaux vers 2,5 ppm en RMN du proton 

(Figure 68). Le spectre de masse valide la présence de ces deux acétyl supplémentaires sur la 

molécule et montre la disparition complète de l’espèce attendue. Le groupement acétyle ne pouvant 
se coupler qu’avec un azote et comme nous en avons 5, il existe donc plusieurs possibilités. Les plus 

contraignantes seraient sur les azotes de l’hydrazide ou sur l’amine Nα. En effet, sur l’hydrazide, une 
fois déprotégé du Boc, le groupement ne sera plus capable de former l’acylhydrazone avec 
l’aldéhyde du bras espaceur. Sur le Nα, le groupement acétyle rendra impossible le couplage avec le 

dithiophénol diacide. L’acétylation des azotes de l’hydrazide a déjà été décrite dans la littérature, par 

Ngameni et coll. lors de la synthèse des dérivés d’hydrazinoselenazole comme anticancéreux.[113] 

Leurs conditions sont très proches des nôtres (Ac2O, pyridine, température ambiante, 24h) et les 

analyses RMN du proton de leurs produits montrent la présence de signaux aux alentours de 2,4-2,5 

ppm. Ceci montre que la formation de ces N-acétyles sur les azotes de l’hydrazide est très probable, 

correspondant au composé III-30-Gal. 
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Schéma 20 : Déprotection et couplage de l’amine terminale Nε avec III-23 ou avec l’hydrazide III-26 

 

La déprotection des acétates, probablement engendrée par la déprotection du groupement 

Boc au TFA, nous oblige à réacétyler le mélange après couplage peptidique. Celle-ci provoque la 

formation de N-acétyle sur l’hydrazine protégée. Ce groupement risque d’empêcher la 
polymérisation de l’hydrazide avec le bras espaceur aldéhyde. Ainsi, nous pourrions imaginer 
(Schéma 21) d’abord déprotéger l’amine α pour avoir la lysine A’. Ensuite, coupler le dithiophénol 

nous permettrait d’obtenir la brique dithiophénol disaccharidique protégée B’. Le Nε de la lysine 

serait alors déprotégé (molécule C’) pour coupler le monométhyl téréphtalate (molécule D’). Le 

couplage de l’hydrazine directement sur l’ester, qui donne généralement de bons rendements, nous 
permettrait d’obtenir la brique dithiophénol disaccharide polymérisable protégée E’. Il ne resterait 

alors plus que l’étape de déprotection totale (2-cyanoéthyle et acétates) pour avoir la brique 

dithiophénol polymérisable attendue F’. La modularité de la lysine nous offre une grande liberté sur 

la synthèse, ces différentes stratégies de synthèse pourront être étudiées afin de poursuivre ce 

projet. 
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Figure 68 : A) Spectre RMN du proton (300 MHz, CD3OD, 298 K) ; B) Spectre de masse du composé III-30-Gal 
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Schéma 21 : Voie alternative pour la brique polymérisable en version hydrazide 

III.3.4. Déprotection de l’amine Nα et couplage avec le 

dithiophénol 

La synthèse de la brique a pu être poursuivie sur la série aldéhyde. Pour cela, l’amine Nα du 

composé III-28 est déprotégée en présence de pipéridine (Schéma 22). Nous pouvons observer des 

rendements un peu faibles, notamment pour la version galactose III-31-Gal. Ceci peut être expliqué 

par le fait que cette réaction a été effectuée sur une petite quantité (environ 35 mg) et qu’elle n’a 
été effectuée qu’une seule fois jusqu’à présent. Il faudrait donc pour les deux versions, fucose et 
galactose, répéter ces expériences pour valider un rendement. Il est à noter également que pour le 

dérivé fucose III-31-Fuc, une perte d’un ou deux acétyles a été observée durant cette déprotection. 

Ceci est montré par RMN avec un dédoublement des pics au niveau des acétates et également par 

une analyse par spectrométrie de masse, avec une différence de 42 entre les deux pics qui est 

caractéristique de la perte d’un acétyle (Figure 69). 
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Schéma 22 : Déprotection de l’amine Nα de III-28 puis couplage de celle-ci avec le dithiophénol II-5 

 
Figure 69 : Déprotection de l’amine Nα. A) Spectre RMN du proton (300 MHz, CD3OD, 298 K) du composé 
III-31-Fuc ; B) Spectre de masse basse résolution qui montre la perte de 2 acétyls 

Afin de tester notre voie de synthèse le plus loin possible, nous avons fait le choix de 

continuer, malgré la déprotection partielle du dérivé fucose III-31-Fuc. Par ailleurs, celle du galactose 
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a dû être laissé en suspens car il y avait trop peu de matière. Le couplage avec le dithiophénol 

téréphtalate a été effectué de la même manière que les précédents, à savoir, en utilisant les agents 

de couplage EDC et HOBt. La brique aldéhyde-fucose complétement protégée III-32-Fuc est obtenue 

avec un rendement de 16% avec uniquement le produit complètement protégé. Celui-ci parait un 

peu faible mais il pourrait être augmenté s’il n’y avait pas eu de problème de déprotection d’acétate 
à l’étape précédente (Schéma 22).  

III.3.5. Déprotection de l’aldéhyde 

Nous avons ensuite pu réaliser une déprotection du dithioacétal sur le composé III-32-Fuc en 

présence de iodure de méthyle (Schéma 23).[114] Le nombre d’équivalents de MeI, initialement de 10 

équivalents, est porté jusqu’à 75 sans obtenir la déprotection de la fonction. Malgré cela, il semble 
que les autres fonctions présentes sur la brique ne soient pas altérées par l’utilisation de MeI. La 
réaction pourrait être retentée en chauffant légèrement le milieu (environ 50°C) pour favoriser la 

déprotection. Cette méthode nous permettrait de nous affranchir de l’utilisation de HgO et HgCl2 

généralement utilisés pour la déprotection de l’aldéhyde, mais toxique. 

 

Schéma 23 : Déprotection de l’aldéhyde sur la brique aldéhyde-fucose III-32-Fuc 

 

III.4. Conclusion et perspectives 

Au cours de ce chapitre, nous avons abordé la synthèse d’une nouvelle brique qui a pour 
objectif de pouvoir reconnaitre une des protéines à la surface de la bactérie et de former des 

macrocycles interchangeables et en même temps d’être capable de se lier à un ou des bras espaceurs 
polymérisables de façon réversible afin d’encapsuler la bactérie dans un réseau macromoléculaire. Il 
a donc fallu concevoir une brique proche de celle déjà décrite dans le Chapitre II afin d’espérer avoir 
une interaction vis-à-vis de la protéine semblable à celle déjà obtenue, tout en trouvant un moyen 

d’insérer une nouvelle fonction pour former des acylhydrazones et donc de présenter une fonction 
aldéhyde ou hydrazide. Une lysine comme lien entre les trois principales fonctions (le dithiophénol, 

l’aldéhyde et le saccharide) a été choisie pour sa modularité et pour la possibilité de modifier les 

groupements protecteurs. 

La piste d’une brique hexasubstituée a tout d’abord été explorée mais sa synthèse étant 
longue et laborieuse, avec rendement déjà faible au bout de 6 étapes seulement, cette voie a été 

mise de côté. En parallèle de cette synthèse, un composé polymérisable sans thiophénol a été 

synthétisé mais l’étape de couplage avec le diphénol et la déprotection ont posé problème. En effet, 
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la déprotection a montré la formation d’acétal sur l’aldéhyde. De plus, la brique ainsi obtenue 

montrait de bonnes solubilités uniquement dans le méthanol ou dans le DMSO. 

Plusieurs autres voies de synthèse impliquant une lysine ont été explorées pour les dérivés 

fucose et galactose en série hydrazide et aldéhyde. La déprotection partielle des acétates reste la 

principale source de problème à ce jour et nous contraint à imaginer des voies alternatives de 

synthèse élaborées au début de ce chapitre, en choisissant des conditions plus douces ou en 

modifiant l’ordre de couplage des différentes fonctions.  

De plus, certains rendements peuvent apparaître comme faibles mais ils pourraient être 

améliorés par l’optimisation des différentes réactions nous permettant ainsi d’accéder à une voie de 
synthèse plus robuste et plus reproductible. 

L’exploration des nouvelles voies de synthèses décrites dans ce chapitre nous permettra 
d’accéder aux briques polymérisables attendues pour le projet DynaSweet. Les travaux préliminaires 
nous montrent que nous pouvons espérer obtenir ces briques. L’obtention de ces briques pourra 
permettre l’étude de celles-ci en solution en présence ou non de protéine, afin de déterminer leur 

comportement, mais également en présence de briques non polymérisables comme F ou G, afin 

d’obtenir des bibliothèques mixtes. Celles-ci qui pourront être utilisées par les partenaires 

polyméristes dans un premier temps pour analyser leur polymérisation avec les bras espaceurs, puis 

dans un deuxième temps, les deux partenaires du projet (polyméristes et microbiologistes) pourront 

étudier le phénomène de polymérisation des briques et des bras espaceurs en présence de la 

bactérie. 

Enfin, la synthèse d’une brique ne présentant que la partie pour la reconnaissance des 
lectines et une fonction de polymérisation a été mise en place afin de l’étudier indépendamment du 
processus de cyclisation par les thiophénols. Le travail effectué montre qu’il est possible d’obtenir ce 
composé mais que certaines étapes de synthèse mériteraient d’être optimisées afin d’augmenter les 
rendements et pouvoir appliquer cette synthèse à l’échelle du gramme pour permettre l’étude de la 
polymérisation. Néanmoins, la solubilité en milieu aqueux reste également à confirmer car pour le 

moment la brique finale n’est pas soluble dans l’eau, d’après les premiers tests de solubilité. 
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IV.1. Introduction 

Dans les chapitres précédents, nous avons vu la synthèse des briques pour la reconnaissance 

des lectines (Figure 70.1) puis le développement d’une nouvelle brique permettant de passer à 
l’échelle supérieure : celle de la bactérie (Figure 70.2). Cette nouvelle génération met en place 

l’orthogonalité des fonctions pour, dans un premier temps, cycliser les briques et reconnaitre les 
lectines, via la formation de ponts disulfures et dans un deuxième temps, l’encapsulage de la 
bactérie, par l’intermédiaire d’acylhydrazones.  

 
Figure 70 : Représentation du projet des glycoclusters polymérisables. P = Brique polymérisable grâce à la 
présence d’un aldéhyde ou d’un hydrazide, objectif synthétique de ce projet ; S = Brique dithiophénol sans 
fonction polymérisable ; L = bras espaceur polymérisable grâce à une fonction aldéhyde ou hydrazide 

Afin de relier ces briques entre elles, il faut utiliser des bras espaceurs L. Ce chapitre se 

concentrera donc sur leur conception et leur synthèse. Ceux-ci devront être de différentes tailles afin 

déterminer l’espacement entre deux protéines à la surface de la bactérie directement en présence 

de celle-ci. 

Les bras espaceurs doivent respecter plusieurs critères afin d’être éligibles : 

- être divalents ; 

- capables de former une liaison acylhydrazone, donc la présence de deux fonctions 

aldéhydes ou deux fonctions hydrazides ; 

- être solubles dans un milieu physiologique (eau, pH 7). 

Au cours de ce projet, plusieurs bras espaceurs ont été envisagés et ce chapitre permettra de 

décrire leurs synthèses et les résultats préliminaires recueillis auprès des partenaires polyméristes 

(Catherine Ladavière, Ingénierie des Matériaux Polymères-UMR 5223 – Kilian Caillaud, thèse ANR 

2018-2022). 

IV.2. Synthèse d’un bras oligoéthylèneglycol 

Dans un premier temps, nous avons exploré un bras espaceur présentant une chaine 

oligoéthylèneglycol. Cette option nous offre la possibilité de faire varier la longueur de la chaine de 

façon assez simple en changeant juste la longueur de la chaine éthylèneglycol et surtout elle nous 

permet d’obtenir une flexibilité de la chaine pour accéder plus facilement à la fonction polymérisable 

de notre future brique (voir Chapitre III). 
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Nous avons donc procédé graduellement, en partant du diethylèneglycol IV-1. La première 

étape de cette synthèse est l’activation des deux alcools par un groupement tosyle en condition 
basique. Le diéthylèneglycol protégé IV-2 est obtenu avec un rendement de 81% (Schéma 24).[115] 

D’après le protocole expérimental décrit par Landais et al.,[116] les tosyles servent de nucléofuges 

pour insérer la fonction aldéhyde (via le 4-hydroxybenzaldéhyde) sur notre bras espaceur, en 

présence de K2CO3 et en chauffant afin d’obtenir le dialdéhyde IV-3 avec un rendement de 88%.  

 

Schéma 24 : Synthèse d’un bras espaceur avec une chaine diéthylèneglycol 

Malheureusement, celui-ci n’est pas soluble dans l’eau. Nous avons donc tenté d’augmenter 
cette solubilité en ajoutant un groupement phénol sur le noyau aromatique. Nous avons utilisé le 4-

hydroxy-3-methoxybenzaldéhyde couplé via la fonction phénol sur la chaine glycol avec un 

rendement de 93% (Schéma 25).  

 

Schéma 25 : Synthèse d’un bras espaceur avec un motif diphénol 

 

Figure 71 : coupures possibles par BBr3 

Le dialdéhyde IV-4 a ensuite été traité par du BBr3 pour déprotéger les groupements 

méthoxy. Le suivi CCM laisse apparaitre plusieurs espèces par révélation à l’UV puis l’analyse RMN 
montre une région aromatique beaucoup trop complexe laissant supposer que le BBr3 a clivé 

plusieurs liaisons C-O autres que celles des deux méthoxy (Figure 71). L’équipe de Bäuerle a travaillé 
sur la synthèse d’un « crownophane » [117] et l’équipe de Toniolo sur celle d’un binaphtyle,[118] et les 

deux ont eu recours au BBr3 pour cliver un éthylèneglycol d’un aromatique et obtenir le phénol 

correspondant. Ceci montre que BBr3 n’est pas sélectif du groupement méthoxy et que les conditions 

utilisées dans notre cas amènent à de nombreuses combinaisons de clivages possibles. Si nous 

voulons obtenir le phénol uniquement issu du méthoxyaryls alors il faut changer de groupement et 

opter pour un benzyle par exemple. Cette voie de synthèse a été écartée au vu des difficultés de 

solubilité rencontrés. 
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Une alternative étudiée a été d’allonger la chaine éthylèneglycol pour augmenter la solubilité 
de la molécule finale dans l’eau. De façon arbitraire, nous avons choisi le pentaéthylèneglycol IV-6 

pour tester cette nouvelle hypothèse. Le pentaéthylèneglycol bistosylé IV-7[119] est obtenu avec un 

rendement de 97% (Schéma 26). Le couplage du bistosylate IV-7 avec le 4-hydroxybenzaldéhyde, 

mène au dibenzaldéhyde attendu IV-8 avec un rendement de 89%. Malheureusement l’allongement 

de la chaine éthylèneglycol ne nous permet toujours pas d’obtenir une solubilité dans l’eau 

satisfaisante. 

 

Schéma 26 : Synthèse du pentaéthylèneglycol dibenzaldéhyde 

IV.3. Synthèse d’un bras aza-oligoéthylèneglycol  

En 2014, l’équipe de Sébastien Ulrich publie la synthèse d’un monomère dihydrazide et d’un 
dialdéhyde.[120] Ces deux derniers, dans un milieu proche d’un milieu physiologique, sont solubles et 

forment des polymères dont le but est de servir de vecteurs pour le transfert de gènes. Ainsi, ces 

deux bras semblent être de bons candidats pour notre projet. L’introduction de la fonction amine 
dans la chaine permet d’envisager une meilleure solubilité. 

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps à la synthèse du bras dihydrazide 

(Schéma 27). Celle-ci débute par l’activation de l’acide benzoïque IV-9 par SOCl2 pour y coupler en 

one pot le groupement carbazate de tert-butyle afin d’obtenir le 4-formylbenzhydrazide protégé IV-

10 avec un rendement de 55%. Puis la formation de l’imine et sa réduction se font à température 
ambiante avec un rendement de 22% et enfin l’hydrazide est réduit en présence de TFA avec un 

rendement de 55%. 

 

Schéma 27 : Synthèse d’un bras dihydrazide selon la méthode de l’équipe de Sébastien Ulrich  

Mais lors de la première étape de synthèse, nous nous sommes retrouvés confronté à une 

première problématique. Malgré l’activation de l’acide benzoïque en chlorure d’acyle, le carbazate 
de tert-butyle se condense également sur l’aldéhyde, et ce, même en changeant le nombre 

d’équivalent et la durée de la réaction. La RMN nous montre un dédoublement de pic au niveau de la 
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zone du tert-butyle qui intègre alors pour 18 protons, ainsi qu’un singulet à 8,04, ce qui nous indique 
que nous avons formé une hydrazone. Une analyse par spectrométrie de masse nous confirme aussi 

cette hypothèse (Figure 72). 

 

Figure 72 : Spectre RMN (300 MHz, DMSO-d6, 298 K) du produit de la réaction de IV-9 avec le carbazate de tert-
butyle 

Nous avons donc repensé notre voie de synthèse en commençant par coupler le bras 

espaceur diamine avec le 4-formylbenzoate d’éthyle IV-13 par amination réductrice pour obtenir le 

diester IV-14 (Schéma 28). Puis par ajout d’hydrazine dans du méthanol et en chauffant, le 
dihydrazide IV-12 est obtenu avec un rendement quantitatif. Cette alternative à la synthèse 

proposée par l’équipe de Sébastien Ulrich[120], nous permet de former le bras espaceur attendu en 

diminuant le nombre d’étapes (de 3 à 2 étapes seulement), les temps de réaction sont également 

raccourcis (1 semaine contre 3 jours) et enfin le rendement est nettement amélioré. Dans nos 

conditions le rendement global est de 85% sur trois étapes, contre 7% sur cinq étapes selon celles de 

Sébastien Ulrich. Ce bras a pu être synthétisé sans problème à l’échelle du gramme. 

 

Schéma 28 : Alternative à la synthèse du dihydrazide développé par Sébastien Ulrich 

Lors des tests de solubilité dans l’eau, il s’est avéré que le dihydrazide n’est pas 
complétement soluble, mais qu’un pourcentage de DMSO (10%) doit être ajouté. Néanmoins, ce bras 
espaceur a pu être testé par les partenaires polyméristes du projet DynaSweet (voir IV.5).  
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IV.4. Synthèse de bras espaceurs 

Face aux problèmes de solubilité rencontrés avec le bras espaceur aza-oligoéthylèneglycol, 

nous nous sommes tournés vers les travaux de Sophie Lohmann, doctorante de Jean-Marie Lehn 

entre 2000 et 2003.[121, 122] En effet, dans cette thèse, nous pouvons noter la synthèse de trois 

dialdéhydes protégés sous forme d’acétal IV-15, IV-16 et IV-17 (Figure 73). En nous inspirant de IV-

15, nous avons décidé de synthétiser un dialdéhyde IV-18 avec deux alcools supplémentaires pour 

augmenter la solubilité de celui-ci dans l’eau. Ainsi ce nouveau bras est également décliné en version 

hydrazide IV-19 et de même pour l’acide N-méthyliminodiacétique IV-20. Ces composés sont 

solubles dans l’eau d’après les études de Sophie Lohmann et permettront donc de proposer une 
gamme de bras espaceurs polymérisables. 

 

Figure 73 : Représentation des aldéhydes protégés IV-15, IV-16 et IV-17 présentés dans la thèse de Sophie 
Lohmann, l’aldéhyde IV-18 et l’hydrazide IV-19 dérivés de l’acide galactarique et l’hydrazide IV-20 dérivé de 
l’acide N-méthyliminodiacétique 

  

IV.4.1. Dérivés de l’acide galactarique 

La première étape de la synthèse des dérivés aldéhyde et hydrazine est commune. Il s’agit de 
l’estérification des deux fonctions acides de l’acide galactarique IV-21 commercial pour obtenir le 

diester IV-22 avec un rendement de 70% (Schéma 29).[123] A partir de ce moment, le chemin de 

synthèse est scindé en deux pour arriver à l’hydrazide attendu IV-19 et à l’aldéhyde protégé IV-18 

avec de bons rendements. Dans les deux cas, la réaction se fait sans agent de couplage mais juste en 

chauffant le milieu réactionnel. 
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Schéma 29 : Voies de synthèse des dérivés de l’acide galactarique en dihydrazide IV-19 et dialdéhyde IV-18 

 Pour déprotéger l’aldéhyde, les conditions expérimentales décrites par Sophie Lohmann[122] 

ont dû être ajustées plusieurs fois, car l’espèce protégée n’est pas soluble dans l’eau sans présence 
d’acide, et si la concentration en HCl est trop forte, au bout de quelques heures seulement, le milieu 
réactionnel précipite et il est impossible de resolubiliser le mélange même dans du DMSO. Une des 

hypothèses avancées pour expliquer ce phénomène est la formation d’acétals entre la fonction 
aldéhyde et les diols 1,2 et 1,3 de la chaine galactarique (Schéma 30). Ceci engendre un réseau 

tridimensionnel d’acétals puis polymérise et précipite. La vitesse de polymérisation étant assez 

rapide et le résultat insoluble, il est difficile de valider notre hypothèse, ou alors un suivi en masse 

pour hautes masses molaires pourrait peut-être nous apporter des réponses. 

 

Schéma 30 : Hypothèse de polymérisation par acétalation de l’aldéhyde sur les alcools au centre de la chaine 
carbonée 

Afin d’éviter cette polymérisation, l’acétal devra être dissout dans de l’eau à une 
concentration de 5 mM puis 1% volumique de HCl 35% est ajouté. Nous observons alors que la 

solution reste limpide. Afin de suivre cette déprotection en RMN (Figure 74) et en spectrométrie de 

masse, la réaction a été faite en parallèle dans du D2O en présence de DCl dans les concentrations 

décrites. La déprotection commençant rapidement à 1% volumique de HCl, une analyse à 0,1% nous 

permet d’observer un réel témoin de la réaction. Dans le spectre RMN, nous pouvons observer la 
formation de l’hydrate de l’aldéhyde IV-23 par le déblindage du triplet qui passe de 4.55 à 5.05 ppm 

ainsi que le blindage du signal des OCH3 qui passe de 3.40 ppm pour les acétals de méthyle à 3.25 
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ppm pour le méthanol libre. Nous pouvons observer un léger décalage de tout le spectre de 0.05 

ppm entre 0,1% et 1% volumique de DCl, qui peut être expliqué par la différence de pH.  Le spectre 

de masse vient appuyer nos observations faites en RMN.  

 

Figure 74 : Spectre RMN partiel (300MHz, D2O, 298 K) du suivi de la déprotection de l’aldéhyde galactarique IV-

18 en milieu acide 

IV.4.2. Dérivés de l’acide N-méthyliminodiacétique  

La première étape consiste en l’estérification du diacide IV-24 en activant celui-ci sous forme 

d’un chlorure d’acyle, ce qui nous permet d’obtenir le diester méthylique IV-25 avec un rendement 

de 72% (Schéma 31). A partir de celui-ci, la voie de synthèse se sépare en deux pour former d’un côté 
l’aldéhyde protégé IV-17 par couplage de l’acétalamine et de l’autre l’hydrazide IV-20 par couplage 

avec l’hydrazine libre. Dans les deux cas, il n’y a pas d’utilisation d’agent de couplage et le mélange 
est chauffé pour obtenir les deux produits IV-17 et IV-20 avec de bons rendements. Ces deux 

molécules sont synthétisées sans problème majeur à l’échelle du gramme.  
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Schéma 31 : Voie de synthèse des dérivés de l’acide N-méthyliminodiacétique en dihydrazide IV-20 et 
dialdéhyde IV-26 

Pour la déprotection de l’aldéhyde IV-17, le protocole expérimental est exactement le même 

que celui décrit pour la déprotection de IV-18. Mais cette fois, la déprotection étant un peu plus 

lente, le t0 utilisé sera celui de l’échantillon qui contient 1% volumique de DCl. Dans le spectre RMN, 
nous observons le déblindage du triplet du proton portant les acétals de 4.55 à 5.10 ppm, celui-ci 

montre alors la formation de l’espèce hydrate de l’aldéhyde (Figure 75). Nous pouvons également 

noter la variation du singulet du OCH3 des acétals de 3.50 à 3.30 ppm qui correspond au méthanol 

libéré dans le milieu. Le spectre de masse montre la présence de l’aldéhyde IV-26 ainsi que celle 

d’une espèce ne correspondant ni à une forme hémiacétal, ni à un hydrate mais à une espèce ayant 
formé une oxazoline par perte de méthanol (Figure 76). La présence de plusieurs espèces observées 

en spectrométrie de masse n’est pas traduite en RMN, car nous devrions observer un triplet différent 
de celui à 5.10 ppm pour caractériser cet acétal différent et également un nouveau signal pour le 

méthylène de l’oxazoline. Or ces pics, s’ils sont présents, en RMN ne sont pas significatifs.  

 
Figure 75 : Spectre RMN partiel (300MHz, D2O, 298 K) du suivi de la déprotection de l’aldéhyde N-

méthyliminodiacétique en milieu acide 



97 
 

 
Figure 76 : Représentation des deux molécules formées en conditions acides observées en spectrométrie de 
masse 

Nous pouvons donc conclure que l’aldéhyde se forme en milieu acide, mais que des 
impuretés ou traces de sous-produits peuvent être envisagées. 

IV.4.3. Dérivé de la pipérazine 

Le dérivé aldéhyde de la pipérazine est synthétisé en une seule étape par l’ajout du 

bromoacétal en condition légèrement basique à reflux pendant 3 jours, le produit IV-16 est obtenu 

avec un rendement de 89%. Encore une fois, le produit a été synthétisé à l’échelle de plusieurs 

grammes (Schéma 32). 

 

Schéma 32 : Voie de synthèse du dérivé de la pipérazine en dihydrazide 

Les conditions de déprotection de l’aldéhyde IV-28 sont les mêmes que pour les dérivés 

précédents. Mais il semble que la déprotection totale de l’aldéhyde soit un peu plus difficile. En effet, 
le spectre RMN nous montre que même après 10 jours de réaction, il reste encore environ 20% de 

l’espèce protégée. Ce constat est principalement fait sur le méthylène portant l’acétal, en α de 

l’azote. (Figure 77). 
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Figure 77: Spectre RMN (300 MHz, D2O, 298 K) du suivi de la déprotection de l’aldéhyde pipérazine en milieu 
acide 

 

IV.5. Etudes de polymérisation 

Les partenaires en chimie des polymères nous ont permis d’accéder à des résultats sur la 
polymérisation. Le but est d’étudier le comportement de ces bras espaceurs seuls dans un premier 
temps afin de rendre les conditions de polymérisation optimales pour le jour où nous étudierons ces 

composés en présence de la bactérie. 
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IV.5.1. Etudes du bras aza-oligoéthylèneglycol 

Kilian Caillaud (doctorant sur le projet ANR DynaSweet ; 2018-2022) a travaillé sur la 

polymérisation du bras aza-oligoéthylèneglycol IV-12 avec un dialdéhyde aliphatique : le 

glutaraldéhyde commercial IV-29 (Figure 78). 

 

Figure 78 : Les deux monomères dihydrazide IV-12 et dialdéhyde IV-29 pour les 
premiers tests de polymérisation 

Les premiers essais effectués sont des tests de solubilité. Ils montrent que les deux 

monomères sont visuellement solubles dans l’eau séparément. Cependant, une fois les deux 
solutions combinées, le mélange se trouble et un précipité est observé. A très faible concentration, 

les deux monomères ne précipitent pas, nous pouvons donc rester à un pourcentage de DMSO dans 

le milieu inférieur à 10% mais la polymérisation sera alors très lente dans le milieu (Figure 79). Pour 

augmenter cette vitesse de polymérisation, il faut augmenter la concentration des deux monomères. 

Or, la solubilité diminue avec l’augmentation de la concentration des espèces. Ainsi, il faut 

augmenter la proportion de DMSO dans le milieu, qui doit alors avoisiner les 90% pour permettre 

une solubilité optimale des deux monomères à une concentration supérieure à 8 mM. 

 

Figure 79 : Zones de solubilité de la réaction IV-29/IV-12 dans un mélange eau/DMSO par observation visuelle 

En travaillant à faible concentration, pour être le plus proche des conditions physiologiques, 

les analyses par spectrométrie de masse MALDI-TOF montrent la formation de deux macrocycles de 

type [1+1] (m/z = 581.4 [M+Na]+) et de type [2+2] (m/z = 1183.8 [M+Na]+) (Figure 80). Le travail étant 

limité par la solubilité des composés en solution, et pour éviter le plus possible d’avoir recours au 

DMSO comme solvant majoritaire, il a fallu étudier d’autres bras espaceurs, ainsi une fois les 

synthèses des bras espaceurs effectuées, Kilian Caillaud a pu étudier leur polymérisation. 



100 
 

 

Figure 80 : Spectre de masse MALDI-TOF de l’équilibration du bras aza-oligoéthylèneglycol IV-12 et du 
glutaraldéhyde IV-29 

 

IV.5.2. Etudes des bras espaceurs 

Comme pour le bras aza-oligoéthylèneglycol, la solubilité de chaque bras espaceur a été 

étudiée visuellement en premier. Les résultats montrent une insolubilité totale du dihydrazide 

galactarique IV-19 dans l’eau et ce quelques soient les conditions acides ou neutres mises en œuvre 
(Tableau 7). Nous remarquons les mêmes soucis de solubilité pour le dialdéhyde galactarique IV-18 

que dans notre partie IV.4.1. En revanche, les dérivés N-méthyliminodiacétique, aldéhyde IV-20 et 

hydrazide IV-17, et le dialdéhyde pipérazine IV-16 montrent une bonne solubilité dans les milieux 

aqueux, pH acide ou basique. Pour l’instant, seul le dihydrazide galactarique IV-19 sera exclu pour la 

suite de l’étude. 

Pour plus de facilité de lecture, le dihydrazide N-méthyliminodiacétique IV-20 sera nommé 

DHI, le dialdéhyde N-méthyliminodiacétique IV-17 sera noté DAI, le dialdéhyde galactarique IV-18 

devient DAG et enfin le dialdéhyde pipérazine IV-16, DAP. Pour les aldéhydes oligomériques sous 

forme protégés (acétals) alors un « p » sera rajouté à la fin de l’acronyme et si une modification de 
l’espèce est observée alors un « d » sera ajouté (pour dérivé). 
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Tableau 7 : Récapitulatif des solubilités, par analyse visuelle, pour chaque dérivé dialdéhyde ou dihydrazide au 
cours du temps, [Monomère] = 10 mM 

Monomère 

Analyse visuelle 

t=0 t=24h 

t=24h 
(+1v% HCl 
conc. pour 

dialdéhydes) 

t=48h 
(reneutralisation 

par NaOH) 

t=10 jours 
(+1v% HCl 
conc. pour 

dialdéhydes) 

 

Opaque 
blanc 

Opaque 
blanc 

Opaque 
blanc 

Opaque blanc 
Opaque 

blanc 

 

Limpide Limpide Limpide Limpide Limpide 

 

Flocons Limpide Limpide Limpide Flocons 

 

Limpide Limpide Limpide Limpide Limpide 

 

Limpide Limpide Limpide Limpide Limpide 

Les dialdéhydes sont testés en présence du dihydrazide DHI pour vérifier la solubilité des 

espèces formées, à température ambiante (Tableau 8). Dans un premier temps, tous les mélanges 

semblent solubles et c’est seulement après 10 jours que le mélange contenant de DAGp laisse 

apparaitre une suspension. Ainsi, à ce stade, les 3 dialdéhydes semblent être intéressants d’un point 
de vue de leur stabilité dans le milieu aqueux. 

Tableau 8 : Récapitulatif des solubilités, par analyse visuelle, des mélanges de monomères en milieu aqueux 
avec 0,5%v d’HCl concentré [Monomère] = 5mM 

Monomères Analyse visuelle 

Dihydrazide Dialdéhyde t=0 t=2h t=48h t=10 jours 

  

Limpide Limpide Limpide Flocons 

  

Limpide Limpide Limpide Limpide 

  

Limpide Limpide Limpide Limpide 



102 
 

Les trois couples de monomères sont alors analysés par spectrométrie de masse MALDI-TOF 

à t=0 et t=2h30. Nous pouvons observer que le couple DHI/DAP ne permet de former qu’un dimère 
et un trimère, et dont les extrémités sont protégées (Tableau 9). Cette information concorde avec ce 

que nous avions obtenu lorsque nous suivions la déprotection du DAP (voir IV.4.3). La difficulté à 

déprotéger cet aldéhyde rend sa polymérisation plus lente et incomplète. Ainsi il semblerait que le 

DAP ne soit pas le meilleur candidat pour la suite du projet. 

Tableau 9 : Données observées en MALDI-TOF à t=0 et t=2h30 pour le couple DHI + DAP dans une matrice DHB 
10 g/L en mélange avec les solutions 8:2 (v:v). Les aldéhydes sont déprotégés 16 h avant l’analyse et les deux 
monomères sont mélangés, [aldéhyde]=[hydrazide]=5 mM. O=Oui pour une espèce présente ; N=Non pour une 
espèce absente du milieu réactionnel/non détectée en MALDI-TOF.  

Espèces t=0 t=2h30 

DHI-DAP Oui Oui 

DAPp-DHI-DAPp Non Oui 

 

Le couple DHI/DAG présente plus d’espèces oligomérisées en solution, du dimère au 
pentamère (Tableau 10). Il faut noter que toutes les espèces sont présentes dès le début, à 

l’exception du trimère DAG-DHI-DAGd. DAGd correspond à l’oxazoline que nous avions observée 
précédemment (Figure 76). Cette structure sort alors la molécule de l’équilibre de la polymérisation 

et agit comme un terminateur de chaîne. La polymérisation de ces espèces atteint très rapidement 

l’équilibre et la plus longue chaîne que nous observons est un pentamère avec ce couple. 

Tableau 10 : Données observées en MALDI-TOF à t=0 et t=2h30 pour le couple DHI + DAG dans une matrice 
DHB 10 g/L en mélange avec les solutions 8:2 (v:v). Les aldéhydes sont déprotégés 16 h avant l’analyse et les 
deux monomères sont mélangés, [aldéhyde]=[hydrazide]=5 mM. O=Oui pour une espèce présente ; N=Non 
pour une espèce absente du milieu réactionnel/non détectée en MALDI-TOF. l = linéaire et c = cyclique 

Espèces t=0 t=2h30 

(DHI-DAG)c Oui Oui 

(DHI-DAG)l Oui Oui 

DAGd-DHI Oui Oui 

DHI-DAG-DHI Oui Oui 

DAG-DHI-DAGp Oui Oui 

DAG-DHI-DAGd Non Oui 

DAG-DHI-DAG-DHI Oui Oui 

DAG-DHI-DAG-DHI-DAG Oui Oui 

 

Le couple DHI/DAI est le couple qui montre le plus d’oligomères différents (Tableau 11). Ceci 

s’explique dans un premier temps par la présence d’un dérivé de l’aldéhyde DAId, ce qui augmente le 

nombre de composés qui peuvent se former dans le milieu. Mais comme pour le couple DHI/DAG, 

les espèces observables vont du dimère au pentamère. De même, toutes les espèces sont visibles dès 

le début de l’expérience (sauf le trimère DAI-DHI-DAI) mais les plus longs oligomères ne sont plus 
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observés après 2h30 de réaction. Ainsi, il semblerait que ceux-ci ne soient pas stables et 

dépolymérisent. Cette indication montre un caractère dynamique de ces liaisons ce qui nous 

intéresse pour la suite du projet. 

Tableau 11 : Données observées en MALDI-TOF à t=0 et t=2h30 pour le couple DHI + DAI dans une matrice DHB 
10 g/L en mélange avec les solutions 8:2 (v:v). Les aldéhydes sont déprotégés 16 h avant l’analyse et les deux 
monomères sont mélangés, [aldéhyde]=[hydrazide]=5 mM. O=Oui pour une espèce présente ; N=Non pour une 
espèce absente du milieu réactionnel/non détectée en MALDI-TOF. l = linéaire et c = cyclique 

Espèces t=0 t=2h30 

(DHI-DAI)c Oui Oui 

(DHI-DAI)l Oui Oui 

DAId-DHI Oui Oui 

DAIp-DHI Oui Oui 

DHI-DAI-DHI Oui Oui 

DAI-DHI-DAI Non Oui 

DAI-DHI-DAId Oui Oui 

DAIp-DHI-DAIp Oui Traces 

DAIp-DHI-DAI-DHI Oui Non 

DAIp-DHI-DAI-DHI-DAIp Oui Non 

 

 Ainsi, les deux aldéhydes montrant le plus de potentiel pour poursuivre cette réflexion sur la 

polymérisation par chimie combinatoire dynamique de ces composés sont le DAG et le DAI. Kilian 

Caillaud a étudié l’influence de l’ajout d’un second dialdéhyde dans un mélange en équilibre pour 
évaluer : la formation d’espèces mixtes en dialdéhyde et/ou une différence de réactivité des 
dialdéhydes. Pour cela, les deux dialdéhydes DAG et DAI ont été considérés. L’ajout après 2h30 du 
DAI à un équilibre DHI+DAG a été étudié et vice-versa. L’analyse est effectuée juste après avoir 
ajouté le deuxième aldéhyde et la comparaison est faite avec les données recueillies en présence de 

deux monomères seulement (Tableau 12). 

Cette expérience met en évidence l’apparition de certaines espèces impliquant les deux 
dialdéhydes allant jusqu’à l’heptamère mais également la reformation de composés qui n’étaient 
plus présents dans le milieu après 2h, tels que (DAId-DHI-DAI) ou (DAGp-DHI-DAI). Il est donc 

possible d’envisager des polymères de plus grande taille en associant différents aldéhydes, ce qui 
nous permettrait d’atteindre des points plus espacés sur la bactérie. Il est également envisageable 

que la présence du pathogène permette la sélection des aldéhydes qui correspondraient le mieux à 

la distance entre les lectines.  
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Tableau 12 : Analyses MALDI-TOF à t=0 et t=2h30 dans une matrice DHB 10 g/L en mélange avec les solutions 
8:2 (v:v), valeurs extraites du Tableau 10 et du Tableau 11. Les aldéhydes sont déprotégés 16 h avant l’analyse 
et les deux monomères sont mélangés, [DAI]:[DAG]:[DHI] (1:1:1) = 10 mM. L’analyse est faite juste après l’ajout 
du deuxième aldéhyde. O=Oui pour une espèce présente ; N=Non pour une espèce absente du milieu 
réactionnel/non détectée en MALDI-TOF. l = linéaire et c = cyclique 

DHI + DAI / DHI + DAG 
DHI+DAG puis DAI DHI+DAI puis DAG 

Espèces t=0 t=2h30 

(DHI-DAI)c Non Oui Non Non 

(DHI-DAI)l Non Oui Oui Oui 

(DHI-DAG)c Oui Non Non Oui 

(DHI-DAIp) Non Oui Oui Non 

(DHI-DAG)l Oui Oui Oui Oui 

(DHI-DAG-DHI) Non Oui Oui Non 

(DAId-DHI-DAI) Oui Non Non Oui 

(DAIp-DHI-DAIp) Oui Oui Oui Oui 

DAG-DHI-DAG Non Non Oui Oui 

(DAGp-DHI-DAI) ou (DAG-DHI-DAIp) Oui Non Oui Oui 

(DAG-DHI-DAIp) Non Non Non Oui 

(DAGp-DHI-DAIp) Non Non Non Oui 

(DAG-DHI-DAG-DHI)c Oui Non Non Non 

(DAIp-DHI-DAI-DHI-DAIp) Oui Non Non Non 

DAI-DHI-DAG-DHI-DAGp Non Non Non Oui 

(3 DHI + 2 DAG + 2 DAI) Non Non Non Oui 

(3 DHI + 3 DAG + 1 DAI) Non Non Non Oui 

IV.6. Conclusions et perspectives 

Au cours de ce chapitre, nous avons étudié plusieurs synthèses pour des bras espaceurs 

polymérisables (Tableau 13). La synthèse du bras aza-oligoéthylèneglycol a été optimisée et tous les 

bras espaceurs ont pu être synthétisés à l’échelle du gramme voire de la dizaine de gramme pour 
certains.  

Les bras ethylèneglycol ont rapidement été écartés du projet car ils n’étaient pas solubles 
dans l’eau et que l’utilisation d’un methoxyaryl pour augmenter cette solubilité n’a pas permis 

d’accéder au phénol attendu. Il s’est avéré que le bras aza-oligoéthylèneglycol présente une bonne 

solubilité en milieu majoritairement aqueux, à la différence des autres bras espaceurs synthétisés. De 

plus, leur synthèse est rapide (maximum 3 étapes) et aisée à l’échelle de plusieurs grammes.  



105 
 

Les partenaires polyméristes du projet, et notamment Kilian Caillaud, ont travaillé sur la 

polymérisation des différents composés. Le bras aza-oligoéthylèneglycol (dans un mélange eau-

DMSO) et un des bras hydrazides (IV-19) montrent des problèmes de solubilité dans l’eau, ceci nous 
oblige donc à les éliminer. Ainsi, les 3 bras espaceurs dialdéhydes ainsi que le deuxième dihydrazide 

sont restés les candidats les plus prometteurs.  

Les expériences de mélanges dialdéhyde/dihydrazide ont montré le caractère dynamique des 

acylhydrazones formées par étude MALDI-TOF. Ces résultats sont prometteurs pour la poursuite du 

projet, mais ils nécessitent d’être consolidés et les composés devront être étudiés en présence de la 
bactérie pour évaluer leur toxicité ainsi que leur oligomérisation en présence du pathogène.  

Tableau 13 : Récapitulatif des molécules synthétisées dans ce chapitre, généralités sur la synthèse, la solubilité 
et les études effectuées dessus 

 Molécules 

Synthèse 

Solubilité 

Déprotection 

des 

aldéhydes 

Etude de 

polymérisation 
Nombre 

d’étapes 

Rendement 

global 
Echelle 

D
ih

yd
ra

zi
d

e 

 

3 85% 4 g 

Soluble dans 

eau à faible 

concentration 

ou dans 

DMSO 

 

Avec 

glutaraldéhyde, 

[1+1] et [2+2] 

obtenus 

seulement 

 

2 66% 6 g 
Non soluble 

dans eau 
 Non soluble 

 

2 68% 9 g 
Soluble dans 

eau 
 

Oligomères 

observés avec 

DAG, DAP et DAI 

(Taille 2 à 5) 

D
ia

ld
éh

yd
e 

 

2 50% 26 g 

Soluble dans 

eau à faible 

concentration 

Totale dans 

1% d’HCl 
conc., après 

20h 

Oligomères 

observés avec DHI 

(de taille 2 à 5) et 

avec DHI et DAI 

(de taille 2 à 7) 

 

2 50% 28 g 
Soluble dans 

eau 

Totale dans 

1% d’HCl 
conc., après 

2 jours 

Oligomères 

observés avec DHI 

(de taille 2 à 5) et 

avec DHI et DAI 

(de taille 2 à 7) 

 

1 89% 15 g 
Soluble dans 

eau 

Partielle 

dans 1% 

d’HCl, après 
10 jours 

Oligomères 

observés avec DHI 

(de taille 2 à 3) 

 

2 

IV-3 72% 

IV-4 75% 

IV-8 84% 

0,5 g 
Non soluble 

dans l’eau 
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Conclusion générale 
 

Durant ce projet, nous avons synthétisé et étudié des briques dithiophénols glycosylées 

capables de s’auto-assembler en solution par chimie combinatoire dynamique. Mises en présence 

d’une lectine, une sélection du macrocycle glycodyn[n]arène le plus affin pour celle-ci a été 

constatée et parfois même la formation d’espèces non présentes dans la bibliothèque de référence. 
L’alliance de l’approche multivalente et de la chimie combinatoire dynamique propose ainsi une voie 
innovante vers l’accès rapide à des ligands de haute affinité pour les lectines. Cette approche permet 

d’explorer un espace chimique plus large que les synthèses de glycoclusters (molécules uniques) en 
proposant à la lectine plusieurs molécules en solution. Ce processus permet en une seule expérience 

de sélectionner le ligand le plus affin d’une lectine. Ces travaux entamés par Yoann Pascal ont pu être 
finalisés d’un point de vue synthèse organique des briques moléculaires mais aussi pour leurs 
équilibrations en présence de lectines (ConA, LecA, LecB, AFL). Cette approche de chimie 

combinatoire dynamique permet aussi d’évaluer trois lectines en une seule expérience en combinant 
des dithiophénols galactosylés et fucosylés pour les lectines LecA (galactophile) et LecB/AFL 

(fucophiles). Les glycodyn[n]arènes sont aussi étudiés comme agents anti-adhésifs in vitro et les 

résultats préliminaires sont encourageants. 

Le deuxième volet de ce projet consiste en une étude sur des systèmes polymérisables de 

glycodyn[n]arènes afin de passer de l’échelle de la lectine vers celle de la bactérie. Ces systèmes 

polymérisables feront intervenir deux réactions réversibles orthogonales pour une chimie 

combinatoire dynamique à deux échelles. Les deux fonctions choisies pour permettre cette 

orthogonalité sont les thiophénols (ponts disulfures) et le couple aldéhyde/hydrazide 

(acylhydrazones). Il s’agit d’un principe novateur car cette approche permet de passer d’une échelle 
moléculaire (lectine) à une dimension cellulaire (bactérie). Différentes approches ont pu être 

explorées afin de concevoir une brique dithiophénol glycosylée incorporant une fonction 

polymérisable (aldéhyde/hydrazide) sur son bras espaceur. La voie la plus aboutie incorpore une 

lysine dans le bras espaceur. Enfin, pour relier ces glycodyn[n]arènes, des bras espaceurs 

difonctionnalisés ont été étudiés présentant les fonctions aldéhyde ou hydrazide. Les 

caractéristiques attendues pour ces bras espaceurs sont leur solubilité dans l’eau (pH 7), être 
divalents en présentant deux fonctions aldéhydes ou hydrazides. Le critère de la solubilité nous a 

permis d’éliminer rapidement plusieurs bras espaceurs potentiels (trois ethylèneglycols, un 
aminoglycol et deux dérivés galactarates). Trois bras espaceurs répondent néanmoins à nos critères 

et les études préliminaires de polymérisation démontrent leur capacité à former des oligomères 

(jusqu’à des heptamères) en chimie combinatoire dynamique. 

Les contraintes de temps ne nous ont pas permis d’obtenir tous les résultats finaux 
nécessaires afin de vérifier totalement les hypothèses de ce projet. Néanmoins, nous avons pu 

démontrer l’utilité de la chimie combinatoire dynamique pour identifier rapidement des ligands de 
haute affinité pour des lectines d’intérêt thérapeutique. L’évolution vers des systèmes 
polymérisables nécessite encore quelques expérimentations pour terminer les déprotections des 

briques dithiophénols polymérisables. Les bras espaceurs ont été validés en termes de solubilité et 

de réactivité.  
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Une fois ces briques de nouvelle génération obtenues, des évaluations en présence ou non 

des protéines pourront nous permettre de valider dans un premier temps si la reconnaissance et 

l’affinité pour celles-ci ne sont pas altérées par la présence des fonctions de polymérisation. Les 

études préliminaires effectuées en polymérisation sur la formation des acylhydrazones en milieu 

aqueux nous permettent d’espérer obtenir de bons résultats sur la nouvelle génération de briques en 
présence de bras espaceurs d’un point de vue réversibilité de ces liaisons. Enfin la dernière étape de 

ce projet sera d’amener une chimie combinatoire dynamique à l’échelle de la bactérie en plaçant ces 
briques polymérisables en présence de la bactérie et des bras espaceurs afin d’observer la sélection 
de couple briques/bras espaceurs par la bactérie elle-même. 
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Chapitre V. Partie 

Expérimentale 
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V.1. Materials and methods  

All commercial reagents were used without purification. Solvents were dried using 

conventional methods. All reactions were carried out under argon. Column chromatography was 

performed using silica gel (40–63 µm). Reactions were monitored via TLC on a silica gel aluminum 

plate and visualized under UV light (254 nm).  
1H, 13C, DEPT, COSY, HSQC, HMBC experiments were performed on Bruker spectrometers: AV 

300, AVL 300, AV 400 and AV 500 at 298 K at the CCRMN of the University of Lyon and spectrometer 

Varian Inova 600 MHz with HCN cryoprobe at the ISA of the University of Lyon. The chemical shifts 

are indicated in ppm (parts per million) in reference to the residual solvent peak.[124] Coupling 

constants (J) are indicated in Hz (Hertz). The abbreviations used for the multiplicity are: s (singlet), br 

(broad), d (doublet), dd (doublet of doublet), t (triplet), td (triplet of doublet), q (quadruplet), m 

(multiplet). 

Low resolution mass spectrometry was performed on a LCQ advantage (50-20 000 m/z) 

apparatus from Thermofinnigan. High resolution mass spectrometry was performed on a MicrOTOFQ 

II (50-20 000 m/z) apparatus from Bruker. Electrospray ionization was used in all cases. 

Melting points were determined with a Buchï Melting B-540. 

Lyophilization was carried out in a CHRIST Alpha 2-4 LDPlus 

C18 Chromatography was performed on a CombiFlash Companion system from Serlabo 

Technologies with a C18 Reversed-Phase column cartridges. 

HPLC analyses were performed on a UHPLC Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 system 

equipped with a binary pump, an auto-sampler, a variable wavelength UV detector. The 

chromatographic separation was performed at 30°C. The chromatograms were recorded at 210 and 

250 nm. High resolution mass spectrometry was performed on a QTOF Impact II (50-20 000 m/z) 

apparatus from Bruker. 

Preparative high-performance liquid chromatographies were performed on a Shimadzu LC20 

semi-preparative system equipped with a binary pump, a manual injection manifold, dual 

wavelength UV detector. The chromatographic separation was performed at RT. The chromatograms 

were recorded at 210 and 250 nm. 

Filtration with membrane could be performed on hydrophilic (0.45 µm pore size, hydrophilic 

polyethersulfone, 47 mm internal diameter, ref: HPWP04700) or hydrophobic (Membrane Durapore, 

PVDF hydrophobic, 0.22 µm pore size, 47 mm internal diameter, ref: GVHP04700) membranes. 

 

LC-A: UHPLC Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 system equipped with a binary pump, 

an auto-sampler, a variable wavelength UV detector (Maximum 4). 

LC-B: semi-preparative HPLC Shimadzu prominence 20A system equipped with a binary 

pump, a manual injection manifold, a variable wavelength UV detector (Maximum 2). 

Column A (Col-A): Thermo Scientific Accucore C8 80 Å, 2.1×50 mm, 2.6 μm  

Column B (Col-B): Agilent PLRP-S 300 Å, 25×150 mm, 8 μm. 
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Table 14: Gradient A (Grad-A) 

Time (min) Flow (mL/min) H2O + 0.1% TFA MeCN + 0.1% TFA 

0 0.800 100 0 

15 0.800 70 30 

18 0.800 0 100 

19 0.800 0 100 

19.5 0.800 100 0 

22 0.800 100 0 

 

Table 15 : Gradient B (Grad-B) 

Time (min) Flow (mL/min) H2O + 0.1% TFA MeCN + 0.1% TFA 

0 16 82 18 

15 16 82 18 

25 16 0 100 

28 16 0 100 

32 16 82 18 

35 16 82 18 

 

V.2. Synthesis 

Diethyl 2,5-bis(dimethylthiocarbamoyloxy)terephthalate (II-2) 

 
To a solution of II-1 diethyl 2,5-dihydroxyterephthalate (10 g, 39 mmol, 1 

eq.) in dry DMA (100 mL) was added dropwise at 0°C a solution of 

dimethylthiocarbamoyl chloride (19 g, 157 mmol, 4 eq.) and DABCO (18 g, 

157 mmol, 4 eq.) in dry DMA (50 mL). The mixture was stirred under 

nitrogen at room temperature for 24 h. The precipitate was filtrated and 

washed extensively with water (4×250 mL). The solid was dried under 

vacuum to give a white powder (17 g, 38 mmol, >95%).  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm = 7.74 (s, 2H, Ar), 4.31 (q, J = 7.2 Hz, 4H, CH2), 3.47 (s, 6H, NCH3), 

3.41 (s, 6H, NCH3), 1.34 (t, J = 7.2 Hz, 6H, CH3)  

The data were in agreement with the literature reference.[59] 

Diethyl 2,5-bis(dimethylcarbamoylsulfanyl)terephthalate (II-3) 

Diethyl 2,5-bis(dimethylthiocarbamoyloxy)terephthalate II-2 (3,6 g, 8.21 
mmol) was heated under neat conditions at 210°C for 2 h. The solid was 
cooled at 90°C. Then, ethanol was added (120 mL) and the mixture was 
cooled at 0°C overnight. The precipitate was washed with cooled ethanol 
(2×45 mL) and dried under vacuum to give a beige powder (3.3 g, 7.62 
mmol, 93%).  
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ ppm = 8.09 (s, 2H, Ar), 4.32 (q, J = 7.2 Hz, 4H, 

CH2), 3.10 (br, 6H, NCH3), 2.99 (br, 6H, NCH3), 1.34 (t, J = 7.2 Hz, 6H, CH3)  

The data were in agreement with the literature reference.[59] 
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2,5-Dimercaptoterephthalic acid (II-4) 

A solution of diethyl diethyl 2,5-bis(dimethylcarbamoylsulfanyl)terephthalate 

II-3 (2.9 g, 6.7 mmol, 1 eq.) in degassed 1.3 M KOH (7.3 g, 130.3 mmol, 17 

eq.) in EtOH/H2O (1:1, 100 mL) was heated under reflux under an inert 

atmosphere for 3 h. The reaction mixture was cooled in an ice-bath, and 

concentrated HCl (30 mL) was added until pH 1. A bright yellow precipitate was formed, filtered, and 

washed extensively with water, yielding compound II-4 as a yellow solid (1.5 g, 6.6 mmol, >95%).  

1H NMR (300 MHz, CD3OD) δ = 8.06 (s, 2H, Ar)  

The data were in agreement with the literature reference.[59] 

 

2,5-Di[(2-cyanoethyl)thio]terephthalic acid (II-5) 

2,5-Dimercaptoterephthalic acid II-4 (0.965 g, 4.2 mmol, 1 eq.) 

was dissolved in degassed THF (20 mL) and heated to 70°C. 

Then, resulting mixture was added on a suspension of NaH (60% 

in mineral oil, 1.047 g, 26.2 mmol, 6.2 eq.) in degassed 

anhydrous THF (10 mL). The suspension was stirred at RT during 

1 h then 3-bromopropionitrile (4 mL, 48.2 mmol, 12 eq.) was 

added dropwise at RT. The mixture was heated at 70°C for 16 h. The solvent was evaporated and the 

yellow solid crude residue was suspended in CHCl3 (50 mL) then filtered off using a hydrophobic 

membrane (0.22 µm). The solid was dried under vacuum then poured into 1 M HCl (40 mL). The 

precipitate was filtered off using a hydrophilic membrane (0.45 µm) and washed with water (5×20 

mL). The solid was dried under vacuum to afford 2,5-di[(2-cyanoethyl)thio]terephthalic acid II-5 

(1.417 g, 4.2 mmol, >95%) as a bright yellow amorphous solid. 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 7.80 (s, 2H, CHAr), 3.26 (t, J = 6.8 Hz, 4H, SCH2), 2.87 (t, J = 6.8 Hz, 4H, 

CH2CN).  

The data were in agreement with the literature reference.[82] 

 

 

 

General procedure A for the formation of amides. 

2,5-Di[(2-cyanoethyl)thio]terephthalic acid II-5 (1 eq.), HOBt•H2O (2.6 eq.) and EDCI•HCl or EDCI (2.6 
eq.) were suspended under inert atmosphere (Ar) in dry CH2Cl2 affording a heterogeneous yellow 

solution. Amine III-18 (2.6 eq.) dissolved in dry CH2Cl2 was added dropwise, iPr2NEt (2.6 eq.) was then 

added and the stirring was continued during 18 h. The solvent was evaporated off and the crude 

residue was purified by flash silica gel column chromatography (CH2Cl2/MeOH 97:3) to afford the 

desired amide III-16. 
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2,5-Di[(2-cyanoethyl)thio]-N,N-di[3,6-dioxa-8-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranosyloxy)-oct-

1-yl]terephthalamide (II-16-Gal) 

 

Prepared according to the general procedure A from 2,5-di[(2-cyanoethyl)thio]terephthalic acid II-5 

(614 mg, 1.827 mmol, 1 eq.), HOBt•H2O (728 mg, 4.727 mmol, 2.6 eq.), EDCI (840 µL, 4.727 mmol, 

2.6 eq.) in CH2Cl2 (100 mL), iPr2NEt (840 µL, 4.822 mmol, 2.7 eq.) and 1-amino-3,6-dioxaoct-8-yl-

2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranoside III-18-Gal (3.100 g, 4.757 mmol, 2.6 eq.) in CH2Cl2 (50 

mL) affording 2,5-di[(2-cyanoethyl)thio]-N,N-di[3,6-dioxa-8-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-

galactopyranosyloxy)-oct-1-yl]terephthalamide III-16-Gal (1.244 mg, 54%) as a brown oil. 

Rf = 0.5 (CHCl3/MeOH 19:1) 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): 7.69 (s, 2H, Har), 7.16 (t, J= 5.2 Hz, 2H, NH), 5.37 (d, J= 3.4 Hz, 2H, H4), 5.17 

(dd, J= 7.9; 10.5 Hz, 2H, H2), 5.00 (dd, J= 3.4; 10.5 Hz, 2H, H3), 4.51 (d, J= 7.9 Hz, 2H, H1), 4.18-4.05 (m, 

4H, H6 + H6’), 3.98-3.88 (m, 4H, CH2OGal + H5), 3.75-3.60 (m, 22H, CH2OGal + 4×OCH2 + NHCH2), 3.19 

(t, J = 7.0 Hz, 4H, SCH2), 2.68 (t, J = 7.0 Hz, 4H, CH2CN), 2.14; 2.05; 2.04; 1.98 (4×6H, COCH3). 13C NMR 

(100 MHz, CDCl3): 170.6; 170.4; 170.3; 169.7 (4×COCH3), 166.7 (CONH), 140.3 (CCONH), 132.3 (CHar), 

131.9 (CS), 118.1 (CN), 101.4 (C1), 70.9 (C3), 70.80; 70.4; 70.3; 69.7 (4×C, OCH2), 70.79 (C5), 69.2 

(CH2OGal), 68.9 (C2), 67.1 (C4), 61.3 (C6), 40.1 (NHCH2), 30.4 (SCH2), 21.0; 20.85; 20.84; 20.7 

(4×COCH3), 18.3 (CH2CN). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z: calcd. for C54H74N4Na2O26S2 [M+2Na]2+ = 652.1909, found 652.1909.  

2,5-Di[(2-cyanoethyl)thio]-N,N-di[3,6-dioxa-8-(2,3,4-tri-O-acetyl-α-L-fucopyranosyloxy)-oct-1-

yl]terephthalamide (III-16-Fuc) 

  

Prepared according to the general procedure A from 2,5-di[(2-cyanoethyl)thio]terephthalic acid II-5 

(312 mg, 0.926 mmol, 1 eq.), HOBt•H20 (370 mg, 2.42 mmol, 2.6 eq.), EDCI (430 µL, 2.42 mmol, 2.6 

eq.) in CH2Cl2 (25 mL), iPr2Net (420 µL, 2.42 mmol, 2.6 eq.) and 1-amino-3,6-dioxaoct-8-yl-2,3,4,-tri-O-
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acetyl-α-L-fucopyranoside III-18-Fuc (1.405 g, 2.36 mmol, 2.5 eq.) in CH2Cl2 (25 mL) affording the 

desired product 2,5-di[(2-cyanoethyl)thio]-N,N-di[3,6-dioxa-8-(2,3,4-tri-O-acetyl-α-L-

fucopyranosyloxy)-oct-1-yl]terephthalamide III-16-Fuc (584 mg, 55%) as a brown oil.  

Rf =  0.5 (CHCl3/MeOH 19:1) 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 7.62 (s, 2H, Har), 7.25 (br, 2H, NH), 5.33-5.26 (m, 2H), 5.22 (m, 2H), 5.09-

5.00 (m, 4H), 4.17 (q, J= 6.6 Hz, 2H, H5), 3.75-3.67 (m, 2H, CH2OFuc), 3.67-3.55 (m, 22H, CH2OFuc + 

4×OCH2 + NHCH2), 3.14 (t, J= 7.0 Hz, 4H, SCH2), 2.64 (t, J= 7.0 Hz, 4H, CH2CN), 2.12; 2.01; 1.92 (3×6H, 

COCH3), 1.08 (d, J= 6.6 Hz, H6).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 170.7; 170.5; 170.3 (3×COCH3), 166.7 (CONH), 140.3 (CCONH), 132.0 (CHar), 

131.7 (CS), 118.1 (CN), 96.2 (C1), 71.2 (C4), 70.7; 70.4; 70.1; 69.6 (4×OCH2), 68.2 (C2 or C3), 68.0 (C2 or 

C3), 67.3 (CH2OFuc), 64.4 (C5), 40.0 (NHCH2), 30.2 (SCH2), 20.9; 20.76; 20.70 (3×COCH3), 18.2 (CH2CN), 

15.9 (C6).  

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C50H71N4O22S2 [M+H]+ = 785.2835, found 785.2831. 

2,5-Di[(2-cyanoethyl)thio]-N,N-di[3,6-dioxa-8-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosyloxy)-oct-

1-yl]terephthalamide (III-16-Man)  

Prepared according to the general procedure A from 2,5-di[(2-cyanoethyl)thio]terephthalic acid II-5 

(291 mg, 0.87 mmol, 1 eq.), HOBt monohydrate (354 mg, 2.31 mmol, 2.6 eq.), EDCI•HCl (400 µL, 2.26 

mmol, 2.6 eq.) in CH2Cl2 (40 mL) , iPr2NEt (350 µL, 2.01, 2.3 eq.) and 1-amino-3,6-dioxaoct-8-yl 

2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranoside III-18-Man (1.398 g, 2.35 mmol, 2.7 eq.) in CH2Cl2 (35 

mL) affording the desired product 2,5-di[(2-cyanoethyl)thio]-N,N-di[3,6-dioxa-8-(2,3,4,6-tetra-O-

acetyl-α-D-mannopyranosyloxy)-oct-1-yl]terephthalamide III-16-Man (598 mg, 55%) as a brown oil. 

Rf = 0.5 (CHCl3/MeOH 19:1) 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 7.67 (s, 2H, CHar), 7.14 (br, 2H, NH), 5.33-5.25 (m, 4H, H3 + H4), 5.22 (dd, J= 

1.6; 3.0 Hz, 2H, H2), 4.85 (d, J= 1.6 Hz, 2H, H1), 4.25 (dd, J= 4.9; 12.1 Hz, 2H, H6), 4.10-3.95 (m, 4H, H5 + 

H6’), 3.83-3.73 (m, 2H, CH2OMan), 3.73-3.59 (m, 22H, CH2OMan + 4×OCH2 + NHCH2), 3.17 (t, J= 7.0 Hz, 

4H, SCH2), 2.66 (t, J= 7.0 Hz, 4H, CH2CN), 2.13; 2.07; 2.02; 1.96 (4×6H, COCH3).  

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 170.8; 170.3; 170.2; 169.8 (4×C, COCH3), 166.8 (CONH), 140.4 (CCONH), 

132.2 (CHar), 131.7 (CS), 118.1 (CN), 97.7 (C1), 70.7; 70.4; 70.0; 69.7 (4×C, OCH2), 69.6 (C2), 69.2 (C3 or 

C4), 68.5 (C5), 67.3 (CH2OMan), 66.1 (C3 or C4), 62.5 (C6), 40.0 (NHCH2), 30.4 (SCH2), 21.0; 20.88; 20.84; 

20.82 (4×C, COCH3), 18.3 (CH2CN). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z: calcd. for C54H74N4NaO26S2 [M+Na]+ = 1281.3925, found 1281.3927. 
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General procedure B for deprotection of cyanoethyl and acetate 

Peracetylated saccharide III-16 and CsOH•H2O were dissolved in degassed THF/MeOH (1:1, v/v) 

under inert atmosphere. The mixture was stirred at RT for 3 h then HCl 2 N was carefully added until 

pH 4. Solvent was evaporated. The residue was purified by a 4 g C18 silica gel column 

chromatography (Gradient: 4 CV 100% H2O + 0.25%  TFA, 10 CV 100%  MeOH + 0.25%  TFA, 4 CV 

100%  MeOH + 0. 25%  TFA, 4 CV 100%  H2O + 0. 25% TFA). Methanol was removed via a rotary 

evaporator and the water left was removed using a freeze-dryer affording the desired unprotected 

product III-17.  

 

2,5-Mercapto-N,N-di[3,6-dioxa-8-(β-D-galactopyranosyloxy)-oct-1-yl]terephthalamide (III-17-Gal) 

 

Prepared according to the general procedure B from 2,5-di[(2-cyanoethyl)thio]-N,N-di[3,6-dioxa-8-

(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranosyloxy)-oct-1-yl]terephthalamide III-16-Gal (360 mg, 0.286 

mmol, 1 eq.) and CsOH•H2O (868 mg, 2.47 mmol, 8.6 eq.) in THF/MeOH (30 mL) affording the desired 

product 2,5-mercapto-N,N-di[3,6-dioxa-8-(β-D-galactopyranosyloxy)-oct-1-yl]terephthalamide III-17-

Gal (189 mg, 80%) as a white foam.  

Rf = 0 (CH2Cl2/MeOH 9:1) 

1H NMR (400 MHz, D2O + εTFA): 7.50 (s, 2H, CHar), 4.33 (d, J =7.8 Hz, 2H, H1), 4.05-3.97 (m, 2H, 

CH2OGal), 3.87 (d, J= 3.5 Hz, 2H, H4), 3.80-3.64 (m, 22 H), 3.63-3.55 (m, 8H), 3.47 (dd, J= 7.8; 9.9 Hz, 

2H, H2). 13C NMR (100 MHz, D2O + εTFA): 169.7 (CONH), 135.7 (CCONH), 130.0 (CHar), 128.0 (CS), 

102.8 (C1), 75.0; 72.6; 70.7; 68.5 (4×C, C2 or C3 or C4 or C5), 69.69; 69.60; 69.3; 68.6; 68.5 (5×C, CH2), 

60.8 (C6), 39.3 (NHCH2).  

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C32H52N2NaO18S2 [M+Na]+ = 839.2549, found 839.2552. 

2,5-Mercapto-N,N-di[3,6-dioxa-8-(α-L-fucopyranosyloxy)-oct-1-yl]terephthalamide (III-17-Fuc) 

 

Prepared according to the general procedure B from 2,5-di[(2-cyanoethyl)thio]-N,N-di[3,6-dioxa-8-

(2,3,4-tri-O-acetyl-α-L-fucopyranosyloxy)-oct-1-yl]terephthalamide III-16-Fuc (115 mg, 0.1 mmo, 1 

eq.) and CsOH•H2O (311 mg, 1.85 mmol, 18.5 eq.) in THF/MeOH (9 mL) affording the desired product 
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2,5-mercapto-N,N-di[3,6-dioxa-8-(α-L-fucopyranosyloxy)-oct-1-yl]terephthalamide III-17-Fuc (54 mg, 

68%). 

Rf = 0 (CH2Cl2/MeOH 9:1) 

1H NMR (400 MHz, D2O + εTFA): 7.50 (s, 2H, CHar), 4.84 (d, J= 3.9 Hz, 2H, H1), 4.0.2(q, J= 6.6 Hz, 2H, 

H5), 3.82-3.64 (m, 24 H, H2 + H3 + H4 + CH2OFuc + 4×CH2O), 3.64-3.53 (m, 6H, CH2OFuc + NHCH2), 1.16 

(d, J= 6.6 Hz, 6H, H6). 13C NMR (100 MHz, D2O + εTFA): 169.7 (CONH), 135.7 (CCONH), 130.1 (CHar), 

128.2 (CS), 98.6 (C1), 71.8; 69.5; 68.0 (C2 or C3 or C4), 69.7; 69.6; 69.4; 68.7 (4×CH2O), 66.8 (CH2OFuc), 

66.6 (C5), 39.3 (NHCH2), 15.3 (C6).  

 HR-ESI-MS (positive mode) m/z: calcd. for C32H53N2O16S2 [M+H]+ = 785.2831, found 785.2835. 

2,5-Mercapto-N,N-di[3,6-dioxa-8-(α-D-mannopyranosyloxy)-oct-1-yl]terephthalamide (III-17-Man) 

 

Prepared according to the general procedure B from 2,5-di[(2-cyanoethyl)thio]-N,N-di[3,6-dioxa-8-

(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranosyloxy)-oct-1-yl]terephthalamide III-16-Man (58 mg, 0.046 

mmol, 1 eq.) and CsOH•H2O (157 mg, 0.935 mmol, 18.5 eq.) in THF/MeOH (6 mL) affording the 

desired product 2,5-mercapto-N,N-di[3,6-dioxa-8-(α-D-mannopyranosyloxy)-oct-1-

yl]terephthalamide III-17-Man (25 mg, 67%) as a white foam. 

Rf = 0 (CH2Cl2/MeOH 9:1) 

1H NMR (400 MHz, D2O + εTFA): 7.94 (s, 2H, CHar), 4.82 (d, J = 1.7 Hz, 2H, H1), 3.90 (dd, J = J’= 1.7; 1.7 

Hz, 2H, H2), 3.87-3.53(m, 34 H). 13C NMR (100 MHz, D2O + εTFA): 169.7 (CONH), 135.6 (CCONH), 130.0 

(CHar), 128.0 (CS), 99.8 (C1), 72.6; 70.4; 69.9; 66.6 (4×C, C1 or C2 or C3 or C4), 69.6; 69.47; 69.44; 68.6; 

66.2 (5×C, OCH2), 60.8 (C6), 39.4 (CH2NH). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C32H52N2NaO18S2 [M+Na]+ = 839.2549, found 839.2552. 

1-Ammonium-3,6-dioxaoct-8-yl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranoside 4-

methylbenzenesulfonate (II-18-Gal) 

A solution of azide II-8-Gal (777 mg, 

1.31 mmol, 1 eq.) and PTSA (250 mg, 

1.32 mmol, 1 eq.) in dry MeOH (65 mL) 

with Pd/C 10% (99 mg, 10%w) was 

placed under H2 atmosphere (1 bar). 

The reaction was monitored by TLC and stirred until completion. After 20 min, the mixture was 

filtered on a pad of celite and washed with MeOH and the solvent was evaporated to afford the 

desired product ammonium II-18-Gal and PTSA salt (850 mg, 1.3 mmol, >95%) as a green amorphous 

solid. 
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1H NMR (400 MHz, CD3OD): 7.71 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CHAr), 7.25 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CHAr), 5.39 (dd, J = 

3.1, 1.0 Hz, 1H, H4) 5.15-5.07 (m, 2H, H2 + H3), 4.69 (d, J = 7.3 Hz, 1H, H1), 4.22-4.07 (m, 3H, H6 + 

CH2OGal), 4.01-3.91 (m, 1H, H5), 3.78-3.63 (m, 9H, 4xCH2O + CH2OGal), 3.13 (br, 2H, CH2N), 2.37 (s, 

3H, CArCH3), 2.14, 2.05, 2.03, 1.95 (s, 4xCOCH3) 

13C NMR (100 MHz, CD3OD): 172.1, 171.9, 171.5, 171.4 (4xC, COCH3), 143.6 (CCH3), 141.7 (CSO3), 

129.8 (2xC, CAr), 126.9 (2xC, CAr), 102.3 (C1), 72.3, 71.8, 71.5, 71.3, 70.2 (5xC, CH2O + CH2OGal), 71.2 

(C5), 70.4, 68.8 (C2 + C3), 67.9 (C4), 62.5 (C6), 40.7 (CH2N), 21.3, 20.8, 20.6, 20.5 (5xC, COCH3 + CCH3). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C20H34NO12
 : [M]+ = 480.2076, found 480.2073. 

 

1-Ammonium-3,6-dioxaoct-8-yl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-L-fucopyranoside 4-

methylbenzenesulfonate (II-18-Fuc) 

A solution of azide II-8-Fuc (1.014 g, 2.27 

mmol, 1 eq.) and PTSA (0.433 g, 2.28 

mmol, 1 eq.) in dry MeOH (100 mL) with 

Pd/C 10% (79 mg, 10%w) was placed under 

H2 atmosphere (1 bar). The reaction was 

monitored by TLC and stirred until completion. After 25 min, the mixture was filtered on a pad of 

celite and washed with MeOH and the solvent was evaporated to afford the desired product 

ammonium II-18-Fuc PTSA salt (1.279 g, 2.15 mmol, 95%) as a green amorphous solid. 

1H NMR (400 MHz, CD3OD): 7.71 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CHAr), 7.24 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CHAr), 5.35 (dd, J = 

10.7, 3.4 Hz, 1H, H3) 5.27 (dd, j = 3.5, 1.4 Hz, 1H, H2), 5.11-5.04 (m, 2H, H1 + H2) 4.27 (qd, J = 6.5, 1.4 

Hz, 1H, H5), 3.84-3.80 (m, 1H, CH2OFuc), 3.72-3.66 (m, 9H, 4xCH2O + CH2OFuc), 3.14 (br, 2H, CH2N), 

2.37 (s, 3H, CArCH3), 2.15, 2.05, 1.96 (s, 4xCOCH3) 

13C NMR (100 MHz, CD3OD): 172.3, 172.0, 171.8 (3xC, COCH3), 143.6 (CArCH3), 141.7 (CArSO3), 129.8 

(2xCAr), 127.0 (2xCAr), 97.5 (C1), 72.6 (C4), 71.6, 71.4, 71.3 (3xCH2), 69.5 (C3), 69.4 (C2), 68.2 

(FucOCH2CH2), 67.9 (FucOCH2CH2), 65.7 (C5), 40.7 (CH2N), 21.3 (CArCH3), 20.7, 20.6, 20.5 (3xCOCH3), 

16.2 (C6). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C18H32NO10 : [M]+ = 422.2021, found 422.2014. 

 

1-Ammonium-3,6-dioxaoct-8-yl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-mannopyranoside 4-

methylbenzenesulfonate (II-18-Man) 

A solution of azide II-8-Man (1 068 mg, 

1.80 mmol, 1 eq.) and PTSA (343 mg, 1.80 

mmol, 1 eq.) in dry MeOH (100 mL) with 

Pd/C 10% (107 mg, 10%w) and was under 

H2 atmosphere (1 bar). The reaction was 

monitored by TLC and stirred until 

completion. After 1h, the mixture was filtered on a pad of celite and washed with MeOH and the 

solvent was evaporated to afford the desired product ammonium II-18-Man PTSA salt (1 173 mg, 

1.80 mmol, >95%) as a green amorphous solid. 



119 
 

1H NMR (400 MHz, CD3OD): 7.72 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CHAr), 7.25 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CHAr), 5.32-5.20 (m, 

3H, H2 + H3 + H4), 4.91 (d, J = 1.0 Hz, 1H, H1), 4.25 (dd, J = 5.0, 12.3 Hz, 1H, H6), 4.16-4.12 (m, 1H, H6’), 
3.89-3.83 (m, 1H, H5), 3.73-3.65 (m, 10H, 4×CH2O + CH2OMan), 3.12 (br, 2H, NCH2), 2.38 (CArCH3) 

2.15, 2.07, 2.05, 1.98 (4×3H, COCH3). 

13C NMR (100 MHz, CD3OD): 171.0, 170.3, 170.1 (4×C, COCH3), 97.5 (C1), 142.2 (CArCH3), 140.3 

(CArSO3), 128.4 (2xC, CAr), 125.6 (2xC, CAr), 97.5 (C1), 70.2, 69.8, 69.7, 67.0, 66.8 (5×C, 4×CH2O + 

CH2OMan), 69.4, 69.3, 65.9 (C2 + C3 + C4), 68.5 (C5), 62.2 (C6), 39.5 (NCH2), 19.9, 19.3, 19.2 (4×C, 

COCH3 + CCH3). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C20H34NO12 : [M]+ = 480.2076, found 480.2073. 

 

Diethyl 2,5-dibromo-3,6-dioxocyclohexa-1,4-diene-1,4-dicarboxylate (III-3) 

Diethyl 2,5-dihydroxyterephthalate III-1 (1.164 g, 4.58 mmol) was placed on 

a Petri dish which in turn was placed in a vacuum dessicator along with a 

sample vial containing liquid bromine (2 mL). The desiccator was closed, 

places under vacuum and the material left under bromine atmosphere for 4 

days. After complete reaction, the product was recristallised from EtOH-

HNO3. The mixture was filtered on hydrophilic membrane to obtain the desired product III-3 as a 

yellow solid (1.325 g, 3.17 mmol, 71%). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 4.45 (q, J = 7.1 Hz, 4H, CH2), 1.39 (t, J= 7.1 Hz, 6H, CH3). 

The data were in agreement with the literature reference.[108] 

 

Diethyl 2,5-bis(4-formylphenoxy)-3,6-

dioxocyclohexa-1,4-diene-1,4-dicarboxylate (III-4) 

A suspension of diethyl 2,5-dibromo-3,6-

dioxocyclohexa-1,4-diene-1,4-dicarboxylate III-3 (143 

mg, 0.35 mmol, 1 eq.), 4-hydroxybenzaldehyde (86 

mg, 0.70 mmol, 2 eq.) and pyridine (150 μL, 1.85 
mmol, 5.2 eq.) in acetone (2 mL) was heated under 

reflux. After 15 minutes, the mixture was poured into 

water (15 mL). The precipitate was filtered off, washed with water, air dried and dissolved in 

dichloromethane (60 mL). The organic solution was dried (Na2SO4), filtered and evaporated under 

vacuum to give the desired compound III-4 as an orange solid (141 mg, 0.29 mmol, 81%). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 9.98 (s, 2H, CHO), 7.91 (d, J = 8.8 Hz, 4H, CHAr), 7.20 (d, J = 8.6 Hz, 4H, 

CHAr), 4.18 (q, J = 7.1 Hz, 4H, CH2), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H, CH3). 

The data were in agreement with the literature reference.[108] 
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Diethyl 2,5-bis(4-formylphenoxy)-3,6-

dihydroxyterephthalate (III-5) 

A suspension of diethyl 2,5-bis(4-formylphenoxy)-3,6-

dioxocyclohexa-1,4-diene-1,4-dicarboxylate III-4 (418 

mg, 0.85 mmol, 1 eq.) and zinc powder (199 mg, 4.61 

mmol, 5.3 eq.) in acetic acid (15 mL) was placed in a 

sonicator for 1 hour. The orange suspension quickly 

turned to a clear yellow solution with a zinc 

precipitate. The product was extracted with dichloromethane (130 mL) and washed with water 

(3×200 mL). The organic solution was dried (Na2SO4), filtered and evaporated under reduced 

pressure to give the desired product III-5 as a yellow solid (402 mg, 0.19 mmol, >95%).  

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 10.56 (s, 2H, OH), 9.93 (s, 2H, CHO), 7.88 (d, J = 8.9 Hz, 4H, CHAr), 7.00 (d, J 

= 8.6 Hz, 4H, CHAr), 4.25 (q, J = 7.1 Hz, 4H, CH2), 1.00 (t, J = 7.1 Hz, 6H, CH3). 

The data were in agreement with the literature reference.[108] 

 

 

 

Diethyl 2,5-bis(dimethylthiocarbamoyloxy)-3,6-

bis(4-formylphenoxy)terephthalate (III-6) 

A suspension of diethyl 2,5-bis(4-formylphenoxy)-

3,6-dihydroxyterephthalate III-5 (89 mg, 0.18 mmol, 

1 eq.) and DABCO (96 mg, 0.86 mmol, 4.8 eq.) in 

anhydrous N,N-dimethylacetamide (3 mL) was 

stirred at 0°C under nitrogen atmosphere for 30 

minutes. A solution of dimethylthiocarbamoyl 

chloride (99 mg, 0.80 mmol, 4.5 eq.) in anhydrous 

DMA (2 mL) was added dropwise at 0°C to the reacting mixture. The resulting solution was stirred at 

room temperature for 18 hours. The final mixture was poured into water (40 mL) and the resulting 

precipitate was filtered and washed with water (5×50 mL). The solid was dried under vacuum to 

obtain the desired product III-6 as a beige solid (62.4 mg, 0.09 mmol, 52%). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 9.93 (s, 2H, CHO), 7.88 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 4H, CHAr), 7.14 (dd, J = 8.7, 4.8 

Hz, 4H, CHAr), 4.24 (q, J = 7.1 Hz, 4H, CH2), 3.29 (d, J = 2.7 Hz, 6H, 2xNCH3), 2.78 (d, J = 2.7 Hz, 6H, 

2xNCH3), 0.98 (t, J = 7.1 Hz, 6H, CH3).  

The data were in agreement with the internal report from Dr. Marion Donnier-Maréchal (CSAp-

ICBMS team). 
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Diethyl 2,5-bis(dimethylcarbamoylsulfanyl)-3,6-bis(4-

formylphenoxy)terephthalate (III-7) 

Diethyl 2,5-bis(dimethylthiocarbamoyloxy)-3,6-bis(4-

formylphenoxy)terephthalate III-6 (62 mg, 0.09 mmol) 

was heated under nitrogen atmosphere at 150°C for 

5h. The mixture was allowed to cool at room 

temperature and the crude product was purified by 

preparative TLC. (eluent: petroleum ether/ ethyl 

acetate, 1:1, v/v). The silica gel was collected from the 

TLC plate then washed with CH2Cl2/MeOH (9:1, v/v). The filtrate was evaporated to obtain the 

compound III-7 as a beige solid (8 mg, 0.01 mmol, 13%) 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 9.92 (s, 2H, CHO), 7.83 (d, J = 8.8 Hz, 4H, CHAr), 7.04 (d, J = 8.7 Hz, 4H, 

CHAr), 4.12 (q, J = 7.1 Hz, 4H, CH2), 2.86 (s, 12H, NCH3), 1.02 (t, J = 7.3 Hz, 6H, CH3).  

The data were in agreement with the internal report from Dr. Marion Donnier-Maréchal (CSAp-

ICBMS team).  

 

 

2-[2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy]ethyl 4-methylbenzenesulfonate 

(III-14) 

p-Toluenesulfonyl chloride (1.07 g, 5.58 mmol, 1 eq.) was dissolved 

in THF (6 mL). Triethyleneglycol III-13 (7.5 mL, 56.14 mmol, 10 eq.) was dissolved in THF (3 mL). 

NaOH (0.39 g, 9.78 mmol, 1.75 eq.) was dissolved in H2O (2 mL) was added on the glycol solution, 

then the mixture was added dropwise on TsCl solution at 0°C. The reaction was stirred 2 hours at 

room temperature. The mixture was poured into iced water (30 mL) and extracted with CH2Cl2 (3×30 

mL), dried (MgSO4), filtered and dried under vacuum to obtain the tosylate TEG III-14 as yellow oil 

(1.52 g, 4.99 mmol, 89%). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 7.73 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CHAr), 7.29 (d, J = 8.2 Hz, 2H, CHAr), 4.10 (t, J = 4.5 

Hz, 2H, CH2OH), 3.67-3.59 (m, 4H, 2×OCH2), 3.53 (s, 4H, 2×OCH2), 3.51 (m, 2H, CH2OTs), 2.71 (s, 1H, 

OH), 2.38 (s, 3H, CH3). 

1H NMR data were in agreement with the literature reference.[125] 

 

1-(Tosyloxy)-3,6-dioxaoct-8-yl 2,3,4,6-tetra-O-

acetyl-β-D-galactopyranoside (III-15) 

SnCl4 (1 M in CH2Cl2, 4.6 mL, 4.60 mmol, 1.5 eq.) 

was added dropwise at RT to a stirred solution of 

β-D-galactose pentaacetate (600 mg, 1.53 mmol, 1 

eq.), silver trifluoroacetate (498 mg, 2.25 mmol, 1.5 equiv), and 2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl 

4-methylbenzenesulfonate III-14 (501 mg, 1.65 mmol, 1.1 eq.) in dry CH2Cl2 (45 mL). Disappearance 

of the starting material was observed 1h30 after the addition of SnCl4. The mixture was transferred 

into saturated aqueous NaHCO3 and the pH was checked to be superior to 8. The non-homogenous 

mixture was filtered, the resulting filtrate was washed successively with saturated aqueous NaHCO3 
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(3×60 mL) and brine (3×60 mL), and then dried (Na2SO4). After concentration and total removal of 

CH2Cl2 under vacuum, the residue was purified by silica gel column chromatography 

(EtOAc/Cyclohexane 4:1) to afford the corresponding tosyl-functionalized β-galactoside III-15 as a 

colorless oil (718 mg, 1.13 mmol, 74%)  

Rf=0.35, EtOAc/Heptane, 8:1, v/v 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.77 (d, J = 8.3 Hz, 2H, CHAr), 7.32 (d, J = 7.9 Hz, 2H, CHAr), 5.36 (dd, J = 

3.5, 1.2 Hz, 1H, H4), 5.17 (dd, J = 10.5, 8.0 Hz, 1H, H2), 5.00 (dd, J = 10.4, 3.4 Hz, 1H, H3), 4.54 (d, J = 7.9 

Hz, 1H, H1), 4.17-4.09 (m, 4H, H6 + CH2OGal), 3.95-3.87 (m, 2H, H5 + CH2OTs), 3.76-3.53 (m, 9H, 

4×CH2O + CH2OGal), 2.42 (s, 3H, CArCH3 ), 2.12, 2.02, 2.01, 1.95 (s, 4x 3H, COCH3). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 170.4, 170.3, 170.1, 169.5 (4×CO), 144.8 (CArCH3), 133.0 (CArS), 129.8 

(CHAr), 128.0 (CHAr), 101.3 (C1), 70.9 (CH2OTs), 70.7 (C5), 70.6 (C3), 70.6, 70.30, 68.7 (4×CH2O), 69.2 

(CH2OGal), 69.1 (C2), 68.8, 67.1 (C4), 61.3 (C6), 21.6 (CArCH3), 20.8, 20.7, 20.6 (4×COCH3). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C27H38NaO15S : [M+Na]+ = 657.1824, found 657.1807 

2,5-Di-[3,6-dioxa-8-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-

D-galactopyranosyloxy)-oct-1-yloxy]-

terephthaldehyde (III-16) 

2,5-Dihydroxyterephthaldehyde III-12 (28 mg, 

0.17 mmol, 1 eq.) and K2CO3 (231 mg, 1.67 

mmol, 10 eq.) were dissolved in dry DMF (3 

mL). Tosyl-functionalized β-galactoside III-15 

(213 mg, 0.34 mmol, 2 eq.) was dissolved in 

dry DMF (3 mL) and added dropwise (3.05 mL/h) to the previous mixture. After 2h30 of stirring, the 

resulting solution was poured into brine (10 mL) and extracted with EtOAc (3 × 20 mL). The organic 

layers were combined, dried (MgSO4), filtered and evaporated. The crude product was purified by 

silica gel column chromatography (gradient from cyclohexane 100% to EtOAc 100%) to afford the 

corresponding dialdehyde III-16 (73 mg, 0.07 mmol, 40%) 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 10.37 (s, 2H, CHO), 7.32 (s, 2H, CHAr), 5.24 (dt, J = 3.0, 1.5 Hz, 2H, C4), 5.06 

(dd, J = 10.5, 8.0 Hz, 2H, C2), 4.88 (dd, J = 10.5, 3.4 Hz, 2H, C3), 4.43 (d, J = 7.9 Hz, 2H, C1), 4.14 (q, J = 

4.6, 4.1 Hz, 4H, C6), 4.09-3.91 (m, 4H, CH2OGal + C5), 3.85-3.74 (m, 8H, 4×OCH2CH2O), 3.61 (m, 4H, 

2×CH2OCAr), 3.53 (m, 10H, 4×OCH2CH2O + CH2OGal), 2.00 (s, 6H , 2×OCH3), 1.90 (2×s, 12H, 4×OCH3), 

1.84 (s, 6H, 2×OCH3).  

Nα-Fluorenylmethoxycarbonyl-Nε-tert-butyloxycarbonyl-N-[3,6-dioxa-8-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-

galactopyranosyloxy]-L-lysinamide (III-21-Gal) 

To a solution of Fmoc-

Lys(Boc)-OH III-20 (3.92 g, 

8.36 mmol, 1 eq.) and HOBt 

(1.53 g, 10.03 mmol, 1.2 eq.) 

in dry CH2Cl2 (120 mL), EDC 

(1.77 mL, 10.03 mmol, 1.2 

eq.) was added. II-18-Gal (7.91 g, 11.70 mmol, 1.4 eq.) previously dissolved in dry CH2Cl2 (85 mL). 

Then i-Pr2NEt (0.87 mL, 5.02 mmol, 0.6 eq.) was added and the solution was stirred at room 
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temperature for 24 hours. The solvent were evaporated off and the crude product was purified by 

silica gel column chromatography (EtOAc 100%) to afford the corresponding III-21-Gal as an 

amorphous solid (7.18 g, 7.72 mmol, 92%) 

1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 7.83 (d, J = 7.5 Hz, 2H, CHAr), 7.70 (dd, J = 7.6, 4.5 Hz, 2H, CHAr), 7.42 (t, J 

= 7.4 Hz, 2H, CHAr), 7.35 (td, J = 7.5, 1.2 Hz, 2H, CHAr), 5.39 (d, J = 1.7 Hz, 1H, C4), 5.14-5.08 (m, 2H, C2 

+ C3), 4.65 (d, J = 5.9, 1.9 Hz, 1H, C1), 4.41 (qd, J = 10.4, 6.8 Hz, 2H, HNCOO2CH2CH), 4.25 (t, J = 6.8 Hz, 

1H, HNCOO2CH2CH), 4.20-4.02  (m, 4H, C5 + C6 + Hα), 3.95-3.89 (m, 1H, CH2OGal), 3.72-3.59 (m, 7H, 

CH2OGal + 3×OCH2CH2O), 3.56 (t, J = 6.0 Hz, 2H, OCH2CH2NH), 3.40 (q, J = 4.5, 4.0 Hz, 2H, 

OCH2CH2NH), 3.06 (t, J = 6.5 Hz, 2H, Hε), 2.13 (s, 3H, COCH3), 2.05 (s, 3H, COCH3), 2,03 (s, 3H, COCH3), 

1.96 (s, 3H, COCH3), 1.83-1.74 (m, 1H, Hβ), 1.66 (m, 1H, Hβ), 1.57-1.47 (m, 4H, Hγ + Hδ), 1.45 (s, 9H, 

C(CH3)3). 

13C NMR (100 MHz, CD3OD) δ 174.9 (HNCO), 172.0 (COOCH3), 172.0 (COOCH3), 171.5 (COOCH3), 171.4 
(COOCH3), 158.5 (NHCOO), 158.4 (NHCOO), 145.3, 145.2 , 142.6 (4×CAr), 128.8, 128.2, 126.2, 121.0 
(8×CHAr), 102.3 (C1), 79.8 (C(CH3)3), 72.3 (C3), 71.8, 71.6, 71.3 (3×C, OCH2CH2O), 70.5 (CH2OGal), 70.4 
(C5), 70.2 (C4), 68.8 (C2), 67.9 (CHCH2O2C), 62.5 (C6), 56.5 (Cα), 48.4 (CHCH2O2C), 41.1, 40.4 (2×C, 
OCH2CH2NH + Cε), 33.0, 30.6 (2×C, Cβ + Cδ), 28.8 (C(CH3)3), 26.5 (Cγ), 24.2 (COCH3), 20.8 (COCH3), 20.6 
(COCH3), 20.5 (COCH3). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C46H64N3O17 : [M+H]+ = 930.4230, found 930.4223 

 

Nα-Fluorenylmethoxycarbonyl-Nε-tert-butyloxycarbonyl-N-[3,6-dioxa-8-(2,3,4-tri-O-acetyl-α-L-

fucopyranosyloxy]-L-lysinamide (III-21-Fuc) 

To a solution of Fmoc-Lys(Boc)-

OH III-20 (50 mg, 0.11 mmol, 1 

eq.) and HOBt (21 mg, 0.22 

mmol, 1.3 eq.) in dry DMF (2.5 

mL), EDC (22.5 µL, 0.13 mmol, 1.2 

eq.) was added. II-18-Fuc (130 

mg, 0.22 mmol, 2.0 eq.) previously dissolved in dry DMF (1 mL). Then i-Pr2Net (19.8 µL, 0.11 mmol, 

1.1 eq.) was added and the solution was stirred at room temperature for 24 hours. The mixture was 

poured into water (10 mL), extracted with EtOAc (3×10 mL), organic phase was dried over MgSO4 and 

filtered. After concentrating, the crude product was purified by silica gel column chromatography 

(EtOAc 100%) to afford the corresponding III-21-Fuc as an amorphous solid (51 mg, 0.06 mmol, 55%) 

1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 7.82 (d, J = 7.5 Hz, 2H, 2×CHAr), 7.69 (dd, J = 7.5, 4.3 Hz, 2H, 2×CHAr), 

7.42 (dd, J = 8.1, 6.8 Hz, 2H, 2×CHAr), 7.33 (dd, J = 7.4, 1.2 Hz, 2H, 2×CHAr), 5.35 (dd, J = 10.3, 3.5 Hz, 

1H, C3), 5.29 (dd, J = 3.4, 1.3 Hz, 1H, C4), 5.10-5.04 (m, 2H, C1 + C2), 4.49-4.33 (m, 3H, CHCH2O + 

CHCH2O), 4.28-4.22 (m, 2H, C5 + CHCH2O), 4.09 (dt, J = 9.0, 4.7 Hz, 1H, Hα), 3.80-3.76 (m, 1H, 

CH2OFuc), 3.66-3.60 (m, 7H, CH2OFuc + 3×OCH2CH2O), 3.56 (t, J = 5.5 Hz, 2H, OCH2CH2N), 3.40 (t, J = 

5.4 Hz, 2H, OCH2CH2N), 3.06 (td, J = 6.8, 1.3 Hz, 2H, Hε), 2.16 (s, 3H, OCH3), 2.06 (s, 3H, OCH3), 1.97 (s, 

3H, OCH3), 1.77 (d, J = 9.9 Hz, 1H, Hβ), 1.66 (dd, J = 9.3, 4.9 Hz, 1H, Hβ), 1.49 (s, 4H, Hγ + Hδ), 1.45 (s, 

9H, C(CH3)3), 1.11 (d, J = 6.5 Hz, 3H, C6). 

13C NMR (100 MHz, CD3OD) δ 174.9 (HNCO), 172.3 (COOCH3), 172.0 (COOCH3), 171.7 (COOCH3), 158.5 

(NHCO), 158.4 (NHCO), 145.3, 145.2 , 142.6 (4×CAr), 128.8, 128.2, 126.2, 121.0 (8×CHAr), 97.5 (C1), 

79.8 (C(CH3)3), 72.6 (C4), 71.6, 71.3, 70.5 (3×OCH2CH2O), 69.4 (C2 + C3), 68.5 (CH2OFuc), 67.9 
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(CH2OOCNH), 65.6 (C5), 56.5 (Cα), 48.4 (CHCH2OOC), 41.1, 40.4 (2×C, CH2CH2NH + Cε), 33.0, 30.6 (2×C, 

Cβ + Cδ), 28.8 (3×C, C(CH3)3), 24.2 (Cγ), 20.7 (COCH3), 20.6 (COCH3), 20.5 (COCH3), 16.2 (C6). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C44H62N3O15 : [M+H]+ = 872.4175, found 872.4177 

4-(1,3-Dithian-2-yl)benzoic acid (III-23) 

To a solution of 4-formylbenzoic acid III-22 (538 mg, 3.58 mmol, 1 eq.) and 
1,3-propanedithiol (399 mg, 3.68 mmol, 1 eq.) in 6 mL of degassed THF 
was added I2 (110 mg, 0.43 mmol, 0.1 eq.) and stirred for 16h at room 
temperature. The solvent was removed under reduced pressure. The 
crude product was then passed through a short silica-gel column to afford 

pure dithiocetal III-23 as a pale yellow solid (677 mg, 2.82 mmol, 77%). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.09 (d, J = 8.4 Hz, 2H, CHAr), 7.59 (d, J = 8.4 Hz, 2H, CHAr), 5.22 (s, 1H, 
CArCH), 3.08 (dt, J = 4 Hz, 2H, SCH2CH2 ), 2.94 (dt, J = 4 Hz, 2H, SCH2CH2), 2.20 (m, 1H, SCH2CH2) 1.96 
(m, 1H, SCH2CH2). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 171.8 (s, 1C, COOH), 145.1 (s, 1C, CArCH), 130.8 (s, 2C, CHAr), 129.4 (s, 1C, 
CArCOOH), 128.2 (s, 2C, CHAr), 51.2 (s, 1C, ArCH), 32.0 (s, 2C, SCH2CH2), 25.1 (s, 1C, SCH2CH2).  

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C11H13O2S2 : [M+H]+ = 241.0352, found 241.0351. 

 

tert-Butyl 2-[4-(methoxycarbonyl)benzoyl]hydrazine-1-carboxylate 

(III-25) 

To a solution of mehyl terephthalate III-24 (5.00 g, 27.8 mmol, 1 

eq.), tert-butylcarbazate (4.41 g, 33.4 mmol, 1.2 eq.) and DMAP 

(13.60 g, 111.2 mmol, 4 eq.) in dry CH2Cl2 (100 mL) was added EDC 

(7 mL, 38.92 mmol, 1.4 eq.). The resulting white solution was stirred 

for 48h at RT and turned to yellow. Then EtOAc (400 mL) was added and the solution was washed 

with KHSO4 1M (3×150mL), NaHCO3 sat. (1×150 mL) and H2O (1×150 mL). The organic layer was dried 

(MgSO4), filtered and dried under vacuum to obtain the compound III-25 as a white powder (7.41 g, 

25.2 mmol, 91%). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 8.11 (d, J = 8.6 Hz, 2H, CHAr), 7.93 (br, 1H, NH), 7.86 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 

CHAr), 6.71 (br, 1H, NH), 3.95 (s, 3H, COOCH3), 1.51 (s, 9H, 3xCH3).  

13C NMR (75 MHz, CD3OD) δ 168.8 (CO), 167.5 (CO), 157.8 (CO), 137.9 (CHAr), 134.3 (CHAr), 130.6 
(CHAr), 128.7 (CHAr), 82.0 (CCH3), 52.9 (OCH3), 28.6 (CCH3). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C14H18N2NaO5 : [M+Na]+ = 317.1108, found 317.1106. 

 

4-(2-(tert-Butoxycarbonyl)hydrazine-1-carbonyl)benzoic acid (III-26) 

To a solution of tert-butyl 2-(4-(methoxycarbonyl)benzoyl)hydrazine-

1-carboxylate III-25 (7.41 g, 25.2 mmol, 1 eq.) in MeOH/H2O (180 mL, 

3:1, v/v), NaOH (5.04 g, 126 mmol, 5 eq.) was added carefully and was 

stirred during 4 hours at room temperature. EtOAc (200 mL) was 

added and the mixture was cooled to 0°C then conc. HCl was added 

dropwise until pH 5. The resulting precipitate was filtered and dried under vacuum to obtain the 

compound III-26 as a white powder (5.16 g, 18.4 mmol, 73%). 
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1H NMR (300 MHz, CD3OD): 8.02 (d, J = 8.7 Hz, 2H, CHAr), 7.83 (d, J = 8.1 Hz, 2H, CHAr), 1.40 (s, 9H, 

3×CH3). 

1H NMR data were in agreement with the literature reference.[126] 

Nα-Fluorenylmethoxycarbonyl-Nε-amonium-N-[3,6-dioxa-8-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-

galactopyranosyloxy]-L-lysinamide trifluoroacetate (III-27-Gal) 

Compound III-21-Gal (129 mg, 

0.13 mmol) was dissolved in 

CH2Cl2/TFA (4 mL, 3:1, v/v) and 

stirred for 30 min, then the 

solution is concentrated under 

vacuum and co-evaporated 

with MeOH to remove TFA. The deprotected compound III-27-Gal was obtained as an amorphous 

solid (128 mg, 0.13 mmol, >95%). 

1H NMR (400 MHz, CD3OD): 7.81 (d, J = 7.4 Hz, 2H, CHAr), 7.67 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CHAr), 7.40 (t, J = 7.5 

Hz, 2H, CHAr), 7.33 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CHAr), 5.37 (d, J = 3.1 Hz, 1H, C4), 5.12-5.06 (m, 2H, C3 + C2), 4.62 

(d, J = 7.3 Hz, 1H, C1), 4.45-4.39 (m, 2H, HNCO2CH2CH), 4.23 (t, J = 6.7 Hz, 1H, HNCO2CH2CH), 4.14-

4.02 (m, 4H, C5 + C6 + Hα), 3.89 (dt, J = 10.9, 4.2 Hz, 1H, CH2OGal), 3.65-3.57 (m, 7H, CH2OGal + 

3×OCH2CH2O), 3.54 (t, J = 5.4 Hz, 2H, OCH2CH2NH), 3.42-3.35 (m, 2H, OCH2CH2NH), 2.92 (t, J = 7.4 Hz, 

2H, Hε), 2.11 (s, 3H, OCH3), 2.03 (s, 3H, OCH3), 2.00 (s, 3H, OCH3), 1.93 (s, 3H, OCH3), 1.81 (dt, J = 13.3, 

5.5 Hz, 1H, Hβ), 1.71-1.61 (m, 3H, Hβ + Hδ), 1.43 (td, J = 14.6, 13.3, 7.1 Hz, 2H, Hγ). 

13C NMR (100 MHz, CD3OD): 174.61 (HNCO), 172.0, 171.9, 171.5 (4×C,COCH3), 163.7 (HNCO), 161.7, 

145.3 (CAr), 145.2 (CAr), 142.6 (2×C, CAr), 128.9 (2×CHAr), 128.2 (2×CHAr), 126.2 (2×CHAr), 121.0 

(2×CHAr), 102.3 (C1), 72.3 (C3), 71.8 (OCH2CH2O), 71.6 (OCH2CH2O), 71.3 (OCH2CH2O), 70.5 (CH2OGal), 

70.4 (C5), 70.2 (C4), 68.8 (C2), 67.8 (CHCH2NHCO2), 62.5 (C6), 56.2 (Cα), 48.4 (CHCH2NHCO2), 40.5, 40.4 

(2×C, CH2NHCO + Cε), 32.6, 28.1 (2×C, Cβ + Cδ), 24.9 (Cγ), 23.8 (COCH3), 20.8 (COCH3), 20.6 (COCH3), 

20.5 (COCH3). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C41H56N3O15: [M]+ = 830.3706, found 830.3704 

 

Nα-Fluorenylmethoxycarbonyl-Nε-amonium-N-[3,6-dioxa-8-(2,3,4-tri-O-acetyl-α-L-

fucopyranosyloxy]-L-lysinamide trifluoroacetate (III-27-Fuc) 

Compound III-21-Fuc (364 mg, 0.42 

mmol) was dissolved in CH2Cl2/TFA 

(8 mL, 3:1, v/v) and stirred for 30 

min, then the solution is 

concentrated under vacuum and 

co-evaporated with MeOH to 

remove TFA. The deprotected compound III-27-Fuc was obtained as an amorphous solid (370 mg, 

0.42 mmol, >95%). 

1H NMR (400 MHz, CD3OD): 7.81 (d, J = 7.7 Hz, 2H, 2×CHAr), 7.67 (t, J = 6.5 Hz, 2H, 2×CHAr), 7.42-7.38 

(m, 2H, 2×CHAr), 7.32 (td, J = 7.4, 1.2 Hz, 2H, 2×CHAr), 5.33 (dd, J = 10.3, 3.4 Hz, 1H, C3), 5.26 (dd, J = 

3.5, 1.3 Hz, 1H, C4), 5.07-5.02 (m, 2H, C1 + C2), 4.41 (d, J = 6.6 Hz, 2H, CHCH2O + CHCH2O), 4.23 (ddd, J 

= 8.2, 6.5, 1.6 Hz, 2H, C5 + CHCH2O), 4.08 (dd, J = 8.8, 5.5 Hz, 1H, Hα), 3.79-3.73 (m, 1H, CH2OFuc), 
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3.64-3.58 (m, 7H, CH2OFuc + 3×OCH2CH2O), 3.53 (d, J = 5.4 Hz, 2H, OCH2CH2N), 3.39-3.37 (m, 2H, 

OCH2CH2N), 2.94-2.89 (m, 2H, Hε), 2.13 (s, 3H, OCH3), 2.03 (s, 3H, OCH3), 1.95 (s, 3H, OCH3), 1.80 (m, 

1H, Hβ), 1.67 (s, 3H, Hβ + Hδ), 1.43 (t, J = 7.7 Hz, 2H, Hγ), 1.09 (d, J = 6.5 Hz, 3H, C6). 

13C NMR (100 MHz, CD3OD) δ 174.8 (HNCO), 172.5 (COOCH3), 172.2 (COOCH3), 171.9 (COOCH3), 160.3 

(HNCO), 145.5 (CAr), 145.4 (CAr), 142.8 (2×C, CAr), 129.0 (2×C, CHAr), 128.4 (2×C, CHAr), 126.4 (2×C, 

CHAr), 121.2 (2×C, CHAr), 97.8 (C1), 72.8 (C4), 71.8 (OCH2CH2O), 71.5 (OCH2CH2O), 70.7 (OCH2CH2O), 

69.7 (C2 + C3), 68.7 (CH2OFuc), 68.1 (CH2OOCHNH), 65.8 (C5), 56.4 (Cα), 48.6 (CHCH2OOC), 40.7, 40.6 

(2×C, CH2NHCO + Cε), 32.8, 28.3 (2×C, Cβ + Cδ), 24.0 (Cγ), 20.9 (COCH3), 20.8 (COCH3), 20.7 (COCH3), 

16.4 (C6). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C39H54N3O13: [M]+ = 772.3651, found 772.3645 

 

 

Nα-Fluorenylmethoxycarbonyl-Nε-[4-(1,3-dithian-2-yl)-benzoyl]-N-[3,6-dioxa-8-(2,3,4,6-tetra-O-

acetyl-β-D-galactopyranosyloxy]-L-lysinamide (III-28-Gal) 

To a solution of 4-

(1,3-dithian-2-yl)-

benzoic acid III-23 

(39 mg, 0.16 

mmol, 1.2 eq.) 

and HOBt (28 mg, 

0.18 mmol, 1.4 eq.) in dry CH2Cl2 (2.5 mL), was added EDC (28 µL, 0.16 mmol, 1.2 eq.). Compound III-

27-Gal (126 mg, 0.13 mmol, 1 eq.) was dissolved in dry CH2Cl2 (2.5 mL) and added to the previous 

solution, then iPr2NEt (16 µL, 0.09 mmol, 0.7 eq.) was added. After stirring 16 hours at room 

temperature, the resulting solution was concentrated under vacuum and purified by silica gel column 

chromatography (EtOAc/MeOH, 9:1) to afford the corresponding galactose lysine conjugate III-28-Gal 

as an amorphous solid (56 mg, 0.05 mmol, 40%) 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.76 (dd, J = 7.9, 6.0 Hz, 4H, 4×CHAr), 7.58 (d, J = 7.4 Hz, 2H, 2×CHAr), 7.48 

(d, J = 7.9 Hz, 2H, 4×CHAr), 7.39 (t, J = 7.4 Hz, 2H, 4×CHAr), 7.32-7.27 (m, 2H, 4×CHAr), 6.82 (s, 1H, NH), 

6.59 (d, J = 7.6 Hz, 1H, NH), 5.75 (d, J = 7.9 Hz, 1H, NH), 5.37 (d, J = 2.3 Hz, 1H, C4), 5.22-5.10 (m, 2H, 

C2 + CH(S-)2), 5.01 (dd, J = 10.5, 3.5 Hz, 1H, C3), 4.50 (d, J = 8.0 Hz, 1H, C1), 4.35 (d, J = 7.1 Hz, 2H, 

COOCH2CH + COOCH2CH), 4.23-4.05 (m, 4H, COOCH2CH + C5 + C6), 3.96-3.85 (m, 2H, CH2OGal + Hα), 

3.66 (dd, J = 11.2, 4.8 Hz, 1H, CH2OGal), 3.58 (t, J = 4.7 Hz, 2H, OCH2CH2NH), 3.57-3.37 (m, 10H, 

OCH2CH2NH + 3×OCH2CH2O + Hε), 3.05 (ddt, J = 14.4, 12.3, 2.1 Hz, 2H, SCH2CH2CH2S), 2.94-2.86 (m, 

2H, SCH2CH2CH2S), 2.20-2.14 (m, 1H, SCH2CH2CH2S), 2.10 (s, 3H, OCH3), 2.04 (s, 3H, OCH3), 2.01 (s, 3H, 

OCH3), 1.96 (s, 3H, OCH3), 1.89 (m, 1H, SCH2CH2CH2S), 1.72 (m, 4H, Hβ + Hδ), 1.43 (t, J = 7.6 Hz, 2H, Hγ).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 170.6 (COCH3), 170.4 (COCH3), 170.3 (COCH3), 169.9 (COCH3), 167.4 

(HNCO), 156.4 (HNCO), 155.1 (HNCO), 144.0 (CAr), 143.9 (CAr), 142.6 (CAr), 142.5 (CAr), 141.4 (2×C, CAr), 

128.2 (2×CHAr), 127.9 (2×CHAr), 127.6 (2×CHAr), 127.2 (2×CHAr), 125.2 (2×CHAr), 120.1 (2×CHAr), 101.5 

(C1), 70.9 (2×C, C3 + OCH2CH2O), 70.7 (OCH2CH2O), 70.3 (OCH2CH2O), 70.2 (CH2OGal), 69.8 (C5), 69.3  

(C4), 69.0 (C2), 68.9 (Cα) 67.2 (CHCH2OOC), 61.4 (C6), 51.0 (CH(S-)2), 47.3 (CHCH2OOC), 39.4 (Cε), 32.1 

(2×C, SCH2CH2CH2S), 28.6 (Cγ) 25.1 (SCH2CH2CH2S), 21.0 (OCH3), 20.8 (2×OCH3), 20.72 (OCH3). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C52H66N3O16S2: [M+H]+ = 1052.3879, found 1052.3877 
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Nα-Fluorenylmethoxycarbonyl-Nε-[4-(1,3-dithian-2-yl)-benzoyl]-N-[3,6-dioxa-8-(2,3,4-tri-O-acetyl-α-

L-fucopyranosyloxy]-L-lysinamide trifluoroacetate (III-28-Fuc) 

To a solution of 4-

(1,3-dithian-2-yl)-

benzoic acid III-23 

(125 mg, 0.52 mmol, 

1.2 eq.) and HOBt 

(84 mg, 0.55, 1.3 

mmol, 3 eq.) in dry 

CH2Cl2 (8 mL), was 

added EDC (92.5 µL, 0.52 mmol, 1.2 eq.). Compound III-27-Fuc (385 mg, 0.43 mmol, 1 eq.) was 

dissolved in dry CH2Cl2 (7 mL) and added to the previous solution, then iPr2NEt (52.5 µL, 0.30 mmol, 

0.7 eq.) was added. After stirring 16 hours at room temperature, the resulting was concentrated 

under vacuum and purified by silica gel column chromatography (EtOAc/MeOH, 9:1) to afford the 

corresponding fucose-lysine conjugate III-28-Fuc as amorphous solid (335 mg, 0.34 mmol, 78%) 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): 7.79-7.71 (m, 4H, CHAr), 7.56 (d, J = 7.6 Hz, 2H, CHAr), 7.46 (d, J = 7.9 Hz, 

2H, CHAr), 7.37 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CHAr), 7.31-7.26 (m, 2H, CHAr), 6.90 (br, 1H, NH), 6.66 (br, 1H, NH), 

5.85 (br, 1H, NH), 5.37-5.31 (m, 1H, C3), 5.26 (dd, J = 3.4, 1.3 Hz, 1H, C4), 5.16-5.04 (m, 3H, C1 + C2 + 

CH(S-)2), 4.33 (d, J = 7.4 Hz, 2H, CHCH2OOC + CHCH2OOC), 4.18 (q, J = 7.2 Hz, 3H, CHCH2OOC + C5 + 

Hα), 3.77-3.71 (m, 1H, CH2OFuc), 3.61-3.37 (m, 13H, CH2OFuc + 5×OCH2CH2O + OCH2CH2NH + Hε), 

3.08-2.99 (m, 2H, SCH2CH2CH2S), 2.89 (dt, J = 14.4, 3.9 Hz, 2H, SCH2CH2CH2S), 2.22-2.17 (m, 1H, 

SCH2CH2CH2S), 2.13 (s, 3H, OCH3), 2.04 (s, 3H, OCH3), 1.96 (s, 3H, OCH3), 1.94-1.88 (m, 1H, 

SCH2CH2CH2S), 1.65 (dd, J = 32.7, 10.0 Hz, 4H, Hβ + Hδ), 1.42-1.35 (m, 2H, Hγ), 1.09 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 

C6). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 170.8 (COCH3), 170.7 (COCH3), 170.5 (COCH3), 168.3 (HNCO), 164.0 

(HNCO), 161.0 (HNCO), 143.9 (2×CAr), 142.7 (2×CAr), 141.4 (2×CAr), 128.1 (2×CHAr), 127.8 (2×CHAr), 

127.6 (2×CHAr), 127.2 (2×CHAr), 125.2 (2×CHAr), 120.1 (2×CHAr), 96.2 (C1), 71.3 (C4), 70.7 (OCH2CH2O), 

70.2 (OCH2CH2O), 69.7 (OCH2CH2O), 68.3 (C2 + C3), 68.2 (CH2OFuc), 67.4 (CH2OOCNH), 64.5 (C5), 54.7 

(Cα), 51.0 (CH(S-)2), 47.2 (CHCH2OOC), 39.4 (Cε), 32.0, 28.9 (4×C, SCH2CH2CH2S + Cβ + Cδ), 25.1 (2×C, 

SCH2CH2CH2S), 22.5 (Cγ), 21.0 (COCH3), 20.9 (COCH3), 20.8 (COCH3), 16.0 (C6). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C50H64N3O14S2: [M+H]+ = 994.3824, found 994.3819 

 

Nα-Fluorenylmethoxycarbonyl-Nε-{4-[2-(tert-butoxycarbonyl)hydrazine-1-carbonyl]benzoyl}N-[3,6-

dioxa-8-(2,3,4-tri-O-acetyl-α-L-fucopyranosyloxy]-L-lysinamide (III-29-Fuc) 

To a solution of 

4-(2-(tert-

butoxycarbonyl)

hydrazine-1-

carbonyl)benzoic 

acid III-26 (194 

mg, 0.69 mmol, 

1.2 eq.) and HOBt (106 mg, 0.70, 1.2 mmol, 1.2 eq.) in dry DMF (10 mL), EDC (125 µL, 0.71 mmol, 1.2 

eq.) was added. Lysine III-27-Fuc (508 mg, 0.57 mmol, 1 eq.) was dissolved in dry DMF (10 mL) and 

added to the previous solution, then iPr2NEt (70 µL, 0.40 mmol, 0.7 eq.) was added. After 16 hours at 
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room temperature, the resulting solution was poured into 200 mL of water, extracted with CH2Cl2 

(3×200 mL) and EtOAc (3×200 mL) and purified by silica gel column chromatography (gradient from 

EtOAc 100% to EtOAc/MeOH, 9/1) to afford the corresponding coupled-lysine III-29-Fuc as 

amorphous solid (565 mg, 0.55 mmol, 95%) 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 8.63 (br, 1H, NH), 7.79-7.62 (m, 7H, 6×CHAr + NH), 7.56 (d, J = 7.6 Hz, 2H, 

2×CHAr), 7.38 (t, J = 7.4 Hz, 2H, 2×CHAr), 7.29 (t, J = 7.4 Hz, 2H, 2×CHAr), 7.06 (br, 1H, NH), 6.91 (br, 1H, 

NH), 5.87 (d, J = 8.3 Hz, 1H, NH), 5.40-5.31 (m, 1H, C3), 5.25 (d, J = 3.5 Hz, 1H, C4), 5.09 (m, 2H, C1 + 

C2), 4.32 (d, J = 7.2 Hz, 2H, COOCH2CH + COOCH2CH), 4.14 (m, 3H, COOCH2CH + Hα + C5), 3.78-3.70 (m, 

1H, CH2OFuc), 3.64-3.38 (m, 13H, CH2OFuc + OCH2CH2NH + OCH2CH2NH + 3×OCH2CH2O + Hε), 2.14 (d, 

J = 1.3 Hz, 3H, OCH3), 2.04 (s, 3H, OCH3), 1.96 (s, 3H, OCH3), 1.90 (s, 4H, Hβ + Hδ), 1.64 (s, 2H, Hγ), 1.09 

(d, J = 6.4 Hz, 3H, C6). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C52H68N5O17: [M+H]+ = 1034.4605, found 1034.4605 

 

 

Nε-[4-(1,3-Dithian-2-yl)-benzoxyl]-N-[3,6-dioxa-8-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-galactopyranosyloxy]-

L-lysinamide (III-31-Gal) 

Compound III-28-

Gal (35 mg, 0.033 

mmol, 1 eq.) was 

dissolved in 

CH2Cl2 (0.5 mL) 

and stirred at 0°C. 

Piperidine (3.5 µL, 0.035 mmol, 1.1 eq.) was added, the resulting solution was stirred for 16 hours at 

room temperature and evaporated under vacuum. The crude product was purified by C18 silica gel 

column chromatography (gradient) to afford the corresponding galactose-coupled lysine III-31-Gal as 

amorphous solid (6 mg, 0.008 mmol, 23%) 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): 7.87 (br, 1H, NH), 7.80 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2×CHAr), 7.51 (d, J = 8.2 Hz, 2H, 

2×CHAr), 6.84 (br, 1H, NH), 5.38 (dd, J = 3.4, 1.2 Hz, 1H, C4), 5.20-5.16 (m, 2H, C2), 5.02 (dd, J = 10.5, 

3.5 Hz, 1H, C3), 4.54 (d, J = 8.1 Hz, 1H, C1), 4.19-4.08 (m, 3H, C5 + C6), 3.96-3.90 (m, 2H, CH2OGal + Hα), 

3.72-3.69 (m, 1H, CH2OGal), 3.64-3.50 (m, 12H, 3×OCH2CH2O, OCH2CH2NH + OCH2CH2NH + Hε), 3.12 

(s, 2H, NH2), 3.09-3.04 (m, 2H, SCH2CH2CH2S), 2.93-2.89 (m, 2H, , SCH2CH2CH2S), 2.19-2.16 (m, 1H, 

SCH2CH2CH2S), 2.13 (s, 3H, OCH3), 2.05 (s, 3H, OCH3), 2.03 (s, 3H, OCH3), 1.98 (s, 3H, OCH3), 1.95-1.91 

(m, 1H, SCH2CH2CH2S), 1.67-1.58 (m, 4H, Hβ + Hδ), 1.49-1.44 (m, 2H, Hγ). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C37H56N3O14S2: [M+H]+ = 830.3198 , found 830.3202. 
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2,5-Di-[(2-cyanoethyl)thio]-N,N’-di-[Nε-[4-(1,3-dithian-2-yl)-benzoyl]-N-[3,6-dioxa-8-(2,3,4-tri-O-

acetyl-α-L-fucopyranosyloxy)-L-lysinamide]terephthalamide (III-32-Fuc) 

Lysine III-28-Fuc (272 mg, 0.27 mmol, 1 eq.) was dissolved in CH2Cl2 (4.6 mL) and stirred at 0°C. 

Piperidine (27 µL, 0.27 mmol, 1 eq.) was added, the resulting solution was stirred for 16 hours at 

room temperature and evaporated under vacuum. The crude product was purified by C18 silica gel 

column chromatography (gradient) to afford the corresponding fucose-coupled lysine III-31-Fuc as 

amorphous solid (80 mg, 0.10 mmol, 38%). The product was analyzed by HR-ESI-MS and then used in 

the next step. 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C35H54N3O12S2: [M+H]+ = 772.3143, found 772.3158 

To a solution of 2,5-bis((2-cyanoethyl)thio)terephthalic acid II-5 (16 mg, 0.048 mmol, 1 eq.) and HOBt 

(20 mg, 0.131 mmol, 2.7 eq.) in dry CH2Cl2 (0.5 mL), was added EDC (23 µL, 0.131 mmol, 2.7 eq.). 

Compound III-31-Fuc (80 mg, 0.105 mmol, 2.2 eq.) was dissolved in dry CH2Cl2 (0.5 mL) and added to 

the previous solution, then iPr2NEt (5 µL, 0.028 mmol, 0.6 eq.) was added. After 16 hours at room 

temperature, the resulting was concentrated under vacuum and purified by silica gel column 

chromatography (EtOAc/MeOH, 9:1) to afford the corresponding fucose-lysine conjugate III-32-Fuc 

as an amorphous solid (14 mg, 0.008 mmol, 16%) 

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 7.68-7.59 (m, 4H, 4×CHAr), 7.55 (d, J = 5.8 Hz, 2H, 2×CHAr), 7.46 (dd, J = 8.4, 

1.9 Hz, 4H, 4×CHAr), 6.98 (t, J = 5.3 Hz, 2H, 2×NH), 6.70 (t, J = 5.9 Hz, 2H, 2×NH), 5.37-5.31 (m, 2H, C3), 

5.30-5.26 (m, 2H, C4), 5.19 (s, 2H, CH(S-)2), 5.12-5.07 (m, 4H, C1 + C2), 4.60 (q, J = 7.6, 6.5 Hz, 2H, NH), 

4.22 (dd, J = 6.5, 1.4 Hz, 2H, C5), 3.78 (dd, J = 6.3, 4.7 Hz, 2H, CH2OFuc), 3.69-3.45 (m, 28H, 

6×OCH2CH2O + CH2OFuc + 2×OCH2CH2NH + 2×OCH2CH2NH, 4×Hε + 2×Hα), 3.11-3.00 (m, 8H, 

SCH2CH2CH2S + 2×SCH2CH2CN), 2.91 (dd, J = 14.3, 3.8 Hz, 4H, SCH2CH2CH2S), 2.58 (t, J = 6.8 Hz, 4H, 

SCH2CH2CN), 2.15 (s, 6H, OCH3), 2.07 (s, 6H, OCH3), 1.98 (s, 6H, OCH3), 1.86 (s, 4H, SCH2CH2CH2S), 1.60 

(m, 12H, 4×Hβ + 4×Hγ + 4×Hδ), 1.12 (d, J = 6.5 Hz, 6H, C6). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C84H115N8NaO26S6: [M+H+Na]2+ = 933.3067, found 

933.3057  
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Oxybis(ethane-2,1-diyl) bis(4-methylbenzenesulfonate) (IV-2) 

To a solution of sodium hydroxide (24.46 g, 612 mmol, 3.2 eq.) in water 

(116 mL) was added diethyleneglycol IV-1 (18 mL, 190 mmol, 1 eq.). The mixture was cooled to 0°C 

and a solution of TsCl (79.68 g, 418 mmol, 2.2 eq.) in THF (70 mL) was added dropwise. The mixture 

was stirred for 16h at RT then poured into 10% aqueous hydrochloric acid (50 mL) at 0°C (pH 1). The 

resulting precipitate was filtered and washed with aqueous dilute sodium hydrogen carbonate until 

pH>8, then water, then dried under vacuum, yielding the ditosylate IV-2 as a white solid (64.18 g, 155 

mmol, 81%). 

Rf = 0.57 (AcOEt/Cyclohexane, 3:2) 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ = 7.71 (d, J = 8.25 Hz, 4 H), 7.28 (d, J = 8.07 Hz, 4 H), 4.05-3.99 (m, 4 H), 

3.57-3.51 (m, 4 H), 2.38 (s, 6 H)  

The data were in agreement with the literature reference.[119] 

 

 

4,4’-{[Oxybis(ethane-2,1-

diyl)]bis(oxy)dibenzaldehyde (IV-3) 

A mixture of ditosylate IV-2 (1.00 g, 2.4 mmol, 1 

eq.), 4-hydroxybenzaldehyde (0.85 g, 6.9 mmol, 2.9 

eq.) and K2CO3 (3.87 g, 28.0 mmol, 11.7 eq.) in dry CH3CN (20 mL) was heated under reflux during 

24h under an argon atmosphere. The solution was then poured into a water-ice mixture (30 mL) and 

vigorously stirred, filtered and washed with EtOH-ice mixture then washed with Et2O. The solid was 

dried under vacuum to afford IV-3 as a white solid (0.66 g, 2.12 mmol, 88%).  

Rf = 0.56 (Cyclohexane/EtOAc, 1:1)  

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ = 9.89 (s, 2 H), 7.84 (d, J = 8.62 Hz, 4 H), 7.03 (d, J = 8.62 Hz, 4 H), 4.31-

4.21 (m, 4 H), 4.04-3.93 (m, 4 H)  

The data were in agreement with the literature reference.[116] 

 

4,4'-{[Oxybis(ethane-2,1-diyl)]bis(oxy)}bis(3-

methoxybenzaldehyde) (IV-4) 

A mixture of ditosylate IV-2 (1.02 g, 2.5 mmol, 1 

eq.), 3-methoxy-4-hydroxybenzaldehyde (1.11 g, 

7.3 mmol, 2.9 eq.) and K2CO3 (4.06 g, 29.4 mmol, 

11.9 eq.) in dry CH3CN (20 mL) was heated under reflux during 18h under an argon atmosphere. The 

solution was then poured into a water-ice mixture (100 mL) and vigorously stirred, filtered and 

washed with EtOH. The solid was dried under vacuum to afford IV-4 as a white solid (0.80 g, 2.13 

mmol, 93%).  

Rf = 0.42 (EtOAc/Cyclohexane 7:3) 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 9.83 (s, 2 H, CHO) 7.41 (d, J= 8 Hz, 2 H, CHAr) 7.38 (s, 2H, CHAr) 6.99 (d, J 

= 8 Hz, 2 H, CHAr) 4.28 (t, J = 4.5 Hz, 6 H, CArOCH2CH2O) 4.00 (t, J = 6 Hz, 4 H, CArOCH2CH2O) 3.89 (s, 6 

H, CH3)  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ = 191.0 (s, 2C, CHO), 153.9 (s, 2C, CArOCH2), 150.1 (s, 2C, CArOCH3), 130.5 

(s, 2C, CArCHO), 126.6, 112.2, 109.6 (s, 6C, CArH), 69.9 (s, 2C, CArOCH2CH2O), 68.7 (s, 2C, CArOCH2CH2O), 

56.1 (s, 2C, CH3). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C20H23O7 : [M+H]+ = 375.1430, found 375.1438 

 

3,6,9,12-Tetraoxatetradecane-1,14-diyl bis(4-methylbenzenesulfonate) 

(IV-7) 

To a solution of pentaethyleneglycol IV-6 (432 mg, 1.8 mmol, 1 eq.) in THF 

(3 mL) were added TsCl (762 mg, 4.0 mmol, 2.2 eq.) and KOH (894 mg, 15.9 

mmol, 8.8 eq.) in water (2 mL) at 0°C. The reaction was stirred 24 hours and HCl was added (pH 1). 

The mixture was extracted with chloroform (3×10 mL), the combined organic layers were washed 

with water (3×10 mL), dried (Na2SO4) and concentrated under vacuum to obtain the desired 

ditosylate IV-7 as a colorless oil (962 mg, 419 mmol, >95%). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.79 (d, J = 8.4 Hz, 4H, 4×CHAr), 7.34 (d, J = 8.4 Hz, 4H, 4×CHAr), 4.15 (t, J = 

6 Hz, 4H, 2×OCH2), 3.68 (t, J = 6 Hz, 4H, 2x OCH2), 3.60 (s, 4H, 2×OCH2), 3.58 (s, 8H, 4×OCH2) 2.44 (s, 

6H, 3×CH3).  

The data were in agreement with the literature reference.[127]  

 

 

4,4'-[(3,6,9,12-Tetraoxatetradecane-1,14-

diyl)bis(oxy)]dibenzaldehyde (IV-8) 

Ditosylate IV-7 (304.0 mg, 0.56 mmol, 1 eq.), K2CO3 

(902.5 mg, 6.53 mmol, 11.7 eq.) and benzaldehyde 

(188 mg, 1.54 mmol, 2.8 eq.) were dissolved in dry 

MeCN (15 mL). The mixture was stirred under reflux during 16h. The resulting precipitate was poured 

into ice-water and extracted with CH2Cl2 (3×30 mL). The combined organic layers were dried (Na2SO4) 

and concentrated under vacuum to obtain the desired compound IV-8 as an orange solid (221 mg, 

5.81 mmol, 89%). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 9.88 (s, 1H), 7.82 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.24-4.15 (m, 

2H), 3.91-3.84 (m, 2H), 3.76-3.61 (m, 4H). 

The data were in agreement with the literature reference.[128] 
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4,4'-(6,9,12-Trioxa-2,16-

diazaheptadecane-1,17-

diyl)di(benzohydrazide) (IV-12) 

Dibenzoate IV-14 (4.01 g, 7.76 

mmol, 1 eq.) was dissolved in 

MeOH (80 mL) then hydrazine (8.90 mL, 286.74 mmol, 37 eq.) was added. The solution was heated 

under reflux during 16h. The mixture was concentrated under vacuum to obtain the expected 

dihydrazide IV-12 as an amorphous solid (4.02 g, 7.76 mmol, >95%). 

1H NMR (300 MHz, CD3OD) δ 7.76 (d, J = 8.3 Hz, 4H, 4×CHAr), 7.43 (d, J = 8.3 Hz, 4H, 4×CHAr), 3.80 (s, 

4H, 2×CArCH2), 3.59-3.48 (m, 12H, CH2O), 2.67 (t, J = 7.0 Hz, 4H, NHCH2), 1.78 (p, J = 6.9 Hz, 4H, 

NHCH2CH2). 

The data were in agreement with the literature reference.[120] 

 

Dimethyl 4,4'-(6,9,12-trioxa-2,16-

diazaheptadecane-1,17-

diyl)dibenzoate (IV-14) 

To a solution of 4-formylbenzoate 
(1.59 g, 9.68 mmol, 2.1 eq.) in MeOH 

(14 mL) was added 1,13-diamino-4,7,10-trioxatridecane (1 mL, 4.56 mmol, 1 eq.) and stirred for 3h30 
at room temperature. Then, NaBH4 (0.87 g, 23.05 mmol, 5 eq.) was added in portions and stirred for 
40 min. The solvent was evaporated under vacuum. The crude product was dissolved in CH2Cl2 (50 
mL) and washed with water (3 × 50 mL)  and brine  (3 × 50 mL). Purification by flash silica-gel column 
afforded diester IV-14 as a yellow oil (1.51 g, 9.20 mmol, 64%). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.96 (d, J = 8 Hz, 4H, CHAr), 7.39 (d, J = 8 Hz, 4H, CHAr), 3.88 (s, 6H, 2×CH3), 
3.83 (s, 4H, CArCH2NH), 3.59-3.49 (m, 12H, 6×CH2), 2.71 (t, J = 6.8 Hz, 4H, NHCH2CH2), 2.67 (br, 2H, 
NH), 1.79 (p, J = 6.5 Hz, 4H, NHCH2CH2). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 167.1 (2×COOMe), 145.2 (2×CArCOOMe), 129.8 (4×CHAr), 129.0 
(2×CArCH2), 128.2 (4×CHAr), 70.6, 70.2, 70.0 (3×OCH2CH2O), 53.4 (2×CArCH2), 52.1 (2×CH3), 46.9 
(2×NHCH2CH2), 29.6 (2×NHCH2CH2).  

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C28H42N2O7 : [M+H]+ = 259.1483, found 259.1491 

 

1,4-bis(2,2-Diethoxyethyl)piperazine (IV-16)  

Bromoacétaldehyde (40 mL, 269.89 mmol, 5 eq.) was added to a 

suspension of piperazine (10.4 g, 53.53 mmol, 1 eq.) and Na2CO3 

(17.3 g, 163.67 mmol, 3 eq.) in MeCN (750 mL) and heated under reflux during 16 hours. The 

resulting precipitate was filtered and purified by silica gel column chromatography (CH2Cl2/EtOH, 

95:5) to afford the corresponding protected aldehyde IV-16 as orange oil (15.15 g, 47.76 mmol, 89%). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): 4.56 (s, 2H, 2×CH), 3.58 (d, J = 7.1 Hz, 4H, 2×NCH2CH2N), 3.48 (d, J = 7.0 Hz, 

4H, 2×NCH2CH2N), 2.50 (s, 8H, 4×OCH2), 2.46 (d, J = 5.3 Hz, 4H, CH2CH), 1.13 (s, 12H, 4×CH3). 

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 101.2 (CH), 61.7 (OCH2), 60.9 (CHCH2), 53.8 (NCH2CH2N), 15.3 (CH3). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C16H35N2O4 : [M+H]+ = 319.2591, found 319.2587. 
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2,2'-(Methylazanediyl)bis[N-(2,2-

dimethoxyethyl)acetamide] (IV-17) 

Diester IV-25 (15.29 g, 87.28 mmol, 1 eq.) and 2,2-

dimethoxyethan-1-amine (16 mL, 146.85 mmol, 8 eq.) 

were combined and stirred at 70°C for 5 days. The resulting solution was concentrated under vacuum 

and the residue was purified by silica gel column chromatography (CH2Cl2/MeOH 96:4) to afford the 

corresponding protected aldehyde IV-27 as an orange oil (28.0 g, 88.28 mmol, >95%) 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6.85 (br, 2H, NH), 4.38 (t, J = 5.1 Hz, 2H, CH), 3.42 (t, J = 5.1 Hz, 4H, NHCH2), 

3.38 (s, 12H, 4×CH3), 3.11 (s, 4H, COCH2N), 2.36 (s, 3H, NCH3).  

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 169.9 (CO), 102.6 (CH), 61.5 (CH2N), 54.5 (OCH3), 43.9 (NCH3), 40.6 

(CH2NH). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C13H28N3O6 : [M+H]+ = 322.1973, found 322.1975 

 

N,N’-bis(2,2-Dimethoxyethyl)galactaramide (IV-18) 

2,2-Dimethoxyethan-1-amine (31 mL, 284.5 mmol, 4 

eq.) was added to diester IV-22 (16.76 g, 70.3 mmol, 

1 eq.) and the mixture was heated at 70°C for 1 hour. 

The resulting precipitate was filtered to obtain the 

bis-acetal IV-18 (26.01 g, 67.6 mmol, >95%). 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 7.47 (s, 2H, NH), 5.31 (d, J = 7.0 Hz, 2H, CHCO), 4.39 (s, 4H, 

2×CH(OMe)2 + 2×OH), 4.13 (d, 2H, 2×CH), 3.81-3.77 (m, 2H, 2×OH), 3.27 (d, J = 2.2 Hz, 14H, 4×OCH3 + 

CH2NH), 3.21-3.12 (m, 2H, CH2NH). 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 173.6 (CO), 102.0 (CH(OMe)2), 70.7 (4×CHOH), 53.5 (2×CH3), 53.2 

(2×CH3), 40.2 (CH2). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C14H28N2NaO10 : [M+Na]+ = 407.1636, found 407.1629 

 

Digalactarohydrazide (IV-19) 

Hydrazine (10 mL, 321 mmol, 12 eq.) was added to a solution of 

diester IV-22 (6.5 g, 27 mmol, 1 eq.) in MeOH (300 mL) and 

heated under reflux during 16 hours. The resulting precipitate was 

filtered and dried under vacuum to obtain the dihydrazide IV-19 

as a white solid (6.3 g, 26.6 mmol, 97%). 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8.63 (s, 2H, 2×NH), 5.02 (d, J = 7.5 Hz, 2H, 2×CH), 4.44-4.39 (m, 2H, 

2×OH), 4.26-4.20 (br, 4H, 2×NH2), 4.18 (d, J = 7.4 Hz, 2H, 2×CH), 3.76 (d, J = 5.2 Hz, 2H, 2×OH). 

13C NMR (75 MHz, D2O) 173.7 (CO), 73.4 (2×CHOH) , 70.4 (2×CHOH). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C6H15N4O6 : [M+H]+ = 239.0987, found 239.0986 
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2,2'-(Methylazanediyl)di(acetohydrazide) (IV-20) 

Hydrazine (2.9 mL, 93.12 mmol, 16 eq.) was added to a solution of 

diester IV-25 (1.01 g, 5.78 mmol, 1 eq.) in MeOH (60 mL) and 

heated under reflux during 16 hours. The solution was concentrated 

under vacuum to obtain dihydrazide IV-20 as an orange oil (1.02 g, 

5.78 > 95%). 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 9.28 (s, 2H, 2×NH), 4.23 (s, 4H, NH2), 3.02 (s, 4H, 2×CH2), 2.15 (s, 3H, 

CH3). 

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 169.0 (CO), 61.0 (CH2), 43.5 (CH3). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C5H14N5O2 : [M+H]+ = 176.1142, found 176.1146 

 

 

Dimethyl galactarate (IV-22) 

To a suspension of galactaric acid IV-21 (40.5 g, 192.9 mmol, 1 eq.) in 

MeOH (190 mL) was added H2SO4 (3 mL, 56.3 mmol, 0.3 eq.). The 

mixture was heated under reflux during 3 days. The resulting precipitate 

was filtered, washed with water (300 mL) and dried under vacuum to 

obtain the diester IV-22 as white solid (42.0 g, 176.1 mmol, 91%). 

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 4.94 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 2×CH), 4.85-4.80 (m, 2H, 2×OH), 4.30 (d, J = 

8.0, 1.1 Hz, 2H, 2×CH), 3.80-3.76 (m, 2H, 2×OH), 3.64 (s, 6H, 2×CH3).  

The data were in agreement with the literature reference.[123] 

 

N,N’-bis(2-Oxoethyl)galactaramide (IV-23) 

To a suspension of the protected aldehyde IV-18 (4.0 mg, 

10.3 mmol) in D2O (2 mL), DCl 35% (20 µL) was added and 

stirred at room temperature for 18 hours, the reaction was 

monitored by NMR until disappearance of the characteristic 

proton of acetal.  

1H NMR (300 MHz, D2O): 5.04 (t, J = 5.3 Hz, 2H, 2×CH(OH)2), 4.37 (s, 2H, 2×CHOH), 3.95 (s, 2H, 

2×CHOH), 3.30 (dd, J = 5.3, 2.6 Hz, 4H, 2×CH2). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C10H17N2NaO8 : [M+H]+ = 293.0979, found 239.0981 
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Dimethyl 2,2'-(methylazanediyl)diacetate (IV-25)  

To a suspension of 2,2'-(methylazanediyl)diacetic acid IV-24 (31.3 g, 212.5 

mmol, 1 eq.) in MeOH (1500 mL) was added dropwise SOCl2 (79 mL, 1.08 

mol, 5 eq.) and the reaction was stirred for 48 hours. The solution was 

concentrated under vacuum, a saturated NaHCO3 solution (300 mL) was 

added and the resulting mixture was extracted with Et2O (3×300 mL). The combined organic layers 

were dried (Na2SO4) and concentrated under vacuum to obtain the desired diester IV-25 (13.7 g, 78.3 

mmol, 72%) 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.67 (s, 6H, 2×CH3), 3.45 (s, 4H, 2×CH2), 2.48 (s, 3H, NCH3). 

The data were in agreement with the literature reference.[129] 

 

 

2,2'-(Methylazanediyl)bis[N-(2-oxoethyl)acetamide] (IV-26) 

To a solution of the protected aldehyde IV-17 (4.7 mg, 20.6 

mmol) in D2O (4 mL) was added DCl 35% (40 µL) and the 

solution was stirred at room temperature for 48 hours. The reaction was monitored by NMR until 

disappearance of the characteristic proton of acetal. 

1H NMR (300 MHz, D2O) 5.08 (t, J = 4.9 Hz, 2H, 2×CHCH2), 4.09 (s, 4H, 2×COCH2), 3.33 (d, J = 5.5 Hz, 

4H, 2×NCH2CH), 2.98 (s, 3H, CH3). 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C9H16N3O4 : [M+H]+ = 230.1135, found 230.1135 

 

 

 

2,2'-(Piperazin-1,4-diyl)diacetaldehyde (IV-28) 

To a solution of the protected aldehyde IV-16 (7 mg, 0.02 mmol) in D2O (4 

mL) was added DCl 35% (40 µL, 1%v) and the reaction was stirred at room 

temperature for 96 hours. The reaction was monitored by NMR until 

disappearance of the characteristic proton of acetal. 

1H NMR (300 MHz, D2O) δ 5.41 (t, J = 5.0 Hz, 2H, 2 × CHCH2N), 3.71 (s, 8H, 2 × NCH2CH2N), 3.29 (d, J = 

5.0 Hz, 4H, 2 × CHCH2N) 

HR-ESI-MS (positive mode) m/z : calcd. for C8H15N2O2 : [M+H]+ = 171.1128, found 171.1126 
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V.3. Dynamic combinatorial libraries 

General procedure: 

In a typical experiment, dithiophenols II-17 (4 mM overall) were dissolved in TRIS buffer (200 mM, 

NaCl 100 mM, CaCl2 100 µM, pH 7.4). The mixture was equilibrated by stirring in an open vial at RT 

(Figure 81). After 24 h, four dynamic libraries were prepared in open vials. In the first one (Ref), 

Library 1 was diluted ten times with buffer solution affording a library composed of thiophenols (0.4 

mM overall). The other ones were diluted ten times with buffer and lectin (LecA, LecB or AFL) was 

added resulting in a library composed of dithiophenols II-17 (0.4 mM overall) and lectin (0.4 mM). 

After 24 h, the reference Library 2 was diluted twice with 1M HCl and analyzed by UHPLC (Sample 1, 

LC-A, Col-A, Grad-A) by injection of 25 μL of the solution. Meanwhile, the libraries were centrifugated 

(2 min, 10 000 rpm). The supernatants were collected and diluted twice with 1M HCl and analyzed by 

UHPLC (Sample 2, Sample 4 and Sample 6, LC-A, Col-A, Grad-A) by injection of 25 μL of the solution. 
The precipitates were diluted in buffer and 1M HCl (1:1 v/v) to afford the same volume as the 

reference library and analyzed by UHPLC (Sample 3, Sample 5 and Sample 7, LC-A, Col-A, Grad-A) by 

injection of 25 μL of the solution. 

 
Figure 81: Protocol for DCL of G/F with and without lectin: reference (orange), LecA (green), LecB (blue) and 
AFL (yellow) 
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V.4. Isothermal Titration Calorimetry 

V.4.1. General procedure 

ITC experiments have been performed with a microcal calorimeter Malvern ITC200. Temperature 

was set to 298 K. In every experiment, the host solution is at concentration [Host] in a Tris buffer 

(200 mM, NaCl 100 mM, CaCl2 100 µM, pH 7.4) and placed in the cell (200 μL), while the guest at the 

concentration [Guest] in a Tris buffer (200 mM, NaCl 100 mM, CaCl2 100 µM, pH 7.4) and is placed in 

the syringe (40 μL). Then, successive aliquots of guest solution were added thanks to a computer-

automated injector with 2 min intervals. Heat changes were recorded after each addition. The first 

injection was discarded from each dataset to remove effect of guest diffusion across the syringe tip 

during the equilibration process. For the following tables, thermodynamic parameters were obtained 

from binding model of the MicroCal ITC Origin software. n is for stoichiometry. Raw data are 

converted from kcal to kJ applying a factor of 4.184. 

V.4.2. Results 

V.4.2.1. LecA vs βGalOMe 

Prepared according to general procedure with βGalOMe (Guest) and LecA (Host) 

(concentrations in Table 16/Table 17) 

Table 16 : Raw data from Microcal ITC Origin software 

 [LecA] 
(mM) 

[βGalOMe] 
(mM) 

n 
Kd  

(nM) 

ΔH TΔS ΔG 

(kj/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) 

LecA vs 
βGalOMe #1 

0,12 1,8 0,58 19608 -13,4 13,5 -26,9 

LecA vs 
βGalOMe #2 

0,12 1,8 0,61 25316 -16,2 10,0 -26,2 

LecA vs 
βGalOMe #3 

0,12 1,8 0,62 28011 -17,1 8,9 -26,0 

Average   0,60 24300 -15,6 10,8 -26,3 

Standard 
deviation 

  0,02 4290 1,9 2,4 0,5 

 

Table 17 : Raw data from Microcal ITC Origin software, host’s concentration was renormalized using n= 0.601 
average from Table 16 

 [LecA] 
(mM) 

[βGalOMe] 
(mM) 

n 
Kd  

(nM) 

ΔH TΔS ΔG 

(kj/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) 

LecA vs 
βGalOMe #1 

0,06 1,8 0,96 91743 -44,4 -21,3 -23,0 

LecA vs 
βGalOMe #2 

0,06 1,8 1,01 96154 -45,1 -22,1 -22,9 

LecA vs 
βGalOMe #3 

0,06 1,8 1,03 93458 -43,3 -20,2 -23,0 

Average   1,00 93800 -44,2 -21,2 -23,0 

Standard 
deviation 

  0,04 2220 0,9 0,9 0,1 
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V.4.2.2. LecA vs G3/G4 

Prepared according to general procedure with G3/G4 (Guest) and LecA (Host) 

(concentrations in Table 18) 

Table 18 : Raw data from Microcal ITC Origin software, host’s concentration was renormalized using n=0.601 
average from Table 16 

 [LecA]  
(mM) 

[G3/G4] 
(mM) 

n 
Kd  

(nM) 

ΔH (-)TΔS ΔG 

(kj/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) 

LecA vs 
G3/G4 #1 

0,049 0,4 0,12 214 -167 129 -38,1 

LecA vs 
G3/G4 #2 

0,049 0,4 0,08 174 -150 111 -38,6 

LecA vs 
G3/G4 #3 

0,049 0,4 0,10 168 -158 119 -38,7 

Average   0,10 185 -158,3 119,7 -38,5 

Standard 
deviation 

  0,01 25 8,5 9,0 0,3 

V.4.2.3. LecB vs αFucOMe 

Prepared according to general procedure with αFucOMe (Guest) and LecB (Host) 

(concentrations in Table 19/Table 20) 

Table 19 : Raw data from Microcal ITC Origin software 

 [LecB]  
(mM) 

[αFucOMe] 
(mM) 

n 
Kd  

(nM) 
ΔH TΔS ΔG 

(kj/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) 
LecB vs 

αFucOMe 
#1 

0,0558 1,280 0,75 240 -32,1 5,6 -37,8 

LecB vs 
αFucOMe 

#2 
0,1160 1,674 0,68 855 -31,0 3,7 -34,6 

Average   0,72 547 -31,6 4,6 -36,2 
Standard 
deviation 

  0,05 435 0,8 1,4 2,2 

 

Table 20 : Raw data from Microcal ITC Origin software, host’s concentration was renormalized using n=0.715 
average from Table 19 

 [LecB]  
(mM) 

[αFucOMe] 
(mM) 

n 
Kd  

(nM) 

ΔH (-)TΔS ΔG 

(kj/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) 

LecB vs 
αFucOMe 

#1 
0,040 1,280 1,05 240 -32,1 5,6 -35,2 

LecB vs 
αFucOMe 

#2 
0,083 1,674 0,951 870 -31,0 6,9 -33,4 

Average   1,0005 560 -31,6 6,3 -34,3 

Standard 
deviation 

  0,07 440 0,8 0,9 1,3 



139 
 

V.4.2.4. LecB vs F3/F4 

Prepared according to general procedure with F3/F4 (Guest) and LecB (Host) 

(concentrations in Table 21) 

Table 21 : Raw data from Microcal ITC Origin software, host’s concentration was renormalized using n=0.715 
average from Table 19 

 [LecB]  
(mM) 

[F3/F4]  
(mM) 

n 
Kd  

(nM) 

ΔH TΔS ΔG 

(kj/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) 

LecB vs 
F3/F4 #1 

0,0829 0,145 0,12 8 -218,6 -172,0 -46,3 

LecB vs 
F3/F4 #2 

0,0829 0,145 0,10 155 -230,8 -192,0 -38,8 

LecB vs 
F3/F4 #3 

0,0829 0,145 0,08 108 -227,8 -188,3 -39,7 

Average   0,10 90 -225,8 -184,1 -41,6 

Standard 
deviation 

  0,01 75 6,3 10,6 4,1 

V.4.2.5. AFL vs αFucOMe 

Prepared according to general procedure with αFucOMe (Guest) and AFL (Host) 

(concentrations in Table 22) 

Table 22 : Raw data from Microcal ITC Origin software 

 [AFL]  
(mM) 

[αFucOMe] 
(mM) 

n 
Kd  

(nM) 

ΔH (-)TΔS ΔG 

(kj/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) 

AFL vs 
αFucOMe 

0,05 3,00 2,98 40300 -32,8 7,7 -25,1 

V.4.2.6. AFL vs F3/F4 

Prepared according to general procedure with F3/F4 (Guest) and AFL (Host) 

(concentrations in Table 23) 

Table 23 : Raw data from Microcal ITC Origin software 

 [AFL]  
(mM) 

[F3/F4] 
(mM) 

n 
Kd  

(nM) 

ΔH (-)TΔS ΔG 

(kj/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) 

AFL vs 
F3/F4 #1 

0,01 0,023 0,08 30 -335,0 292 -43,0 

AFL vs 
F3/F4 #2 

0,02 0,076 0,14 46 -335,0 293 -41,9 

Average   0,11 38 -335,0 292,5 -42,4 

Standard 
deviation 

  0,03 11 0,1 0,7 0,8 
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Des glycodyn[n]arènes aux polymères dynamiques comme ligands 

multivalents de lectines 

La bactérie Pseudomonas aeruginosa a développé une résistance accrue aux antibiotiques. Des 

alternatives se développent, notamment l’étude d’agents anti-adhésifs. Cette stratégie vise à bloquer 

les protéines à la surface de la bactérie pour empêcher son adhésion sur les cellules hôtes. Au sein du 

laboratoire, des glycoclusters anti-adhésifs ont déjà été synthétisés et ont fait leurs preuves in vivo. 

L’alliance de la multivalence et de la chimie combinatoire dynamique pourrait nous permettre 
d’identifier de nouveaux glycoclusters d’intérêt biologique.  

Des briques moléculaires dithiophénol glycosylées ont été étudiées pour la reconnaissance de 

lectines bactériennes. Celles-ci ont montré la formation préférentielle de macrocycles de type 

glycodyn[3]arènes et glycodyn[4]arènes. Des études biologiques sont en cours pour évaluer leur 

efficacité et leur toxicité in vitro. En parallèle de ces travaux, une nouvelle génération de briques 

moléculaires a été imaginée. Elle devra répondre à une problématique de double chimie 

combinatoire dynamique pour permettre la polymérisation des glycodyn[n]arènes en 

glycodynamères. Une brique dithiophénol incorporant une fonction polymérisable 

(aldéhyde/hydrazide) sera nécessaire pour atteindre les glycodynamères, ainsi que des bras 

espaceurs hydrosolubles pour la polymérisation. Ceci permettra de passer de l’échelle de la lectine 
(glycodyn[n]arènes) à celle de la bactérie (glycodynamères). Deux chimies combinatoires dynamiques 

orthogonales seront alors mises en jeu sur la base de briques dithiophénol d’une part et 
aldéhyde/hydrazide d’autre part.  

Mots-clés : Chimie combinatoire dynamique, glycoclusters, Pseudomonas aeruginosa, multivalence, 

lectines, LecA, LecB, AFL, chimie supramoléculaire, macrocyclisation, acylhydrazone, dithiophénol. 

 

 

From glycodyn[n]arenes to dynamic polymers as multivalent 

ligand for lectins 

Pseudomonas aeruginosa has developed increased resistance to antibiotics. Alternatives are being 

developed, including the study of anti-adhesive agents. This strategy aims to the inhibition of 

bacterial adhesion to host cells. In our laboratory, anti-adhesive glycoclusters have been designed 

and validated in vivo. The combination of multivalence and dynamic combinatorial chemistry could 

allow us to identify new glycoclusters of biological interest.  

Glycosylated dithiophenol building blocks were studied for the recognition of bacterial lectins. These 

dithiophenols had showed the preferential formation of glycodyn[3]arenes and glycodyn[4]arenes 

macrocycles. Biological studies are underway to evaluate their binding properties and toxicity in 

vitro. An additional generation of building blocks has been designed using a double dynamic 

combinatorial chemistry to allow the polymerisation of glycodyn[n]arenes into glycodynamers. A 

dithiophenol building block incorporating a polymerisable function (aldehyde/hydrazide) will be 

required to reach the glycodynamers, as well as water-soluble spacer arms for polymerisation. This 

will allow the transition from the lectin scale (glycodyn[n]arenes) to the bacterial scale 

(glycodynamers). Two dynamic orthogonal combinatorial chemistries will then be involved based on 

dithiophenol and aldehyde/hydrazide building blocks.  

Keywords: Dynamic combinatorial chemistry, glycoclusters, Pseudomonas aeruginosa, multivalency, 

lectins, LecA, LecB, AFL, supramolecular chemistry, macrocyclization, acylhydrazone, dithiophenol. 


