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Céréales

Lichens

Glucidoc — Février 2008 Les f-(1,3)-glucanes : histoire d’une collaboration... et plus si affinité.



B-(1,3)-Glucanes : Structure
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B-(1,3)-6Glucanes : Structure
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B-(1,3)-6lucanes : Structure

HO OH
HO o
OH o
HO O Ho O Ho O Ho o
-0 (o) (@) (o) -
. OH OH

Phycarine ® I

(Laminaria digitata)

GOEMAR

LE LABORATCHRE DE LA MER

e :
Glucidoc — Février 2008 Les f-(1,3)-glucanes : histoire d’une collaboration... et plus si affinité.



Eliciteurs

Composition de la Phycarine®
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Propriétés

Propriétés
Activités antivirales Effets
immunostimulantes Y antibactériens

B-(1,3)-Glucanes
et derives

Anticoagulants Eliciteurs

= Modificateurs de Réponses Biologiques
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Eliciteurs

Objectifs Goemar

v Produire du laminaribiose a grande échelle
v Accroitre la germination des grains de pollen
v Proposer des molécules de suivis biologiques

v’ Sulfater régiospécifiguement le laminaribiose
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% Agent pathogéne

Emissions
de signaux

Modification de
la perméabilité
membranaire

Production
de radicaux
oxydants

Activation des
genes de défense Synthése
d’antibiotiques
végétaux
Transmission de
signaux d’alarme
aux cellules voisines

Mécanismes de
défenses naturelles

Production
de protéines
de défense

Réaction
d’hypersensibilité
Renforcement

des parois

Production de
phytoalexines
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Eliciteurs

Prd ction d’éliciteurs oligosaccharidiques
pendant l'interaction plante-pathogene

MICROBE PLANTE
v v
Polygalacturonases ~_ Chitinases,

R-(1,3)-glucanases
‘\

* Paroi végétale
v

Oligochitines
Oligoglucanes
(éliciteurs exogenes)

Oligogalacturonides
(éliciteurs endogeéenes)

—
Perception / transduction
* ]
Stimulation des réponses de
défense
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Préparation du laminaribiose

I\\\___ Y/
S ol Hydrolyse enzymatique (Curdlan)
HO O HO S —
HO 0
OH on O — Transglycosylation enzymatique

Approche chimique
= Modulations structurales
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du laminaribiose

Préparation

OBz
BzO O
BzO
OBz
X
0_
OH
-0
o
(DCHGICc)

Glucidoc — Février 2008

(0

OBZ O 0
OBz
BzO
(0]
(— Lam)
NIS, A.L.
>
OBz
(0)
BzO 00—
BzO
OBz 0—
(— Gen)

-0

Les f-(1,3)-glucanes : histoire d’une collaboration... et plus si affinité.



(DCHGIc) oQO

L. A. (équiv.) Rdt(%) Sélectivité
MeOTf (0.7) - - -
TESOTf (0.09) 33 1 1.
Zn(OTf), (0.6) 30 - -
Sn(OTf), (0.1) 54 4.6 1
AgOTf (0.1) 41 9 1
AgOTf (0.24) 96 3.3 1
Cu(OTf), (0.2) 47 7.3 1
Cu(OTf), (0.5) 76 13.3 1
Bi(OTf), (0.2) 61 1.3 1




Préparation du laminaribiose

TMSOTf
TESOTf

= Acidité croissante

Cu(OTH),

Bu,NOTf
Zn(OTf),

Et,NHOTf
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Préparation du laminaribiose

| Procédé one-pot |

OBz
o
- ﬁ BZO
D Glc — BZ(&M OH

OBz

1a. CI;CCN, DBU, Tol ;

1b. DCHGIc, TMSOTf (0.2 équiv.)

2. TFA, H,0
3. NaOMe, MeOH

HO OH
Ny
% N
~" %
90%

_/

\ 4

Tests sur Nicotinia tabacum,

Vitis vinifera 10%
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Laminaribiose fluorescent

HO o} VNG HO o OH
OH OH OH

HO O Ho 0 0
HO 0 o N_ [/ .
> oL \ )
n

Tests de pénétration dans des cellules de la peau
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Laminaribiose sulfaté

Testés en tant qu’éliciteurs
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Structures et origine

(Laminaria digitata) 1 ramification / 20-30 unités

2 grandes familles: chainesG:1=0 1/3
chaines M :1=1 2/3
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Structure
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Structure

C.H,,O.: 151,0606 u

OH
Chaines M o0

OH OH OH OH
o —0 o
OH OH OH OH
m n

C,H:0,: 61,0289 u

ramification — 27.995 u AG-M =90.0317 u
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Structure
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Structure

OH OH OH
HO O |HO OHo O |Ho
H—0 o o o
OH OH OH
_ i
OH
HO 0
HO o
OH OH OH -
HO O |HO OHo O |Ho
H—0 o o 0
OH OH OH
. |

3 grandes familles :

chaines G:1=0

chaines M: 1 =1

chaines M’ : 1 =1
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Propriétés
antivirales Effets

Activités
immunostimulantes T antibactériens

Lentinane /
v’ Cancer colorectal

v’ Cancer gastro-intestinal

B-(1,3)-Glucanes

Schizophyllane et derivés

v’ Cancer gastrique

v’ Cancer de l'utérus
Anticoagulants Eliciteurs

= Modificateurs de Réponses Biologiques
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Récepteurs

~ (Pattern Recognition Receptors)

Scavenger receptors

CR3

Dectin-1 \
Lactosylcéeramide

-

W00 ST ¢ I DRERATED

@m/
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Récepteurs

» Proteéine (28 kDa)

> Sites de N-glycosylation

C DE F G H

» Domaine lectinique @

(CRD type C) :

e | (e 2y
» Bras espaceur LS | WAL LIS L X X
» Domaine transmembranaire [% n’?
\ . _J
Y

> Motif ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based motif)

Non fonctionnels
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Récepteurs

(Pattern Recognition Receptors)

v Monocytes
v' Macrophages
v Neutrophiles

v’ Distribution hétérogéne dans les tissus
- Foie
- Poumons
- Thymus
- Cceur, estomac, reins, intestin gréle

v Amplification de la phagocytose
v Production de chimiokines pro-inflammatoires
v Production de cytokines pro-inflammatoires
v Production d’espéces oxydantes

= Le principal récepteur des $-(1,3)-glucanes
= Cellules non opsonisées
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Récepteurs ,
(Pattern Recognition Receptors) ?R}r/
v Monocytes

v Macrophages
Complexe CD11b/CD18 v Neutrophiles

v :
Ce_llules NK 2 sites -
IC3b-Opsonized Yeast .
LRI raatiting - Domaine |
kel - Lectine
l-domain
e,
g~ s he tal ion-dependgnt adhesion site
Ty B-prbpeller
_ 4£—1C3b Divalent catiorf-binding I-domain
g repeats se
o -chain: dD18/ : <—_ N-tgrminal region
Lectin nlt?% ~ (parj of B-propeller)
' C-termingl region
_ roposgd lectin site
= Migration des neutrophiles . a-chain/ CD11blcy
= Cytotoxicité
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Récepteurs

v’ Interactions avec pB-(1,3)-glucanes

= Mécanisme inconnu

= Fonctions anti-microbiennes
= Production de cytokines pro-inflammatoires
= Production d’espéces oxydantes
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Récepteurs
j Scavenger eme.__________________________________ &

receptors —(pattern Recognition Receptors)

Groupe des récepteurs reconnaissant
des macromolécules chargées

m m (LDL acetylées ou oxydees)

= Fonctions inconnues

Glucidoc — Février 2008 Les f-(1,3)-glucanes : histoire d’une collaboration... et plus si affinité.



Débat contradictoire

v' Solubilité dans I’eau

v’ Taille des molécules

v’ Degré de branchement en i
v Arrangement hélicoidal d
-
v’ Degré de pureté renature

LSPG 5-SPG

= Préparation d’oligo-B-(1,3)-glucanes

parfaitement définis
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Synthese

Objectifs :

v Oligo-B-(1,3)-glucanes définis
v Modulations structurales ciblées

v' Conceptions et préparation de composés plus actifs

Approche itérative

v Moins convergente

v’ Moins d’intermédiaires clés
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Synthese

RO
O RO O
o)
OR
OR o] CCI3
BzO
BzO 0
HO OC,2H5
OBz wo
BzO
o BzO 0
RO o OC42H35
RO OR OBz
° o)
(o) BzO
RO OR MP
Liaison o RO OR,0
RO RO
R = Ac Liaison o
RO OR R = Bz
RO RO

Tetrahedron Lett., 2002, 43, 3729 ; Carbohydr. Res., 2005, 340, 597.
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Syntheése

12 B
o §
n
n+2 )
WO .
HO/ SePh
OAcyl 0 1/2 (PhSe),
HO Br
/O
Acyl 2+1 %
n+2 )

= 2 donneurs orthogonaux

Org. Lett., 2001, 3, 3867
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Syntheése

.

o}

R

<«— Thioglucoside

(0] SEt
OBz

| = 5 positions différentiées
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Syntheése

A\ 4
1. NAPBr, NaH ”
> HO 0
2. H,0, IR 120 H* NAP&OH
Oﬂ/ (80%) OH
1. Ac,0, AcONa
2. EtSH, BF,.OEt,
3. NaOMe, MeOH (67%)
HO o
Ph
NAPO st 1 PhCH(OMe), CSA (78%) [ e .
" 2. BzCl, Py (84%) NAPO s
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Synthese

BnOH (89%) _ N&@

( OBz
(85%,
a- Glycosylation : /V
NIS, TESOTf ou Sn(OTf),
(86%,
(88%,
/ (79%)
Ph Ph o
NAPO -0 . 0 o0 OBz 0Bz
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Synthese

.

.

)
"ﬁq're’)tection globale :
a- DDQ, MeOH o\ o e\ o
b- MeOH, CSA ol 0 on  (54%)
c- NaOMe, MeOH OH on
d' H2, Pd(OAC)z
HO
HO =~ o) ~ o on V"OH  (53%)
Hgo 0 Hgo 0 Hgo o) Hg(&v
HO o) ) 0 oH (51%)
OH OH OH OH

HO
HO HO HO HO o
HO O HO O HO O Ho o HO .
HO 0 0 o) 0 oH (55%)
OH OH OH OH OH

| Echelle : 500 mg |
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Activités biologiques

v ‘ .
'Gﬁitvons expérimentales

- Balb/c mice
- Injection intraperitonéale
- 100 pug d’oligosaccharides en milieu tampon phosphate

- Particules de HEMA (2-Hydroxyethymethacrylate)
®

Oligosaccharides

in PBS i
24 hours Peripheral odfrom the
> orbital/plexus
0,05 mL HEMA
/ particles (5x108/ mL)
Phagocytic activity Q{"
P
Ph i i = :
agocytic cellwithat o *‘W smears stained
least 3 engulfted ®,
==

particles: positive cell

INIVERSITY of IOUISVILLE

dare to be great Les f-(1,3)-glucanes : histoire d’une collaboration... et plus si affinité.



Activités biologiques

OH i OH ) HO
o] o o)
Ho. "
OH OH OH o
- “n
@
&
&
o (4
S
L & o
& & £
&L 60
\‘ '\A V
o 50 3 : 50-
£ 45 Phycarine
g o 2w
SO = Laminaripentaose
O 3 (@) i
S o5 o 30
®
< 2( 201
= 1 \/ Laminaritetraose
U 10
52
0 - ' " (min)

Monocytes  Granulocytes

INIVERSITY of IOUISVILLE

30 60 90

dare to be great Les f-(1,3)-glucanes : histoire d’une collaboration... et plus si affinité.



Activités biologiques

‘éo\ $§Q§@
] S & &
70 Lymphocytes 80 £ o
y 70 f
60 ] &
52 .90 =
=401
30]
20]
: 1: B- i
Macrophages Mast cells Monocytes Lymphocytes

= Quelle fonction est active et/ou indispensable ?

= Ou se fait la reconnaissance ?
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Synthese : phase 2
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OH [
HO O |Ho
HO o
OH
OH [
HO O |Ho
HO o
OH

Les f-(1,3)-glucanes : histoire d’une collaboration... et plus si affinité.

OH

OH

HO OH
-0 OH

n
HO
HO 0
-0 OH
i OH




Synthese : phase 2

RO 0 RO&/ RO o BzCl, P
yl'

Censon

OR OR
B J, OR
oBz OBz | . HBr, AcOH
BzO o | o O |Bz0 0 (100%)
BzO O O
OBz OBz
| n BzO gy
DBU
oBz [ 0Bz ] o o (77%)
BzO O |0 O |Bzo0 o
BzO 0 Ye) /
OBz OBz
n
520 NBS, MeOH
3 100%
Bz OBz BzO ( °)
o O |BzO o
BZO 0 /O
OBz— Br
n o)
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Synthese : phase 2
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BzO
BzO

OBz

OBz

OBz

Bz

L —O

Br
o

BnOH, Ph,PO (85%)

OBz
(o)

OBz

Uloside
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BzO
BzO o) OBn
-0
n o




Synthése : phase 2

Bz OH
BzO O | o O |Bz0 -0
BzO Yo O OBn
OBz_ OBz_ ] OH

L-Selectride, -90 °C

(100%)
oBz [ 7
2 | g, OBz BzO OH
BzO O |o O |Bzo -0
BzO 0 o OBn
OBz OBz

n
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Synthése : phase 2

Glucidoc — Février 2008

OBz

Bz BzO OH
BzO O |o O |[BzO -0
BzO 0 o OBn

OBz OBz
1. MeONa, MeOH (94%)
2. H,, Pd(OAc), (100%)
OH [ OH 7 .o o
HO O |HO 0 HO&QW
HO 0 o)
OH | OH OH
l NaBH, (100%)
OH [ OH 7 .o o
HO O |Ho O Ho&‘zo\H/
HO 0 o) OH
OH OH

n
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Synthese : phase 2
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BzO
BzO

OBz

OBz

OBz

Bz

—O

Br
(0]

BnOH, Ph,PO (85%)

OBz
(o)

OBz

Uloside
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BzO
BzO 0] OBn
-0
n o)




Syntheése

: phase 2

I\\\___ y/
BzO Y e) Yo
OBz OBz
| 4 n Br
(0]
BnOH, Ph;PO (85%)
OBz Bz OBz BzO
BzO Q| o O |Bz0 O_ OBn + OBz
BzO -0 Yo _
OBz OBz 0Bz | g, OBz 0
- - n o BzO O |o 0 /
Uloside oB2 OBz OBn
- n
(58%) J
\ J

Glucidoc — Février 2008 Les f-(1,3)-glucanes : histoire d’une collaboration... et plus si affinité.



Synthése : phase 2

OBz OBz
Bz o 2
BzO O |o /
BzO 0 )

OBz OBz OBn
- “n

(o)

1. L-Selectride (100%)
2. MeONa, MeOH (94%)
3. H,, Pd(OAc), (100%)

OH OH HO OH
HO O |Ho 0 thif:iiswi
HO 0o o
OH OH OH

n

l NaBH, (100%)

OH OH HO OH
HO O |HO 0 H ~OH

OH OH

n
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Bilan

-

‘.‘”j{‘

r
“HO HO HO HO HO o HO O,Ho
HO O HO O HO O Ho O Ho HO
HO o) o o o) (o o
OH OH OH

OH OH
8 étapes Glucane-Mannose (dp 6)
OH
HO HO HO HO HO 0
HO O Ho O Ho O Ho O HoO
HO o) o (o 0 OH
OH OH OH OH
8 étapes Glucane-Mannose (dp 5)
OH
HO HO HO HO HO ~OH
HO O HO O HO O Ho ° HOO OH
HO o) (o) (0]
OH OH OH OH
9 étapes Glucane-Mannitol (pseudo-penta)
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Bilan

2 Composés 4-desoxy
./

- E 3
OH
HO HO HO HO S o HO -0
HO O Ho O HO O Ho HO
HO o o o) o) o OH
OH OH OH OH

OH

8 étapes Glucane-Mannose (dp 6)

HO HO HO HO HO 0 "o O,HOH
HO O Ho O Ho O HO O HO OH
HO o) o o O o
OH OH OH OH OH

9 étapes Glucane-Mannitol (pseudo-hexa)

H
HO HO HO HO o © e
HO O Ho O Ho O Ho
HO o) o o 0 OH
OH OH OH OH
8 étapes Glucane-Mannose (dp 5)
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Activités biologiques

k Plateforme in vitro (CGO, Rennes) = Molécules non toxiques
i“ 7z - - s

S

INIVERSITY of IOUISVILLE

dare to be great

OH OH OH OH OH
0] c)HO
HO OxHo OHo Oo 0 - OLMDP5
HO (0] (o) (0] (0] OH
OH OH OH OH
OH OH OH OH OH OH
o OH
HO OHo O4o OHO Oso o ° OLMDP6
HO (0] (0] (0] (0] (@] OH
OH OH OH OH OH
OH OH OH OH OH
0] 0] 0] 0] 0
HO 0 HO 0 o
m&/o o on OLGDP5
OH OH OH OH OH
OH OH OH OH OH OH OH
o ) o
HO oHo o|-|o Q (o) oHO O (o) OLGDP7
HO o] (o] 0] (0] (o) (0] OH
OH OH OH OH OH OH OH
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Activités biologiques

H
o

0 Control
B OLGDP7

moeors|  Effect of new oligosaccharides on

% of phagocytosing
w
o

204 oo phagocytosis in blood
10
0,
monocytes granulocytes
70+
60 -
Effect of new oligosaccharides on £ 50 ST
phagocytosis in peritoneum 3 40 W OLGDP7
g 30 B OLGDP5
.g' B OLMDP5
* 20+ B OLMDP6
10
0,

macrophages

INIVERSITY of IOUISVILLE
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Activités biologiques

:
70+
60
50
O Control
40 . .
" :gtgg:g Effect of new oligosaccharides on
30° movpops|  differential count in peritoneum
20- B OLMDP6
10
0_
macrophages lymphocytes mast cells
80
70 B
60
50- 0O Control
Effect of new oligosaccharides on « 4 olons
differential count in blood 30 B OLMDP5
20- H OLMDP6
10+
0,
monocytes granulocytes lymphocytes

INIVERSITY of IOUISVILLE
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Bilan de cette histoire ...

v' 2 Théses (industriel, CIFRE)
v' 1 CDI + 1 post-doc Institut Pasteur (Paris)
v’ 2 Publications
v’ 3 Brevets internationaux
v" 1 Projet européen (LADIHY)
v Nouvelles collaborations
v' Adhésion au Cancéropdle Grand Ouest

v Nouvelles perspectives

+ ... les aléas de |la vie professionnelle !
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