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Abréviations 
 

2-AzGlc : 2-azido-2-deoxy-glucose 
4-AzManNAc : N-acetyl-4-azido-4-deoxymannosamine 
6-AlkFuc : 6-alkynylfucose 
6-AzFuc : 6-azidofucose  
7-AlkFuc : 7-alkynylfucose  
9-azido-Neu5Ac : acide 9-azido-N-acetylneuraminique 

Ac34dGlcNAz : 2-azidoacétamido-2,4-dideoxy-d-glucopyranose triacétylé  

Ac36AzGlcNAc : 6-azido-6-deoxy-N-acetyl-glucosamine triacétylé  

Ac42AzGlc : 2-azido-2-deoxy-D-glucopyranose tetraacétylé 

Ac4GalNAz : N-azidoacétylgalactosamine peracétylé  

Ac4GlcNAz : N-azidoacétylglucosamine peracétylé 

Ac4ManNAlk : N-(4-pentynoyl)mannosamine peracétylé 
Ac4ManNAz : N-azidoacétylmannosamine peracétylé  

Ac5SiaNAz : ester methylique N-azidoacétyl-neuraminique peracétylé 
AGM1 : phosphoacetylglucosamine mutase 1 
AGX1 / UDP-GalNAcPP : UDP-GalNAc pyrophosphorylase 
AGX2 / UAP1 : UDP-GlcNAc-pyrophosphorylase 
Asn : Asparagine 
BCN : bicyclo[6.1.0]nonyne  
CMAH : CMP-Neu5Ac hydroxylase 
CMP : Cytidine monophosphate 
CMP-Sia : Cytidine monophosphate acide sialique 
CuAAC : cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen azoture/alcyne catalysée au cuivre (I) 
DBCO : dibenzacyclooctyne  
FITC : isothiocyanate de fluorescéine 
FRET : transfert d’énergie entre molécules fluorescentes 
Fru-6-P : fructose-6-phosphate  
Fuc : Fucose 
Fuc-1-P : fucose-1-phosphate  
GAGs : GlycosAminoGlycanes 
Gal : Galactose 
GALE : UDP-Gal-4-épimérase ou UDP-Glc-4-épimérase  
GALK2 : galactokinase 2 / N-acetylgalactosamine kinase 
GalNAc : N-acétylgalactosamine 
GalNAz : N-azidoacétylgalactosamine 
GDP : Guanosine diphosphate  
GDP-Fuc : Guanosine diphosphate fucose 
GDP-FucAz : Guanosine diphosphate azidofucose 
GDP-Man : Guanosine diphosphate mannose 
GFAT: fructose-6-phosphate transaminase  
Glc : Glucose 
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Glc-6-P : glucose-6-phosphate 
GlcA : Acide glucuronique 
GlcN-6-P : glucosamine-6-phosphate  
GlcNAc : N-acétylglucosamine 
GlcNAc-1-P : isomère N-acétylglucosamine-1-phosphate 
GlcNAc-6-P : N-acétylglucosamine-6-phosphate  
GlcNAlk : N-alkyneacétylglucosamine  
GlcNAz : N-azidoacetylglucosamine 
GMD : GDP-mannose 4,6-dehydratase  
GPI : phosphoglucose isomérase 
GTs : GlycosylTransférases 
KDN : acide 2-céto-3-déoxy-D-glycero-D-galacto-nonulosonique  
Man : Mannose 
ManAz : azidomannose 
ManNAc : N-acétylmannosamine 
ManNAz : N-azidoacetylmannosamine 
NAGK : N-acetylglucosamine kinase  
NaN3 : azoture de sodium 
Neu5Ac : acide N-acétylneuraminique 
Neu5Gc : acide N-glycolylneuraminique 
NHS : N-Hydroxysuccinimide 
OCT : Cyclooctyne 
OGA : O-N-acétylglucosaminase 
OGT : O-N-acétylglucosamine transférase 
PGM3 : N-acetylglucosamine phosphomutase / phosphoglucomutase 3 
ppGalNAcTs : polypeptide‐N‐acetylgalactosaminyl transferase 
Proteine FX : GDP-keto-6-deoxymannose 3,5-épimerase/4-réductase  
RE : Reticulum Endoplasmique 
Ser : Serine 
Sia : Acide sialique 
SPAAC : Strain Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition 
TBTA : tris(1,2,3-triazolyl)methyl amine  
Thr : Thréonine 
TMTH : 3,3,6,6-tetramethylthiacycloheptyne 
UAP1 / AGX2 : UDP-N-acétylglucosamine-pyrophosphorylase 
UDP : Uridine diphosphate  
UDP-Gal : Uridine diphosphate galactose 
UDP-GalNAc : Uridine diphosphate N-acétylgalactosamine 
UDP-GalNAz : Uridine diphosphate N-azidoacetylgalactosamine 
UDP-Glc : Uridine diphosphate glucose 
UDP-GlcA : Uridine diphosphate acide glucuronique 
UDP-GlcNAc : Uridine diphosphate N-acétylglucosamine 
UDP-Xyl : Uridine diphosphate xylose 
VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine 
Xyl : Xylose 
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Introduction 
 

Plus de la moitié des protéines au sein des cellules font l’objet de modifications 

post-traductionnelles, comme la glycosylation. Du fait de leur omniprésence au sein  

des cellules, étudier ces modifications, comprendre leur fonctionnement et leurs 

variations dans des situations pathologiques présente un intérêt pour la 

compréhension de pathologies et la mise au point de nouveaux outils thérapeutiques 

ou diagnostiques.1,2 

 

Il est nécessaire de pouvoir étudier la glycosylation au sein de cellules sans 

impacter les processus biologiques, notamment les interactions sucres/protéines. Il y 

a donc nécessité d’une méthode pouvant cibler sélectivement les glycanes, sans 

impacter le reste des biomolécules. Une stratégie, la chimie bioorthogonale, répond à 

cette demande.3 

 

Cette stratégie utilise des monosaccharides fonctionnalisés par un groupement 

chimique non naturel, qui sont synthétisés et incorporés métaboliquement dans les 

glycanes lors des étapes de glycosylation des glycoprotéines.4 Il devient alors possible 

de les révéler avec une sonde exogène comportant un groupement chimique 

complémentaire, permettant une réaction couplant les deux partenaires. Cette 

stratégie, développée par Carolyn R. Bertozzi, est surnommée « stratégie du 

rapporteur chimique » et a permis de grandes avancées dans la compréhension de la 

glycobiologie.3 Le développement de cette méthode a été récompensé par le prix 

Nobel de Chimie en 2022. 

 

Parmi les fonctions chimiques utilisables afin de réaliser des réactions 

bioorthogonales, une fonction particulière, la fonction azoture, se démarque par sa 

petite taille, son innocuité et son absence de réactivité vis-à-vis de la plupart des 

fonctions naturellement présentes à la surface et dans les cellules.5,6 

 

 Ma thèse va porter sur l’utilisation de réactions bioorthogonales impliquant un 

azoture afin d’étudier les phénomènes de glycosylation au sein de cellules.  
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Ma première partie va définir la glycosylation et présenter les principaux 

mécanismes de glycosylation retrouvés au sein des organismes vivants.  

Ma deuxième partie va définir la chimie bioorthogonale et présenter les principales 

réactions impliquant un azoture.  

Ma troisième partie va montrer les principales voies métaboliques exploitées pour 

introduire des sucres non naturels sur les glycoprotéines. 

Enfin, la quatrième et dernière partie va montrer les différentes stratégies de design 

de sondes moléculaires utilisées dans les applications de marquage et identification 

de glycoprotéines. 
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I) Les glycoprotéines et les 
glycanes 

 

A) Généralités 
 

Au sein des cellules, plus de la moitié des protéines font l’objet de glycosylation 

post-traductionnelle.7 Cette glycosylation est impliquée dans la prolifération et la 

différenciation cellulaire,8 les phénomènes de reconnaissance9 et de 

signalisation,10,11 ou encore dans la médiation immunitaire.9 Une altération de la 

glycosylation peut être source de maladies, comme des cancers,12 ou des 

pathologies chroniques inflammatoires.13 Mettre au point des méthodes permettant 

d’observer ces modifications peut ainsi conduire à de nouvelles techniques 

diagnostiques pour ces pathologies. Afin d’étudier la glycosylation, il convient donc 

d’étudier les glycanes, structures oligosaccharidiques présentes sur les protéines. 

 

La glycosylation des protéines chez les eucaryotes s’effectue au sein du 

réticulum endoplasmique (RE) et de l’appareil de Golgi, par le biais de 

glycosyltranférases (GTs).14,15 Il existe principalement deux grands types de 

glycosylation : la O-glycosylation et la N-glycosylation (Figure 1).12,16  

 

 
Figure 1: Exemple de O et N-glycosylation 

 

Dans la N-glycosylation, des glycanes sont attachés préférentiellement aux 

protéines aux résidus asparagine (Asn) au niveau d’une séquence asparagine-X-

serine/thréonine (avec X n’importe lequel des acides aminés sauf la proline). Dans 

le cas de la O-glycosylation, les monosaccharides sont préférentiellement attachés 

aux chaines latérales des résidus sérine (Ser) ou thréonine (Thr), avec la formation 

d’une liaison osidique.12,16  
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B) Les Glycosyltranférases et monosaccharides 
 

1. Les glycosyltranférases et « sucres activés » 
 

Les Glycosyltranférases (GTs) sont des enzymes membranaires situées sur la 

membrane du RE et de l’appareil de Golgi, avec plus de 200 différentes 

découvertes à ce jour.14 Ces enzymes ont pour rôle le transfert d’un 

monosaccharide provenant d’un substrat donneur à un accepteur (protéine ou 

oligosaccharide) par la formation d’une liaison osidique.14 Ces enzymes sont 

généralement sélectives d’un donneur de monosaccharide spécifique, ce qui leur 

donne leur nom galactosyltransférase, glucosyltransférase….17  Certaines GTs 

vont participer à l’élongation d’oligosaccharides, tandis que d’autres vont avoir pour 

rôle de commencer la glycosylation de protéines par le transfert d’oligosaccharide 

ou monosaccharide sur la chaine latérale d’un acide aminé.18 L’expression et la 

localisation des GTs au sein même du RE et de l’appareil de Golgi peut varier, et 

la glycosylation finale retrouvée sur la protéine va dépendre de leurs localisations 

et de leurs ordres.12,14  

 

Les glycosyltranférases transfèrent les monosaccharides en utilisant comme 

substrats donneurs des monosaccharides activés, qui sont généralement 

composés de monosaccharides liés à des nucléotides diphosphates, 

principalement des UDP-oses (Uridine DiPhosphate), ou des GDP-oses 

(Guanosine DiPhosphate), mais également des nucléotides monophosphate 

comme les CMP-oses (Cytidine-MonoPhosphate) (Figure 2).12,16,19 Les « donneurs 

de sucres » ou « sucres activés » sont synthétisés dans le cytoplasme et ensuite 

transportés dans le RE et l’appareil de Golgi.12 Les monosaccharides sont couplés 

aux nucléotides par le biais d’enzyme appelée synthase (CMP-Neu5Ac synthase) 

ou pyrophosphorylase (UDP-GalNAc pyrophosphorylase, UDP-GlcNAc 

pyrophosphorylase).20–22 .  
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Figure 2: Structure des donneurs de monosaccharides 

 

 

2. Les principaux monosaccharides 
 

Les principaux monosaccharides retrouvés lors des glycosylations sont le D-

glucose (Glc), D-galactose (Gal), D-mannose (Man), L-fucose (L-Fuc), tous des 

aldohexoses (ose à six atomes de carbone comprenant une fonction aldéhydique). 

Le glucose, galactose et mannose sont également retrouvés sous forme acétylée 

(N-acétyl-D-glucosamine (GlcNAc), N-acétyl-D-galactosamine (GalNAc) et N-

acétyl-D-mannosamine (ManNAc) (Figure 3).16  

 

 
Figure 3: Structure des aldohexoses sous forme cyclisés 

 

On retrouve également le D-xylose (Xyl), un aldopentose (ose à cinq atomes de 

carbone comprenant une fonction aldéhydique), l’acide D-glucuronique (GlcA), un 

dérivé du glucose oxydé en position 6 et les acides sialiques (Sia), des dérivés de 
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l’acide neuraminique (ose à neuf atomes de carbone), dont le principal est l’acide 

D-N-acétylneuraminique (Neu5Ac) (Figure 4).12,16,23,24  

 
Figure 4: Structure des autres monosaccharides fréquents 

 

Ces saccharides vont être activés pour former les neuf principaux donneurs de 

sucres nucléotides : UDP-Glc, UDP-Gal, UDP-GlcNAc, UDP-GalNAc, UDP-GlcA, 

UDP-Xyl, GDP-Man, GDP-Fuc, CMP-Neu5Ac.25 
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C) Les principales glycosylations 
 

1. La N-glycosylation 
 

La N-glycosylation se produit en plusieurs étapes. 

Tout d’abord, sur un lipide (dolichol phosphate) attaché du côté cytosolique de 

la paroi du RE, un premier monosaccharide, N-acétylglucosamine-1-phosphate 

(GlcNAc-1-P) est transféré par une GlcNAc-1-phosphotransferase (GT). Un 

oligosaccharide est ensuite formé par l’ajout successif d’un N-acétylglucosamine 

(GlcNAc) et de cinq mannoses (Man) apportés par le biais de sucres-nucléotides 

(UDP-oses et GDP-oses), aboutissant à un glycane constitué de 7 

monosaccharides (Man5GlcNAc2) (Figure 5).19,26,27 Les enzymes impliquées dans 

la formation du glycane sont des Glucose transférases, N-acétylglucosamine 

transférases et Mannose transférases, et sont appelées ALG (Asparagine-Linked 

Glycosylation).28,29

 
Figure 5: Formation du Man5GlcNAc2 à l'extérieur du RE 

 

 Le lipide est ensuite basculé à l’intérieur du RE par l’action d’une flippase, et 

l’oligosaccharide est complété par quatre autres mannoses (Man) et trois glucoses 

(Glc), qui sont eux apportés par le biais de sucre-lipide (dolichol-phosphate-

mannose et dolichol-phosphate-glucose) formant un oligosaccharide constitué de 

14 monosaccharides (Glc3Man9GlcNAc2) (Figure 6).16,26,27  
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Figure 6: Formation dans le RE du précurseur de N-glycosylation 

 

Pour finir, l’oligosaccharide est intégralement transféré sur une protéine par une 

oligosaccharyltranférase (OST). La glycosylation se fait sur la chaine latérale d’un 

résidus asparagine (Asn, N) se trouvant au niveau d’une séquence  asparagine-X-

serine/thréonine (N-X-S/T) (avec X n’importe lequel des acides aminés sauf la 

proline).19,26,27 Ce type de glycosylation est appelé glycosylation 

oligosaccharyltransférase-dépendante, avec des glycanes qui sont préformés 

avant d’être transférés « en bloc » sur la protéine (Figure 7).19  

 

 
Figure 7: Structure de l'oligosaccharide précurseur de la N-glycosylation 

 

La structure saccharidique est ensuite modifiée par différentes 

glycosyltranférases et glycosidases dans le RE et dans l’appareil de Golgi.19,26,30  
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Selon les modifications effectuées sur les protéines N-glycosylées, trois 

catégories de N-glycosylations sont possibles : les oligomannoses, les glycanes 

complexes et les glycanes hybrides (Figure 8).16,27 Les modifications engendrées 

donnent une très grande variabilité de structure des glycoprotéines, mais le coeur 

Man3GlcNAc2 va toujours être retrouvé sur les glycanes obtenus par N-glycosylation 

chez les eucaryotes.26 

 
Figure 8: Types de N-glycanes27 

 

Les premières modifications effectuées sur l’oligosaccharide sont le retrait 

séquentiel, dans le RE, des trois glucoses par des glycosidases. Cette étape joue un 

rôle dans le contrôle qualité du repliement correct des protéines. En cas de défaut de 

repliement, le N-glycane est re-glycosylé par une UDP-Glc-glycoproteineglycosyl 

transférase.16 Les protéines portant des N-glycanes monoglycosylées sont reconnues 

par des protéines chaperonnes du RE tel que la calnexine et calreticuline, permettant 

leur maintien dans le RE jusqu’à repliement correct. En cas de persistance du défaut 

de repliement, l’action de mannosidases permet la réduction du N-glycane et 

l’adressage de la glycoprotéine pour une dégradation par la voie du protéasome.1,16,27 

 

En cas de repliement correct, le mannose terminal du bras central de 

l’oligosaccharide est clivé par une mannosidase (ER-mannosidase I), formant un 

oligosaccharide Man8GlcNAc2. Les glycoprotéines sont alors adressées à l’appareil de 

Golgi et quittent le RE.27 Dans l’appareil de Golgi, les N-glycanes peuvent subir le 

clivage successif de mannose(s) (Man) par des mannosidases, aboutissant à un 
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intermédiaire Man5GlcNAc2, ou ne plus subir de clivages et être directement adressés 

à la membrane, formant les N-glycanes oligomannose (Man5-9GlcNAc2) (Figure 8).16,27 

 

Les N-glycanes complexes sont formés à partir du Man5GlcNAc2, par l’ajout 

d’une N-acétylglucosamine (GlcNAc) à l’extrémité d’un mannose (Man), suivi de 

l’action de mannosidases qui clivent les autres mannoses et formant ainsi le cœur 

GlcNAcMan3GlcNAc2. Cela est suivi de l’ajout d’une autre N-acétylglucosamine 

(GlcNAc) à l’extrémité du mannose (Man) restant, formant ainsi le cœur de tous les N-

glycanes complexes à deux antennes GlcNAc2Man3GlcNAc2 (Figure 9). En cas d’action 

partielle des mannosidases, les N-glycanes formés sont dit hybrides.27 

 

 
Figure 9: Formation des N-glycanes complexes 

 

Les oligosaccharides sont ensuite complexifiés par l’addition de 

monosaccharides sur le cœur formé, par l’élongation des branches par des 

monosaccharides et/ou par le blocage des extrémités des branches. De nombreux 

monosaccharides sont retrouvés, comme le glucose, galactose et leur formes 

acétylées, le fucose, mannose, et les acides sialiques (Neu5Ac).16,26,27 
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2. La O-glycosylation 
 

Dans le cas de la O-glycosylation, différents monosaccharides peuvent commencer 

le glycane. La classification de ces glycanes se fait selon ce premier monosaccharide 

incorporé.16,19  

2.1. O-GalNAc 

La O-glycosylation la plus documentée est la O-GalNAcylation (N-

acétylgalactosamine), pour laquelle le donneur de sucre activé est sous forme de 

CMP-GalNAc. L’oligosaccharide est ensuite étendu, avec quatre structures 

centrales généralement retrouvées. La première est Galactose-N-

acétylgalactosamine (GalGalNAc). Cette structure peut être étendue sur le O-GalNAc 

par une N-acétylglucosamine (GlcNAc), formant la deuxième structure centrale 

(GalGlcNAcGalNAc). Les deux autres structures sont moins courantes, avec une 

extension du O-GalNAc par du GlcNAc (GlcNAcGalNAc), et l’extension de cette 

troisième structure par un autre GlcNAc sur le O-GalNAc (GlcNAc2GalNAc), formant 

la quatrième structure centrale la plus courante (Figure 10).31 

 

 

Figure 10: 4 principales structures coeurs trouvées dans les glycosylations O-GalNAc 

 

Après l’ajout initial du GalNAc, le glycane est ensuite allongé de manière 

séquentielle par des glycosyltransférases avec différents monosaccharides (N-

acétylglucosamine, N-acétylgalactosamine, fucose, galactose, acide sialique) pour 

former des structures complexes.16,19,32 
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La famille de glycoprotéines la plus connue utilisant une glycosylation O-

GalNAc est la famille des mucines. Les mucines sont des glycoprotéines retrouvées 

au niveau des cellules épithéliales, avec de nombreux rôles, tel que de la protection 

physique, anti-infectieuse, un rôle dans la signalisation cellulaire, ou dans le maintien 

de l’homéostasie.31,33,34 Les mucines peuvent être membranaires ou sécrétées. Une 

modification de l’expression des mucines ou de leur glycosylation est retrouvée dans 

de nombreuses pathologies cancéreuses, inflammatoires ou sécrétoires.31,33 Par 

exemple, un simple résidus O-GalNAc forme l’antigène Tn, et la structure centrale 1 

non substituée (GalGalNAc) forme l’antigène T, et ces deux O-glycosylations sont 

retrouvées à des niveaux plus élevés dans l’environnement de cellules cancéreuses. 

 

2.2. O-GlcNAc 

La O-GlcNAc est retrouvée au niveau des protéines cytosoliques, nucléaires et 

mitochondriale, non sécrétées.8,35 Cette O-glycosylation est particulière pour plusieurs 

raisons : Il s’agit d’une glycosylation qui n’est généralement pas étendue ou 

complexée, s’arrêtant à l’ajout d’un simple monosaccharide,36 et il s’agit d’une 

glycosylation faisant l’objet d’un cycle dynamique au cours duquel une enzyme, la O-

N-acétylglucosamine transférase (OGT) lie le monosaccharide à la protéine cible, et 

la O-N-acétylglucosaminase (OGA) le clive de la protéine.35 Ce type de O-

glycosylation est étroitement lié aux processus de phosphorylation cellulaire, avec les 

protéines O-glycosylées ne pouvant pas être O-phosphorylées et inversement (Figure 

11).35 Des altérations de la O-GlcNAcylation sont retrouvées dans diverses pathologies 

(diabète, cancer, maladies auto-immunes).37 

 

Figure 11: Cycle dynamique de la O-GlcNAc glycosylation et O-phosphorylation35 
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Il existe également diverses autres O-glycosylation moins fréquentes, telles que 

les glycosylation O-Man (mannose), O-Glc (glucose), O-Fuc (fucose). 

 
3. Conclusion 

 

Etudier les phénomènes de glycosylation est important pour comprendre le 

fonctionnement cellulaire, et mieux comprendre la structure, la localisation et les 

fonctions des glycanes dans les cellules. 

Pour étudier ces phénomènes directement au sein des cellules, une stratégie 

alliant chimie et biologie a été développée : la méthode du rapporteur chimique, 

développée par l’équipe de C.R Bertozzi.3 Cette méthode consiste à incorporer 

métaboliquement un monosaccharide modifié, avec une modification chimique 

pouvant réagir spécifiquement avec une sonde moléculaire exogène, permettant le 

marquage de ce saccharide et donc des glycoprotéines. Le prochain chapitre va 

détailler cette méthode ainsi que les fonctions et réactions chimiques utilisables. 
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II) Les Réactions bio-orthogonales 
 

A) Rapporteur chimique 
 

La stratégie du rapporteur chimique a été développée par l’équipe de C.R 

Bertozzi.3 Cette stratégie présente un intérêt majeur pour le marquage de 

biomolécules directement dans les cellules, en culture, voire même sur modèle animal 

in vivo.38,39 Cette technique peut également être utilisée dans un but diagnostique 

(identification de protéines de surface virales, identification de cellules cancéreuses, 

…), et dans un but thérapeutique, avec la découverte de nouveaux principes actifs ou 

encore l’incorporation de molécules d’intérêt sur un anticorps monoclonal.38,40 

 

 

La stratégie du rapporteur chimique consiste à incorporer une fonction chimique 

particulière à une biomolécule à l’aide de la machinerie cellulaire.3 Certaines enzymes 

étant tolérantes aux modifications structurales, l’incorporation de fonctions chimiques 

bioorthogonales (dites « rapportrices ») à un précurseur métabolique permet de 

marquer une biomolécule d’intérêt avec cette même fonction. Par la suite, une sonde 

moléculaire exogène et capable de réagir de façon chimio-spécifique avec la fonction 

chimique incorporée est utilisée afin de révéler les biomolécules marquées (Figure 

12).38,41 Les méthodes d’incorporation de la fonction rapportrice sur la biomolécule vont 

être présentées dans les prochains chapitres. 

 

Afin de pouvoir être utilisée en milieu biologique vivant, la réaction entre le 

rapporteur chimique et la sonde exogène doit être bioorthogonale. 
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Figure 12: Schéma du marquage par fonction chimique rapportrice 

 

Les réactions bioorthogonales sont des réactions chimiques pouvant être réalisées 

au sein de milieux biologiques sans interférer ni interagir avec les processus 

biochimiques et biologiques naturels.38 Ces réactions nécessitent des groupements 

fonctionnels neutres, peu encombrants et non toxiques réagissant de façon 

chimiosélective, en raison du milieu complexe dans lequel elles se réalisent. De plus, 

ces réactions doivent pouvoir se réaliser en présence d’oxygène, d’eau, et en condition 

diluée.41 
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B) Fonctions bioorthogonales utilisables 
 
 

Il existe un grand nombre de réactions bioorthogonales.39 Parmi les réactions 

bioorthogonales existantes les plus documentées se trouve la ligation de Staudinger-

Bertozzi, la cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen (et ses réactions dérivées), ou 

encore la ligation tétrazine/alcène, une réaction de Diels-Alder à demande 

électronique inversée.39,41 Il existe également d’autres réactions bioorthogonales 

comme les réactions tétrazine/isonitrile, ou encore la condensation d’acides 

boroniques pouvant former des esters de boronate avec des diols ou des 

iminoboronates avec des hydrazides ou hydrazines par exemple (Figure 13).42,43  

 

Toutes les réactions bioorthogonales ne sont pas détaillées dans cette thèse qui 

se consacre aux réactions bioorthogonales impliquant un azoture. Seules les trois 

réactions suivantes seront détaillées : la ligation de Staudinger-Bertozzi, la 

cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen catalysée au cuivre (Cycloaddition azoture 

alcyne catalysée au cuivre, CuAAC) et la cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen entre 

un alcyne tendu et un azoture (SPAAC). 

 

 
Figure 13: Différentes réactions bioorthogonales. Adapté de Smeenk et al., 202142 
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C) Réactions bioorthogonales utilisant le groupement 
azoture 

 

1. Azide/Azoture 
 

 
Figure 14: Azide 

 

Le groupement azide (ou azoture) (R-N3) (Figure 14) est une fonction chimique 

permettant de réaliser des réactions bioorthogonales. Il s’agit d’un groupement 

chimique très peu encombrant44,45 ce qui permet de l’introduire sur des biomolécules 

sans impacter leurs fonctions, il n’est pas retrouvé naturellement au sein des milieux 

biologiques, et n’est pas réactif envers ces derniers.46  

 
Les azotures sont stables à pH et température physiologiques, ne se dégradent 

pas en milieu aqueux, ne s’oxydent pas et réagissent peu avec les groupements 

fonctionnels retrouvés abondamment en milieu biologique.46 Ils peuvent réagir en tant 

que électrophile ou 1,3-dipôle. Les azotures sur les molécules organiques ne 

présentent pas de toxicité intrinsèque, contrairement aux sels d’azotures, tel que 

l’azoture de sodium (NaN3), qui est cytotoxique.46,47 Le groupement azoture est 

susceptible d’être réduit par des fonctions thiols (retrouvées dans des biomolécules tel 

que le glutathion), mais cette réaction nécessite une température élevée ou des 

catalyseurs,46,48 des conditions qui ne sont pas retrouvées en milieu biologique. 

 
L’utilisation du groupement azoture a longtemps été limitée, car leur synthèse en 

laboratoire peut s’avérer délicate. En effet, les agents de transfert de diazo, qui 

permettent de former un azoture à partir d’une amine, et les sels d’azoture tel que 

l’azoture de sodium, qui peuvent substituer un groupement partant (comme un tosyl 

ou mesyl) par un azoture, sont sensibles à la chaleur et aux chocs et peuvent se 

décomposer de manière explosive.49–51  
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Figure 15: Exemples de voie de synthèse d'azide 

 

Certains dérivés azoture peuvent également réagir avec des métaux ou des 

solvants halogénés, formant des composés instables et explosifs.50 Des précautions 

particulières doivent donc être prises lors de la manipulation de ces composés.  

 

Le groupement azoture peut être incorporé sur une molécule chimique au cours de 

sa synthèse (Figure 15), mais il peut également être incorporé sur des biomolécules 

complètes (peptides, protéines, anticorps, …) par bioconjugaison.52 Dans ce cas une 

molécule portant l’azoture et un groupement réactif va pouvoir réagir avec une fonction 

de la chaine latérale d’un ou plusieurs acide(s) aminé(s) de la protéine pour y être liée. 

Les méthodes classiques incluent l’utilisation d’un ester activé (tel que l’ester de N-

HydroxySuccinimide (NHS)) réagissant avec les amines de chaine latérale de lysines, 

ou des maléimides réagissant avec les thiols des cystéines (Figure 16).53 Il existe 

différentes possibilités de bioconjugaison, régio-sélectives ou chimio-selectives.52,54 

 
Figure 16: Exemples de méthodes de bioconjugaison 

 

Enfin, comme évoqué précédemment, les groupements azotures peuvent être 

incorporés à des biomolécules au cours de leur synthèse in cellulo par la formation 

d’un précurseur modifié portant l’azoture qui va être incorporé par la machinerie 

cellulaire dans la biomolécule.55–57  
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2. La réaction de Staudinger-Bertozzi 
 

L’une des premières réactions bioorthogonales développée utilisant un azoture est 

la réaction de Staudinger-Bertozzi.58 Cette réaction est dérivée de la réaction de 

Staudinger, développée en 1919 par Hermann Staudinger.59 Elle permet la réduction 

d’un azoture en amine primaire. Dans cette réaction, un azoture (2) réagit en tant 

qu’électrophile avec un dérivé du phosphore(III) (1) (tel que la triphénylphosphine 

(PPh3)), formant ainsi un iminophosphorane (5).59 Cet intermédiaire peut ensuite être 

hydrolysé pour libérer une amine primaire (7) et un oxyde de phosphine (8), en libérant 

du diazote gazeux. Cette réaction est aussi appelée réduction de Staudinger, du fait 

de la réduction de l’azoture en amine (Figure 17).60,61  

 

 
Figure 17: Mécanisme réactionnel de la réduction de Staudinger14 

 

 Dans cette réaction, le phosphore est initialement un phosphore (III), portant un 

doublet d’électrons non liants, ce qui le rend nucléophile et basique et donc réactif 

envers l’azoture.62 Des groupements substituants riches en électrons peuvent 

permettre de renforcer la basicité et réactivité du phosphore.63 A la fin de la réduction, 

le phosphore est un phosphore (V), et ne dispose plus de ce doublet non liant, limitant 

sa réactivité. 

 

Tout comme l’azoture, la phosphine est peu réactive avec les groupements 

fonctionnels retrouvés dans les milieux biologiques. Elle n’est cependant pas 

totalement inerte : Les réactions secondaires potentielles sont principalement une 

oxydation de la phosphine par l’oxygène ou le métabolisme cellulaire, et une réduction 

de ponts disulfures par la phosphine.63,64 
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Les caractéristiques de la réaction de Staudinger en font une réaction intéressante 

pour un usage en milieu biologique : les réactifs ne sont pas retrouvés naturellement 

dans le milieu, ils interagissent peu avec les groupements fonctionnels présents, et la 

réaction se fait spontanément sans nécessité de catalyseur.36,39  

 

Il y a cependant un point clef à résoudre en vue de réaliser une réaction 

bioorthogonale à partir de la réaction de Staudinger : il est nécessaire d’éviter 

l’hydrolyse de l’iminophosphorane, qui aboutit à la libération d’une amine primaire et 

d’un oxyde de phosphine sans permettre le marquage de la biomolécule incorporant 

l’azoture. L’objectif est donc de trouver un moyen de former une liaison covalente 

stable entre les deux réactifs en présence d’eau.  

 

Cette problématique a été résolue pour la première fois en 2000, avec la ligation 

de Staudinger-Bertozzi.58,63 Cette réaction consiste à introduire sur la phosphine un 

groupement électrophile, qui est un dérivé d’acide carboxylique, tel un ester 

méthylique (1). Ceci permet de favoriser un réarrangement intramoléculaire de 

l’iminophosphorane (3), formant un oxaphosphetane (4) qui est ensuite hydrolysé, 

aboutissant à la formation d’une liaison amide, permettant de lier les deux réactifs de 

départ (5) (Figure 18).38,58,61,65   

 

 
Figure 18: Mécanisme réactionnel de la réaction de Staudinger-Bertozzi 
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La réaction de Staudinger-Bertozzi permet donc la ligation entre une sonde 

moléculaire fonctionnalisée par une phosphine et une biomolécule fonctionnalisée par 

un azoture.  

 

Une réaction dérivée a également été développée, dans laquelle l’emplacement du 

groupement partant du dérivé d’acide est inversé, et est souvent sous forme de 

thioester,63 permettant d’aboutir à une libération de l’oxyde de phosphine (6) lors de 

l’hydrolyse finale (Figure 19). On parle dans ce cas d’une liaison « traceless », sans 

trace.61,63,65  

 

 
Figure 19: Mécanisme de la Staudinger "traceless" 

 

 

Cette nouvelle méthode a pour avantage d’aboutir à un produit final moins 

encombrant, avec la formation d’une liaison amide type peptidique classique.63 

Cependant elle conduit à la libération d’un produit secondaire, un oxyde de phosphine. 

Il est important de vérifier que le produit secondaire issu de cette réaction (l’oxyde de 

phosphine libéré) ne présente pas de risques de toxicité pour la cellule. Cependant, 

malgré une recherche bibliographique je n’ai pas pu obtenir de données ou 

informations sur la toxicité de ce dérivé. Cela peut être dû à un suivi des cellules qui 

s’arrête souvent après le marquage, ou le fait que cette réaction est principalement 

utilisée sur des modèles in vitro à court terme. 

 

L’étape cruciale de la réaction de Staudinger-Bertozzi est le réarrangement 

intramoléculaire qui doit être favorisé par rapport à une hydrolyse classique de 

l’iminophosphorane. Pour cela, l’amine de l’iminophosphorane intermédiaire (3) (Figure 

19) doit éviter d’être protoné, car cela diminue sa réactivité et favorise la réaction 
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d’hydrolyse. Utiliser des substituants protonables (tel que des amines) sur les phényls 

substituants le phosphore est une possibilité, cela permettant également d’augmenter 

la solubilité de la sonde.66 

 

La ligation de Staudinger-Bertozzi présente cependant un défaut important : sa 

cinétique est lente, de l’ordre de 10-3 M-1.s-1.36,67 La cinétique est principalement liée 

au caractère nucléophile du phosphore. Augmenter la densité électronique de l’atome 

de phosphore permet d’augmenter la vitesse de la réaction mais augmente également 

le risque d’oxydation de la phosphine, et entraîne donc une diminution du nombre de 

molécules disponibles pour la réaction.6,41,67 

 

  



39 
 

 

3. Les réactions de cycloaddition 1,3-dipolaire azoture/alcyne 
 

 Cycloaddition 1,3-dipolaire azoture-alcyne de Huisgen 
 

Le groupement azoture est également impliqué dans un deuxième grand type de 

réaction bioorthogonale :la cycloaddition azoture/alcyne. Celle-ci se décline en deux 

types : la cycloaddition 1,3-dipolaire azoture-alcyne (vrai) catalysée au cuivre (I) 

(CuAAC) et la Cycloaddition 1,3-dipolaire azoture-alcyne tendu (SPAAC).5,38,41  

 

Ces réactions font intervenir un azoture et un alcyne, l’alcyne étant également une 

fonction bioorthogonale non présente naturellement dans les milieux biologiques. 

Dans ces réactions, l’azoture ne joue plus le rôle d’un simple électrophile mais joue 

le rôle d’un 1,3-dipôle qui va pouvoir réagir avec un alcyne (dipolarophile) pour former 

un [1,2,3]triazole.68,69  

 

La réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire azoture/alcyne vraie a été décrite par 

Huisgen69,70. Elle permet l’obtention d’un mélange de triazoles 1,4- et 1,5- 

disubstitués.71 Cependant les conditions de la réaction ne sont pas compatibles avec 

un usage en milieu biologique. En effet les cycloadditions entre un dipôle et un 

dipolarophile nécessitent des conditions de température ou de pression élevée.71,72  

 

 
Figure 20: Cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen 

 

La cycloaddition de Huisgen a cependant des propriétés très intéressantes pour 

une utilisation en milieu biologique : fonctions chimiques bioorthogonales, réaction 

chimiosélective (mais non régiosélective), irréversible et sans catalyseurs, 

thermodynamiquement favorables.  
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 Cycloaddition 1,3-dipolaire azoture/alcyne catalysée au cuivre (CuAAC) 
 
 Ces inconvénients ont été résolus par l’équipe de Sharpless, avec le 

développement de la cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen catalysée au cuivre (I) 

(CuAAC).71 En présence de cuivre (I), un azoture et un alcyne vrai vont former 

uniquement le triazole 1,4-disusbstitué, avec un rendement élevé et une cinétique 

réactionnelle 107 fois plus rapide que la réaction non catalysée71,73 et également  plus 

rapide que la réaction de Staudinger-Bertozzi.38 La cinétique réactionnelle est de 

l’ordre de 10 à 100 M-1.s-1.36 La CuAAC peut se réaliser à température et pH 

physiologique.71 

 

 
Figure 21: CuAAC 

 

 Le mécanisme réactionnel de la CuAAC faisant actuellement consensus a été 

rapporté une dizaine d’années après le développement de la réaction par Sharpless, 

et montre la formation d’un intermédiaire lié à deux atomes de cuivre (6) (Figure 22).74,75  

 

 
Figure 22: Mécanisme réactionnel simplifié de la CuAAC 
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Un premier atome de cuivre se complexe à l’alcyne vrai (2), puis un deuxième 

cuivre remplace l’hydrogène terminal de l’alcyne (3). L’azoture vient alors attaquer le 

cuivre complexé à l’alcyne, et se fait attaquer par un doublet de l’alcyne (5), conduisant 

à la formation de l’intermédiaire (6), un cycle à six atomes. Le cycle se condense 

ensuite en cycle à cinq atomes par l’élimination de l’atome de cuivre (7), Et le triazole 

1,4-disubstitué est finalement obtenu par le remplacement du deuxième atome de 

cuivre par un hydrogène (8).  

 

La réaction de CuAAC nécessite du cuivre à l’état d’oxydation « +I » pour 

fonctionner, le cuivre (II) n’agissant pas en tant que catalyseur. Cela peut être dû à la 

capacité du Cuivre (I) à se coordonner avec l’alcyne tendu par des interactions sur les 

orbitales π et σ.76 Cependant le cuivre (I) a tendance à rapidement s’oxyder en cuivre 

(II) en solution. Le cuivre peut être apporté sous diverses formes, principalement sous 

forme de sel de cuivre (I)73 ou formé in situ à partir de sel de cuivre (II) couplé avec un 

agent réducteur tel que l’ascorbate de sodium (Figure 23), qui va permettre de maintenir 

l’état d’oxydation en solution.71,77  

 

HO

OH

O
O

OH
-O

H
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Figure 23: ascorbate de sodium 

 

 

La stabilité de l’état d’oxydation du cuivre en solution est également favorisée 

par l’utilisation de ligands du cuivre, ce qui permet d’accélérer la cinétique 

réactionnelle.77,78 

 

 Parmi les ligands du cuivre les plus utilisés se trouvent les ligands amines, qui 

vont avoir plusieurs rôles.76 Ils vont pouvoir augmenter la solubilité du cuivre, faciliter 

la coordination de l’azoture au cuivre en plus de maintenir l’état d’oxydation du cuivre.76 

Ces ligands, comme le tris(1,2,3-triazolyl)methyl amine (TBTA) (Figure 24), peuvent 

avoir été eux-mêmes formés par CuAAC. 
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Figure 24: TBTA 

La CuAAC appartient au groupe des réactions de chimie « click », qui a été 

défini par Sharpless.79 Les réactions de chimie click doivent avoir un rendement et une 

cinétiques élevées, ne pas générer de produits secondaires ou générer des produits 

secondaires inertes facilement éliminables du milieu, et être stéréospécifiques. Les 

conditions réactionnelles doivent être simples, la réaction ne doit pas dépendre d’un 

solvant pour s’effectuer, et pourrait donc  se dérouler en présence d’eau ou d’oxygène, 

et aboutir à un seul produit qui doit être facile à isoler.79  

 

Les usages de la CuAAC sont multiples, du fait de ses différentes propriétés 

très intéressantes. Cette réaction a notamment été utilisée pour permettre la liaison de 

molécules de synthèse sur des biomolécules,73 le marquage de particules virales77, ou 

encore le marquage de glycoprotéines.80  

 

 L’utilisation de la CuAAC sur culture cellulaire ou in vivo est cependant limitée 

à cause du catalyseur cuivre (I), qui est toxique pour les cellules en favorisant la 

formation de dérivés réactifs de l’oxygène.81 Les dérivés réactifs de l’oxygène sont des 

molécules chimiques oxygénées tel que des radicaux libres, peroxydes, et peuvent 

entrainer l’oxydation de divers acides aminés formant les protéines, notamment les 

cystéines, méthionines, histidines82 et la dégradation subséquente des peptides et 

protéines. 
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De manière plus anecdotique, il existe également des systèmes catalytiques 

permettant d’obtenir uniquement le triazole 1,5-disubstitué, en utilisant des catalyseurs 

à base de rhuténium83 ou de nickel.84  
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 Cycloaddition 1,3-dipolaire azoture/alcyne tendu (SPAAC) 
 

 Pour outrepasser les limitations de la CuAAC, une autre réaction de 

cycloaddition azoture/alcyne a été développée, la « strain promoted azide alkyne 

cycloaddition » (SPAAC).85  

 

 
Figure 25: SPAAC 

 

Dans cette réaction, l’alcyne est « tendu », sous forme cyclisée, causant une 

contrainte structurale favorisant la réaction avec l’azoture et la formation d’un triazole 

(Figure 25).85 Cela permet d’éviter l’utilisation d’un catalyseur pour promouvoir la 

réaction, qui se fait spontanément à température ambiante.  

 

Cependant, comparée à la CuAAC, la cinétique réactionnelle est plus lente, 

mais plus rapide que la réaction de Staudinger-Bertozzi. La cinétique de la SPAAC va 

varier selon l’alcyne tendu utilisé. Par exemple, les différents alcynes tendus présentés 

en Figure 26 vont avoir des cinétiques en SPAAC différentes (Figure 26). Celle du 

cyclooctyne (OCT) est 10-3 M-1.s-1, similaire à la Staudinger-Bertozzi, alors que celle 

du bicyclo[6.1.0]nonyne (BCN) est de 10-1 M-1.s-1 , le dibenzacyclooctyne (DBCO) est 

deux fois plus rapide, et le 3,3,6,6-tetramethylthiacycloheptyne (TMTH) est de 4 M-1.s-

1.86 

 

 
Figure 26: Alcynes tendus 
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La cinétique réactionnelle va varier selon la tension structurale imposée à l’alcyne, 

ainsi que selon son environnement électronique. Par exemple elle peut être 

augmentée en introduisant des groupement électro-attracteurs, comme des fluors, en 

alpha de l’alcyne.6,36,67,85 Cela va rendre l’alcyne encore plus électrophile, favorisant 

son attaque par l’azoture, qui joue le rôle du nucléophile. 

 

La SPAAC, contrairement à la CuAAC, ne nécessite pas de catalyseur toxique pour 

les cellules, et ses composants ne présentent pas de danger pour les milieux 

biologiques. 

 

Cette réaction présente cependant des limitations. Il existe une réaction non 

spécifique des cyclooctynes avec les fonctions thiols.87 Cette réaction secondaire peut 

entrer en concurrence avec la cycloaddition azoture/alcyne, et produire ainsi un bruit 

de fond important lors du marquage. De plus l’encombrement plus important de 

l’alcyne peut impacter la vitesse de la réaction et peut également poser un problème 

d’accessibilité aux fonctions azotures situées dans un environnement peu accessible. 

Avant de passer en test(s) sur cellule(s), il est parfois nécessaire de vérifier que la 

SPAAC s’effectue bien entre les réactifs. Également, pour tout tests effectués sur une 

longue durée (plusieurs jours par exemple), ou pour des tests in vivo, vérifier que la 

SPAAC n’a pas modifié les propriétés biologiques de la cible est nécessaire. 

L’hydrophobicité de certains alcynes tendus (tel que le DBCO), peut les retenir dans 

les membranes cellulaires et causer des marquages non spécifiques dans les 

applications d’imagerie de la SPAAC.88  
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D) Conclusion 
 

Pour conclure, ces trois réactions : Staudinger-Bertozzi, CuAAC et SPAAC, sont 

les réactions impliquant un azoture les plus utilisées en milieu biologique complexe. 

Chacune de ces réactions présente des intérêts et inconvénients spécifiques limitant 

parfois leurs éventuelles applications. Il est donc nécessaire de bien définir les 

paramètres expérimentaux et applications souhaitées avant de choisir la réaction 

souhaitée, ou se diriger vers d’autres réactions bioorthogonales. Dans tous les cas, 

afin de pouvoir effectuer le marquage des glycoprotéines, il est nécessaire d’incorporer 

l’une des deux fonctions réactives au sein des glycanes. Le chapitre suivant va 

expliciter comment des dérivés non naturels de monosaccharides sont incorporés par 

la machinerie cellulaire dans les glycanes. 
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III) Exemples de monosaccharides 
non naturels incorporés sur les 

glycanes 
 

 

Afin d’incorporer le groupement azoture (ou alcyne vrai) au sein des glycanes, il 

est nécessaire de synthétiser des dérivés fonctionnalisés (azoture/alcyne) des 

monosaccharides naturels. Ces dérivés doivent ensuite pouvoir être pris en charge par 

les différentes enzymes des voies de biosynthèse produisant les monosaccharides 

sous forme activés afin de pouvoir être incorporés aux glycanes par les 

glycosyltransférases (GTs). 

 

Ce chapitre va présenter les principales voies métaboliques qui ont été exploitées 

pour incorporer des dérivés non naturels au sein de glycanes et glycoprotéines de 

cellules eucaryotes. Les divers composés présentés ont majoritairement été testés sur 

des lignées cellulaires humaines.  

 

A) Introduction 
 

Différents sucres modifiés ont été synthétisés au cours des dernières décennies 

afin de pouvoir incorporer des fonctions non naturelles dans les glycanes. Ce chapitre 

va présenter l’incorporation de ces sucres modifiés par différentes voies, les plus 

utilisées : la voie de l’acide sialique, la voie du N-acétylgalactosamine, du N-

acétylglucosamine, et la voie du fucose. 
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B) Incorporation de sucres non naturels par la voie de 
l’acide sialique 

 
Les acides sialiques sont une famille de plus de 80 sucres, dont la majorité est 

retrouvée sur les glycoprotéines. Ils sont notamment très souvent présents en position 

terminale sur les glycanes des eucaryotes, ou au sein des glycoprotéines dans les 

bactéries.21 Les acides sialiques les plus fréquents sont l’acide N-acétylneuraminique 

(Neu5Ac), l’acide N-glycolylneuraminique (Neu5Gc), et l’acide 2-céto-3-déoxy-D-

glycero-D-galacto-nonulosonique (KDN).89 La structure de ces trois principaux acides 

sialiques diffère par leurs substituants en position 5 (Figure 27).90 Le Neu5Gc n’est 

cependant pas retrouvé chez les humains du fait de l’absence de CMAH (CMP-

Neu5Ac hydroxylase). Cette enzyme permet la conversion du CMP-Neu5Ac en CMP-

Neu5Gc.90   

 

 
Figure 27: Structure des principaux acides sialiques90 

 

 

L’acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac) est généralement retrouvé en position 

terminale des glycanes présents sur les glycoprotéines membranaires89,91. Il est 

transféré grâce à une sialyltransférase à partir du monosaccharides activé CMP-

Neu5Ac.23  

 

Les acides sialiques activés peuvent être obtenus par biosynthèse de novo ou 

par la voie de recyclage/sauvetage des acides sialiques. Il existe des processus de 

synthèse et de récupération différents entre les eucaryotes et procaryotes.21 

 

Pour la biosynthèse de novo de l’acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac), le 

réactif de départ est l’UDP-GlcNAc, la forme sucre activée de la N-acétylglucosamine 

(GlcNAc). Elle va pouvoir être épimérisée en N-acétylmannosamine (ManNAc) et 
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ensuite donner l’acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac) (Figure 28).59 Il est donc 

possible d’apporter un intermédiaire possédant une fonction non naturelle à plusieurs 

niveaux : directement sur une N-acétylglucosamine (GlcNAc) ou dérivée, directement 

sur une N-acétylmannosamine (ManNAc) ou encore directement sur un acide N-

acétylneuraminique (Neu5Ac).23,91,92 

 

 
Figure 28: Biosynthèse du Neu5Ac 

    

La voie de biosynthèse des acides sialiques est connue depuis 1992 comme 

étant capable de métaboliser et d’incorporer aux glycoprotéines des molécules non 

naturelles.92 Les enzymes de cette voie sont en mesure de reconnaitre et d’utiliser des 

dérivés possédant un groupement azoture ou alcyne vrai sur la chaine latérale du N-

acyl (position C-5 de l’acide sialique) ou porteurs de modifications en position C-9 ou 

C-7 de l’acide sialique.40,93,94  

 

Ces modifications peuvent être apportées directement par le biais d’un 

analogue non naturel d’acide sialique ou par le biais d’un dérivé non naturel de N-

acétylmannosamine (ManNAc) qui va passer par le processus de biosynthèse de novo 

de l’acide sialique. L’étape de phosphorylation de la N-acétylmannosamine (ManNAc) 

réduit cependant les possibilités de sucres non naturels utilisables, car la ManNAc 6-

kinase n’accepte pas les dérivés N-acylés possédant une chaine latérale trop 

encombrante.91 De plus, les acides sialiques principaux étant différenciés par leur 

substituants en position 5, incorporer un azoture ou un alcyne vrai au niveau de la 

chaine N-acyl empêche le marquage spécifique d’un seul type d’acide sialique.90 
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Incorporer directement un dérivé d’acide sialique non naturel permet d’éviter le 

passage par les enzymes de la voie de synthèse, et donc permet d’apporter des 

substituants plus encombrants.38 

  

Au cours des 20 dernières années, diverses molécules, pouvant aboutir à des 

acides sialiques non naturels porteurs d’azotures ou d’alcynes vrais, ont été 

synthétisées et utilisées pour observer la glycosylation de glycoprotéines. 

 

 La première molécule porteur d’un azoture a été le N-azidoacétylmannosamine 

peracétylé (Ac4ManNAz), un dérivé de mannosamine fonctionnalisé par un azoture sur 

la chaine acyle.58 Afin de faciliter le passage transmembranaire de ces composés par 

diffusion passive, les molécules sont peracétylées sur leurs groupement polaires 

hydroxyles, et une fois parvenus au niveau cytosolique, les composés sont 

désacétylés par des estérases, puis rentrent dans la voie de biosynthèse des acides 

sialiques.58,95–97  

 

Parmi les autres sucres non naturels souvent utilisés pour remplacer les acides 

sialiques intégrés dans les glycoprotéines, on retrouve le N-(4-

pentynoyl)mannosamine peracétylé (Ac4ManNAlk), portant un alcyne à la place de 

l’azoture sur la chaîne acyle. Ce dérivé montre une conversion en acide sialique in 

vivo plus importante que le dérivé azoture N-azidoacétylmannosamine peracétylé 

(Ac4ManNAz).  Parmi les autres dérivés existants, l’ester méthylique N-azidoacétyl-

neuraminique peracétylé (Ac5SiaNAz) est un dérivé d’acide sialique porteur d’un 

azoture sur la chaine latérale du N-acyle. Ou encore le 9-azido-Neu5Ac est un dérivé 

de l’acide N-acétylneuraminique porteur d’un azoture en position 9 (Figure 29).5,40,93,98  
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Figure 29: Dérivés non naturels introduit par la voie de l'acide sialique 

  

D’autres dérivés utilisant la voie des acides sialiques ont été synthétisés, avec 

notamment un analogue de N-acétylmannosamine porteur d’azoture en position 4 (N-

acetyl-4-azido-4-deoxymannosamine (4-AzManNAc)) remplaçant directement un des 

hydroxydes du N-acétylmannosamine (ManNAc). Cette molécule est ensuite 

métabolisée en dérivé d’acide sialique porteur d’un azoture en position C-7 (Figure 

30).94,90  
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Figure 30: Dérivé non naturel d'acide sialique99 

 

Ces différents dérivés montrent qu’il existe plusieurs sites de modifications 

possibles acceptés par les enzymes de la voie de biosynthèse des acides sialiques. 

On ouvre ainsi la voie à de nombreuses modifications différentes sur les composés 

acides sialiques pour permettre l’étude de ce type de glycosylation. Cela permet 

également d’incorporer simultanément des dérivés porteurs de fonctions différentes, 

et donc de réaliser des co-marquages. De plus, selon les modèles utilisés 

(eucaryotes/procaryotes), la sélectivité du précurseur modifié va pouvoir varier. 
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Connaitre les cascades métaboliques des modèles employés peut donc orienter le 

choix de précurseur modifié à utiliser.21,96,97 
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C) Incorporation de sucres non naturels par la 
voie du N-acétylgalactosamine (GalNAc) 

 

Un autre sucre d’intérêt pour l’étude de la glycosylation est la N-

acétylgalactosamine (GalNAc), du fait de son importance dans la O-glycosylation.5,20 

Le GalNAc va également pouvoir être retrouvé sur les protéines glycosylées par N-

glycosylation, au sein des structures complexes des glycanes.16,20,93 

 

Le GalNAc utilisé par les cellules provient de deux sources différentes, la 

biosynthèse de novo et le recyclage/récupération. La majorité est synthétisée à partir 

de la forme activée du N-acétylglucosamine (GlcNAc), l’UDP-GlcNAc qui est épimérisé 

en UDP-GalNAc par l’UDP‐Gal‐4‐épimérase (GALE). Cette épimérisation est 

réversible (Figure 31).20 Il est donc possible d’apporter des dérivés non naturels de N-

acétylgalactosamine (GalNAc) à partir de N-acétylglucosamine (GlcNAc) et dérivés, 

ou directement à partir de N-acétylgalactosamine (GalNAc). 

 

 
Figure 31: Biosynthèse de l'UDP-GalNAc 

 

Les cellules peuvent également recycler la N-acétylgalactosamine (GalNAc) de 

composés glycosylés, par ce qui est appelé la voie de sauvetage du N-

acétylgalactosamine (GalNAc).100 La N-acétylgalactosamine (GalNAc) est 

phosphorylée par une galactokinase (GALK2), puis est transformée sous forme de 

sucre activé UDP-GalNAc par une UDP-GalNAc pyrophosphorylase (AGX1) (Figure 

32).20,100,101 
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Figure 32: Voie de sauvetage du GalNAc 

 

 

Cette voie de sauvetage de la N-acétylgalactosamine (GalNAc) est permissive 

de certains sucres non naturels, notamment de modifications sur l’acétyle et peut être 

utilisée pour incorporer des analogues tel que la N-azidoacétylgalactosamine 

(GalNAz) (Figure 33), un dérivé de la N-acétylgalactosamine (GalNAc) fonctionnalisée 

sur la chaine acyle par un azoture.102  

 

 
Figure 33: Dérivé non naturel du GalNAc 

 

De manière identique que pour les dérivés N-azidoacétylmannosamine 

(ManNAz) vu précédemment, les analogues N-azidoacétylgalactosamine (GalNAz) 

sont apportés sous forme per-acétylés (Ac4GalNAz), désacétylés dans le cytoplasme, 

puis activés en UDP-GalNAz, qui est reconnu par les GalNAc transférases de l’appareil 

de Golgi.93 La voie de sauvetage limite cependant les sites de modifications utilisables. 

Les modifications en position C-6 ne sont pas compatibles avec une activité de la 

GALK2, et les modifications en position C-4 peuvent empêcher les sucres activés 

formés d’être reconnus par le polypeptide GalNAc transférase et donc la 

glycosylation.103 

 

Comme évoqué précédemment, en utilisant la voie de synthèse de novo, les 

analogues non naturels peuvent également être apportés à partir d’analogues non 

naturels de la N-acétylglucosamine (GlcNAc).100,104  
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Dans le cas de l’utilisation de la voie de synthèse de novo, pour éviter de 

détecter les sites de glycosylation O-GlcNAc intracellulaires, il est possible d’utiliser 

des sondes moléculaires qui ne passent pas la membrane, ou de purifier le milieu pour 

éliminer toutes les protéines cytosoliques et nucléaires.5 
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D) Incorporation de sucres non naturels par la 
voie du N-acétylglucosamine (GlcNAc) 

 

Un sucre important pour l’étude des O-glycosylation intracellulaire est la N-

acétylglucosamine (GlcNAc). Comme évoqué au premier chapitre, la O-glycosylation 

par N-acétylglucosamine (GlcNAc) est particulière, car après l’ajout du 

monosaccharide, il n’y a pas d’ajout supplémentaire d’autres unités saccharidiques. 

De plus, la glycosylation O-GlcNAc est dynamique, avec un transfert du groupement 

sur les protéines par la O-GlcNAc transférase (OGT) et un retrait de ce 

monosaccharide par la O-GlcNAcase (OGA).22,105 Il est également possible de 

retrouver la N-acétylglucosamine (GlcNAc) en tant que composant de structure 

complexe de glycanes retrouvés dans la N-glycosylation ou O-glycosylation 

(notamment dans les mucines).105 Le sucre activé permettant le transfert du N-

acétylglucosamine (GlcNAc) est l’UDP-GlcNAc.106 

 

 La N-acétylglucosamine (GlcNAc) peut être obtenu de plusieurs façon 37,105 : 

elle peut être produite au sein des cellules par le biais de la voie de biosynthèse des 

hexosamines, elle peut également être récupérée par la voie de sauvetage du N-

acétylglucosamine (GlcNAc), ou encore être obtenue à partir de l’UDP-GalNAc. 

 

 Par la voie de biosynthèse des hexosamines, la N-acétylglucosamine (GlcNAc) 

est obtenue à partir du glucose, pour aboutir à la forme activée du N-

acétylglucosamine (GlcNAc), l’UDP-GlcNAc (Figure 34).106 
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Le glucose est phosphorylé par une hexokinase (HK) pour former du glucose-

6-phosphate (Glc-6-P), qui est converti en fructose-6-phosphate (Fru-6-P) par une 

phosphoglucose isomérase (GPI). L’action d’une fructose-6-phosphate transaminase 

(GFAT) permet l’obtention de glucosamine-6-phosphate (GlcN-6-P). A cette étape, la 

N-acétylglucosamine (GlcNAc) issue de la voie de sauvetage peut rejoindre cette voie 

de biosynthèse de novo de l’UDP-GlcNAc. 

 

Par la voie de sauvetage du N-acétylglucosamine (GlcNAc), celui-ci va être 

phosphorylé par une GlcNAc kinase (NAGK) en N-acétylglucosamine-6-phosphate 

(GlcNAc-6-P), intégrant ainsi la fin de la voie de biosynthèse des hexosamines. Le N-

acétylglucosamine-6-phosphate (GlcNAc-6-P) est transformé en son isomère N-

acétylglucosamine-1-phosphate (GlcNAc-1-P) par la GlcNAc phosphomutase 

(PGM3), puis le sucre activé UDP-GlcNAc est formé par l’UDP-N-acétylglucosamine-

pyrophosphorylase (UAP1)(Figure 34).101,106 

  

 Le N-acétylglucosamine-6-phosphate (GlcNAc) sous forme activé (UDP-

GlcNAc) peut également être obtenu à partir du N-acétylgalactosamine (GalNAc) 

activé (UDP-GalNAc), par le biais de l’UDP-Gal-4-épimérase ou UDP-Glc-4-épimérase 

(GALE).100 

 

Figure 34: Voie de biosynthèse des hexosamines. Adapté de Chiaradonna et al., 2018 
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 La voie de sauvetage de la N-acétylglucosamine (GlcNAc), de même que la 

GALE, reconnait les dérivés non naturels de N-acétylglucosamine (GlcNAc), 

permettant de former la forme sucre activée de ces dérivés. 93,100,105  

De plus, les enzymes OGT et OGA reconnaissent ces sucres activés et permettent 

l’incorporation de dérivés GlcNAc dans les glycoprotéines.105  

 

Par exemple, le N-azidoacétylgalactosamine peracétylé (Ac4GalNAz), présenté 

précédemment, peut passer par la voie de recyclage du N-acétylgalactosamine 

(GalNAc), former de l’UDP-GalNAz, qui peut soit être incorporé dans des 

glycoprotéines, soit être converti en UDP-GlcNAz. 93,100,105  

 

Il est donc possible d’utiliser soit des analogues de N-acétylglucosamine 

(GlcNAc), soit des analogues de N-acétylgalactosamine (GalNAc) pour marquer les 

sites de glycosylation incorporant du N-acétylglucosamine (GlcNAc). 

 

La N-acétylglucosamine (GlcNAc) peut être fonctionnalisée au niveau de la 

chaine latérale N-acyle, mais d’autres modifications, comme le remplacement du N-

acétyl par un azoture en C2 ou encore le remplacement d’un hydroxy par un azoture 

en C6 sont reconnues et acceptées par les processus de glycosylation (Figure 35).36,105  

 

 
Figure 35: Dérivés non naturels du GlcNAc 
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 Selon les dérivés non naturels utilisés, les glycoprotéines marquées vont 

pouvoir différer. Par exemple, le premier analogue synthétisé, N-

azidoacétylglucosamine peracétylé (Ac4GlcNAz), s’incorpore dans les protéines O-

GlcNAcylées intracellulaires. Cet analogue va également être incorporé dans les 

glycoprotéines de surface cellulaire au sein des structures complexes de glycanes.105 

Le N-azidoacétylgalactosamine peracétylé (Ac4GalNAz) va être converti en UDP-

GlcNAz par la GALE et va être incorporé dans les même sites.100,104  

 

Le dérivé alcyne N-alkyneacétylglucosamine (GlcNAlk), lui, va pouvoir être 

incorporé aux sites de O-glycosylation, ainsi qu’aux glycanes formés par N-

glycosylation, mais ne va pas être reconnu par la GALE. Donc le sucre modifié activé 

ne va pas être converti en dérivé d’UDP-GalNAc, et ne va donc pas marquer les sites 

de glycosylation O-GalNAc.104   

 

Le 6-azido-6-deoxy-N-acetyl-glucosamine triacétylé (Ac36AzGlcNAc), un dérivé 

non naturel fonctionnalisé par un azoture en position C-6, va lui être spécifique de la 

O-glycosylation intracellulaire, avec un faible marquage des mucines et N-glycanes.36 

En effet, l’une des étapes de cette voie entraine une phosphorylation en position C-6, 

ce qui n’est pas possible pour ce dérivé non naturel en raison de l’azoture. De plus, le 

passage de ce sucre non naturel par la voie classique de recyclage du N-

acétylglucosamine (GlcNAc) n’est également pas possible. Le composé va passer par 

une phosphoacétylglucosamine mutase (AGM1), permettant d’arriver directement au 

dérivé non naturel du N-acétylglucosamine-1-phosphate (GlcNAc-1-P) (Figure 34).107 

Cependant, en raison de cette impossibilité de passer par la voie de recyclage 

classique, le marquage des protéines est faible par rapport aux autres composés.36 

 

L’une des spécificités de la O-GlcNAcylation est son aspect dynamique, par 

l’action de l’OGA qui enlève le N-acétylglucosamine (GlcNAc) des protéines. Cet 

aspect dynamique diminue d’autant plus fortement l’efficacité du marquage 

métabolique. Plusieurs dérivés ont été développés pour passer outre ce problème, 

comme le dérivé 2-azidoacétamido-2,4-dideoxy-d-glucopyranose triacétylé 

(Ac34dGlcNAz) (élimination de l’hydroxyle en position C-4) et le 2-azido-2-deoxy-D-

glucopyranose tétraacétylé (Ac42AzGlc) (fonctionnalisé par un azoture en position C-

2 avec perte du groupement N-acétyl). Ces dérivés vont être reconnus par l’OGT qui 
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accepte des modifications sur C-2 et C-4 du N-acétylglucosamine (GlcNAc). Ces 

dérivés vont être spécifiques de la O-glycosylation intracellulaire tout en montrant une 

résistance vis-à-vis de l’action de l’OGA.108,109 La sélectivité de l’Ac34dGlcNAz est 

notamment due à la perte de l’hydroxyle en position C4, qui est nécessaire pour former 

les liaisons avec les autres motifs saccharidiques dans les N- et O-glycosylations.36,108  
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E) Incorporation de sucres non naturels par la 
voie du fucose (Fuc) 

 

Le fucose (Fuc) est un monosaccharide fréquemment retrouvé dans les 

glycanes formés par N- et O-glycosylation, souvent en tant que sucre terminal, de 

manière similaire aux acides sialiques, ou en tant que branchement sur des structures 

complexes de glycanes.110,111 Le fucose peut également être retrouvé directement lié 

aux glycoprotéines par O-fucosylation.111  Ce monosaccharide va notamment être 

impliqué dans la formation des antigènes sanguins (A, B, O), les interactions cellule-

cellule, ou encore la réponse immunitaire.110,112 

 

La biosynthèse de la forme monosaccharide activée du fucose (GDP-fucose) 

s’effectue par deux voies différentes : la principale est la synthèse de novo du GDP-

fucose, et la secondaire est la voie de sauvetage du fucose (Figure 36).110,113 

 

Dans la voie de synthèse de novo du GDP-fucose, celui-ci est formé à partir de 

GDP-Mannose par l’action de deux enzymes, la GDP-mannose 4,6-dehydratase 

(GMD) et la GDP-keto-6-deoxymannose 3,5-épimerase/4-réductase aussi appelée 

protéine FX (Figure 36).110,112  

 

Par la voie de sauvetage du fucose, le GDP-fucose est formé en deux étapes, 

avec en premier lieu la phosphorylation du fucose en fucose-1-phosphate (Fuc-1-P) 

par une L-fucokinase, puis la formation du monosaccharide activé par la GDP-fucose 

pyrophosphorylase ou fucose-1-phosphate pyrophosphorylase (Figure 36).113  
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Figure 36: Voies d'obtention du GDP-fucose 

 

La voie de sauvetage du fucose permet l’incorporation de dérivés non naturels 

du fucose, fonctionnalisés par un azoture ou un alcyne. Cependant cette voie est 

minoritaire pour la formation de GDP-fucose, ce qui limite fortement l’incorporation de 

ces dérivés aux glycoprotéines.113  

 

Le groupement azoture ou alcyne peut être intégré sur le fucose en position C-

6. Des modifications en C-2 ou C-4 ne permettent pas l’incorporation des dérivés non 

naturels, qui ne sont pas reconnus par les enzymes impliquées dans la O-fucosylation 

et le transfert de fucose sur les glycoprotéines.114  

 

Plusieurs analogues ont été synthétisés, comme le 6-azidofucose (6-AzFuc) et 

le 6-alkynylfucose (6-AlkFuc) (Figure 37). Cependant l’utilisation de ces composés, 

notamment le 6-AzFuc, est limitée du fait de leur faible incorporation dans les 

glycoprotéines ainsi que de leur cytotoxicité.115,116 L’administration directe de GDP-6-

AzFuc montre une incorporation dans les glycoprotéines plus importantes, suggérant 

que l’analogue modifié en C-6 est assez peu toléré par les enzymes de la voie de 

sauvetage.93,117 
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Figure 37: Analogues non naturels de fucose 

 

Plus récemment, de nouveaux analogues ont été synthétisés, avec une 

élongation de la chaine carbonée du fucose, formant notamment le 7-alkynylfucose (7-

AlkFuc). Ce composé a montré une incorporation beaucoup plus importante que le 6-

azidofucose (6-AzFuc), une cytotoxicité plus faible, et va majoritairement s’incorporer 

sur les glycanes formés par N-glycosylation.114 
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F)  Conclusion 
 

L’incorporation de sucres non naturels au sein des glycoprotéines peut se faire par 

le biais de différentes voies, chacune plus ou moins sensible aux modifications 

réalisées sur les squelettes saccharidiques. Les différentes voies présentées dans ce 

chapitre montrent également une interconnexion importante, qui est à prendre en 

compte lors du design des expériences de marquages, afin de choisir une voie 

d’incorporation métabolique adaptée et des modifications adaptées au type de 

glycosylation et glycoprotéines ciblées. 
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IV) Sondes moléculaires 
 

Les groupements non naturels incorporés sur les glycoprotéines vont pouvoir réagir 

avec des sondes moléculaires. Celles-ci sont conçues avec des structures variables, 

selon la réaction bioorthogonale souhaitée, mais également selon la localisation du 

groupement azoture ou alcyne présent au niveau des cellules (membranaire, 

intracellulaire, nucléaire) et selon les tests associés au marquage (tel que des 

microscopies à fluorescence, western-blot, cytométrie de flux). 

 

Ce chapitre va présenter différentes stratégies utilisées pour réaliser les réactions 

bioorthogonales sur cellules. 

 

 Afin de réaliser un marquage détectable, deux éléments vont être retrouvés sur 

les sondes : une fonction capable d’effectuer la réaction bioorthogonale souhaitée, et 

une étiquette détectable. Cette étiquette peut être détectée directement (marquage en 

une étape) ou être reconnue par une deuxième sonde, elle-même porteuse d’une 

étiquette détectable (marquage en deux étapes). 
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A)  Sondes utilisées pour la réaction de 
Staudinger-Bertozzi 

 
1) Marquage en deux étapes 
 

La première stratégie employant la réaction de Staudinger-Bertozzi pour effectuer 

le marquage de glycoprotéines membranaire repose sur un marquage en deux étapes. 

Dans cette stratégie, la détection de l’analogue non naturel ciblée n’est pas permise 

directement par la sonde, et une deuxième sonde est nécessaire. 

 

Par exemple, une des premières sondes utilisées pour le marquage d’acides 

sialiques a été conçue avec une phosphine pour la réaction de couplage, et une 

étiquette biotine (PHOS-Biotin). Des cellules Jurkat (lignée cellulaire immortalisée de 

lymphocytes T CD4 humains) ont été incubées en présence d’un analogue azoture de 

N-acétylmannosamine (voie de biosynthèse de l’acide sialique) qui s’est incorporé 

dans les glycoprotéines membranaires des cellules. Par la suite, la sonde a été 

incubée, pour effectuer le marquage (Figure 38). 58  

 

 
Figure 38 : Réaction de Staudinger-Bertozzi entre la sonde biotinylée et l'analogue d'acide sialique. Adapté de Saxon et al., 

2000 
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Pour identifier les glycoprotéines marquées, un marqueur fluorescent est 

nécessaire, et est apporté dans un deuxième temps, sous la forme d’un fluorophore, 

l’isothiocyanate de fluorescéine, couplé à une molécule d’avidine (FITC-avidine). 

L’avidine ayant une très forte affinité pour la biotine, ce composé va se lier aux sondes 

biotinylées et la fluorescence des cellules est ensuite mesurée par cytométrie de flux. 

Plusieurs expériences contrôles ont permis de montrer la sélectivité du test.58 Ces 

tests ont également pu être mis en place in vivo, sur modèles murins.118 

 

 Ces travaux ont permis de montrer une incorporation réussie d’un analogue non 

naturel d’acide sialique au sein de glycoprotéines de surface, ainsi que la capacité 

d’une sonde moléculaire à réaliser une réaction de liaison de Staudinger spécifique, 

détectable et quantifiable.  

 

L’intérêt d’un marquage en plusieurs étapes est la versatilité expérimentale offerte. 

Dans cette expérience, la deuxième sonde a été couplée à un marqueur fluorescent. 

Il est cependant également possible d’utiliser cette stratégie pour récupérer les 

glycoprotéines marquées, par exemple par le biais de billes magnétiques recouvertes 

de streptavidine après lyse cellulaire, pour ensuite réaliser des tests d’identification ou 

de quantification des protéines (Western-Blot, spectrométrie de masse, ...).  

 

L’étiquette utilisée dans cette sonde est la biotine, mais celle-ci peut également 

être remplacée par un antigène ou un motif reconnaissable par un anticorps à la place 

de la biotine (par exemple le peptide FLAG, une séquence peptidique caractéristique 

pouvant être ciblée). La deuxième sonde va alors présenter alors l’anticorps spécifique 

et une étiquette détectable.119,120  

 

Ces procédures en deux étapes permettent d’effectuer des lavages et d’éliminer 

les sondes qui n’ont pas réagies ainsi que de diminuer ou éliminer le marquage non 

spécifique. 

 

2) Marquage en une étape 
 

On peut aussi n’utiliser qu’une seule sonde, portant directement à la fois la fonction 

permettant la réaction bioorthogonale (phosphine) et une étiquette détectable (comme 
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un fluorophore). Pour que cette stratégie puisse être utilisée, il est nécessaire de 

pouvoir distinguer les sondes ayant réagi avec la fonction azoture incorporée sur les 

glycoprotéines et les sondes en excès dans le milieu. 

 

 Utilisation de la fonction réactive pour désactiver la sonde fluorescente 

 

Pour illustrer cette procédure en une seule sonde, on peut citer une sonde 

développée par l’équipe de Carolyn R. Bertozzi. Cette sonde a été conçue en 

introduisant en position de substituant du phosphore un groupement fluorescent de la 

famille des coumarines, la 7-aminocoumarine, sur sa position 3 (Figure 39).121 

L’introduction de substituants sur cette position spécifique des coumarines peut influer 

sur leur fluorescence.121 Dans le cas de ce type de sonde, le doublet d’électrons libres 

du phosphore va pouvoir servir de désactivateur (« quencher ») de la fluorescence de 

la coumarine. Une fois que la sonde a réagi avec l’azoture présent sur la glycoprotéine, 

le phosphore est oxydé, et la fluorescence activée, avec une fluorescence 60 fois 

supérieure (Figure 39).121,122 

 

 
Figure 39: Stratégie utilisant un fluorophore désactivé par le doublet d'électrons du phosphore 

 

L’avantage de cette stratégie est une observation directe de la cible dès la réaction 

de liaison effectuée, sans nécessité de lavage. Il y a cependant un risque d’oxydation 

spontanée du phosphore dans le milieu, du fait de la présence d’oxygène, ce qui peut 

induire une fluorescence non spécifique. De plus, cette stratégie limite les composés 

fluorescents utilisables, puisqu’il y a une nécessité d’un fluorophore on/off.121 

 

 Désactivation de la fluorescence par FRET 

 

 On peut éviter cette fluorescence non spécifique liée à l’oxydation de l’atome 

de phosphore en utilisant une autre stratégie de désactivation de fluorescence. La 
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désactivation de la fluorescence peut être réalisée par transfert d’énergie entre 

molécules fluorescentes, (Förster resonance energy transfer, (FRET)).123,124 Cette 

technique repose sur l’utilisation de deux fluorophores dont les spectres d’absorption 

et d’émission se chevauchent. Si les deux molécules fluorescentes sont spatialement 

proches (<10 nm), le premier fluorophore, lors de son excitation, émet des photons qui 

vont directement être absorbés par le deuxième fluorophore, qui est ainsi excité et va 

émettre lui-même des photons, sans être directement excité par le laser. Ainsi, le 

premier fluorophore n’est pas détecté, car tous les photons qu’il émet sont captés par 

le deuxième.123,125 

 

Pour l’application du FRET dans le marquage de glycoprotéines avec la réaction 

de Staudinger-Bertozzi, la fluorescence du fluorophore est désactivée par le 

« quencher » ou désactivateur, situé sur le groupement ester du piège électrophile.126 

Une fois la réaction de Staudinger effectuée, ce substituant est éliminé de la sonde et 

la fluorescence est rétablie (Figure 40).121,126 Il est nécessaire de vérifier que l’ester ne 

soit pas sensible à l’action d’estérases présentes dans le milieu, ce qui entrainerait 

une fluorescence non spécifique, ou de laver le milieu afin d’éliminer tout bruit de fond 

lié à une dégradation de la sonde. 

 

 
Figure 40: Stratégie de détection par fluorophore désactivé par FRET 

 

 Un exemple de sonde utilisant cette stratégie de FRET (QPhos) utilise le couple 

fluorescéine/Disperse red 1 (Figure 41).126 La réaction de Staudinger permet de libérer 

le désactivateur (Disperse red 1), et de rétablir la fluorescence de la fluorescéine. Cette 

méthode (FRET) présente l’intérêt de pouvoir utiliser divers couples 

fluorophores/désactivateur (ou « quencheur »), et de ne pas dépendre de l’état 

d’oxydation du phosphore.  
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Figure 41: Sonde fluorophore désactivée par FRET Fluorescéine/DisperseRed1 

 

 Cette sonde a pu être employée pour le marquage des acides sialiques de 

glycoprotéines membranaires après incorporation de sucre non naturel 

(Ac4ManNAz).126 

 

3) Détection indirecte 
 

 Il est également possible de réaliser une détection indirecte du marquage des 

glycoprotéines. Par exemple, une stratégie développée consiste à introduire sur l’ester 

une luciférine, qui est libérée lors de la réaction et peut servir de substrat à la luciférase, 

émettant ainsi de la lumière détectable. Cette méthode permet une sensibilité plus 

importante, mais ne permet pas d’observer une luminescence liée directement aux 

glycoprotéines.121,127,128 Cette méthode est limitée aux modèles modifiés pour 

exprimer une luciférase. 

 

4) Conclusion 
 

En résumé les exemples donnés précédemment montrent une variété de stratégies 

utilisant la réaction de Staudinger-Bertozzi afin de réaliser un marquage de 

glycoprotéines membranaires, avec une détection indirecte ou directe par l’utilisation 

de fluorophore, substrat enzymatique, ou sonde complexe exploitant la technique de 

FRET. 
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B) Sondes utilisées pour la CuAAC 
 

La deuxième réaction bioorthogonale impliquant un azoture présentée ici est la 

cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen catalysée au cuivre (Cycloaddition azoture 

alcyne catalysée au cuivre, CuAAC). 

 

Les différentes stratégies employées pour créer les sondes phosphines ont 

également été utilisées pour le design des sondes utilisées en CuAAC.  Si la stratégie 

de marquage en deux étapes est facilement transposable à tout type de réaction 

bioorthogonale, le marquage en une étape nécessite plus d’adaptation. 

 

1) Marquage en deux étapes 
 

Une stratégie similaire à la sonde Phos-biotine a été développée pour réaliser une 

CuAAC, à l’aide d’une sonde portant un alcyne terminal et une biotine (Figure 42), et a 

notamment permis l’identification en deux étapes de protéines O-GlcNAcylées dans 

des lysats cellulaires, ou encore des protéines sialylées marquées par du ManNAz sur 

des membranes cellulaires.129,130 Les sondes biotinylées ayant réagi avec les 

monosaccharides marqués pour former des triazoles vont être récupérées à l’aide de 

billes magnétiques de streptavidine. Puis les protéines sont digérées par de la trypsine 

et les résidus analysés par LCMS pour identification. 

 

 
Figure 42: Structure de la sonde Alcyne-Biotine 

 

 

Comme évoqué dans la partie Staudinger-Bertozzi, le marquage avec des 

sondes biotine est versatile, et par exemple est déclinable en marquage fluorescent. 

Dans ce cas, en utilisant une deuxième sonde couplée à une étiquette fluorophore 

(comme un fluorophore TAMRA, (Figure 43)) est utilisée (à la place de billes 
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magnétiques) pour effectuer des marquages fluorescents et une observation directe 

des cellules ou par cytométrie de flux.129 

 La deuxième sonde peut également être équipée d’autres étiquettes, comme 

un antigène FLAG (une étiquette de huit acides aminés pouvant être ciblée 

sélectivement) par exemple. 

 

O

N
H

O

CO2
-

N+N

 
Figure 43: Sonde TAMRA-alcyne 

 

 Dans le cas de la CuAAC, les deux groupements (azoture et alcyne vrai) sont 

incorporables dans des saccharides non naturels. Pour le marquage de glycoprotéines 

fonctionnalisés par des alcynes vrais, des sondes biotine-azoture peuvent être 

conçues.131  

Cette stratégie a notamment été utilisée sur des cellules Jurkat afin d’étudier, 

par Western-Blot et par microscopie à fluorescence, la sialylation des glycoprotéines 

de surface cellulaire, en utilisant comme première sonde une sonde biotine-azoture. 

Puis en sonde secondaire un anticorps anti-biotine conjugué à une enzyme, la 

peroxydase de raifort (Horseradish peroxydase, HRP).  La HRP va catalyser 

l’oxydation d’un substrat chromogénique, permettant l’identification en Western-Blot 

par exemple. L’expérience a également été reproduite avec incorporation des sucres 

non naturels in vivo sur souris, puis récupération des organes et étude du marquage 

des glycoprotéines.131  

 

2) Marquage en une étape : induction de fluorescence 
 

On peut également utiliser un marquage fluorescent en une étape dans le cas de 

sondes portant un alcyne utilisé en CuAAC.  

Cependant, dans le cas de ces sondes, la situation est différente des sondes de 

Staudinger-Bertozzi. En effet, comme évoqué précédemment, le marquage en une 
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étape avec les sondes de Staudinger-Bertozzi exploite le doublet d’électron disponible 

sur la phosphine et/ou le groupement partant. Ces deux éléments n’existent pas sur 

les sondes de CuAAC. Il parait donc difficile de faire le marquage fluorescent en une 

étape.  

Toutefois, la réaction de CuAAC entraine la formation d’un triazole, groupement 

riche en électrons. La formation de ce triazole permet sur différents fluorophores une 

forte augmentation de la fluorescence.121 Cette propriété a été utilisée pour le design 

des sondes fluorescentes. 

 

En pratique un des fluorophores employés dans ce type de sonde est la coumarine, 

déjà présente dans les sondes phosphines. L’introduction d’un azoture en position 3 

ou d’un alcyne en position 7 de la coumarine permet de quencher la fluorescence, qui 

est rétablie après formation du triazole (Figure 44).132,133 L’incorporation d’un ester 

trifluoroéthyl en position 4 sur la molécule permet d’augmenter sa solubilité 

aqueuse.133 

 

 

 
Figure 44: Stratégie de sonde pré fluorescente activée par CuAAC 

 

 Ce type de sonde a notamment été utilisé pour le marquage d’acides sialiques 

membranaires. Cette sonde est également internalisable, et peut donc être 

potentiellement utilisée pour du marquage de glycosylation intracellulaire.133 

 

Cette stratégie est applicable à d’autres fluorophores comme les naphtalimides, les 

benzothiazoles ou les xanthènes (famille de la fluorescéine) (Figure 45), qui sont 

excitables a des longueurs d’ondes plus élevées.112,121,134 Il est également possible 

d’utiliser des molécules initialement non fluorescentes qui après CuAAC, deviennent 

des fluorophores.135 

 



74 
 

S

N

benzothiazole

O
NH

O

naphthalimide

O

xanthène  
Figure 45: différentes catégories de familles de fluorophores 

 

Cependant, toutes ces stratégies nécessitent des fluorophores dont la fluorescence 

est soit diminuée par l’incorporation d’un azoture ou alcyne vrai et rétablie par la 

formation d’un triazole, soit des molécules non fluorescentes qui deviennent 

fluorescentes après formation d’un triazole. 

 

3) Conclusion 
 
 Comme pour la stratégie de design des sondes pour la Staudinger-Bertozzi, il 

existe de nombreuses options pour orienter la synthèse des sondes moléculaires 

pouvant réagir en CuAAC avec des sucres non naturels azoture (ou des sucres non 

naturel alcyne terminaux). Le choix de stratégie de marquage et de sonde va donc 

dépendre des paramètres expérimentaux, des glycoprotéines ciblées (et de leur 

localisation), de la sensibilité voulue. 

 

 Il faut se rappeler que l’un des inconvénients de la CuAAC en milieu biologique 

est la toxicité du catalyseur. Cet inconvénient peut être pallié par l’incorporation de 

groupement chélatant le cuivre dans le milieu, directement incorporé dans les 

sondes.121 
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C) Sondes utilisées pour la SPAAC 
 

 

La troisième réaction bioorthogonale impliquant un azoture évoquée dans cette 

thèse est la cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen entre un alcyne tendu et un azoture 

(SPAAC). Les stratégies de designs de sondes appliquées pour les réactions de 

CuAAC ont été également adaptées aux réactions SPAAC.  

 

1) Fonctionnalisation des alcynes tendus 
 

Comme évoqué dans le chapitre 2, la cinétique de la SPAAC va dépendre de 

l’alcyne tendu. Afin d’améliorer la réactivité des sondes et la cinétique de la SPAAC, 

les cyclooctynes ont été fonctionnalisés par des groupements électroattracteurs. L’une 

des structures de cyclooctyne la plus utilisée est le DIFO, un cyclooctyne di-fluoré 

(Figure 46).136 

 
Figure 46: DIFO 

 

 Une autre structure de dérivé cyclooctyne largement utilisée dans les sondes 

pour SPAAC est le 4-dibenzocyclooctynol (DIBO) (Figure 47). La présence des cycles 

aromatiques va avoir un effet conformationnel accélérant la cinétique.137 

 

 
Figure 47: DIBO 
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2) Marquage en deux étapes 
 

On retrouve les différentes stratégies évoquées précédemment, avec du marquage 

en une ou deux étapes. 

 

Par exemple il existe des sondes-biotine (DIFO-biotine), ou sondes-antigène 

(comme le DIFO-FLAG) qui sont reconnues dans un second temps par un anticorps 

marqué (Figure 48).136,138 Ces sondes ont notamment été utilisées pour le marquage 

d’acide sialique de glycoprotéines membranaires, avec une capacité d’internalisation 

des sondes,138 ainsi que pour le marquage de glycanes in vivo.137   

 

Des sondes DIBO-biotine ont notamment pu être utilisées pour visualiser (avec 

utilisation d’une seconde sonde streptavidine-AF488) les acides sialiques de 

glycoprotéines membranaires, ou encore les mucines.137 

 

 
Figure 48 : Différentes sondes DIFO. Adapté de Baskin et al., 2007 

 

Ce type de stratégie peut également être utilisé pour du marquage de 

glycoprotéines intracellulaire, souvent réalisé en deux temps. Après incorporation 
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du sucre modifié, les cellules sont lysées, et des sondes biotine ou fluorophore sont 

utilisées pour analyser le contenu du lysat.139 

 

3) Marquage en une étape 
 

Des sondes de marquage en une étape (sondes-fluorophore) ont été synthétisées 

et utilisées, comme la sonde DIFO-Alexa Fluor 488 ou 568 (Figure 48). Les sondes de 

marquage en une étape portant directement un fluorophore actif présentent cependant 

comme défaut le risque d’une fluorescence en bruit de fond qui nécessite soit un 

lavage, soit une spécificité et sélectivité importante du marquage. 

 

Des sondes avec induction de fluorescence ont également été utilisées dans des 

stratégies utilisant la SPAAC. Par exemple, la sonde alcyne-coumarine (présentée 

dans la partie précédente) a été synthétisée avec un cyclooctyne remplaçant l’alcyne 

terminal, et présente une augmentation de la fluorescence après formation du triazole 

(Figure 49).121,140 
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Figure 49: Sonde pré fluorescente pour SPAAC 

 

4) Conclusion 
 

De manière similaire aux deux autres stratégies (CuAAC et Staudinger-

Bertozzi), il existe différentes options pour orienter la synthèse des sondes 

moléculaires pouvant réagir en SPAAC avec des sucres non naturels azoture. 

Le choix de l’alcyne tendu employé va également influencer les résultats des 

expériences, et va avoir un impact important sur la cinétique de réaction. Il 

existe une grande variété d’alcynes tendus, plus ou moins encombrés, et plus 

ou moins adaptés au passage de membranes cellulaire.  
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Le choix de stratégie de marquage et de sonde va donc dépendre des 

paramètres expérimentaux, des glycoprotéines ciblées (et de leur localisation), 

de la sensibilité voulue. 

 

L’un des inconvénients de la SPAAC en milieu biologique est l’interaction des 

alcynes tendus avec les membranes cellulaires, et donc le risque de marquage 

aspécifique.  Le choix d’un alcyne tendu adapté est donc d’autant plus 

important. 
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D) Conclusion 
 

Les sondes moléculaires utilisées pour le marquage des glycoprotéines doivent 

présenter des caractéristiques adaptées à leur utilisation.  

 

 Selon les réactions bioorthogonales exploitées, ainsi que l’objectif expérimental 

(récupération des glycoprotéines pour analyse, marquage par fluorescence, …) la 

structure des sondes va avoir un impact important, comme exposé tout au long de ce 

chapitre. 

 

 Afin de pouvoir être utilisé pour un marquage à moyenne ou longue durée, il est 

nécessaire d’avoir des sondes et des conditions expérimentales non toxiques, ou qui 

ne libèrent pas ou ne forment pas de produits toxiques.141 Cela concerne 

particulièrement la CuAAC.82,98  

 

De même pour les sondes fluorescentes, il faut faire attention au risque de bruit 

de fond et de rétention non spécifique. Les sondes de SPAAC tendent à interagir avec 

les membranes, et une étape de lavage pour diminuer le bruit de fond est parfois 

nécessaire. 

 

 Un autre élément important est la solubilité et lipophilie des sondes. En effet, 

pour le marquage de glycoprotéines intracellulaires sans passer par une étape de lyse, 

les sondes doivent traverser les membranes. Les molécules chargées comme les 

cyanines ont tendance à être moins perméables, et sont utilisées pour le marquage de 

surface. Tandis que les molécules neutres, comme les coumarines, peuvent être 

utilisées pour du marquage intracellulaire.141  
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Conclusion 
 

 L’observation et le marquage de biomolécules est un objet de recherche 

fondamental, car nécessaire pour la compréhension des processus physiologiques et 

pour mettre au point des outils diagnostics pour diverses pathologies. 

 

 Tandis que l’observation de protéines est possible par l’utilisation d’outils 

influençant directement l’expression des gènes, l’observation d’autres biomolécules 

tels que les glycanes et la glycosylation protéique est plus complexe, car non 

dépendante directement de la traduction/transcription génique. 

 

 Le développement au cours des dernières décennies de réactions utilisables en 

milieu biologique, in vitro voire même in vivo a ouvert la voie à de nouvelles possibilités 

pour le marquage et l’étude de ces biomolécules dont les glycoprotéines. 

 

 En vue de réaliser ces études, il est nécessaire de pouvoir incorporer une 

fonction bioorthogonale au sein des glycoprotéines, en passant par les voies de 

biosynthèse naturelles pour perturber le moins possible les mécanismes 

physiologiques. 

 

 Dans cette thèse, j’ai présenté les principaux phénomènes de glycosylation 

connus, ainsi que les voies métaboliques exploitées pour incorporer des analogues 

non naturels de sucres dans diverses glycoprotéines membranaires et intracellulaires. 

J’ai également présenté trois principales réactions de chimie bioorthogonales utilisées 

couramment pour l’observation, identification et visualisation des glycoprotéines. 

 

 Les travaux et techniques présentés dans ce manuscrit ont eu un impact 

important pour la compréhension des différents phénomènes de glycosylation 

retrouvés dans tous les organismes vivants, et dont la dérégulation est retrouvée dans 

un grand nombre de pathologies, allant de processus inflammatoires non contrôlés à 

des maladies cancéreuses.  
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Bien que cette thèse soit centrée sur le phénomène de glycosylation, ces 

techniques ont également été utilisées pour étudier les protéines, peptides, 

oligonucléotides, et tout type de biomolécules sur lesquels des composants non 

naturels incorporant une fonction reportrice peut être incorporée.  

 

De la même façon, l’azoture a été particulièrement développée. Il existe 

cependant un grand nombre d’autres fonctions bioorthogonales exploitées, et d’autres 

types de réaction mise au point, présentant des cinétiques accélérées par rapport aux 

trois réactions présentées. 

 

Les réactions bioorthogonales représentent un outil de chimie biologique, qui 

laisse entrevoir pour l’avenir encore de très nombreux développements, dans les 

domaines diagnostic, analytique et thérapeutique. Carolyn Bertozzi, Karl Barry 

Sharpless et au Danois Morten Peter ont d’ailleurs été récompensés par le prix Nobel 

de Chimie en 2022, pour le développement de cette chimie. 
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Annexe 
 

A) Structure des monosaccharides retrouvés dans les 
glycanes 
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B) Structure de sucres nucléotides 
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Résumé 

 

 La glycosylation est un processus post-traductionnel par lequel des 

monosaccharides ou oligosaccharides sont greffés sur des biomolécules tel que les 

glycoprotéines. Ces biomolécules jouent de nombreux rôles au sein des cellules.  

 Cette thèse porte sur l’utilisation des voies de biosynthèse cellulaire pour 

incorporer des dérivés non naturels de monosaccharides afin d’introduire une fonction 

bioorthogonale azoture ou alcyne sur des glycoprotéines membranaires ou 

intracellulaires. 

 Ces fonctions vont pouvoir ensuite réagir avec des sondes moléculaires par une 

réaction bioorthogonale, permettant l’étude des processus de glycosylation en 

situation physiologique ou pathologique, in vitro et in vivo. 

   

 

Summary 

 

Glycosylation is a post-translational modification through which mono or 

oligosaccharides are transferred to biomolecules such as proteins. Those 

biomolecules play diverse roles. 

 This thesis summarize how we can use biosynthetic pathways in order to 

transfer unnatural analogs of monosaccharides (carrying an azide or alkyne function) 

onto intracellular or cell surface glycoproteins.  

 These chemical functions can then react with molecular probes using a 

bioorthogonal reaction. This strategy is used to study glycosylation, in vitro and in vivo, 

during physiologic and pathologic conditions 
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