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Liste des Abréviations :

ADN : Acide désoxyribonucléique

AFM : Atomic force microscope - microscope a force atomique

AT-III : Antithrombine III

BSA : Sérum Albumine Bovine

CCM : Chromatographie sur couche mince

CO; : Groupements carboxylates

CS : Chondroitine Sulfate

CXC, CC, C et CX;C : Cystéines proches du domaine N-terminal d’une protéine séparées ou
non par X, des acides aminés quelconques.

Cy-5 : Fluorochrome

DCC : N,N’-dicyclohexylcarbodiimide

DMAB : (Diméthylamino)-benzaldéhyde

DMF : Diméthylformamide

DMSO : Diméthylsulfoxyde

dp “"x”: Degré de polymérisation, x représentant le nombre de disaccharides constituant la
chaine.

DS : Dermatane Sulfate

DTT : Dithio-DL-threitol

ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay, test immunologique destiné a détecter et/ou
doser une protéine dans un liquide biologique.

FGFs : Fibroblast growth factor = facteurs de croissance

FGFRs : Récepteurs de facteurs de croissance

FRET : Fluorescence par transfert d’énergie

GAG : Glycosaminoglycanes sulfatés

Gal : Galactose

GalNAc : Galactosamine N-acétylée

GlcA : Acide glucuronique

GlcNAc : N-acétyl-glucosamine

GIcNS : N-sulfo-glucosamine

GPI : Glycosylphosphatidylinositol

HEPES : Tampon fait avec 1’Acide (N-[2-hydroxyéthyl]-piperazine-N’-[2-éthane]-
sulfonique

HexA: Acide hexuronique

HP : Héparine

HP6 : Héparine de 6 kDa, commerciale

HPLC : Chromatographie haute pression en phase liquide

HS : Héparane sulfate

HSV : Virux herpex simplex

ICsy : Inhibitory concentration 50 %, concentration requise pour avoir 50 % d’inhibition.
IdoA : Acide L-iduronique

IFN y : Interféron gamma

IgG : Immunoglobuline de type G, composant majoritaire des anticorps

IgM : Immunoglobuline de type M

ITC : Isothermal titration Calorimetry ou microcalorimétrie

Ka : Constante d’association

kDa : 10° Dalton

Kd : Constante de dissociation

KS : Keratane sulfate
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MEB : Microscope a balayage ¢lectronique

MUAM : 11-Mercaptoundécylamine

NA : Domaines sur les HP / HS fortement acétylés
NGL : néoglycolipide

NHS : N-hydroxysuccinimide

NS : Domaines sur les HP / HS fortement sulfatés
PAMAM : Polyamidoamine

PF-4 : Facteur plaquettaire 4

PC-COOH : Acide 5-pyrrolyl-caproique

PC-NHS : Pyrrole-caproyl-N-hydrosuccinimide
PCAH : Pyrrole caproyl adipate hydrazide

PDMS : Poly-(diméthylsiloxane)

POPC : Phosphatidylcholine

PVDF : Polyfluore de vinylidéne

PU-COOH : Acide 10-pyrrolyl undécanoique
PU-NHS : Pyrrole-undécanoyl-N-hydrosuccinimide
PUAH : Pyrrole undecanoyl adipate hydrazide

PUH : Pyrrole undecanoyl hydrazide
Py~maléimide : Pyrrole-trioxatridecane-maléimide
Py~NH; : Pyrrole-trioxatridecane-amine

RANTES : Chimiokine de la famille CC, Regulated on Secretion normal T-cell expressed
and secreted.

RMI : Ratio molaire initial

RMN : Résonance magnétique nucléaire

RU : Unités de résonance utilisés dans les appareils Biacore
SDF-1 : Stromal cell-derived factor 1

Ser : Acide aminé Sérine

SLe" : Sucre Sialyl Lewis X

SO; : groupements sulfates

SPR : Surface plasmon resonance, résonance des plasmons de surface
TE : Transversale électrique

Tp : Tampon

TM : transversale magnétique

THF : Tétrahydrofurane

VIH : Virus de lI'immunodéficience humaine (SIDA)
Xyl : Xylose
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Introduction générale

Introduction

Les progres enregistrés dans la connaissance du génome humain au cours des deux
décennies écoulées ont rendu possibles, parmi de nombreuses autres retombées, ’analyse
d’un nombre toujours croissant de geénes. Parallelement, le domaine de la protéomique, qui est
I’étude de I’ensemble des protéines fabriquées par les geénes, a émergé. Compte tenu du grand
nombre de fonctionnalités qui vont devoir étre criblées, le défi technologique récemment
relevé est considérable, puisqu’il s’agit de substituer a des techniques du type “un test par
protéine étudiée” telles que les analyses ELISA, des méthodes efficaces permettant le criblage
a grande échelle des variations individuelles. Des outils tels que les puces a protéines (pour

revue : ) et les procédés a haut débit ont ainsi émergeé.

Plus récemment, un champ d’étude s’est ouvert dans le domaine de la « glycomique »,
c’est-a-dire I’étude systématique des interactions sucres / protéines’. En effet, il a été montré
que les sucres, outre leurs fonctions classiques structurales (cellulose...) ou énergétiques
(amidon...) sont trés impliqués dans des phénomenes de reconnaissances biologiques tres
fines ; on peut citer par exemple leurs roles dans les modifications post-traductionnelles des
protéines (glycosylation) qui leur apportent de nouvelles proprié¢tés dans le domaine de
I’immunologie ou, plus généralement, dans les processus de reconnaissance, d’adhésion ou de
transfert d’informations entre des cellules’: ils sont impliqués par exemple dans la
reconnaissance de chimiokines lors de la réponse inflammatoire ou dans le mécanisme
d’entrée de certains virus dans la cellule (comme le HIV ou I’Herpes simplex).
Chimiquement, ces sucres (ou poly / oligo saccharides) sont des polyméres tres
complexes, qui peuvent étre d’origine naturelle (et éventuellement fractionnés) ou d’origine
synthétique lorsqu’ils sont suffisamment simples et courts. Les méthodes d’études
d’interactions entre ce type de molécules et par exemple des protéines sont relativement
limitées.

Afin d’obtenir une analyse systématique des interactions sucres / protéines, une
approche a été testée consistant a fixer un certain nombre de polysaccharides différents sur
une surface sous forme de plots (ou spots) puis a conduire I’interaction avec une protéine sur
I’ensemble de la dite surface. Ces systémes ont été nommés “carbohydrate array ™ > ou
“oligosaccharide array”, puisqu’il s’agit de I’évolution du concept de puces a protéines ou a

ADN vers I’analyse parallélisée d’interactions entre des sucres et d’autres composés ; on peut

17



tel-00011160, version 1 - 7 Dec 2005

Introduction générale

appeler au sens général ces objets des puces a sucres, et dans ce cas, les sucres sont les sondes
liées 4 la surface du substrat®.

Sur un plan plus général, ces techniques multiparamétriques constituent un apport
important a la biologie moléculaire. En revanche, il reste souvent nécessaire de marquer les
molécules cibles par un traceur fluorescent ou de les associer a un systéme enzymatique afin
de pouvoir les détecter. Ce marquage rajoute une étape au procédé et permet difficilement de
suivre la réaction en temps réel ; méme si le suivi en temps réel est possible, la mesure
d’interactions sera effectuée avec une molécule marquée, ce qui peut induire des différences
notables de comportement.

Le systéme de puces a sucres que nous proposons, but du projet, associe une chimie du
pyrrole et un procédé de détection faisant intervenir I’imagerie de la résonance des plasmons
de surface (SPRi). Elle permet d’acquérir, en paralléle, sur chaque plot, la réponse cinétique
des interactions biologiques mesurées, et de surcroit, sans avoir recours a des marqueurs. Bien
str, la réalisation de tels systémes, de plus en plus perfectionnés et possédant des
fonctionnalités multiples, nécessite la contribution d’acteurs d’origines différentes, conférant
au projet un caractere pluridisciplinaire. Les différentes disciplines complémentaires mises en
jeu sont entre autres : chimie, biochimie, biologie, informatique, électronique, mécanique et
optique.

Nous nous efforcerons, a partir des connaissances et compétences du laboratoire en
matiére de puces a ADN, de concevoir un procédé de fabrication de puces a sucres et de le

valider afin d’étre utilisable de maniere plus générale.

Ce travail s’articulera autour des points suivants : nous étudierons, tout d’abord, dans
le chapitre bibliographique, les différents modes de fixation de sucres sur une surface et les
procédés de détection utilisés sur ces puces.

Apres avoir décrit les sucres utilisés pour nos puces, nous nous intéresserons, dans le
deuxiéme chapitre, a la fabrication de la puce : la modification de la molécule « sucre sonde »
et son dépdt sur une surface. Nous étudierons enfin les interactions biologiques suivies par
imagerie SPR.

Pour finir, nous nous attacherons, dans le troisiéme chapitre, a illustrer les possibilités

d’applications d’une telle puce a sucres dans des problématiques plus concrétes.
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Chapitre I : les puces a sucres : un outil pour la mesure d'interactions sucres-protéines

1. Introduction :

Les sucres, également appelés hydrates de carbone sont composés d’atomes de
carbone, d’oxygene et d’hydrogene (figure 1); ils sont nommés monosaccharides,
disaccharides, efc., selon le nombre d’unités de sucre qu’ils contiennent. Les oligosaccharides
sont constitués de chaines plus longues, les molécules les plus longues étant des
polysaccharides. Enfin, les associations d’hydrates de carbone et de protéines, de lipides ou de

petites molécules sont des glycoconjugués, plus précisément des glycoprotéines ou des

.. 7
glycolipides'.
a) Agroupe réducteur b)
CHO
 on W OH
H——OH oH
tq HO =9 4 OH
HO——H HO HO H
HO H H H o
H———OH H oH HO
H o]
H——OH H HO T S
CH,0H a-D-Glucopyranose a-D-Glucofuranose H H
D-Glucose Disaccharide Mannose-Glucose

projection de Fischer
Forme ouverte

Figure 1: a) Exemple d’'un monosaccharide, le D-Glucose, sous forme ouverte, forme pyranose
(cycle a 6 atomes) et forme furanose (cycle a 5 atomes); b) exemple d’un disaccharide constitué d’un
monomere mannose et d’un glucose.

La recherche sur les sucres s’est heurtée a I’absence d’outils permettant de déchiffrer
la structure des molécules complexes et de synthétiser les sucres de fagon reproductible et en
quantité suffisante. Les sucres ont des structures bien plus compliquées que celles des
chaines d’ADN et des protéines. Les 4 nucléotides qui constituent I’ADN et les 20 acides
aminés que contiennent les protéines sont associ€s les uns aux autres, telles des perles sur un
fil ; en outre, ils sont toujours reliés par la méme liaison chimique. Au contraire, les quelques
dix sucres simples que I’on retrouve dans les hydrates de carbone des mammiferes se lient les
uns aux autres en des points différents et constituent des structures aux ramifications
complexes. Les 4 nucléotides de 1’alphabet de I’ADN peuvent étre combinés et former 256
structures différentes de tétranucléotides, et les 20 acides aminés des protéines menent a
environ 16000 tétrapeptides. En revanche, les sucres les plus simples de 1’organisme peuvent
s’assembler sous plus de 15 millions de tétrasaccharides. Méme si toutes ces combinaisons

n’existent pas dans la nature, le nombre de possibilités est considérable.
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Le développement des technologies liées aux puces a ADN a permis une avancée
notable des programmes liés a la génomique fonctionnelle. En effet, la miniaturisation des
techniques de dépdt ou de synthése d’ADN a conduit a la réalisation d’analyses parallélisées,
donc multiparamétriques, d’ADN sur les puces®. Plus récemment, 1’émergence de la
protéomique a donné naissance au concept de puces a protéines, qui permettent I’analyse
parallélisée d’interactions de types protéines / protéines ou plus généralement protéines /

ligands.

Parallelement a ces développements, le champ d’étude de la « glycomique » s’est
largement développée ; mais les études d’interactions sont réalisées une par une, et les
moyens d’études restent assez limités (fluorescence, électrophorese). Alors 1’idée de
développer de nouveaux systémes inspirés des techniques des puces a protéines ou a ADN,
afin d’obtenir des études plus systématiques de reconnaissance sucre/protéine, a vu le jour.
Ces systémes permettent de déposer un certain nombre de sucres différents sur une surface et
de conduire I’interaction avec une protéine sur I’ensemble de la surface.

Les particularités chimiques des sucres généreront des contraintes spécifiques lors de
I’adaptation des technologies développées pour les puces a ADN. Nous analyserons dans ce
chapitre les solutions proposées pour d’une part fabriquer des « puces a sucres » et d’autre
part les moyens de détection associés. Nous décrirons dans une dernic¢re partie la famille

d’oligosaccharides étudiés dans ce travail.
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2. La Fabrication des « puces a sucres »

Les sucres sont les composants clés des glycolipides et des glycoprotéines se trouvant
sur la membrane cellulaire et participant a des processus tels que la reconnaissance,
I’adhésion et les signaux entre cellules. Ces phénomenes sont nécessaires pour la croissance
et la réparation tissulaire, les invasions virales et bactériennes d’organismes pathogénes’.
Une meilleure compréhension des interactions sucres / protéines pourrait aider de fagon
notable dans 1’¢lucidation des mécanismes de signalisation inter-cellulaire, pouvant aussi

. e . . . . . , 10,11
mener a une amélioration des diagnostics et au développement d’outils thérapeutiques .

Les puces a ADN ainsi que les puces a protéines, préparées par une immobilisation de
ces biomolécules sur une surface avec une localisation précise, ont permis de mettre en
ccuvre une méthodologie a faible colGt pour le criblage d’interactions impliquant ces

molécules.

Les sucres sont par nature des structures chimiquement complexes ; c¢’est pour cela
que les approches conventionnelles pour étudier les interactions sucres - ligands ne suffisent
plus. Les techniques de puces, analogues a celles développées pour PADN'? et celles
développées pour les protéines'® s’avérent étre un complément utile pour pallier & ce besoin.

Pour véritablement assigner une séquence oligosaccharidique a une reconnaissance de
protéines, il est nécessaire d’avoir des séquences oligosaccharidiques connues purifiées.
Comme les techniques modernes analogues a celles de la biologie moléculaire et a
I’expression de protéines recombinantes ne sont pas applicables pour générer des
oligosaccharides, de multiples stratégies ont été mises au point pour obtenir des sucres
utilisables sur puces, soit par des approches de synthése (chimiques ou enzymatiques)' soit
par purification de sources naturelles. Parmi les autres aspects a prendre en considération lors
de la réalisation de puces, il y a la nature du support solide, les moyens de fixer les sucres a la
surface (covalent ou non covalent) et les méthodes analytiques de détection, permettant la
caractérisation des oligosaccharides immobilisés.

Ici, nous allons brievement résumer les différents moyens d’obtention de sucres avant
de décrire les développements réalisés dans le domaine émergent des puces a

oligosaccharides.
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21 Les sucres sources pour la fabrication des puces

Contrairement aux oligonucléotides et aux protéines, les oligosaccharides sont
difficiles a obtenir par des synthéses chimiques. Cette difficulté¢ est liée a leur structure
complexe : d’une part, les chaines peuvent étre linéaires ou ramifiées, et d’autre part, les
blocs monosaccharides ont des configurations anomériques o ou B et les monosaccharides
adjacents peuvent se lier par différents atomes. Pour ces raisons, de multiples étapes de
protection et déprotection sélectives sont nécessaires sur les groupes hydroxyles des
monosaccharides pendant la synthése chimique ; la synthése « manuelle » d’oligosaccharides
reste la technique la plus pratiquée. Néanmoins, malgré les difficultés rencontrées, les
synthéses d’un nombre considérable d’oligosaccharides complexes ont été réalisées [pour
exemple :'°] et les produits obtenus ont été extrémement utiles dans les études sur la
spécificité de reconnaissance avec des anticorps et d’autres protéines interagissant avec les

Sucres.

2.1.1. Les sucres synthétiques ou biosynthétiques

L’application de la chimie combinatoire a la synthése des collections de composés
sucrés a recu beaucoup d’attention depuis quelques années. Cette approche est en fait dérivée
de la synthése automatisée d’ADN'® mais aussi de peptides'’. Ainsi de nouvelles stratégies
pour I’obtention de bibliothéques d’oligosaccharides par synthése en phase liquide sont
apparues, et 1'utilisation de monosaccharides comme briques de syntheése dans la génération
de bibliothéques d’oligosaccharides a été décrite'®.

Parallélement, le développement de la synthése automatique de sucres a considérablement
19, 20

accéléré la production en quantité de composés bien définis pour les études biologiques

(figure 2a).

L’approche de synthése en phase solide a I’avantage d’éviter 1’isolement des produits
intermédiaires et les différentes étapes de purification?' (figure 2b et ¢). Une méthode
automatisée en phase solide qui inclut les étapes de protection et de déprotection sélectives a
été développée et appliquée a la synthése d’oligosaccharides contenant du glucose et du
mannose®”. Une alternative a la synthése d’oligosaccharides est ’approche d’une synthése

« one-pot » programmable (figure 2¢), dans laquelle 1’oligosaccharide d’intérét est réalisé par
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additions séquentielles de blocs de construction soit totalement protégés, soit proposant un

seul groupement hydroxyle
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Figure 2 : (figures issues des publications'>*") : a) Approche de Wong'’, consistant en I’assemblage

« one-pot » d’une librairie de tri- et tétrasaccharides linéaires ou branchés ; b) Approches de synthése
automatisée par voies enzymatiques (A) : les enzymes sont laissées en solution, et le saccharide a
allonger est fixé sur le support™ (représenté par la bille grise). Cette approche simplifie la purification
mais nécessite une étape de récupération de I’enzyme afin de ne pas gaspiller ce catalyseur cher, (B) :
le saccharide & allonger est attaché a un polymére hydrosoluble'®, qui est passé a travers des colonnes
contenant des enzymes immobilisées, le produit final est récupéré soit en précipitant le polymere soit
par des techniques d’affinité si le polymere est marqué (par de la biotine par exemple). ¢) (A) : Etapes
traditionnelles de synthése en phase solide nécessitant la manipulation des groupes protecteurs sur
résine, pouvant devenir trés compliquées quand le nombre de liens glycosidiques augmente, (B) :
Approche one-pot « OptiMer »* ¢’est un programme permettant de prévoir le type et 1’ordre optimal
de I’addition de sucres partiellement protégés, sur la base d’une banque de données de réactivités
relatives.

Parallelement a ces syntheses chimiques, les oligosaccharides peuvent étre préparés
par des réactions catalysées par des enzymes®* (figure 2b). Dans la nature, il existe deux
classes pouvant étre étroitement liées a la construction d’oligosaccharides: les

glycosyltransférases et les glycosidases. Les premicres catalysent la formation de chaines
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glycosidiques et les secondes les hydrolysent. Le plus grand avantage de la synthése
enzymatique de sucres est que les substrats sont utilisés dans leur forme naturelle. Aucun
groupement protecteur n’est requis pour former des liaisons glycosidiques de maniére régio-

et stéréo-spécifique.

2.1.2. Les sucres issus de sources naturelles

Les oligosaccharides peuvent étre isolés a partir d’extraits humains (sérum, cellules,
...), du lait animal ou de I'urine. Les fragments d’oligosaccharides peuvent étre issus de
protéoglycanes et de glycosaminoglycanes par digestion de lyases® ou par dégradation a
I’acide nitrique*®. De nombreuses méthodes chimiques sont aussi utilisées pour obtenir des
fragments oligosaccharidiques a partir de polysaccharides bactériens ou végétaux, telles que

les oxydations par le périodate (NalOy,)*’.

De multiples étapes en chromatographie sont souvent nécessaires pour isoler / purifier
les oligosaccharides ; sont inclus la filtration sur gel, les chromatographies échangeuses
d’ions ou encore la chromatographie HPLC en phase normale ou inverse. Ces produits,
possédant une terminaison réductrice se révelent étre bien adaptés a une modification ou a

une fixation sur support.

2.2 La fonctionnalisation des surfaces

Dans ce paragraphe, les techniques majeures de modification de surface par des sucres
vont étre décrites. Les modes de fonctionnalisation changent en fonction de différents
parametres tels que le support, 'immobilisation covalente ou non du sucre, I’interaction a
mesurer, le mode de détection.

Pour analyser des interactions biomoléculaires a 1’aide d’un biocapteur, un des
réactifs impliqués dans D’interaction doit étre fixé sur la surface. Il existe de nombreux
moyens de fixer cette espéce, que nous pouvons appeler sonde, a la surface, allant de la
simple adsorption passive, a 1’élaboration d’une structure chimique de liaison (matrices
d’hydrogel, couches auto-assemblées, etc.). Cette chimie va permettre une fixation stable des
sondes sur la surface. Il faudra cependant essayer de limiter son influence sur la

reconnaissance en ¢loignant le sucre du substrat (notion de « bras espaceur »).
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Une fois la sonde fixée par 'une de ces méthodes, la surface ainsi fonctionnalisée
doit : 1- réagir spécifiquement avec la cible avec efficacité, ce qui implique une limitation
des interactions non spécifiques, et 2- étre réutilisable, ¢’est-a-dire que la surface doit résister
a toutes les procédures utilisées lors de la détection et de la régénération. Il faut donc que
I’impact de I’environnement immédiat de la sonde (y compris la chimie de fixation) sur ses
propriétés soit maitrisé afin d’adapter la méthode de réalisation du biocapteur pour chaque
type d’interaction étudiée, voire pour chaque application. Par exemple, la densité des sondes
doit étre judicieusement choisie pour limiter I’encombrement stérique et favoriser
I’accessibilité¢ des sites de réaction sur chaque molécule, la couche intermédiaire entre la
surface et les sondes ne doit pas adsorber non spécifiquement les cibles, la localisation du
greffage sur la sonde et la longueur du bras espaceur ne doivent pas perturber la

fonctionnalité de la sonde, etc.

Mais avant de décrire les différentes méthodes utilisées pour fonctionnaliser des
surfaces par des sucres, il faut préciser, pour la suite du travail, notre définition du mot
«puces » ; actuellement, la plupart des auteurs d’articles relevants de systémes avec des
oligosaccharides fonctionnalisés nomment ces procédés « oligosaccharide microarrays » ou
« oligosaccharide chips », mais tous ne répondent pas véritablement au concept de systéme
multiparamétrique spécifique des puces. Notons la différence entre la fonctionnalisation
d’une surface par n spots (ou plots) « puce multiparamétrique » et la fonctionnalisation de n
surfaces par 1 plot « monocapteur ». La fonctionnalisation de n surfaces correspond a
I’utilisation de n monocapteurs, du type microplaques (96 puits) ou du type « Biacore »

possédant 4 canaux distincts (cf. 1.3.2.4.).

2.2.1. Les premiers systemes de mesures d’interactions
sucre - protéine : Immobilisation grace au systéme biotine /
streptavidine

Depuis le début des années 1980, les propriétés du complexe avidine / biotine, et plus
particuli¢rement son role de connexion biologique entre deux biomolécules, ont été
largement exploitées dans les domaines de la biologie, de la biochimie et de la médecine.
L’abondante littérature sur ce suje‘[28 témoigne de la popularité de I’interaction avidine /

biotine.
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Biotine ou vitamine H Ligand biotinylé Marqueur conjugué

Figure 3 : a) Structure de la biotine ; b) Représentation schématique de I’interaction biologique
avidine / biotine.

L’avidine est une glycoprotéine (M = 66 kDa) issue du blanc d’ceuf composée de
quatre sous unités identiques, chacune capable de former un complexe avec une molécule de
biotine. La biotine est une petite molécule également connue sous le nom de vitamine H

(figure 3a).

Bien que non covalente, la liaison entre 1’avidine et la biotine est trés forte (Ka = 10"
M™) en solution et donne un complexe extrémement stable qui résiste méme a des conditions
de pH extrémes, aux solvants organiques, ainsi qu’a des milieux contenant certains agents
dénaturants. La présence de chaines oligosaccharidiques sur I’avidine ainsi que la valeur
¢levée de son point isoélectrique (pI 10) sont souvent la cause d’adsorptions non spécifiques
et d’un bruit de fond important. C’est pourquoi I’avidine tend a étre substituée par la
streptavidine, qui possede les mémes propriétés de complexation a 1’égard de la biotine.
Avec un point isoélectrique plus faible (pl 5-6), cette protéine d’origine bactérienne n’est pas
glycosylée et permet de réduire les adsorptions non spécifiques et contribue a améliorer les

performances des systémes analytiques.

Comme le résume la figure 3b, le complexe avidine / biotine joue essentiellement un role de
charniére entre une biomolécule et une sonde ou un support solide donné en vue d’amplifier
la réponse analytique (quatre molécules de biotine par avidine) et d’améliorer les conditions

d’immobilisation du systéme.

Les premiers efforts pour comprendre les interactions protéines / oligosaccharides ont

. . . . 29,30
permis de développer les premiéres puces a sucres™

, utilisant comme moyen de fixation
I’association Streptavidine - Biotine. Le principe est simple : les sucres sont couplés a une
biotine par leur extrémité réductrice. Afin de permettre 1’accessibilité du sucre fixé, les

différents groupes de recherche ont intercalé un bras espaceur entre la biotine et
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I’oligosaccharide. Shao et al.” déposent la streptavidine sur une microplaque de 96 puits
(figure 4), sachant que cette protéine s’adsorbe fortement et de manicre irréversible sur le
polystyréne de cette plaque ; ensuite il met en contact avec cette couche protéique les
oligosaccharides biotinylés. Shinohara et al.*° utilisent quant & eux, une puce commerciale

Biacore ou la streptavidine est déja déposée.

1) Streptavidine w

2) Glycanes biotinylés

R
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Plaque a micropuits Immobilisation non covalente

mais site-spécifique

Figure 4 : Puces a sucres de type microplaques, préparés par immobilisation de glycanes biotinylés
sur des plaques recouvertes de streptavidine.

Plus récemment, un troisiéme groupe est allé plus loin dans 1’utilisation du bras
espaceur ; Leteux et al. ont intégré dans ce bras deux propriétés supplémentaires :
I’absorbance UV (permettant le suivi en HPLC lors des étapes de synthese) et une propriété
de fluorescence®' (permettant de mesurer par un fluorimétre le sucre déposé). La puce est
réalisée sur une microplaque commerciale de 96 puits préfonctionnalisée avec de la

streptavidine, les oligosaccharides y sont déposés dans chaque puits.

Ces ¢tudes ont bien illustré le potentiel de I’interaction streptavidine - biotine pour
immobiliser des sucres afin de développer un criblage des interactions protéines -

oligosaccharides.

D’autres groupes de recherche se sont alors penchés sur I’immobilisation directe de
sucres sur une surface, comprenant qu’il devenait essentiel de mettre au point un procédé afin
de minimiser notamment les quantités de sucres a consommer lors de la mesure
d’interactions, puisque, contrairement a I’ADN ou aux protéines aucun moyen technique
biologique pour exprimer les sucres n’existe. Forts des connaissances sur les moyens
d’immobiliser des molécules chimiques sur une surface (verre, or, polymére), d’autres

systémes de fixation ont vu le jour.
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2.2.2. Premier support permettant une immobilisation
covalente de sucres : le dextran

L’un des premiers moyens d’immobilisation covalente des sucres sur un support a été
le dextran®” ; celui-ci est un polymére hydrophile linéaire, composé d’unités glucose répétées.
Ce polymere est largement utilisé depuis une quinzaine d’années, comme moyen de fixation
de biomolécules sur une surface d’or, faisant partie du procédé mis au point par la société
Biacore (procédé décrit dans le paragraphe 1.3.2.4.). Le dextran est immobilis¢ sur une
surface hydroxylée, puis il est lui-méme carboxylé (figure 5a). Les chaines flexibles
mesurent ~ 100 nm dans des solutions aqueuses, formant une surface hautement hydrophile
sur laquelle les protéines ou d’autres biomolécules ne peuvent que faiblement s’adsorber.
Ainsi, seuls les groupements carboxyliques du dextran sont utilisables pour immobiliser des
sucres, ils peuvent étre convertis en esters activés, en fonction amine, en fonction hydrazide

ou en fonction thiol® (figure 5b).

a)

HOOCl
OH ——OH COOH
Dextran OH Carboxylation —OH
[ OH ——OH
—>
(0] ——O H
OH —OH
on OH COOH
b)
NHS ¢ éthylénediamine
S COOH 3 —COONHS ———»  —conn’ N2
¢ EDC ¢ $

Ester activé

o
NH,-NH, sulfo-MBS v
N
o)
¢ o)
g—CO-NH—NHZ $ CO_NH/\NH

Figure 5 : a) les différentes étapes de fonctionnalisation de la surface par le dextran. b) Obtention des
différentes fonctions utilisables pour fixer une biomolécule ; NHS : N-hydroxysuccinimide ; EDC :
N-éthyl-N’-(3-diéthylaminopropyl)-carbodiimide ; NH,-NH, : hydrazine ; sulfo-MBS : m-maléimido-
benzoyl-N-hydroxy-sulfo-succinimide ester.

Par exemple, I’équipe de Kiessling® a utilisé cette surface fonctionnalisée —NH, afin
d’y fixer des ligands sucrés multivalents, évitant ’immobilisation aléatoire des ligands sur la

surface.

30



tel-00011160, version 1 - 7 Dec 2005

Chapitre I : les puces a sucres : un outil pour la mesure d'interactions sucres-protéines

2.2.3. Les puces a polysaccharides

Jusqu’a présent, les puces a polysaccharides, c’est-a-dire de trés longues chaines de

sucre, n’utilisent que la fixation non covalente.

a) Immobilisation non covalente de sucres sur membrane de nitrocellulose

Wang et al. ont décrit des puces de polysaccharides et de glycoprotéines immobilisés
sans conjugaison chimique sur une surface de verre modifiée par une couche de
nitrocellulose®® (figure 6a). Ils utilisent un robot de haute précision pour le dépot qui a été
développé pour ’ADNCc et les spots sont générés sans modification du sucre et donc sans
orientation spécifique du sucre. Le diameétre des spots est de ~150 um avec un espacement de
375 um (centre a centre). Par cette procédure, a peu pres 20000 spots sont créés. Ils sont
séchés afin de permettre I’adsorption (immobilisation non covalente) sur la surface
hydrophile. De plus, I’efficacité de cette immobilisation est influencée par la taille du sucre,
les sucres plus courts sont moins bien retenus sur la membrane apres lavage que les plus

longs.

% %:2\ ‘i:{ Spotting sans modification z %:ziyij Spotting sans modification

Polysaccharide
Polysaccharide ou glycoprotéine

Surface de verre recouverte surface recouverte de polystyréne noir
de nitrocellulose

Figure 6: a) schéma de principe du dépot selon la méthode de Wang et al. ; b) schéma de principe du
dépot selon la méthode de Willats et al.

b) Immobilisation non covalente de sucres sur une surface de polystyréene

Willats et ses collegues ont développé une procédure pour fabriquer des puces a
polysaccharides®® (figure 6b) en utilisant des surfaces de polystyréne noir, préparées par
injection, moulage et modification oxydative de la surface, permettant d’améliorer la surface
disponible pour une adsorption passive. Les échantillons déposés sont issus de cellules, avec

parmi eux, des néoglycoprotéines complexes, des protéoglycanes et des polysaccharides. Ces
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sucres sont directement déposés de facon non covalente sur les surfaces par liaisons
hydrogeéne, interactions ioniques et/ou hydrophobes, leur conférant une orientation aléatoire

(spots de 150 um de diamétre avec un espacement de 375 um entre les plots).

2.2.4. Immobilisation non covalente d’oligosaccharides sur
support

La nature hydrophile de la plupart des oligosaccharides ainsi que leur faible poids
moléculaire n’en font pas des échantillons idéaux pour I’immobilisation non covalente sur

des supports matrices ; ¢’est pourquoi, des modifications sont souvent nécessaires.

a) Création d'un néoglycolipide a immobiliser

Fukui et al. ont développé un systéme de puces sur membrane de nitrocellulose, dans
lequel Doligosaccharide est 1ié a un lipide, appelé néoglycolipide’” (NGL). Ces
oligosaccharides contenant entre 2 et 20 unités saccharidiques, sont reliés par une réaction
d’amination réductrice a un amino-phospholipide : la 1,2-dihexadecyl-sn-glycero-3-phospho-
¢thanol-amine, pour donner un néoglycolipide (figure 7). Ces NGLs (10 pmol) sont alors
déposés sur la membrane (figure 7) par une technique jet d’encre avec un déposeur
d’échantillons (spots de 300 um). Par cette technique, les oligosaccharides sont bien ancrés
sur la membrane par adsorption non covalente et orientés spécifiquement, contrairement aux
polysaccharides de Wang et al. Le format de leur puce permet de mettre 48 plots différents
sur une surface de 20 x 50 mm? et d’épaisseur de nitrocellulose de 0,45 um. Ils estiment que
la densité en plots sur la surface peut étre optimisée jusqu’a 1000 spots par un équipement de

spotting adapté.
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Figure 7 : Couplage de 1’oligosaccharide au phospholipide par réaction d’amination réductrice ;
dépot par adsorption sur la membrane de nitrocellulose.

b) Fixation sur microplagues en polystyréne

Wong et al. ont développé une méthode alternative pour fabriquer des puces & mono-
et oligosaccharides par fixation non covalente sur des microplaques en polystyréne*®. Ils ont
débuté leur étude sur un monosaccharide, le galactose ; celui-ci est d’abord fonctionnalisé par
un groupement allyle. Ce monosaccharide est li¢é via sa position anomérique, sous des
conditions stéréochimiquement controlées, a une chaine aliphatique (entre 3 et 21 carbones).
La surface en polystyréene des microplaques est utilisée comme support solide pour la
fixation non covalente de ces sucres modifiés. Quand la chaine carbonée est comprise entre
13 et 15 carbones en longueur, le monosaccharide est totalement retenu dans les puits aprés
plusieurs lavages aqueux. Ainsi, la chaine aliphatique en 14 carbones a été choisie pour
é¢tendre le modele a des oligosaccharides synthétiques neutres possédant de 2 a 6
monosaccharides ; seule contrainte imposée : le dernier monosaccharide doit &tre un
galactose, un fucose ou un glucose.

Parallelement a cette étude, ce groupe a mis en ceuvre une nouvelle technique
d’immobilisation non covalente d’oligosaccharides®*°. La chaine aliphatique de 14 carbones
sélectionnée précédemment est immobilisée de fagon non covalente sur la surface plastique
des microplaques et elle est couplée in situ aux oligosaccharides-azides préparés

préalablement (figure 8).
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Figure 8 : Représentation du mode d’immobilisation des oligosaccharides selon Wong.
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Ces sucres sont couplés par une réaction de [3+2] cyclo addition catalysée par du
cuivre, sous les conditions de Sharpless entre le groupement azide du sucre et le groupement
alcyne en bout de la chaine aliphatique. Cette méthode simplifie la préparation et la
purification des oligosaccharides fonctionnalisés par un lipide. Cette fixation non covalente a
la surface permet une modification enzymatique des sucres fixés mais aussi une

caractérisation des produits liés au lipide par spectroscopie de masse.

Plus récemment, cette équipe a mis au point, avec la méme technique
d’immobilisation par réaction azide-alcyne, d’autres surfaces susceptibles d’avoir cette
réactivité*'. Ils voulaient en plus de ’alcyne terminal pour la capture des oligosaccharides-
azides, un site de clivage dans le bras espaceur pour faciliter I’analyse du lien covalent par
des techniques standard d’analyses que sont la RMN ou la spectroscopie de masse. Ils ont
donc choisi d’intercaler un pont disulfure dans le bras espaceur, car cette liaison est stable
vis-a-vis de nombreuses applications biologiques mais aussi facilement clivable par réduction
pour donner des thiols. Ainsi, deux bras espaceurs ont été synthétisés, I’'un pouvant se fixer
par réaction avec la surface fonctionnalisée par des esters activés NHS, 1’autre par réaction

avec une amine fonctionnalisée sur la surface (figure 9).
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Figure 9 : Figures issues de la publication 41 a) Structures des bras espaceurs possédant le pont
disulfure. La molécule 1 est fixée sur une surface fonctionnalisée par des esters activés NHS ; la
molécule 2 est fixée sur une surface fonctionnalisée par des amines ; b) Réaction entre 1’alcyne du
support et I’azide du sucre; coupure du pont disulfure par le DTT pour permettre 1’analyse en
spectroscopie de masse.

¢) Fixation sur surface de verre fonctionnalisée par des phosphanes

Le groupe dirigé par Waldmann a préparé des puces a petites molécules, dont des
sucres, en utilisant les réactions de Staudinger entre un composé comprenant un azide et des
surfaces de verre fonctionnalisées par des phosphanes®. Ils souhaitaient développer une
nouvelle stratégie de couplage répondant aux critéres suivants: employer un unique
groupement chimique qui devait notamment réagir de manicre efficace dans une atmosphere
contenant de ’oxygene et de I’eau, et qui devait étre compatible avec les stratégies de chimie

combinatoire en phase solide.

Contrairement au groupe de Wong, leur stratégie de couplage ne nécessite pas 1'usage d’un
métal (le cuivre), elle est basée sur la réaction entre des azides et des phosphanes substitués

de maniére appropriée, donnant une liaison stable amide.

Tout d’abord, la surface en verre est fonctionnalisée avec des dendriméres de
polyamidoamine de 4° génération (PAMAM), pour maximiser les sites réactifs sur le support
(figure 10). Des surfaces de ce type ont déja été décrites pour la préparation de puces a ADN

; fi a3
ou a proteines .

Ensuite, la surface réagit avec de I’anhydride glutarique pour introduire des
groupements acides carboxyliques ; des phosphanes réagissant avec des azides sont alors
introduits en réagissant avec le 2-(diphenylphosphinyl)phenol. Parall¢lement, les azides
organiques sont préparés en synthése en phase solide par la stratégie du « safety-catch
linker ». Les azides sont alors immobilisés de manicre efficace sur les surfaces-phosphanes

(taille du spot : 400 um de diamétre, volume du spot : 0,25 nL) (figure 10).
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Figure 10: Représentation schématique de la chimie de fonctionnalisation de surface de Waldmann ;
préparation de puces a sucres par la réaction de Staudinger entre des sucres contenant une fonction
azide et une surface comportant des groupes phosphanes.

2.2.5. Fixation covalente d’oligosaccharides sur support

a) Immobilisation de sucres-maléimides sur support de verre thiolé

Le groupe de recherche de Shin a créé une nouvelle approche pour la fabrication de
puces a sucres, immobilisant des sucres fonctionnalisés par un groupe maléimide sur des
surfaces thiolées®. Ils utilisent donc comme support solide des lames de verre
fonctionnalisées par des groupes thiols (Biometrix technology, Korea) qui peuvent étre
recyclées, sans cliver les produits sucrés de la surface. Ce procédé d’immobilisation a été
précédemment utilisé pour préparer des néoglycoprotéines ou des néoglycopeptides*” par la
réaction de sucres-maléimides avec des peptides ou des protéines possédant une cystéine
(fonction thiol). Dans cette étude, un monosaccharide ainsi que trois disaccharides ont été
couplés par leurs terminaisons réductrices a un maléimide en une réaction ‘one-pot’, ou le

., . , . ., , 45
sucre est aminé puis réagit sur un ester activé penta(fluoro)phényl

(figure 11 étapes (1) et
(2)). Ensuite, les sucres fonctionnalisés peuvent se fixer de fagcon covalente a la surface, par
une réaction d’addition Hétéro-Michaél entre le groupe thiol du support et le maléimide

couplé au sucre (figure 11 étape (3)). Ces sucres conjugués au maléimide (d’une
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concentration de 0,1 a 5 mM) sont spottés par un microarrayer de type aiguille, avec un
diametre de plot de ~100 um et espacés de 200 um centre a centre. Une fois la matrice
dessinée, une solution d’éthyl-maléimide est déposée afin de bloquer toutes les fonctions
thiol restantes (figure 11 étape (4)). Dans leur étude la plus récente, ils ont réappliqué cette

, . . . . . . . 46
stratégie mais cette fois-ci pour 22 monosaccharides ou disaccharides™ .
(1)
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Figure 11 : les étapes clés de la préparation des puces a sucres selon la méthode de Park et Shin ; (1)
formation d’un glycosylamine par traitement des sucres avec un mélange d’hydrogénocarbonate
d’ammonium et d’hydroxyde d’ammonium; (2) couplage de la glycosylamine avec I’ester de
pentafluorophényl-maléimide (le bras espaceur comprend entre 2 et 24 carbones) ; (3) addition de
Michaél des thiols de la surface sur la double liaison du fragment maléimide (5h de réaction) ; (4) les
thiols restants, apres réaction, sont masqués par I’ajout d’un exces de N-éthyl-maléimide.

b) Les travaux de Mrksich : construction de monocouches auto-assemblées

Les monocouches auto-assemblées ont été développées pour la fonctionnalisation de
surface, parce qu’elles possédent un avantage par rapport a la surface de dextran, la
nitrocellulose ou le polystyréne : les biomolécules déposées peuvent étre spécifiquement

orientées sur la surface.

. 47 , , . , \ .

Mrksich et al.”" ont développé une technique pour préparer des puces a sucres qui
utilisent les réactions de Diels-Alder entre des saccharides liés a un cyclopentadiéne et des
groupes benzoquinones immobilisés sur un support de verre recouvert d’or. Ils ont développé
une stratégie chimique pour réaliser une puce comportant dix monosaccharides sur une lame
de verre recouverte d’or, fonctionnalisée par des couches auto-assemblées d’alcanes-thiols.
Cette procédure d’immobilisation a déja été employée par ce groupe pour fabriquer des puces

a peptides®.
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La premiére étape consiste a préparer la couche auto-assemblée® ; ainsi, la surface
d’or est immergée dans un mélange contenant deux alcanes-thiols, dont I'un posséde un
groupe hydroquinone expos¢ et le deuxieme est substitué¢ par du penta (éthyléne glycol)
(figure 12). Les concentrations relatives des deux alcanes-thiols sont ajustés afin de donner

des couches possédant les groupes hydroquinone a 1% en densité.

Lors de la deuxiéme étape, les groupes hydroquinones sont oxydés chimiquement ou

électrochimiquement en benzoquinones® (figure 12).

D’autre part, les monosaccharides, attachés par leur extrémité réductrice a un
groupement cyclopentadiene conjugué, sont obtenus a partir d’'un monosaccharide substitué

par un brome ou un allyle.

La troisieme étape consiste a réaliser une réaction de Diels-Alder entre la
benzoquinone et le diene conjugué (volume de spot: 1 pL a 2 mM dans H,O) pour
immobiliser de maniére covalente le ligand a une densité avoisinant 10 pmol/cm?. Cette
réaction convient véritablement a cette immobilisation car elle est rapide, quantitative et
sélectiveso’ﬂ’sz, les sucres sont alors efficacement et solidement attachés a la surface. Les
groupes benzoquinones n’ayant pas réagi restants sont alors inactivés par la réaction avec du

tri(éthyléne glycol)-cyclopentadiéne.

Un autre avantage de cette immobilisation vient du fait que la quinone peut étre
réduite de facon réversible’! afin de controler la densité de ligands immobilisés. De plus, le

penta (éthyléne glycol) permet de limiter les adsorptions non spécifiques avec les protéines™.

Ils ont montré aussi, qu’une fois le monosaccharide fixé, celui-ci pouvait réagir avec une

enzyme afin de le transformer en disaccharide.
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Figure 12: Approche chimique de Mrksich. a) Schéma de syntheése de I’oligosaccharide
fonctionnalisé ; b) Pour la préparation de puces a monosaccharides ; lere étape : formation de la
couche auto-assemblée, 2° étape: Oxydation des hydroquinones en benzoquinones; 3° étape :

Immobilisation des monosaccharides fonctionnalisés par un diéne par réaction de Diels-Alder.

¢) Oligosaccharide fonctionnalisé par un phospholipide

Un autre modele a été réalisé par construction d’une couche lipidique synthétique

dans laquelle est insérée un monosaccharide, le glucose, substitué par un phospholipide

(figure 13a). La premicre étape consiste a générer sur une surface d’or une couche d’alcanes

a longues chaines attachés par un groupement thiol ; sur celle-ci est construite une deuxieme

couche composée de glucoses—phospholipides et de phospholipides simples® (POPC :

phosphatidylcholine) (figure 13 b).
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Figure 13 : a) Fonctionnalisation multi-étapes du glucose en glucose phospholipide ; b) schéma
illustrant la couche auto-assemblée, la premiere est la formation de la couche alcanes, la deuxieme est
la construction de la couche d’intérét.

d) Le développement des monocouches auto-assemblées

D’autres groupes de recherche se sont penchés sur 1’utilisation de couches auto-

assemblées sur surface d’or, mais de manicre différente par rapport a celle de Mrksich et al.

Revell et al. ont montré qu’il était possible de fixer un monosaccharide fonctionnalisé
par un thiol sans bras espaceur sur une surface d’or, cette étude a permis de comprendre que
I’orientation des sucres sur chaque couche auto-assemblée dépendait de la position

y e . 55
anomérique du thiol”.

Horan et al. ont, quant a eux, décidé d’insérer directement un disaccharide
fonctionnalisé en bout de chaine par un thiol, en construisant la couche par un mélange

alcanes-thiols simples / alcanes-thiols substitués par un sucre™.

e) Immobilisation par pont disulfure

Afin de fixer du mannose et du galactose sur une surface d’or, une nouvelle méthode
est apparue, elle consiste a fixer ces monosaccharides thiolés en utilisant des microcanaux de

poly (diméthylsiloxane) (PDMS). Smith et al. ont opté pour une fixation par un pont
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disulfure, déja efficace pour fixer des oligonucléotides’’ ou des peptides™® sur des surfaces
d’or. Le schéma de réaction est décrit dans la figure 14. Une monocouche dense d’alcanes-
thiols fonctionnalisés par une amine est d’abord construite (11-mercaptoundécylamine,
MUAM ; figure 14 a gauche, step 1). La monocouche subit alors différentes étapes (figure
14, a gauche, step 2-3-4) afin de présenter au final un pont disulfure. Un systéme
microfluidique PDMS est ensuite placé sur la surface (figure 14 a droite, étape 2). Ce
systéme est composé d’une série de canaux paralleles de 300 um de large ; ils possédent a
leurs extrémités des réservoirs d’entrée et de sortie pour permettre I’introduction des
¢échantillons de sucres. L’immobilisation des sucres se fait dans les canaux par 1’ajout de 1
puL de solution dans ceux-ci. Comme chaque canal est indépendant, différents sucres ou
différents mélanges de sucres peuvent ainsi étre déposés (figure 14 a droite, étape 3). Au

maximum 150 microcanaux peuvent étre formés sur une surface totale de 1.8 x 1.8 cm?.

Apres avoir fixé les sucres, les microcanaux sont retirés. Afin de minimiser les adsorptions
non spécifiques des protéines sur la monocouche, celle-ci est exposée a un ester de poly
(ethyleneglycol) succinimide, afin de masquer toutes les fonctions amines du MUAM
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Figure 14 : Figures issues de la publication 54 ; a gauche, le schéma de réaction et de formation de la
monocouche fonctionnalisée ; dans 1’encadré, les structures des deux monosaccharides dérivés : o-
mannose (1) et a-galactose (2); a droite : présentation schématique du procédé en 5 étapes pour
former la puce a sucres en utilisant les microcanaux en PDMS.
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f) Fonctionnalisation par la réaction Oligosaccharide - thiol sur support
maléimide . trois exemples de supports différents

La fonctionnalisation de surface basée sur la réaction entre un thiol et un maléimide a
été aussi utilisée par deux autres groupes que celui de Shin; seulement, cette fois-ci, c’est

I’oligosaccharide qui est thiol¢ et le maléimide attaché a la surface.

Trois supports ainsi que trois techniques différentes de construction de puces sont

alors utilisés.

£.1) Sur fibre optigue

L’équipe de Seeberger® a décrit I"utilisation d’un systéme de puces a sucres sur fibres
optiques ou sont déposées aléatoirement des microspheres, afin d’analyser rapidement les
interactions oligosaccharides — protéines. Ces puces a fibre optique avec dépot aléatoire de

microsphéres ont été décrites en détail pour la détection de Ihybridation d”’ADN®"%2,

Les auteurs utilisent ici des puces avec différentes populations de microspheres
(diamétre 4.5 um) ou chacune contient une structure de sucre unique attachée de fagon
covalente a sa surface et possédant une signature spectrale précise (marqueur fluorescent)
(figure 15). Ce traceur permet de reconnaitre quel sucre est déposé sur la bille ainsi que la

position de chaque microsphére sur la puce.

Ce format de puce a fibre optique développé notamment par la société Illumina®,

permet une détection par fluorescence simultanée jusqu’a 24000 micropuits (= fibres

optiques).

Pour immobiliser 1’oligosaccharide sur la microsphere (figure 15 haut), le sucre est d’abord
fonctionnalisé par un bras espaceur possédant une fonction thiol terminale ; celle-ci réagit
ensuite sur une protéine BSA activée par un maléimide. La néoglycoprotéine formée peut
alors se fixer sur la bille ; cette stratégie de conjugaison permet de réaliser un espacement

adéquat entre le support polymére et les sucres.

42



tel-00011160, version 1 - 7 Dec 2005

Chapitre I : les puces d sucres : un outil pour la mesure d'interactions sucres-protéines

Lo o TR h
o — e e HONEW T
o Rt waorars <

o Sucres immobilisés

‘X( sur les microsphéres

Saccharides-BSA conjugués

-
©0 %

Sucre A immobilisé Sucre B immobilisé Sucre C immobilisé
Marqueur 1 Marqueur 2 Marqueur 3

BSA fonctionnalisée par
des maléimides ?

Mélange de sucres marqués

I

Dépot aléatoire

' ; i Micropuits formé
Fibre optique polie icropuits formes de microsphéres

Figure 15: Schéma du dépdt des microsphéres sur les fibres optiques; haut: schéma de
fonctionnalisation des microspheres par les sucres ; Bas : étape 1 : fixation des différents sucres sur
les microspheres ; étape 2: mélange des microsphéres fonctionnalisées ; étape 3 : dépdt des
microspheres de fagon aléatoire sur les micropuits des fibres optiques.

£.2) Utilisation de monocouches auto-assemblées

L’équipe de Mrkisch a déja mis au point une technique d’immobilisation par réaction
Diels-Alder, mais il s’avére que cette méthode possede le désavantage que chaque
oligosaccharide-cyclopentadiéne doit €tre synthétis€é avant chaque immobilisation. Cette
nécessité de couplage donne des limitations dans la taille et la complexité des puces qui
pouvaient étre préparées par cette chimie. L’utilisation de monocouches auto-assemblées
fonctionnalisées par un maléimide terminal (sur surfaces d’or) (figure 16) semble étre une
bonne alternative : ce systetme possede les mémes avantages que celui utilisant
I’immobilisation par Diels-Alder, mais ne nécessite pas de lourde post-fonctionnalisation de

I’oligosaccharide®

43



tel-00011160, version 1 - 7 Dec 2005

Chapitre I : les puces a sucres : un outil pour la mesure d'interactions sucres-protéines

a) /ZH —q

(o}

OR
S
L gt ja’
N
° N~ O o N~ O Ro/\/A_LL

’) 0/\/0\/\0 /\/SR'
HN.ZO HN._O
Y

0, 8 s :

o’ o] o™ O n
N < N < 0 NN NSH 07N S0

00 monosaccharide- 0O

(; |_(|) Diéne ((; l—(.)

R — R

O]OI o]oI ™20 )

A 27 RO~ T
(0)Xe] 0.0 0/\/0\/\

s~ s s”s L

s/ o0 LSS /S oSS S

Figure 16: a) Structure d’une monocouche auto-assemblée utilisée pour immobiliser des
oligosaccharides possédant en fonction terminale un thiol. Les groupes maléimide réagissent
sélectivement avec les groupes Thiols dans une solution de contact, alors que les groupes penta
éthyléne glycol évitent [’adsorption non spécifique de protéines sur la monocouche; b)
Représentation schématique de la puce réalisée par Mrksich et Seeberger pour 1’immobilisation
d’oligoasccharides synthétiques thiolés.

£.3) Support protéigue BSA

Plus récemment, Seeberger et Mrksich se sont associés pour développer un systéme
utilisant aussi la réaction maléimide thiol® (autre exemple :°°). Une fois encore, le support
change ; ici, une surface commerciale fonctionnalisée par des aldéhydes (SuperAldehyde
slides ; Telechem International) est recouverte d’une couche protéique de serum albumine
bovine (BSA), immobilisée de manicre covalente. A son tour, la BSA supportée est modifiée
pour contenir des groupes maléimide (figure 16). Ensuite les oligosaccharides synthétiques
thiolés sont déposés par un spotteur (MicroGrid TAS) formant des plots de 120 um espacés
de 300 um.

q) Glycochip, produit de Glycominds

. 67 crr e 1 ’ oy .
Glycominds®’ est une société privée israélienne, créée en 1999 et dont le directeur est

le docteur A. Dukler. Sa plateforme R&D a développé trois technologies complémentaires et
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propose a ses clients, une gamme de nouvelles cibles thérapeutiques efficaces dont elle a
évalué le potentiel en développement.
L’une des trois technologies développées par Glycominds, nous intéressant, est celle des

puces a sucres (Figure 17a), appelées « Glycochip »: ce sont les premieres puces

. . . . 68,69
commerciales complexes permettant d’analyser les interactions protéine / glycane ™.
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Figure 17: a) la puce a sucres “Glycochip” de Glycominds; b) structure du sucre relié a la surface via
son bras espaceur.

La synthése des puces a sucres est réalisée in situ, par des procédés chimio-
enzymatiques parallélisés et des séquences parallélisées ; la surface définissant I’emplacement
des plots est constituée de 8 lignes et 25 colonnes de spots de 1.7 mm de diamétre séparés par
un masque en Téflon. La variété et la complexité des puces a sucres sont modélisées pour
mimer les sucres naturels. Les sucres sont couplés de maniére covalente entre leur extrémité
réductrice et la surface via un bras espaceur flexible (figure 17b), qui permet une accessibilité

physique des sucres liant des protéines.

2.3 Les systéemes de dépdt des saccharides sur un support

Maintenant que les différents supports possibles pour I’immobilisation de sucres ont
été décrits, on remarque qu’en fonction de la fixation et du support, le mode de dépot peut
étre différent. Ainsi la plupart des puces a sucres ont €té réalisées par des robots de dépot par
contact déja développés pour les puces a ADN (par exemple : Willats®®, Seeberger®, Mrksich
et Seeberger™). Ces robots de dépdt par contact délivrent des échantillons de trés faible
volume (de I’ordre du nanolitre) directement sur la surface de la puce a I’aide d’aiguilles ou

de capillaires. I1 faut savoir que le mode de dépot par contact a I’inconvénient de pouvoir
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endommager la surface. C’est pourquoi d’autres équipes préférent utiliser des robots de dépot
par jet d’encre (Fukui’’) qui ne nécessite généralement aucun contact. Pour les supports de
type microplaques, aucun « microarrayer » sophistiqué n’est requis. De plus, quel que soit le
mode de dépot (automatis€¢ ou non), il faut savoir qu’une fois le faible volume mis sur le
support, la puce n’est pas immédiatement utilisable : en fonction de la fonctionnalisation de
surface souhaitée, le temps de réaction (goutte / support) peut varier entre 2 et 18 heures, a
une température précise et sous un certain degré d’humidité.

Neéanmoins, le dépot utilisant un systéme fluidique suscite un intérét croissant : tout
d’abord mis en place dans le cadre du procédé Biacore (fonctionnalisation du dextran),
I’équipe de Corn a mis au point une technique de dépdt via des canaux en PDMS sur leur
surface thiolée, qui permet de s’affranchir de certaines contraintes comme le temps ou la

température (cf figure 14).

2.4. Récapitulatif des différents moyens de fonctionnalisation
dune surface par un sucre .

Le tableau suivant (tableau 1) permet de visualiser les principales techniques
d’immobilisation d’un sucre (déja décrites dans les paragraphes précédents), par les
différents groupes réactionnels pouvant étre fixés au sucre et les groupes réactifs de la
surface. Si cela est possible, le diametre, I’espacement inter-spots ainsi que le nombre de
spots compris sur la puce sont donnés. De plus, il faut savoir qu’en fonction des supports
utilisés, le mode de détection des interactions biologiques différe, mais on remarque que
seulement trois modes de détection sont utilisés : la fluorescence, la catalyse enzymatique
mesurée par ’absorbance UV et la SPR (surface plasmon resonance)’’.

Nous nous attacherons donc dans la prochaine partie a étudier les modes de détection

adaptées a la lecture de ces "puces a sucres" précédemment décrits.
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Groupe Diam. Spots
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o ”im e 200 spots _ Fluorescence 69
Achl
Saccharide 3
Synthése in situ

Tableau 1 : récapitulatif de toutes les fonctions utilisées pour la fixation de sucres sur support ;
monosaccharide ; o : oligosaccharide ; p : polysaccharide;  : non divulgué dans la littérature ;

diamétre ; esp : espacement centre a centre ; SPR : surface plasmon resonance.

D:
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3. Les différents moyens d’étude des interactions
biologiques sur les puces a sucres.

Dans un systéme d’analyse biologique, la détection est un procédé qui consiste a
transformer un signal physico-chimique (la présence d’une molécule d’intérét réagissant
spécifiquement avec une molécule connue) en un signal physique qui peut étre de nature
variée : optique, mécanique, €lectrique, efc. In fine, ce signal physique est toujours lui-méme
affiché et enregistré par I’'intermédiaire d’un signal électrique numérisé par un systéme
¢lectronique. La détection est un élément essentiel de tout systéme d’analyse biologique. Elle
en conditionne fortement les performances, en particulier en terme de sensibilité (on aurait
méme parfois tendance, a tort, a considérer que la sensibilité n’est qu’un probléme de
détection). Elle en conditionne également fortement 1’architecture physique et le protocole

mis en ceuvre’ .

Actuellement, les modes de détection utilisés pour les puces a sucres sont assez
limités et déja connus pour leur utilisation dans la technologie des puces a ADN. Tout de
méme, deux types de méthodes de détection des interactions sucre / protéine sur support
prédominent : la premiére utilisant un marqueur et la deuxiéme ne nécessitant aucun
marquage de biomolécules (figure 18). Ces deux techniques se distinguent donc par la
présence ou I’absence de marqueurs mais aussi par 1’utilisation faite : contrairement a la
technique avec traceurs qui a une lecture de I’interaction en point final (a I’instant t), celle
sans traceur permet, en plus de savoir si I’interaction a lieu, de suivre la dynamique de
’interaction permettant notamment de remonter jusqu’a la mesure des constantes d’affinité.

Dans ce paragraphe, nous allons recenser et expliquer les différentes techniques mises
en ceuvre pour la mesure des interactions sucre / protéine, sur puces ou plus largement sur
support solide. Rappelons ainsi que tous les systémes de « puces » a sucres vus dans le
paragraphe précédent ne sont pas multiparamétriques : dans ces systémes, au moins un sucre
est attaché a une surface, mais il faut bien différencier les systémes présentant sur une méme
surface N spots de sucre des systemes ou ces N sucres sont déposés dans N « petits

réservoirs » séparés, comme les microplaques par exemple.
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Figure 18 : les différentes techniques de détection utilisées avec la technologie d’immobilisation sur
support d’un sucre. Sur le schéma, « prot » signifie protéine, « F » : le fluorophore, « E » : Enzyme ;
I’enzyme transforme son substrat en un produit : quand I’oligosaccharide est compartimenté, par
exemple dans les puits de microplaques, le produit formé est coloré permettant sa détection (trés
souvent par mesure d’absorbance. hv: lumiére émise), ’autre possibilité est que les N sucres sont
déposés sur la méme surface, ce qui entraine que le produit formé par I’enzyme précipite localement
(mesures par densitométrie sur puces).

3.1 Les détections des interactions sucre - protéine utilisant un
traceur

Les traceurs, comme leur nom I’indique, permettent de suivre une interaction. Comme
les biomolécules mises en jeu dans I’interaction n’ont, a la base, aucune propriété spécifique
pour le suivi de celle-ci, une des deux biomolécules impliquées doit subir une premicre étape

de marquage. Un marqueur doit si possible répondre aux exigences suivantes :

- il doit étre détectable de fagon sensible par des instruments analytiques de faible cofit et
de manipulation aisée ;

- il doit étre stable et permettre a la molécule marquée de rester soluble dans le milieu de
dosage ;

- il doit autoriser un marquage simple, efficace, peu coliteux et conduire a un produit

ayant une réactivité proche de la molécule non marquée ;
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- il doit posséder une durée de vie ¢élevée et €tre sans risque pour la santé du
manipulateur ;

- il doit conduire a un bruit de fond minimal.

Il existe aujourd’hui de nombreux marqueurs performants et commercialisés comme les
radio-isotopes, les molécules fluorescentes, les systémes chimiluminescents ou encore les
enzymes. Ceux-ci peuvent €tre répartis en deux classes : les marqueurs directement détectés

et les marqueurs qui ne sont pas directement détectés.

3.1.1. Les techniques directes de détection avec marqueurs :

Bien qu’il existe d’autres techniques utilisables avec la technologie des puces, comme
par exemple la radioactivité, celles-ci ne sont pas encore répertoriées dans la littérature, a
I’heure actuelle, pour la détection sur puces des interactions sucre - protéine.

Ici, nous nous intéresserons seulement aux marqueurs fluorescents, utilisés dans la

technologie des puces a sucres.

Les marqueurs possédant une propriété de fluorescence, développés dans le courant
des années 1970, regroupent tous les marqueurs qui sont a 1’origine d’une émission de
lumiére par le processus de fluorescence ; ils sont généralement non toxiques, stables et leur
détection, qui nécessite un appareillage sophistiqué, est trés sensible. La microscopie a
fluorescence exploite la capacité qu'ont certaines molécules d'émettre de la lumiére quand on
les éclaire a une certaine longueur d'onde (cf. figure 18). Dans son principe, la lumicre émise
par une source de lumicre blanche est filtrée pour isoler la longueur d'onde qui va exciter la
préparation puis focalisée sur la zone d'observation par l'objectif. La lumiere émise par
I’échantillon excité est captée par 'objectif, filtrée pour isoler les longueurs d'ondes parasites
qui pourraient brouiller le signal (comme la lumiére incidente par exemple) puis observée.

Les techniques de fluorescence peuvent étre 10 a 1000 fois plus sensibles que les
méthodes spectrophotométriques (colorimétrie, absorbance). C’est grace a la sensibilité de
ces techniques, la facilit¢ de manipulation et la compatibilité avec les scanners standard
commerciaux que les fluorophores ont connu un développement rapide en tant que
marqueurs dans les puces a ADN. Actuellement plusieurs compagnies, dont les plus connues
sont Affymetrix’%, Agilent” et Nanogen’*, commercialisent des instruments pour la détection

par fluorescence et faciles a manipuler.
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Typiquement, une puce a sucres peut €tre révélée par I'utilisation directe d’une
protéine marquée par une molécule fluorescente. Par exemple les interactions réalisées par
I’équipe de Mrksich*’ (figure 19a) utilisent la rhodamine, qui est préalablement fixée sur leur
protéine d’intérét ; ils détectent leurs interactions sur des puces a 8 spots en utilisant un
scanner confocal. La détection par fluorescence leur permet de montrer la spécificité de
I’interaction entre les différents oligosaccharides et les protéines (les endroits non modifiés
par des sucres ne « brillent » pas sous la lumiére du lecteur de fluorescence) ; notons
simplement que cette étude ne conclut pas sur la sensibilité de détection de I’interaction.

L’équipe de Waldmann®, quant a elle, utilise la ligation de Staudinger afin
d’immobiliser les sucres sur une surface de verre. Afin de détecter I’interaction avec un
anticorps, ils déposent sur leur puce deux sucres: 1 (positif) et 2 (témoin négatif) a
différentes concentrations, 7 lignes possédant chacune 8 fois le méme plot. La lecture en
fluorescence du marqueur Cy-5 fixé a la protéine d’intérét montre la spécificité de
reconnaissance, mais grace a une gamme en concentrations de sucre déposé, ils peuvent

conclure sur la sensibilité de la détection de I’interaction (histogramme de la figure 19b).

L’équipe de Shin** (figure 19¢) montre par ses études en fluorescence la possibilité
d’¢étudier sur les puces a sucres plusieurs interactions avec des protéines différentes, ayant
des résultats comparables avec une technique de mesure des interactions en solution. Ils vont
méme plus loin en montrant que les interactions de trois protéines marquées par des
fluorophores différents de fagon simultanée sur une puce de 12000 microspots sont
réalisables, et méme si aucune valeur en sensibilité n’est donnée, cette équipe arrive a obtenir

par cette étude des valeurs d’1Cs (Inhibition de I’interaction de 50% a la concentration c).
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Figure 19 : Figures issues des trois publications données en exemple : a) Equipe de Mrksich* : étude
de la fixation spécifique d’une lectine sur la puce a sucres, (A) : les puces a sucres sont préparées en
spottant les différentes solutions de sucres modifiés par un dieéne, en des régions particulieres de la
monocouche présentant des groupes benzoquinone. Une fois la réaction faite, les benzoquinones
n’ayant pas réagi sont désactivées par un traitement de la surface ; (B) : les mémes puces a sucres
séparément incubées pendant 30 min avec chacune des lectines marquées par la Rhodamine, puis
rincées et lues grace a un microscope a fluorescence confocale. Les images en fluorescence des cing
interactions montrent que les protéines s’associent de fagcon spécifique a leurs ligands sucres connus.
b) Equipe de Waldmann® : fixation des anticorps IgG marqués par la Cy-5 sur les composés sucrés 1
et 2 (témoin négatif) immobilisés sur une surface de verre par la ligation de Staudinger.
L’histogramme représente les intensités du signal par quantification de la fluorescence de Cy-5. ¢)
Equipe de Shin** : Images obtenues par fluorescence de puces a sucres contenant 22 sucres différents,
en interaction avec cinq protéines différentes : (a), (b), (c), (d) et (e); (f) : image en fluorescence
d’une puce de 12000 microspots (60x200), contenant trois sucres et interagissant avec un meélange de
trois protéines marquées par trois fluorophores différents. Les symboles a et b signifient que les
sucres sont reliés a la surface au travers d’un atome d’oxygene par leur position anomérique, N pour
les sucres reliés via un azote.

Ces trois exemples de détection directe avec marqueurs fluorescents confirment le
potentiel d’utilisation de tels traceurs. Mais I’inconvénient de telles détections reste la lecture

par des machines sophistiquées et par point final des interactions.

3.1.2. Les techniques indirectes de détection avec
marqueurs

Les enzymes font partie des principaux représentants de cette classe de marqueurs
essentiellement utilisés a des fins d’amplification du signal. Dans ce cas, ce n’est pas le
marqueur lui-méme qui est détecté mais le produit fabriqué en grande quantité a partir du

substrat de ’enzyme (cf. figure 18).
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Les marqueurs enzymatiques (apparus en méme temps que les marqueurs
fluorescents) sont aujourd’hui les traceurs les plus répandus en immunoanalyse. Leur
popularité résulte de leurs propriétés catalytiques exceptionnelles et de leur polyvalence vis-
a-vis des différents modes de détection.

Les enzymes sont en effet des catalyseurs biologiques qui convertissent efficacement un
substrat en un produit (une seule enzyme peut catalyser en une minute plus de 10" molécules
de substrats).

Contrairement aux marqueurs a détection directe, les enzymes ne sont pas liées a une
technique particuliére. Ainsi il est possible d’envisager pour une méme enzyme plusieurs
modes de détection (fluorescence, luminescence, ampérométrie, colorimétrie, densitométrie)
en fonction des différentes variétés de substrats qu’elle admet. Actuellement, en mode de
détection enzymatique des interactions sucre - protéine sur support, I’équipe de Wong®
utilise sur son format de microplaques, la capacité qu’a une enzyme marquant la protéine, qui
interagit avec le sucre fixé, pour transformer un substrat en un produit soluble coloré. Ils
exploitent ce systéme pour déterminer la quantité optimale de sucres liés dans chaque puit de
la microplaque (ayant une bonne reconnaissance avec la protéine marquée) et terminent en
réalisant une étude d’inhibition de I’interaction et d’en déduire une valeur d’I1Csy, comparable
a celle trouvée par une étude en solution.

L’équipe de Fukui’’, qui développe des puces a sucres sur membrane de nitrocellulose,
réalise des études d’interactions avec 5 anticorps et 4 protéines : premieérement, il y a
reconnaissance protéine / sucre suivie d’un ringage, puis ajout d’un anticorps marqué
(reconnaissant la protéine précédente) par une enzyme suivi d’un deuxiéme ringage. Une fois
le « sandwich » de biomolécules construit, le substrat spécifique de I’enzyme est rajouté et
transformé par I’enzyme en produit insoluble, qui précipite sur les zones précises ou a eu lieu
I’interaction ; cette réaction est stoppée et la puce est lue sous un densitométre. Peu de
valeurs sont publiées dans cet article : ils ont essentiellement travaillé sur la spécificité et non

sur la sensibilité.

Cependant, les marqueurs enzymatiques ont, eux aussi, leurs propres inconvénients :
ce sont des protéines, donc des molécules de grande taille relativement fragiles et de durée de
vie limitée ; certaines substances présentes dans 1I’échantillon peuvent étre inhibitrices ; le
bruit de fond peut étre important (présence d’enzymes dans 1’échantillon a doser ou existence

d’adsorption non spécifique).
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Quelques équipes étudiant les interactions sucre - protéine sur puces utilisent une
détection en fluorescence en deux étapes : la premicre consiste en 1’utilisation d une protéine
marquée par une molécule non fluorescente qui sera ensuite détectée par un élément
fluorescent se fixant sur celle-ci (exemple : streptavidine marquée reconnaissant la biotine :

68.69 , . . 36 oo ’ . . . \
7). L’équipe de Willats™ utilise la détection indirecte sur ses puces a sucres

Glycominds
faites sur polystyréne (115 plots = 23 sucres reproduits 5 fois a la méme densité), la premiere
étape est I'interaction proprement dite, entre 1’anticorps cible et le sucre immobilisé ; la
deuxiéme étape consiste a faire réagir un anticorps marqué par fluorescence sur le premier
anticorps. Ils comparent leurs résultats (limite de détection en concentrations, en quantité et
format d’utilisation) a ceux généralement obtenus par la technique ELISA ou par
I’ « immunodot assay ».

Cependant, la fluorescence présente un inconvénient majeur : elle nécessite une étape
de marquage de la protéine, qui est longue, onéreuse et pouvant entrainer la modification des

propriétés du matériel biologique utilisé¢, comme par exemple, la modification de la structure

ou la capacité de reconnaissance.

En résumé, ces techniques de détection directe ou indirecte avec traceurs sont tres
sensibles (mais chers) et nécessitent des étapes préliminaires de marquage, risquant de
dénaturer ou du moins de modifier I’interaction sucre-protéine étudi¢e. C’est pour ces raisons
que, de nouvelles techniques optiques, cette fois-ci sans traceurs, ont été développées. Elles
évitent ainsi le marquage de biomolécules au préalable et elles permettent de suivre en temps
réel la dynamique des interactions étudiées.

Dans le paragraphe suivant, ces techniques optiques sans traceurs vont &tre explicitées, leurs

principes physiques décrits et leurs applications développées succinctement.

3.2 Les technigues optiques de détection sans traceurs

Bien qu’il existe d’autres méthodes qui ne requierent aucun traceur et permettent de
suivre en temps réel les interactions, comme la microbalance a quartz, la microcalorimétrie
ou I’¢lectrochimie, celles-ci semblent étre moins développées que les techniques optiques
pour I’application a la détection d’interactions biologiques analysant en temps réel. De plus,
comme les méthodes avec traceurs nécessitent une mise en place longue et parfois complexe
et chére, les techniques optiques de détection sans traceurs suscitent un nouvel intérét depuis

une quinzaine d’années.
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Elles permettent d’analyser en temps réel de nombreuses interactions en évitant les
étapes de marquage pouvant dénaturer la protéine ou du moins modifier I’interaction, un
autre avantage est que les mesures sont réalisées sans contact, ce qui n’affecte pas les
propriétés intrinséques des molécules. Ces techniques optiques se basent (comme le montre
la figure 20) sur la mesure d’une interaction entre un ligand immobilisé et des biomolécules
en solution non modifiées ; I’information issue du phénoméne biologique est transmise via la
surface du capteur vers le détecteur optique, qui a son tour va transmettre I’information sous
forme de signal électronique vers un ordinateur collectant toutes les données utiles pour
I’expérimentateur. Ces techniques donnent donc des informations sur la dynamique de
I’interaction mesurée : la cinétique de l’association et de la dissociation. Nous allons
maintenant détailler les techniques optiques qui permettent d’apporter cette solution, celles-ci

étant généralement basées sur des phénomenes de propagation d’ondes évanescentes.

oo

Interaction
biologique

Sortie des
Données pour
Transfert | I'utilisateur

optique

Ligand immobilisé
Signal du capteur

Signal Processeur

Figure 20 : Diagramme schématique d’un capteur optique

3.2.1. Introduction au phénoméne optique: I'onde
évanescente

Une onde évanescente est obtenue lorsque une onde incidente, issue du milieu le plus
réfringent (verre) et se déplagcant vers un milieu moins réfringent (air ou eau), arrive sur
I’interface sous un angle d’incidence supérieur a 1’angle de réfraction limite. On a donc dans
ce cas, une réflexion totale accompagnée de la propagation d’une onde évanescente de
surface. L’amplitude de I’onde évanescente décroit exponentiellement en fonction de sa
distance a [Dinterface (sur une profondeur Az, figure 21) siége des interactions

biomoléculaires ; elle n’est pas, de ce fait, sensible aux perturbations situées hors de cette
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limite. L’utilisation des champs évanescents permet donc de sonder en temps réel les
changements d’indice de réfraction, d’épaisseur de couche, d’adsorption et de fluorescence
causés par des réactions se produisant a une distance d’au plus quelques centaines de
nanometres de la surface. L’adsorption de molécules sur D’interface va perturber la
propagation de I’onde évanescente, entrainant des variations de phase et d’amplitude du
faisceau réfléchi. Aucun marqueur n’est nécessaire pour effectuer ces mesures, ce qui permet
une approche dynamique de la réaction étudiée. De plus, ces mesures ne perturbent pas

I’interaction et les interactions peuvent donc étre suivies en temps réel.

Figure 21: Onde évanescente. Le faisceau lumineux (plan d’onde 2.i), totalement réfléchi a
I’interface entre deux milieux crée une onde évanescente confinée sur une profondeur Az, dans le
milieu 2 (Az ~ quelques centaines de nanometres)

3.2.2. Le procédé IAsys

La société Affinity Sensors s’intéresse aux biocapteurs a ondes évanescentes depuis le
milieu des années 1980. En 1987, la compagnie a débuté une collaboration scientifique avec
GEC-Marconi et I'Institut de Biotechnologie (Université de Cambridge), afin de développer
une nouvelle génération de biocapteurs a ondes évanescentes, le miroir résonant, donnant lieu
a la technologie unique [Asys® (figure 24 b).

Les biocapteurs a miroir résonant ont pour but de combiner la sensibilité améliorée
des capteurs a guide d’onde avec la facilité¢ d’utilisation des capteurs SPR (Résonance des
Plasmons de Surface, c¢f. 11.3.2.3.) pour analyser en temps réel et sans marqueurs les
interactions biologiques. Nous allons maintenant décrire le phénomeéne de guide d’onde

servant a ce procédé.
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a) Le quide donde

Un guide d’onde diélectrique est compos¢ d’un film mince de réfraction élevé ng

(structure guidante) encadré de deux milieux di€lectriques d’indices de réfraction plus

faibles. Lorsqu’un guide d’onde est utilisé en tant que biocapteur, les deux milieux encadrant

la structure guidante sont les suivants : le premier, d’indice ng, est le substrat sur lequel est

déposé le film mince tandis que le second, d’indice n., constitue le milieu couvrant dans

lequel vont se produire les interactions biomoléculaires (figure 22).

iy £y
AZ ¢ \ "
c E L‘H ° % N: Milieu couvrant

e+ I > Nf  Structure guidante
ﬂ15¢ ( Ns  substrat

Figure 22 : Propagation d’une onde lumineuse dans un guide d’épaisseur ef et d’indice de réfraction
nf. En rouge est représenté le profil d’amplitude du mode O en polarisation TE (profile sinusoidal).
Az et Az, représentent la profondeur de pénétration de cette onde respectivement dans le substrat
d’indice n, et dans le milieu couvrant d’indice n., lieu des interactions entre les sondes (vert) et les
cibles (jaune)

b) Miroir résonant

Un biocapteur a miroir résonant consiste en un guide d’onde diélectrique ou 1’onde
lumineuse est couplée par un prisme. En pratique, nous avons un prisme sur lequel est
déposée une structure guidante du type de la figure 23. Généralement, ce guide d’onde est
composé d’une couche de quelques centaines de nanometres de SiO; faisant office de milieu
de faible indice ng et d’une couche d’une centaine de nanomeétres de TiO, (milieu guidant
d’indice de réfraction n¢ plus élevé) recouverte du milieu couvrant biologique. Le principe
des biocapteurs a miroir résonant est le suivant” : un faisceau lumineux, polarisé a 45° du
plan d’incidence pour que ses composantes TM (transversale magnétique) et TE (transversale
¢lectrique) soient de méme amplitude, est réfléchi totalement sur un prisme. Un couplage
efficace dans le guide se produit lorsqu’il y a accord de phase entre le faisceau incident et les
modes résonants de la couche d’indice de réfraction ¢élevé (signalons que les conditions de

couplage sont différentes en polarisation TE et TM).
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Figure 23 : Biocapteur basé sur les miroirs résonants. Un faisceau incident polarisée a 45° du plan
d’incidence (décomposé en polarisation TE et TM) est couplé a un guide d’onde via un prisme. Ce
faisceau est réfléchi puis le signal issu de I’interférence entre les composantes est mesuré (analyseur +
détecteur). Si I’angle d’incidence est différent de I’angle de résonance TE ou TM, le faisceau est
réfléchi directement par le prisme (rayon en pointillés). Si I’angle d’incidence est celui de résonance,
une des deux composantes se propage dans le guide puis est réfléchie, ce qui se traduit par un retard
de phase de cette composante (rayons en trait plein).

Ce couplage dans la couche d’indice de réfraction élevé s’effectue par un transfert de
I’énergie du faisceau incident au travers de la couche de faible indice de réfraction grace a
I’onde évanescente résultante de la réflexion totale. L’épaisseur e, de la couche de faible
indice, qui forme une barriére entre le prisme et le guide, va donc influer directement sur le
rendement de couplage. Bien siir, le principe de retour inverse de la lumicre explique que
plus I’énergie de faisceau passe facilement dans le guide, plus 1’énergie contenue dans le

guide peut retourner facilement dans le prisme.

Comme le miroir résonant est un systéme sans perte (en réalité un systéme a faibles
pertes en raison de sa rugosité et de son absorption résiduelle), la résonance ne se traduit pas
par un pic d’absorption dans la courbe de réflectivité en fonction de I’angle d’incidence mais
par un saut de phase de la lumiere réfléchie a la résonance. Physiquement, en dehors des
conditions de résonance, le faisceau est totalement réfléchi par le prisme sans étre influencé
par le guide tandis que, dans les conditions de résonance, il est aussi totalement réfléchi par
le prisme mais apres s’étre propagé tres bri¢vement dans le guide, d’ou le déphasage (figure

23). La phase du faisceau incident subit un changement de 2m en passant par la résonance. La
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position de ce saut de phase peut alors étre mesurée de maniere interférentielle pour suivre

les changements au niveau du milieu extérieur.

b)
Agitateur

Milieu de couplage

\Miroir résonant
C
) Laser \ Milieu faible indice

Prisme

-~

ii Détecteur

Figure 24 : a) Photo d’une puce du procédé IAsys ; b) Principe de la technologie [Asys avec le
prisme, le guide d’onde et la cuve au-dessus du montage permettant de réaliser des interactions
biomoléculaires ; ¢) L’analyseur a 45° du plan d’incidence donne un signal nul en dehors de la
résonance et des pics de lumieére étroits autour de la résonance, ensuite la position de ces pics évolue
en fonction du temps.

«e‘“"%

Polariseur

¢ (arc sec)

Intensité de lumiére réfléchie

Ces changements de phase sont habituellement mesurés par des méthodes
interférométriques. Comme les résonances TM et TE sont largement séparées, ces deux
polarisations peuvent servir de référence I"une pour I’autre™. De plus, ces deux ondes suivent
un chemin identique, ce qui annule les autres causes possibles de variation et ont la méme
amplitude, ce qui maximise le contraste. Un simple analyseur a 45° du plan d’incidence nous
donne un signal nul en dehors de la résonance et des pics de lumicre étroits autour de la
résonance (figure 24c).

La résolution pouvant étre obtenue est déterminée par la largeur de la résonance et donc par

les pertes intrinseéques du systeme (absorption, diffusion, couplage au prisme,...).

Les miroirs résonants dont le principe physique semble tout aussi intéressant que celui
de la SPR démontrent une sensibilité au moins équivalente et une utilisation aussi aisée que
les capteurs SPR (exemples d’utilisation du IAsys :’*""). Les applications biologiques ont
cependant été moins développées ; cela semble di en grande partie, au manque de moyens
existant pour fonctionnaliser des couches d’oxyde de titane avec des biomolécules, mais

également a cause des difficultés de parallélisation de ce procédé.
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3.2.3. La résonance des Plasmons de Surface (la SPR)

La résonance des plasmons de surface est une méthode optique exploitant les ondes
¢lectromagnétiques de surface pour sonder les variations de masse, d’indice et d’épaisseur
survenant a I’interface entre un métal et un dié¢lectrique. Rappelons que cette technique, tout
comme le procédé [Asys, ne nécessite pas le marquage des biomolécules (traceur fluorescent

ou radioactif), pouvant les dénaturer.

De ce fait, les interactions spécifiques entre les molécules sondes et les molécules cibles
peuvent €tre détectées directement dans des mélanges complexes, sans aucune transformation
préalable. En outre, I’analyse des cinétiques d’interactions biomoléculaires apporte des
informations essentielles sur la dynamique de ces interactions. Les champs d’application
actuels couverts par cette technique concernent : les associations ligand / récepteur, ADN /
protéine, ADN / ADN incluant la détection des mutations, ainsi que la caractérisation des

anticorps monoclonaux et polyclonaux.

a) Historigue de la résonance des plasmons de surface :

En 1902, Wood, en observant le spectre d’une source continue de lumicre blanche en
utilisant un réseau de diffraction en réflexion, remarque de fines bandes sombres dans le
spectre diffracté’®. Des analyses théoriques entreprises par Fano’’, en 1941, ont abouti a la
conclusion que ces anomalies étaient associées aux ondes de surface (plasmons de surface)
supportées par le réseau. C’est en 1968 qu’Otto80 montre que ces ondes de surface peuvent
étre excitées en utilisant la réflexion totale atténuée. Dans la méme année, Kretschmann et
Raether®' obtiennent les mémes résultats a partir d’une configuration différente de la
méthode de réflexion totale atténuée. Suite a ces travaux, I'intérét pour les plasmons de
surfaces a considérablement augmenté, en particulier pour caractériser les films minces et
pour I’étude de processus se déroulant sur des interfaces métalliques. Marquant un tournant
dans les applications des plasmons de surface, Nylander et Liedberg, ont exploité pour la
premiere fois, en 1983, la configuration de Kretschmann pour la détection des gaz et de
biomolécules®. Les nombreuses possibilités ouvertes dans ce domaine et le besoin de plus en
plus important d’appareils robustes et fiables permettant la compréhension des phénomeénes
biomoléculaires ont donné naissance a des entreprises spécialisées dans la vente d’appareils

SPR (tableau 2), telles que Biacore International®® créée dés 1990.
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Entreprises développant la SPR .
Nom de la machine Systémes
Adresses Internet
BlAcore AB (Suéde) monocapteur, 4 canaux
BlAcore
http://www.biacore.com indépendants
Affinity Sensors (USA)
IAsys monocapteur, 1 cuvette
http://www.affinity-sensors.com
Artificial Sensing Instruments (Suisse)
OWLS monocapteur
http://www.microvacuum.com/products/biosensor
IBIS technologies BV (Pays-Bas) IBIS Imagerie SPR/
http://www.ibis-spr.nl multiparamétrique
Texas Instruments (USA)
TISPR-Spreeta Monocapteur / 1 ou 3 canaux
http://www.ti.com/spreeta
Genoptics (France) ) Imagerie SPR/
Interactor / SPRiLab ] .
http://www.genoptics-spr.com multiparamétrique
GWC Technologies (USA) ) Imagerie SPR/
SPRimager ® I
http://www.gwctechnologies.com/ multiparamétrique

Tableau 2 : tableau récapitulant toutes les entreprises s’investissant dans la technique des capteurs
optiques sans marqueurs.

Depuis I'introduction sur le marché de ces instruments SPR, BIAcore a un quasi
monopdle du marché grace a la matrice de dextran comme support et les surfaces
fonctionnalisées par la streptavidine®.

Méme si des milliers de publications® démontrent la polyvalence et la robustesse de ces
surfaces, il s’aveére que certains systémes ne sont tout simplement pas compatibles avec ces
stratégies d’immobilisation. Par conséquent, plusieurs procédés commerciaux de puces
(nouvelles surfaces et / ou nouvelles chimies d’immobilisation) sont apparus depuis quelques
années, permettant de nouvelles applications basées sur la SPR* (¢f. tableau 2). Remarquons
que dans ce tableau récapitulant les différentes machines optiques mises sur le marché, peu
d’entre elles sont capables d’obtenir des mesures multiparamétriques.

Ces techniques permettent I’analyse des interactions biomoléculaires avec une large gamme
de poids moléculaires, d’affinités et de vitesses d’association, et elles sont compatibles avec

un grand nombre d’environnements chimiques possibles.

b) Théorie de la SPR :

Un plasmon de surface est une onde de densité de charge longitudinale le long de

I’interface de deux milieux, ou I'un est un métal et ’autre un diélectrique. Les métaux
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appropriés peuvent &tre 1’argent, I’or, le cuivre et I’aluminium ; les plus communément

utilisés sont 1’or et I’argent : I’argent pour son pic de résonance pointu et I’or pour sa grande

1., 787
stabilité®".
Milieu de
I’échantillon
Film d’or =
[ 3=
T
2y
Verre 2.9
Q
£5
e 0 5 0 5 2
s s 0 (deg.
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polarisée réflechie

Figure 25 : Schéma de la configuration de Kretschmann pour la SPR. La résonance d’un plasmon de
surface a lieu a ’interface métal / milieu de I’échantillon, pour un certain angle d’incidence 6 de la
lumiéere polarisée.

La configuration la plus développée pour les instruments SPR est celle de
Kretschmann. Celle-ci repose sur le phénoméne de réflexion interne totale. Elle a lieu quand
la lumiere traversant un milieu optiquement dense (exemple le verre) atteint une interface
entre ce milieu et un autre de plus bas indice (comme I’air ou 1’eau), et est réfléchie dans le
milieu dense. Alors que la lumiére incidente est totalement réfléchie, un composant de cette
lumiére, ’onde ou champ évanescent, pénétre ’interface vers le milieu le moins dense a une
distance d’une longueur d’onde ; cette onde diminue exponentiellement a partir de I’interface
dans le milieu moins dense. En SPR, une source de lumi¢re monochromatique, polarisée p (=
TM) est utilisée et I'interface entre les deux milieux est recouverte par un film mince
métallique (d’une épaisseur inférieure a celle d’une longueur d’onde de la lumiére) ;
I’intensité de la lumiére réfléchie est réduite a un angle incident spécifique (appelée angle de
résonance des plasmons de surface), extinction due au transfert de 1’énergie de résonance
entre I’onde évanescente et les plasmons de surface. Les conditions de résonance sont sous
I’influence du matériel adsorbé sur le film métallique (figure 25), ou plus exactement une
relation linéaire a été trouvée entre 1’énergie de résonance et la concentration en masse des
molécules d’intérét biologique, comme les protéines, I’ADN ou les sucres®®. Le signal SPR
exprimé en réflectivité (ou unités de résonance : RU) est en fait une mesure indirecte de la

concentration en masse a la surface de la puce. Cela signifie que I’association et la
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dissociation du complexe analyte / ligand peuvent étre observées et qu’ultérieurement, les

constantes comme celle de I’équilibre peuvent étre calculées.

3.2.4. Procédé Biacore

De par sa mise en ceuvre simple et sa sensibilité, le phénomeéne de plasmons de
surface a ¢été appliqué, dés le début des années quatre-vingt, a la reconnaissance
d’interactions biologiques. Les années quatre-vingt dix ont vu naitre un grand nombre de
capteurs biochimiques alliant la résonance des plasmons de surface a une chimie préparant la
couche réceptrice biosensible. Cette technologie a débouché sur une instrumentation
notamment commercialisée par Pharmacia sous le nom de BIAcore® (cf. figure 26). Cette
société a réalisé des capteurs performants mais qui, malheureusement, ne permettent de

réaliser que trois mesures (et un témoin) a la fois.

Oiptical
detection
Light- unit &  Intensity
source
Polarised I- ‘u Andle
light - 2,
Prism t &+ Resonance
I Signal
sensor chip with | . _ \
godd film T.m.}__
AAAA >
Sensorgram

Flow channel

Figure 26 : principe de I’appareil BIAcore® : gauche : principe du montage, a droite: en haut :
courbe de plasmons, en bas : « sensorgram » en fonction du temps.

L’instrument Biacore a pour fonction la visualisation en temps réel des interactions
entre des biomolécules non marquées, alliée a un systeme fluidique, permettant de faire
passer sur la puce un flux de solutions diverses a débit continu (exemples :*°). Un des
réactifs, le ligand, est retenu de maniere spécifique sur ’interface appelée « sensor chip ».
Les « chips » Biacore les plus utilisés sont constituées d’un support de verre recouvert d’or
fonctionnalisé par un biopolymeére, le dextran carboxyméthylé (cf. méthode dépot sur dextran
[.2.2.2.). Les analytes sont, eux, injectés a débit constant par un circuit microfluidique au
contact de cette interface. Les changements de masse induits par I’association ou la
dissociation des complexes modifient la réfringence du milieu et décalent la position de

I’angle de résonance. L’enregistrement de la variation de 1’angle de résonance permet de
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suivre en temps réel la fixation de molécules injectées sur la puce. L’enregistrement de ce

. 91
signal s’appelle un sensorgramme” .

3.2.5. Applications de la technique SPR : Montages utilisés
pour la mesure d’interactions sucres - protéines

Plusieurs équipes de recherche ont développé leur propre systéeme de détection par
SPR (non commercial). Les premiers articles mentionnant I’imagerie SPR datent de 1988°7 et
le nombre de publications utilisant ce dispositif dans une grande variété d’applications n’a
cessé d’augmenter depuis’>**?%%7,

Rappelons que la condition de résonance de plasmons de surface donne une relation
entre 1’angle d’incidence et la longueur d’onde. Lorsqu’une interaction biomoléculaire se
produit, elle provoque une perturbation locale de 1’indice du milieu diélectrique et va donc
changer les conditions de résonance. La méthode de mesure la plus répandue en imagerie
SPR consiste a suivre, pour un angle d’incidence et une longueur d’onde fixés, les variations
de la réflectivité dues au déplacement du pic d’absorption de la SPR, méthode appelée
interrogation en réflectivité. En effet, il existe aussi 1’imagerie en configuration
d’interrogation angulaire qui consiste a réaliser un balayage au rythme de la vitesse de

d’acquisition de la caméra, mais la difficulté de mise en ceuvre de cette méthode rend cette

technique incompatible avec la durée des interactions mesurées.

Actuellement, seulement quelques ¢€quipes semblent utiliser la technique de
I’imagerie SPR (non commerciale) pour réaliser des études sur des interactions sucre -
protéine : I’équipe de R.M. Corn™ et celle de Russell’’ utilisant le montage de Knoll®**’.

Le groupe de Russell développe des couches auto-assemblées sur surface d’or, sur
lesquelles sont immobilisées des sucres de maniere covalente, aucune caractéristique sur une
formation de matrices de plots n’est donnée. Il démontre cependant qu’une telle surface est
capable d’interagir sélectivement avec une protéine spécifique grace notamment a leurs
expériences faites avec le montage SPR. Cette technique leur permet de mesurer, par la
mesure en réflectivité, les épaisseurs de chaque couche : avant et aprés la formation de la
couche auto-assemblée avec des sucres et apreés I’interaction entre la protéine et les sucres
fixés (figure 27a).

L’équipe dirigée par Corn qui travaille déja avec I’imagerie SPR depuis plusieurs

années, s’est attachée a développer sa propre fonctionnalisation de surface pour y attacher
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des sucres (apres avoir fixé de ’ADN, des peptides...). Ils sont allés jusqu’a développer deux
systémes fluidiques couplés a leur montage SPR, I’un pour le dépdt des sucres, 1’autre pour
la circulation des produits lors de I’étude en imagerie SPR. Comme le rappelle la figure 27b,
le systeme fluidique permet lors de I’étape 3 d’immobiliser les sucres, 1’étape 4 sert a enlever
le moule des canaux et rendre inerte le reste de la surface, et ensuite I’imagerie SPR permet
de visualiser (en jaune) les sucres déposés reconnaissant une protéine. Constatons tout de
méme que ce type d’imagerie SPR ne posséde pas réellement un format puce portant des
plots. Par leurs études, ils arrivent a construire des isothermes d’adsorption pour I’interaction
sucre - protéine étudiée, ils enregistrent la fixation des protéines sur la surface de fagon

spécifique et obtiennent des valeurs de constante de dissociation.

| + PDMS
uchannels

—_—

2

Immobilize - PDMS
.Garbohydrate. +PEG

SPR

= | R

Figure 27 : Figures issues des deux articles présentés en exemple : a) Résultats en SPR obtenus par
Russell et al. ; courbes de réflectivité en SPR pour (A) le substrat d’or seul, (B) le substrat d’or + la
couche auto-assemblée avec les sucres, (C) la surface apres I’interaction avec la protéine. b) Rappel
de la technique d’immobilisation utilisée par Corn et al. ; partant d’une surface d’or, celle-ci est
recouverte d’amine thiols (1), ensuite le film est recouvert d un moule en PDMS ou sont dessinés des
microcanaux fluidiques (2) ; les solutions de sucres & immobiliser traversent les canaux, et les sucres
se fixent (3) ; le moule est retiré et les amine-thiols n’ayant pas réagi sont protégés par une couche de
PEG (4) ; visualisation des sucres immobilisés ainsi que leur interaction en imagerie SPR (5).

a)

[} ]
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Reflectivity / a.u.

Internal Angle / degrees

3.3 Conclusion

Dans cette partie, nous avons pu voir les différents modes de détection utilisés par les
équipes réalisant des études sur les interactions sucre / protéine avec immobilisation du sucre
sur un support. Les modes de détection sans traceur commencent a supplanter les techniques
utilisant des traceurs, pour des raisons de suivi en cinétique plus simple (méme s’il existe la
possibilité de suivre la dynamique des interactions par fluorescence.

Depuis plus d’une dizaine d’années, les biologistes étudiant les sucres ont

énormément eu recourt au procédé BlIAcore (procédé fonctionnant avec quatre canaux
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indépendants comme quatre capteurs monopoints). Depuis peu, leurs objectifs d’études
devenant de plus en plus pointus (comme par exemple trouver les séquences spécifiques
d’interaction avec une protéine), ils essaient de développer de nouveaux systémes leur
permettant d’étudier la dynamique de nombreuses interactions simultanément et il s’avere
que la technique optique sans traceur qu’est la SPR ou plutét I’imagerie SPR leur permet
d’atteindre leurs objectifs. Tout de méme I’imagerie SPR développée par Corn et al. reste
cependant limitée par la microfluidique utilisée et la chimie de couplage et, malgré son

principe, aucune donnée cinétique n’est indiquée.

Il y a encore du chemin a parcourir pour développer des systémes de détection aussi
performants pour la “glycomique” que pour I’ADN ou les peptides/protéines ; actuellement
les scientifiques académiques tout comme les industriels, travaillant dans les secteurs
pharmaceutiques du diagnostic ou des sciences de la vie, développent de plus en plus des
techniques optiques sans traceur pour l’analyse de petites molécules, des protéines, des
oligonucléotides, des bactériophages, des virus, des bactéries et des cellules'®. Ces nouvelles
techniques de détection permettent la prédiction de certains paramétres pharmacocinétiques
d’une molécule (adsorption, distribution, toxicité...) mais encore trop souvent a 1’échelle
d’un seul échantillon par test, il devient donc judicieux de développer un capteur qui répond
aux exigences suivantes : immobilisation de biomolécules sur une surface, détection directe,

sans traceur et multipoints (N échantillons sur un seul substrat).
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4. Les Sucres : les Glycosaminoglycanes sulfatés

Depuis que le génome humain a été¢ décodé, le domaine de la protéomique a émergé,
la protéomique étant 1’étude de I’ensemble des protéines fabriquées par les génes. Les
protéines sont les acteurs essentiels des mécanismes cellulaires, et leur dysfonctionnement
entraine de nombreuses maladies. Pour les traiter, on peut soit corriger le géne incriminé,
mais les premicres tentatives ont été décevantes, soit tenter de normaliser la protéine qu’il
code. La protéomique ouvre ainsi la voie a de nouveaux traitements. Toutefois, si les génes et
les protéines jouent un rdle capital, deux autres catégories de molécules, les sucres et les
lipides, sont aussi essentielles. Pour comprendre comment fonctionne la « machinerie »
humaine et pour la réparer si nécessaire, de plus en plus d’études sont réalisées afin de
connaitre et comprendre ces substances. Nous allons maintenant nous intéresser a décrire les
sucres ou plus exactement une classe de sucres jouant un role important au niveau

physiologique.

Dans le domaine du vivant, les carbohydrates ou sucres constituent un domaine dont
I’importance et I’étude ne cessent de s’accroitre depuis plusieurs années'®'. Cette classe de
molécules est en effet 'une des plus abondantes, des plus largement réparties et
fonctionnellement, des plus diverses. De facon générale, les carbohydrates sont caractérisés

par leur trés grande diversité structurale.

Les sucres remplissent des fonctions trés variées. Autrefois, ils étaient seulement
considérés comme des molécules pourvoyeuses d’énergie, libérant du glucose
immédiatement consommé ou stocké sous forme de glycogene, remplissant aussi un role
structural, comme par exemple dans le cartilage. A 1’heure actuelle, il est avéré que les sucres
sont associés aux protéines et aux lipides au niveau de la surface cellulaire, qu’ils participent

. . . . 9 . Lo , .
aux fonctions physiologiques et pathologiques’. Ces sucres sont ubiquitaires, présents a la

surface de toutes les cellules de I’organisme.

Dans ce paragraphe, nous allons nous intéresser a une famille de sucres, les
glycosaminoglycanes sulfatés, dont fait partie I’héparine, possédant une activité anti-

coagulante reconnue et exploitée depuis plus d’une soixantaine d’années.
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4.1 Les Glycosaminoglycanes sulfatés (GAGs)

Il existe, notamment chez les mammiferes, une catégorie de sucres possédant un role
physiologique important, ce sont les glycosaminoglycanes sulfatés (GAGs), qui comprennent
six types de polysaccharides trouvés sur la plupart des surfaces cellulaires animales et des

102 A 1 ., ..
. Ces chaines polysaccharidiques sont liées par une liaison

matrices extracellulaires
covalente a une protéine centrale (ou « core protein »), formant ainsi les protéoglycanes, qui
constituent une famille hétérogéne de macromolécules. Dans la matrice extracellulaire, ils
sont associés a d’autres composants, tels que les collagénes et les glycoprotéines, participant
a I’édification et permettant a la matrice extracellulaire de controler la migration, 1’adhésion,
la prolifération, la différenciation et une multitude d’autres aspects de la vie cellulaire. A la
surface des cellules, deux motifs de localisation cellulaire pour les protéoglycanes sont
décrits : lorsque la protéine centrale posséde une partie hydrophobe, les protéoglycanes vont
s’insérer dans la bicouche lipidique de la membrane cellulaire, dans le second cas, la protéine
centrale contient un site d’attachement a un glycosylphosphatidylinositol (GPI) membranaire
par le biais d’un pont «éthanolamine-mannose ». La localisation stratégique des
protéoglycanes en fait des candidats idéaux pour réguler les interactions entre les cellules
juxtaposées ou entre les cellules et la matrice extracellulaire environnante'®.

La structure de ces polysaccharides est connue et elle est constituée d’une succession
linéaire d’unités disaccharides, composées alternativement d’acides hexuroniques HexA
(acide D-glucuronique GIcA ou acide L-iduronique IdoA) et d’hexosamines qui sont
variablement sulfatés, d’ou la dénomination actuelle : glyco pour I’acide hexuronique, amino
pour I’hexosamine, et glycane pour signifier qu’il s’agit de chaines glucidiques en général
greffées sur une protéine. La nature des sucres formant le motif disaccharide tout comme la

nature et le degré de sulfatation permettent de classer les différents GAGs (figure 26):

- les galactosaminoglycanes : (peau, cartilage, os, vaisseaux sanguins,...), qui comprennent

la Chondroitine Sulfate (CS) et le Dermatane Sulfate (DS), sont caractérisés par une
Galactosamine N-Acétylée (GalNAc) attachée a GlcA (pour CS) ou a GlcA/IdoA (pour DS).
Les groupes sulfates se trouvent en général sur la galactosamine sur les carbones C-4 et C-6

et pour DS sur les carbones C-2 des iduronates.

- les glucosaminoglycanes, qui sont divisés en trois catégories :

o L’Hyaluronate (HA, présence dans le cartilage), le seul GAG non sulfaté, qui

possede une structure homogeéne d’unités répétées GlcA-GlcNAc.
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o Le Keratane Sulfate (KS, cartilage articulaire), GAG dépourvu d’acides uroniques
qui est constitué d’une alternance galactose / glucosamine N-acétylée. KS se distingue des
autres GAGs a cause de séquences spécifiques, se trouvant a I’extrémité non réductrice du
polysaccharide et de son lien a la « protein core » par des liaisons -O- et -N-. Les groupes
sulfates se situent généralement en C-6 de la glucosamine et occasionnellement en C-6 du

galactose.

o Les Héparanes Sulfates (HS, constituants des surfaces cellulaires) et I’ Héparine (HP,
produit par les mastocytes). Ce sont les formes les plus complexes et les plus sulfatées de la
famille des GAGs. Ils ont été énormément étudiés a cause de leur implication dans de

104,105

multiples fonctions biologiques et de I'immense application thérapeutique de I’'HP

196 (leurs structures et leur biosynthése seront détaillées dans le

comme anticoagulant
prochain paragraphe). Leur diversité structurale est une conséquence de la multitude de sites
sulfatés présents sur une chaine d’HS et de leur position sur la chaine. A cause de leur
caractére trés anionique, ces polysaccharides ont été relégués historiquement a un rdle

structural, une sorte de gel d’hydratation, dans la matrice extracellulaire.
Glycosaminoglycanes

GalNAc/S WAc/S

Galactosaminoglycanes Glucosaminoglycanes

Glc;/ \EIcAlldoA Hexﬁ/ \;al
CS DS KS
GicAl/ldoA GicA
HA

HS/Héparine
CHOX CHOY
o) o]
OH OH (0)4 1 OH
3
OH OH
Ac NSO3
Glucosamine N-acétylée (GlcNac) Glucosamine N-sulfatée (GICNS)
X=H: GlcNAc X=80s- : glucosamine N-sulfatée, 3S (GIcNS, 3S)
X=805- : glucosamine N-acétylée 6-O-sulfatée Y=SO0s- : glucosamine N-sulfatée 6-O-sulfatée (GICNS, 6S)
COCH
o] o]
OH OH COOH OH
OH
OH OH
(0)4 (0)4
Acide Glucuronique (GIcA) Acide Iduronique (IdoA)
X=H: GlcA X=H: IdoA

X=S0s- : acide glucuronique 2-O-sulfaté (GIcA, 2S)  X=SOs- : acide iduronique 2-O-sulfaté (IdoA, 2S)

Figure 26 : la famille des GAGs; Gal: galactose ; HexA : acide hexuronique ; pour les autres
abréviations, voir la figure en dessous sur la structure des monosaccharides HS.
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4.2 Les Héparanes sulfates

Les HS sont des polysaccharides lin€aires, se trouvant sur les surfaces cellulaires et
dans la matrice extracellulaire de la plupart des tissus animaux. L’isolation de HS remonte a
1948, quand Jorpes et al. identifient une nouvelle macromolécule, « I’héparine acide
monosulfurique », pensant qu’il s’agissait d’une forme peu sulfatée de I’'Héparine'"’. Depuis,
le concept indiquant que HS et HP sont deux membres distincts de la famille des GAGs a ¢été
clarifi¢'®. Les deux polysaccharides sont tous les deux attachés par liaison covalente & des
« core proteins » de la famille des protéoglycanes. Le nom « protéoglycane » fait référence a
une structure dichotomique, une protéine (« core protein ») couplée a une ou plusieurs
chaines de glycosaminoglycanes. Le produit final est un composé sophistiqué, qui peut
fluctuer en poids moléculaire, dans sa structure fine et dans son rdle biologique'”. La
complexité d’une chaine d’héparane sulfate peut, par exemple, facilement dépasser celle des
acides nucléiques''’. Les 4 nucléotides de I’alphabet de ’ADN peuvent étre combinés et
former 256 structures différentes de 4 unités ; en revanche, pour I'héparane sulfate, il existe
48 disaccharides possibles, dont la combinaison aléatoire permet de générer une infinité de
structures. On peut en effet "construire" 48 = 2304 tétrasaccharides, 48’ = 110592
hexasaccharides, ... douze milliard de dodécasaccharides... etc.

Les HS ont un role dynamique important dans de nombreux processus biologiques
essentiels, dont le développement embryonnaire, la réparation et I’apoptose. Certaines

111

conditions pathologiques particulieres comme le cancer ', l’inflammation, le diabéte,

I’angiogenése, certaines maladies neuro-dégénératives comme la maladie d’Alzheimer,

, , . . . . 112
I’athérosclérose et les infections microbiennes

sont souvent associées a des altérations
structurelles et fonctionnelles des chaines d’héparane sulfate. Ainsi, les protéoglycanes de
HS, se trouvant soit sur la surface cellulaire soit dans la matrice extracellulaire, jouent un réle
dans le signal et la communication intercellulaire, en modulant la biodisponibilité¢ et la
distribution spatio-temporelle des facteurs de croissance, des cytokines et des morphogenes,
en plus de nombreux récepteurs et des molécules d’adhésion extracellulaires'”® (cf. 1.4.4).
Leur grande hétérogénéité structurale peut étre générée par la modification spécifique des
chaines d’héparanes sulfates durant la biosynthése, tout comme par la nature diversifiée des

« core proteins ». La majorité des activités biologiques de ces protéoglycanes ont lieu au

travers des interactions de leurs chaines de HS avec des ligands protéiques extracellulaires.
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4.2.1. Biosynthése de I'héparine et des héparanes sulfates

A cause de la ressemblance structurale entre HS et HP, il a été suggéré que la
biosynthése de ces deux polysaccharides est dirigée par la méme « machinerie ».
La biosynthése des GAGs'”''? sulfatés est un processus multi-étapes qui a lieu dans
I’appareil de Golgi. Un polysaccharide précurseur est formé contenant des unités répétées

d’acide glucuronique et de glucosamine.

La premicre étape implique I’attachement d’un fragment tétrasaccharidique unique a
un acide animé spécifique, une sérine, d’une « core protein » (figure 28). Le tétrasaccharide
toujours rencontré est f-GlcA(1->3)-B-Gal(1->3)-B-Gal(1>4)-B-Xyl-1->Ser. Ce processus
est catalysé par quatre enzymes qui ajoutent les monosaccharides de maniere séquentielle a
I’extrémité non réductrice de la chaine en croissance. Ensuite, il y a élongation de la chaine
(ajout d’unités saccharidiques) et modification (sulfatation, épimérisation...) de la chaine
polysaccharidique par un systéme enzymatique spécifique.

La réaction d’initiation, catalysée par la xylosyltranférase, a lieu en des sites spécifiques,

, . , . . ., , . 114
définis par des résidus Ser-Gly (acides animés sérine et glycine

). Le nombre de sites
d’attachement de chaines varie en fonction de la nature de la «core protein », mais

typiquement il y en a entre deux et quatre pour HS et beaucoup plus pour HP.

Au tétrasaccharide précurseur alors formé, est ajouté comme premier monosaccharide
une N-acétyl-glucosamine GIcNAc ou une N-acétyl-galactosamine GalNAc (celui-ci est
utilis¢ dans la biosynthése de CS). Ainsi cette addition décide si la chaine sera un
glucosaminoglycane (HP, HS) ou un galactosaminoglycane (CS, DS). Il a été suggéré que les
motifs de la séquence peptidique proche du site d’attachement du tétrasaccharide jouent un
role de signal pour I’addition de I’un ou I’autre des monosaccharides'"”.

Apres le premier saccharide attaché, un transfert alternatif de GIlcA et de GIcNAc a
partir de leurs nucléotides UDP-sucres correspondants, a I’extrémité non réductrice des
chaines en croissance, forme le reste de la chaine GAG. Approximativement, 300
monosaccharides sont additionnés au polysaccharide linéaire avant la fin de synthese.

Une fois la chaine formée, les disaccharides subissent une série de modifications.
Cette modification du polymére est initiée par une N-désacétylation et une N-sulfatation des
GIcNACc par une enzyme N-désacétylase/N-sulfotransférase. Les étapes suivantes ont lieu de
fagon séquentielle sur les résidus adjacents des N-sulfoglucosamines (GIcNS). Une C5-

épimérase catalyse alors la transformation de certains acides D-glucuroniques en acides L-
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iduroniques. Ensuite a lieu une O-sulfatation des acides iduroniques en position C-2 par une
2-O-sulfotranférase. Cette sulfatation est suivie par [’action d’une glucosamine 6-O-
sulfotransférase, qui transfere un groupe O-sulfate sur la position C-6 de GlcNac ou de
GIcNS. Finalement, une 3-O-sulfotransférase agit sur le polymere et modifie certains

GIcNS6S (figure 28).

UDP-glucose déshydrogénase L
@ @ |
GlcNpAc/GIcAp polymérase ¢ @ ClcAp
. UDP-GIcAp
@ GlcNpAc
N-désacétylase @ uoP-cicNpAc
N-sulfotranférase
& T = Xyl
& 1doA
C5-épimérase ¢ <> Gal
@= Donneur Sulfate
- o )
= B =T Q Sulfate 1
2-,6- et 3-O-sulfotranférases ¢ @O Zone diattache

W@% « Core protein »
Foq

Figure 28 : Schéma de la biosynthése des HS protéoglycanes, issu de la publication 109. Les chaines
sont synthétisées a partir de la « core protein », par actions séquentielles de glycotransférases. Un
tétrasaccharide est formé sur la zone d’attache, suivi par une addition alternée de GIcA et GlcNAc,
produisant une chaine précurseur. La chalne est ensuite modifiée par voie enzymatique, produisant
des désacétylations, N-sulfatations, épimérisations, O-sulfatations, menant a des chaines différentes
les unes des autres.

Le hasard apparent et la nature incompléte de la N-désacétylation initiale sont
responsables de I’introduction de I’hétérogénéité structurale dans le polymere a un stade
précoce de la biosynthése. Les spécificités de ces enzymes apres leurs modifications sont
responsables de la structure rencontrée dans les HS, ou des domaines trés sulfatés alternent

avec des domaines peu ou pas sulfatés.

4.2.2. Structures chimiques de I'héparine et de I’héparane
sulfate

L’héparine (HP) et I’héparane sulfate (HS) sont des polymeéres linéaires, ayant comme
unité de base répétée un disaccharide, constitué¢ d’un acide uronique et d’une glucosamine N-
acétylée. Pour HP, les résidus d’acide uronique sont composés a 90 % d’IdoA et 10 % de

GIcA. Ce sucre possede la plus grande densité de charges négatives de toutes les
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macromolécules biologiques connues. Cela est le résultat de sa haute teneur en groupes
sulfate (-SO3) et en groupes carboxylate (-CO,) chargés négativement''®''”. En effet, en
moyenne le disaccharide de I’HP contient 2,7 groupes sulfate. La structure plus commune

rencontrée dans I’HP est le disaccharide trisulfaté (figure 27 [haut]).

0SO;-
: -00G 0x
(o) (o) O\
4 oC
OH 1 OH OX
—0 (¢} o—
3
0S0;- NHSO3- OX NHY
acide L-iduronique 2-SOj;- Glucosamine
N-sulfatée 6-SO;- | |
séquence majoritaire Séquence variable
HEPARINE
OH
-00C
COO-
0. (@) 0.
OH OH OH
—0 O
OH NHAc OX NHY
acide D-glucuronique Gluco§amine
N-Acétylée |
séquence majoritaire Séquence variable

HEPARANE SULFATE

Figure 27: Unités disaccharidiques répétées (majoritaire et minoritaire) dans I'héparine et I'héparane
sulfate (X = H ou SO3-, Y = Ac, SO3- ou H)

Cependant, un nombre important de variations structurales de ce disaccharide existe,
menant a la micro hétérogénéité de I’HP. Les groupes amine de la glucosamine peuvent étre
substitués ou non avec un groupe acétyle ou sulfate. Les positions 3 et 6 de la glucosamine
peuvent étre substituées ou non par un groupe O-sulfate (figure 27). L’acide uronique, qui
peut soit étre L-iduronique soit D-glucuronique, peut aussi contenir un groupe 2-O-sulfate.
L’HP posseéde un poids moléculaire variant de 5 a 40 kDa, avec un poids moyen a 15 kDa et
une charge négative moyenne d’approximativement -75 ''°.

La complexité structurale de ’héparine peut étre considérée a plusieurs niveaux. Au niveau
du protéoglycane, un nombre différent de chaines de glycosaminoglycanes (avec des
séquences possédant différents saccharides) peut étre attaché a de nombreuses sérines
présentes dans la « core protein » de ’HP. De plus, la plupart des propriétés chimiques et
physiques de I’HP sont dues a la structure ou séquence du GAG, sa conformation, la

flexibilité de sa chaine, son poids moléculaire et sa densité de charges.
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Les héparanes sulfates (HS) (cf. figure 27 [bas]) ont une structure similaire a celle de
I’héparine mais sont moins substitués par des groupes sulfate et possédent une plus grande
partie variable. Comme 1’héparine, les héparanes sulfates sont des copolymeéres linéaires
composés d’unités répétées d’acide uronique fixées par un lien 1->4 a la glucosamine. Alors
que I’acide D-glucuronique prédomine dans les HS (contrairement a 1’héparine), il peut
quand méme contenir, par endroits, de grandes quantités d’acide L-iduronique ; ainsi, pour
HS, les résidus IdoA sont présents a des proportions variant entre 30 et 80 %.

HS contient en moyenne un seul groupe sulfate par disaccharide. En fait, les chaines de HS
sont composées de grandes séquences ayant des degrés de sulfatation variable. Méme si HS
contient toutes les mémes variations structurales que celles faites sur HP (et vice versa), la
fréquence de présence de ces variations sur la séquence minoritaire est plus grande que dans
I’HP, faisant de la structure de I’HS une structure et une séquence plus complexe que celle de
I’héparine. Leurs chaines sont en général plus longues, avec une masse moléculaire moyenne

de 30 kDa, la masse pouvant varier entre 5 et 70 kDa.

Ccoeur de la protéine Domaines NS

NI

Domaines NA Domaines NA/NS

Figure 28 : Structure de ’Héparane Sulfate : Les domaines NS représentent les séquences d’unités
disaccharides N-sulfatées, riches en Résidus IdoA et groupés O-sulfatés. Les domaines NA/NS sont
composés d’une alternance d’unités disaccharides N-acétylées et N-sulfatées qui contiennent GIcA,
IdoA et des groupes O-sulfatés en C6 des GIcN. Les domaines NA sont des séquences en grande
majorité non modifiées avec des unités disaccharides GlcA-GlcNAc répétées.

Il faut savoir qu’en fin de biosynthése, la protéine reste fixée dans le cas des HS
(figure 28) car elle est constitutive de la structure méme du protéoglycane, alors qu’elle est
coupée pour I’héparine’ ¥,

Des séquences d’unités de base, homogenes et faiblement modifiées, appelées domaines NA,
alternent avec des séquences sulfatées hypervariables, appelées Domaine S ou NS (figure
28). L’héparine differe de ’héparane sulfate sur deux points : I’homogénéité et la sulfatation.
Pour HP, la N-sulfatation est plus importante (80 % de glucosamines substitués contre 40 %
a 50 % pour ’HS). HP contient beaucoup plus de IdoA et de groupes O-sulfatés, donnant une

organisation de type domaine NS plus homogene, alors que les domaines NS de I’HS

alternent avec des régions peu modifiées : GlcA-GIcNAc.
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4.3 Réactivité de ['héparine et des héparanes sulfates avec /les
protéines

Les interactions entre HP/HS et les protéines dépendent généralement de la présence

des groupes sulfate. Alors que cette propriété a déja ét¢ démontrée par des préparations
chimiques de GAG désulfatés'"’, il est encore trés difficile de déterminer avec précision
quels groupes sulfates sont finalement essentiels a la fixation.

Ainsi ces interactions sont la plupart du temps ioniques, électrostatiques et impliquent la
présence de charges positives sur une séquence d’acides aminés de la protéine'®. En plus du
facteur de sulfatation des domaines de HS interagissant avec des protéines, des parametres
tels que le positionnement des domaines sur la chaine de HS, le nombre et le lieu des chaines
de HS sur la core protein'?’ affectent les propriétés d’interaction avec une molécule de
protéoglycane. La plupart des domaines de HS spécifiques d’interactions avec des protéines
se sont révélés étre relativement courts, 5-10 monosaccharides, situés dans un domaine NS
du polysaccharide. Cependant, quelques protéines multimériques (exemple : Interféron-y'?")
se fixent a des domaines plus complexes, comprenant deux domaines NS séparés par une
région d’HS pauvre en groupes sulfates. Les propriétés de fixation des domaines NA/NS,
constitués de disaccharides N-acétylés et N-sulfatés en alternance, ne sont pas bien connues a

ce jour par manque de méthodes permettant de purifier ce genre de séquences de HS.

4.4, Principales interactions étudiées entre HP/HS et des
protéines

La grande diversité structurale de 1’héparine ou des HS leur permet d’exercer un

éventail de fonctions trés diverses, essentiellement par le biais d’interactions directes avec de
fie 122 . .

nombreuses protéines . Ces interactions ont de nombreux effets et permettent par exemple

de concentrer localement une molécule donnée, mais aussi de modifier son activité.

Dans ce paragraphe, les différentes actions biologiques étudiées a ce jour, ou les HS et HP

sont impliqués, vont étre bri¢vement expliquées.

4.4.1. Réqulation des protéases et des estérases

L’interaction de HP avec I’antithrombine III (AT-III) est le premier exemple, le plus
étudi¢ a I’heure actuelle, d’une interaction héparine - protéine. Il a été montré que HP

fonctionne comme un anticoagulant, grice a son interaction avec AT, en augmentant
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I’inhibition médiée par AT-III sur les facteurs de la coagulation du sang, incluant la
thrombine et le facteur Xa'®. La fixation de ’héparine a I’antithrombine se fait au moyen
d’une séquence spécifique pentasaccharidique, caractérisée essentiellement par une unité 3-
O-sulfatée (la GIcNSOs). Cette séquence seule ne s’aveére pas é€tre suffisante pour toute
I’activité¢ inhibante de 1’héparine, qui en fait nécessite un oligosaccharide de 18
monosaccharides. Ce saccharide actif contient la séquence de fixation de 1’antithrombine
mais aussi une séquence qui fixe la thrombine. Le pentasaccharide seul est cependant capable
d’induire un changement conformationnel de 1’antithrombine, augmentant ainsi son pouvoir

inhibiteur des protéases a sérine.

44.2. Interactions avec des molécules du systéme
extracellulaire

a) Interactions avec les facteurs de croissance

Les Facteurs de croissance, Fibroblast growth factors (FGFs) appartiennent a une
grande famille de protéines impliquées dans des processus physiologiques, incluant la
prolifération cellulaire, la différenciation, la morphogenése et I’angiogenése (actuellement 21
membres)' . Les FGFs sont des protéines interagissant avec une grande affinité avec les HS
des protéoglycanes de la membranaire cellulaire. Les FGFs de vertébrés possédent dans leur
structure 28 acides animés hautement conservés et 6 invariants, leur poids moléculaire varie

entre 17 et 34 kDa.

Le FGF acide (FGF-1) et le FGF basique (FGF-2) sont les premiers membres de cette famille
a avoir été découverts, et les parametres thermodynamiques et cinétiques de I’interaction
avec le sucre ont été largement étudiés'**'?>. Ces facteurs de croissance exercent un effet
biologique en interagissant avec différents récepteurs cellulaires spécifiques, appelés
fibroblast growth factor récepteurs (FGFR-1 et FGFR-4). Ces FGFRs, qui sont des
récepteurs transmembranaires a tyrosine kinase, sont aussi des protéines s’associant a I’HP;
ainsi, les trois composés FGF, FGFR et I’HS doivent interagir de fagon simultanée pour
initier un signal de transduction. Plusieurs mode¢les d’interaction ont été développés : un
premier consiste a ce que les HS de la membrane cellulaire se fixent avec de multiples
molécules de FGF pour permettre la dimérisation des récepteurs FGFR et le signal de
transduction dans la cellule, tandis qu’un deuxiéme propose un changement de conformation

de la protéine au contact de HS afin de reconnaitre avec une meilleure affinité son récepteur.
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b) Interactions avec les chimiokines

Les chimiokines sont une sous famille des cytokines, possédant une grande variété de
fonctions, notamment le recrutement sélectif et I’activation cellulaire durant 1’inflammation.
Ainsi de nombreuses protéines de cette famille, intervenant dans les mécanismes de défense
de I’hote ont une activité qui nécessite et/ou qui est améliorée par une interaction avec les
glycosaminoglycanes sulfatés'?®. Le premier membre de cette famille a avoir été découvert
est le platelet factor 4 (le facteur plaquettaire 4 PF-4, appelé maintenant ligand chimiokine
CXC 4 ou CXCL 4). Actuellement, plus de 40 chimiokines ont été répertoriées et classées en
fonction de la distribution des résidus Cystéine proches du domaine NH,-terminal en quatre
familles : CXC, CC, C et CX;C (X étant un acide aminé quelconque entre les résidus
Cystéine)'?’. L’interaction des chimiokines avec des populations spécifiques de cellules se
fait via les récepteurs associés a la protéine G ayant 7 domaines transmembranaires. Les
récepteurs a chimiokines sont aussi connus pour jouer un réle important dans la métastase du
cancer du sein et dans l’entrée du virus VIH-1 dans les cellules. Les chimiokines
interagissent aussi avec HP et les GAGs de la surface cellulaire dans I’endothélium et dans la
matrice extracellulaire. Cette interaction est connue pour jouer un rdle dans la formation de
gradients haptotactiques a la surface des cellules endothéliales et pour augmenter la
concentration des chimiokines au voisinage des récepteurs de la membrane cellulaire.

PF-4'% issu des plaquettes, est connu pour posséder un certain nombre de propriétés
liées notamment a I’inflammation, dues a sa capacité a neutraliser les activités des
protéoglycanes d’HP et des HS. PF-4 existe essentiellement sous forme d’un tétramére sous
des conditions physiologiques et s’associe a HP et aux HS avec une grande affinité dans un
rapport 1 : 1. D’autres cytokines oligomériques telles que I’interféron-y '2' (connue pour son

activité antivirale et I’interleukine 8, IL-8'%°

) se fixent aux HS via des interactions entre leurs
composés monomériques et différents domaines NS du polysaccharide. Par exemple, dans la
région de fixation de I'[L-8, les domaines NS peuvent étre séparés par un domaine NA
composé d’une dizaine de monosaccharides. Le domaine NA séparant les deux domaines NS
pour [linteraction avec I'IFN-y est, quant a Iui, composé d’une trentaine de

monosaccharides.

Ces sites de fixation assez larges dans PF-4, IL-8 et SDF-1 (stromal cell-derived factor, une
autre chimiokine) semblent étre le résultat de 1’oligomérisation de la chimiokine. Un motif
consensus protéique du type BBXB, ou B un acide animé basique et X un acide animé neutre
ou hydrophobe a été identifi¢ comme ayant une participation importante dans la fixation avec

le sucre.
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Ce motif est aussi reconnu comme étant le site principal d’interaction avec HP pour
une chimiokine de la famille CC, appelée RANTES'"’ (regulated on secretion, normal T-cell
expressed and secreted). 11 a été montré que RANTES tout comme d’autres chimiokines de
cette méme famille se lient & 'HP avec des affinités et des spécificités variables''. Ces
chimiokines ayant une faible concentration circulante, les HS protéoglycanes semblent jouer
un réle important en retenant ces molécules a la surface cellulaire, augmentant, de ce fait,
leur concentration effective (gradient de concentration au voisinage de la membrane) au

voisinage des sites récepteurs de forte affinité.

4 .4.3. Interactions avec des protéines se liant aux lipides et
aux membranes

Alors qu’il existe de trés nombreuses publications sur les interactions de I’'HP avec de
nombreuses familles de protéines, I’interaction de I’HP avec les protéines se liant aux lipides
et aux membranes est moins connue. Les annexines sont une famille de protéines
homologues (actuellement 32 membres) existant chez les eucaryotes. Le trait de distinction
des annexines est leur fixation calcium-dépendant a la surface des membranes de
phospholipides. Ces protéines sont impliquées dans un grand nombre de fonctions chez les
eucaryotes, incluant les roles dans la signalisation cellulaire, la coagulation du sang, la
circulation membranaire et I’inflammation. La fixation calcium-dépendant des GAGs aux
annexines a 6té rapportée et caractérisée dans la littérature’*. Alors qu’il existe & I’heure
actuelle plus de 100 protéines se liant a I’HP, seulement quelques interactions sont calcium-

dépendantes, comme c’est le cas pour certaines annexines, les P- et L-sélectines.

4.4 4. Héparanes sulfates : récepteurs a agents pathogénes

La fixation initiale d’un virus a une cellule cible représente souvent 1’étape critique

dans la pathogenése'”

. Cette fixation résulte d’une interaction entre une protéine de
I’enveloppe du virus avec une chaine de glycosaminoglycane d’un protéoglycane exprimé a
la surface des cellules cibles. Les HS se trouvent sur la surface externe de la plupart des
tissus de mammiferes ; ainsi, il n’est pas surprenant que les virus utilisent ces molécules
comme des récepteurs, pour se fixer et atteindre I’entrée dans les cellules cibles.

L’interaction entre les protéines de I’enveloppe du VIH-1 et les HP/HS a fait I'objet de
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nombreuses études a cause de leur potentiel d’utilisation dans la thérapie et la prévention de
I’infection par le VIH-1"**.

Un autre virus, I’herpes simplex (HSV) cause par exemple des lésions de muqueuses
ou des encéphalites Ces diverses manifestations cliniques reflétent la capacité du virus a
infecter les cellules endothéliales et neuronales. Ainsi le virus HSV utilise les HS

protéoglycanes pour cibler et infecter les cellules'’.

4 4.5, Interactions avec les protéines d’adhésion

L’interaction de HP et des HS avec les protéines d’adhésion a des implications dans
de nombreux processus physiologiques et pathologiques, incluant 1’inflammation, la
croissance des tissus nerveux et I’invasion de cellules tumorales.

Les sélectines (L-, E- et P-sélectines) sont une famille de glycoprotéines transmembranaires
situées dans I’endothélium, les plaquettes et les leucocytes'*°. Elles interviennent notamment
dans les événements d’adhésion, permettant I’entrée des lymphocytes dans les organes
lymphoides et les interactions des leucocytes avec 1’endothélium pendant 1’inflammation.
Alors que le ligand situé sur I’endothélium responsable de I’interaction des leucocytes avec
les sélectines est I’antigéne sucre Sialyl Lewis X (SLe¥), les HS peuvent aussi jouer un role
dans cette interaction'”’. Les HS interagissent avec les L- et P-sélectines et non avec les E-
sélectines'*®. L’interaction de HP avec la L-sélectine est calcium dépendante et nécessite la
présence de calcium libre de l'ordre du micromolaire. La L-sélectine se lie aux
oligosaccharides contenant des régions modifiées, hautement sulfatées, riches en IdoA et aux
chaines de HS de I’endothélium possédant un certain nombre de groupes amines libres. Les

HS se liant & la P-sélectine doivent étre moins modifiés (que pour la L-sélectine)'’

. De plus,
des tétrasaccharides de HP peuvent bloquer spécifiquement les interactions entre les L- et P-
sélectines et les ligands contenant SLe™, permettant ainsi une activité anti-inflammatoire in
vivo, mais aussi d’éviter I’adhésion entre des cellules du cancer du colon et les L- et P-

. . 139
sélectines .

4.4.6. Enzymes dégradant les HP/HS

Deux types d’enzymes agissent sur HP/HS, les lyases procaryotiques de

polysaccharides (agissant a travers un mécanisme d’¢élimination) et les hydrolases
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eucaryotiques d’acide glucuronique (mécanisme d’hydrolyse). Les héparines Lyases
dépolymérisent le polysaccharide en donnant des oligosaccharides insaturés. La spécificité de
substrat pour chacune des enzymes a €té bien étudiée en utilisant des oligosaccharides issus
de I’héparine et des héparines chimiquement modifiées'*.

Ces enzymes sont essentielles dans la préparation d’oligosaccharides définis a partir de I’'HP
et des HS, nécessaires pour la caractérisation structurale des HP/HS'*'. Elles ont aussi un role

clinique important et ont été utilisées dans la mesure des taux d’héparine dans le sang et la

neutralisation de I’héparine dans le sang.

4. 4.7. Nouvelles applications clinigues de ces sucres

L’interaction de I’héparine avec des protéines variées, jouant un rdle important aussi
bien dans la régulation de processus physiologiques normaux que dans certains états
cliniques, a mené les chercheurs a s’intéresser a I'utilisation de 1’héparine, pour d’autres
applications que pour son activité anticoagulante. Par exemple, les patients atteints de cancer,
qui sont traités par de I’héparine de faible poids moléculaire pour leur thrombose, ont vu leur
espérance de vie s’accroitre de 3 mois, par rapport aux patients traités avec de 1’héparine non
fractionnée. HP peut potentiecllement exercer une action a différentes étapes de la progression
de cancer : affecter la prolifération des cellules, interférer avec I’adhérence des cellules
cancéreuses sur I’endothélium vasculaire, réguler le systéme immunitaire et avoir des effets

inhibants et stimulants dans I’angiogenése'**.

Un grand nombre de protéines ayant une action importante au niveau physiologique
interagit avec HS/HP, comme nous l’avons vu jusqu’a présent. Cela offre donc de
nombreuses applications thérapeutiques potentielles pour HP et HS. La limitation majeure de
cette utilisation est le fort pouvoir anticoagulant qui risque dans certaines applications
d’amener des complications hémorragiques. L’apparition d’HP de faible poids moléculaire et
la préparation d’oligosaccharides de HP'* et d’analogues synthétiques'**'*, dénués de toute
activité anticoagulante, offrent une grande variété d’applications thérapeutiques dans le
traitement du cancer, des infections virales et bactériennes, dans la maladie d’Alzheimer ou

dans le rejet de greffons.

80



tel-00011160, version 1 - 7 Dec 2005

Chapitre I : les puces d sucres : un outil pour la mesure d'interactions sucres-protéines

4.5. Les moyens mis en ceuvre pour |étude des interactions HP/
HS avec les protéines

Plusieurs méthodes sont mises en oeuvre pour 1’étude des interactions HS/protéines,
en termes thermodynamiques, structuraux et cinétiques. Signalons qu’a I’heure actuelle, peu
de séquences saccharidiques entrant en jeu dans les interactions avec les protéines sont
connues. Nous allons voir dans ce paragraphe quelles sont les principales techniques utilisées

aujourd’hui :

o Avec la Chromatographie d’affinité, la technique la plus communément utilisée, le sucre
ou la protéine interagissant avec le sucre, est immobilis¢ dans une matrice solide et son
partenaire d’interaction est quant a lui injecté dans la colonne. Ensuite, le partenaire
d’interaction est sorti avec du sel et la quantité requise pour I’élution est une mesure
quantitative de la composante ionique de I’affinit¢ d’interaction. Néanmoins, cette
technique est difficile a utiliser dans les études des interactions dépendantes de cations

. 132
divalents " “.

o La Microcalorimétrie ou L’Isothermal Titration Calorimetry ITC permet d’obtenir des

% Dans cette

informations thermodynamiques sur des interactions HS - protéines'
technique, une des espéces interagissantes est placée en solution dans une cellule
thermostatée et ’autre espéce est injectée dans cette cellule. La chaleur libérée (lice a
I’interaction) apres chaque injection est mesurée, donnant une courbe de titrage d’allure
sigmoidale. En retravaillant la courbe, les valeurs d’enthalpie (AH), la constante
d’association (K;) et la steechiométrie d’interactions sont obtenues. L’ITC nécessite
néanmoins d’avoir en quantit¢ de l'ordre de quelques milligrammes les especes
participant a 1’étude ; de plus, elle est limitée dans la mesure de constantes d’association

4 8 i . \ < , \
entre 10” et 10° et requiére des concentrations d’espéces tres €levées, menant souvent a la

précipitation.

o La Spectroscopie RMN permet d’obtenir des informations extrémement importantes sur
ces interactions'*’. L’analyse RMN offre des données sur la structure primaire et les
conformations, trés utiles dans I’identification des points de contact précis entre les
molécules interagissant. Alors que les expériences RMN donnent une image relativement
détaillée de I'interaction entre HP et la protéine, la faible sensibilité de cette méthode

demande I'utilisation des quantités de 1’ordre du milligramme des espeéces utilisées a des
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fortes concentrations, provoquant des problémes de solubilit¢ et rendant difficile la

détermination de la constante d’association.

La Spectroscopie de Fluorescence est une méthode trés sensible permettant d’avoir une
multitude d’informations a partir de trés faibles quantités d’échantillons. Les
changements conformationnels de la protéine, qui ont souvent lieu dans 1I’interaction avec
HS/HP, peuvent é&tre mesurés grace aux changements de I’environnement des

48
. La constante

fluorophores intrinséques tels que la tyrosine ou le tryptophane'
d’association peut étre obtenue en mesurant les changements en fluorescence lorsque
I’'une des especes est dosée dans une solution de I'autre espece mise en jeu. Cette
technique est tout de méme limitée a la mesure d’interactions HS/HP — protéines résultant

en un changement de fluorescence.

La Fluorescence par Transfert d’Energie (FRET) entre un fluorophore intrinseque de la
protéine et un fluorophore extrinséque du sucre (HP/HS marqué par un fluorophore) peut
mener a la mesure du K, et a des informations sur la distance entre les deux fluorophores
jusqu’a une distance de 80 A. L’inconvénient de cette méthode est que le sucre modifié
(particuliérement un oligosaccharide court) par un fluorophore extrinséque peut perturber

sa conformation mais aussi I’interaction avec la protéine.

La Résonance des plasmons de surface (SPR) est une technique puissante pour étudier les
interactions. Ici, une des espéces est immobilisée sur la surface d’une puce (chip) et
’autre est injectée sur cette puce. L’interaction résultante change 1’indice de réfraction de
la puce, qui est mesuré comme un changement de I’intensité et de ’angle de la lumiére
réfléchie sur la surface de la puce. L’amplitude de ce changement est directement
proportionnelle a la masse de I’espéce en solution liée a celle immobilisée, permettant
ainsi une mesure en temps réel des vitesses d’association et de dissociation, a partir
desquelles la constante de dissociation peut étre mesurée. Les signaux sont facilement
obtenus pour des quantités d’espéces inférieures au microgramme. Alors que cette
technique permet d’obtenir des informations importantes sur les cinétiques d’interactions,

elle souffre de quelques artéfacts expérimentaux liés a I’immobilisation du ligand.

Il existe d’autres techniques pouvant étre utilisées pour 1’étude d’interactions HS/HP-

149 1
, 1

protéines, notamment la coélectrophorese d’affinité (ACE) électrophorese d’affinité
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a résolution bidimensionnelle (2-DARE)', la dialyse a I’équilibre’’, les techniques de

153 54

fixation par compétition'?, la centrifugation analytique' ™ et le dichroisme circulaire’
La crystallographie aux rayons X des oligosaccharides d’HP dans des complexes avec
des protéines, donne des informations structurales a haute résolutionlss, mais nécessite de

grandes quantités des especes purifiées mises en jeu.

4.6. Conclusion

Depuis quelques décennies, il a été montré que HP et HS interagissaient avec une
multitude de protéines ayant un grand rdle biologique, jouant ainsi un rdle essentiel dans la
régulation de nombreux processus physiologiques (figure 29). La compréhension de ces
interactions a I’échelle moléculaire est capitale notamment pour la conception de nouveaux
agents thérapeutiques hautement spécifiques. De plus, une connaissance précise de HP et de
HS s’avere étre nécessaire a la compréhension des processus normaux physiologiques et
pathologiques. Ces processus sont essentiels la ou I'interaction cellule-cellule joue un réle
important, comme dans le développement cellulaire, le cancer, la réparation, les maladies

infectieuses ou 1’inflammation.

Développement cellulaire

et différenciation
Processus Processus de

d’inflammation coagulation du sang

Héparine
Héparane sulfate

Défense immunitaire Interactions cellule-cellule
et mécanimes et cellule-matrice
d’infections virales Transport de lipides
et métabolisme

Figure 29 : Implication de I’HP et HS dans les processus physiologiques.

En raison de cette trés grande hétérogénéité de structure et de sa complexité, il
n’existe pas actuellement de méthode générale pour séquencer les héparanes sulfates et les
étudier. Contrairement a leurs ligands protéiques qui sont trés bien caractérisés, il reste
beaucoup a faire du coté de la caractérisation de 1’héparane sulfate. Ainsi, le développement
de nouveaux outils pour la détermination des motifs oligosaccharidiques spécifiques et des

mécanismes d’action est indispensable. Il permettra la compréhension de nombreux
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phénomenes physiologiques et pathologiques mettant en jeu ces molécules dont I’intérét

scientifique est grandissant.

5. Conclusion

Les approches conventionnelles biochimiques et biophysiques ont été essentiellement
utilisées pour 1’étude des interactions sucre-protéine. Cependant, dans 1’ére post-génomique,
un besoin pressant existe, un souhait de développer des outils analytiques de criblage a haut
débit pour les recherches en glycomique fonctionnelle. Durant ces derniéres années, plusieurs
groupes ont étudié les techniques des puces a sucres, qui peuvent donc étre utilisées afin
d’atteindre ce but. Alors que la technologie des puces a sucres n’est qu’au début de son
développement, elle a déja un grand potentiel dans le domaine de la recherche en biologie
aussi bien qu’en « drug discovery ». Par exemple, a terme, ces puces pourront: 1- étre
utilisées pour réaliser des mesures a haut débit des interactions de protéines avec des sucres ;
2- étre utiles dans la recherche d’inhibiteurs potentiels pour les protéines interagissant avec
des saccharides, inhibiteurs qui sont requis pour le développement de nouveaux agents
thérapeutiques ; 3- étre employées pour identifier et/ou caractériser de nouvelles protéines
reconnaissant des sucres ou des enzymes participant a la biosynthése des saccharides, comme
les glycosyltransférases, les glycosidases et les sulfotransférases; 4- comme le mode
d’infection des cellules humaines par des bactéries ou des virus se fait la plupart du temps par
des interactions sucres / membranaires ou protéines (batériennes ou virales), ces puces
pourraient é&tre applicables a [I’identification des épitopes de sucres responsables de
I’adhésion, et pour sélectionner les petites molécules permettant d’éviter cette adhésion.

Finalement, ces « carbohydrate microarrays » ont le potentiel de jouer un role majeur
dans le diagnostic de maladies, qui sont corrélées a la présence ou 1’absence de biomolécules
interagissant avec des sucres. Il est donc clair que ces puces deviendront des outils
performants utiles a la compréhension des fonctions biologiques des saccharides et dans le
développement de nouveaux médicaments.

Nous proposons ainsi dans la suite de cette thése une nouvelle approche,

complémentaire aux techniques présentées dans ce chapitre bibliographique.
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L’objectif de cette theése est de développer une puce a oligosaccharides, utilisant
comme point de départ la technologie des puces a ADN développées dans notre laboratoire
depuis une dizaine d’années. Cette puce doit nous permettre d’étudier les interactions entre
des protéines et les oligosaccharides fixés sur la puce, en temps réel et sans traceurs. Le
procédé d’imagerie SPR permettra alors I’analyse de I’interaction de toutes les séquences
oligosaccharidiques étudiées avec la protéine en solution. Le procédé BIAcore® est, a I’heure
actuelle, I'un des seuls a utiliser la SPR pour étudier ces interactions. Mais le probléme est
que cet appareil ne permet pas d’analyser simultanément un grand nombre de séquences, il
appartient a la classe des capteurs « monopoint ». Il est donc plus intéressant d’opter pour
I’utilisation de I’imagerie SPR, capteur « multipoint », qui permet d’obtenir des mesures
parallélisées d’interactions biologiques. Ce systéme de puce sera développé grace a un dépot
réalisé par ¢€lectrocopolymérisation (dit €électrospotting) d’échantillons sur une surface d’or,
technique développée initialement au laboratoire dans le cadre de la fabrication de puces a
ADN. Les données obtenues permettront sirement de mieux comprendre les relations
structures/activités dans le domaine des interactions oligosaccharides/protéines.

Nous nous efforcerons, dans ce chapitre, de décrire et caractériser les différentes étapes
nécessaires a la conception d’une puce a oligosaccharides, tout en soulignant les problémes

rencontrés et les améliorations apportées.

1. Etat de I’Art: Les biopuces développées au
laboratoire

Dérivé du procédé MICAM™ 56157138 1o nrocédé de fabrication de biopuces propre
au laboratoire permet une fonctionnalisation simple d’une surface d’or homogene. Ainsi, une
nouvelle méthodologie de préparation de capteurs ou puces a ADN a ¢été développée par
Livache er coll.'’. Cette réalisation de puces est basée sur une électrocopolymérisation
directe de pyrrole et de pyrrole fonctionnalisé par une biomolécule sur un substrat d’or et par
I’utilisation d’une micro cellule électrochimique mobile (le procédé¢ pratique sera détaillé plus
loin). Pour les puces a ADN, les ODN (oligodésoxyribonucléotides) synthétisés sont greffés
au pyrrole via un bras espaceur. En une seule étape, les brins d’ADN sont donc immobilisés
de maniere covalente a la surface d’une ¢lectrode par I’intermédiaire d’un film conducteur
adhérent.

De plus, cette technique permet d’adresser en des localisations précises des plots de

polypyrrole. Ces spots de polypyrrole ainsi obtenus sont caractérisés en terme d’épaisseur et
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d’efficacité pour les réactions de reconnaissance biologique (hybridation pour I’ADN ou

. . . 160
reconnaissance protéine - ligand) .

Dans un premier temps, nous expliquerons le choix du polymeére, puis nous décrirons

briévement son €lectrosynthése : son mécanisme, ses caractéristiques et ses avantages.

11 Choix du polypyrrole
1.1.1. Un polymeére conducteur électronique : le polypyrrole

Depuis la premiere publication faite en 1977 sur la conductivité électrique dans un
polymére conducteur (polyacétyléne) par Shirakawa, Heeger et MacDiarmid'®', le domaine
des polymeres conducteurs a largement attiré des chercheurs académiques et industriels. Ces
nouveaux matériaux présentant des propriétés €lectroniques et semi-conductrices ont permis
le développement de nombreuses applications, notamment les surfaces anti-statiques et anti-
corrosion, les capteurs, les batteries, les LEDs (light emitting diodes) ou encore pour les
matériaux d’¢électrodes transparents. Ces polymeéres conducteurs électroniques (PCE) sont
formés a partir de certains précurseurs aromatiques (tels que 1’aniline, le thiophéne ou le
pyrrole) et conduisent a des structures m-conjuguées. A la différence des polymeres
classiques, ils peuvent étre utilisés comme matériaux d’électrode grace a leur structure
conjuguée qui leur donne la capacité de conduire du courant ; les PCE sont aussi considérés
comme un moyen de transférer une information (transducteurs) d’une molécule biologique
vers 1’électrode.

Ces polymeéres peuvent étre préparés par polymérisation chimique ou électrochimique.
Cette dernicre est généralement préférée parce qu’elle permet d’obtenir un meilleur controle
de I’épaisseur de film et de sa morphologie ainsi que des polymeéres directement déposés sur

support, qu’avec une oxydation chimique .
b

/\Greffage en position 3

Dopant spécifique

+5Q

v

\_/Greffage a l'azote

Figure 30 : différentes positions de greffage du polypyrrole
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Un des avantages du polypyrrole (ppy) par rapport aux autres PCE est la possibilité de
le synthétiser en milieu aqueux a pH neutre, condition qui est compatible avec la manipulation
des biomolécules. Le polypyrrole se réveéle donc étre un matériau de choix pour
I’immobilisation des molécules biologiques comme les anticorps, les protéines et les acides

' De plus, le monomére pyrrole est facilement oxydable, hydrosoluble et

nucléiques
disponible commercialement. Ainsi le procédé développé au laboratoire est basé sur le
phénomene d’électrocopolymérisation, utilisant donc des monomeres pyrroles simples et des

monomeres fonctionnalisés de maniére covalente par des biomolécules.

D’autre part, I’incorporation de monomeres fonctionnalisés dans une matrice de
polyméres par voie électrochimique implique que la biomolécule soit stable au potentiel
positif nécessaire pour générer le polymeére. Or le potentiel de polymérisation du pyrrole est
relativement bas (typiquement 0,6V / ECS dans une solution aqueuse). Un autre argument de
choix est la facilité de fonctionnalisation du pyrrole, principalement sur I’azote'®* (figure 30).
Ainsi, les molécules sondes réalisées au laboratoire, sont toutes reliées au pyrrole par 1’atome

d’azote.

Les hétérocycles de type pyrrole sont plus facilement fonctionnalisés par substitution
sur I’azote'®, mais celle-ci peut entrainer une diminution de leur conductivité. Par contre une
substitution en position 3 par rapport a I’azote est chimiquement plus difficile a mettre en
ceuvre mais modifie peu les propriétés de conduction électronique du polymére'® (figure 30),
ce qui est important lors de la réalisation des homopolymeéres. Pour notre part, le monomere
pyrrole substitué a I’atome d’azote est en proportion trés faible par rapport au pyrrole non
substitué (typiquement 1/2000) et ceci ne modifie que trés peu les propriétés de conductivité
du polymere. C’est pourquoi, les polyméres développés dans le cadre de la fabrication des

puces au laboratoire seront fonctionnalisés sur I’atome d’azote.

1.1.2. Electrosynthése du polymére

La synthése du polypyrrole par électropolymérisation du monomere aboutit a la
formation d’un film électroactif directement a la surface de I’électrode ; le monomeére subit
une oxydation a la surface de I’électrode par I’application d’un potentiel anodique. Plusieurs
méthodes électrochimiques peuvent étre utilisées pour 1’électrodéposition du polymeére : a

courant constant, a double saut de courant (méthodes galvanostatiques), a différence de
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potentiel contrdlée (méthode potentiostatique) ou encore voltamétrie cyclique (méthode
potentiodynamique).

L’¢lectropolymérisation réalisée au laboratoire nécessite 1’application d’un potentiel
appropri¢ dans une solution aqueuse contenant des monomeres pyrrole. Contrairement aux
montages classiques ¢lectrochimiques comportant 3 électrodes (travail, référence, contre-
¢lectrode), notre procédé n’en possede que deux : I’absence d’¢lectrode de référence est due
notamment au faible volume de travail (quelques nL a quelques pL) et a I'utilisation de temps
trés courts de polymérisation.

Au niveau de 1’¢lectrode de travail, polarisée positivement, le pyrrole est oxydé puis
polymérisé (figure 31). Le polymere obtenu sur 1’¢lectrode est dopé et stabilisé par un anion
qui est inséré dans le polymére formé. La nature des anions va influer sur les propriétés du

film du polypyrrole formé'®’. Le perchlorate (ClO47) de lithium peut étre utilisé par exemple?.

—1—| —
<— Contre-électrode en platine

e_
L J Solution de pyrrole

< Electrode de travail en or

Figure 31 : Principe du dispositif d’électropolymérisation. Une source de tension oxyde, entre les
deux électrodes métalliques, les pyrroles présents dans la solution, qui polymérisent au niveau de la
surface de contact entre 1’électrode de travail et le liquide.

Le mécanisme d’électrosynthése du pyrrole, décrit dés 1979 par Diaz er al.'®®, fait

intervenir un radical lors de la croissance du polymeére. La réaction débute par un transfert

, . . . (o o . . 169
¢lectronique suivi par une succession de réactions chimiques et de transferts ¢lectroniques .

2®i2\ —»% %

Figure 32 : Schéma du mécanisme d’électropolymérisation du pyrrole, phénomene ayant lieu au
niveau de la surface d’or.
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A la surface de I’électrode, le monomere est oxydé en un radical cation (figure 32)
dont le couplage radicalaire, suivi de 1’élimination de 2 protons (-2 H+), conduit au dimeére du
pyrrole. Ce dernier s’oxyde légerement plus facilement que le monomere selon le méme
mécanisme. Apres de multiples itérations de ce principe, nous nous retrouvons en présence de
filaments de polypyrrole enchevétrés. La longueur de 1’oligomeére formé augmente, devenant
insoluble & partir d’une certaine longueur de chaine et précipite alors sur la surface de
I’¢lectrode. La structure exacte du polypyrrole, comme pour tout polymére en général, est
difficile a déterminer. Il en résulte que la synthése de films de polypyrrole ayant des

e A - .. 170,171
propriétés spécifiques demeure un travail empirique " .

Habituellement, 1’¢lectrolyte permettant 1’électropolymérisation du pyrrole était le
perchlorate de lithium (LiCIO4). Cette molécule ne pose pas de probléme pour synthétiser des
biopolymeres comme des brins d’ADN, car ces derniers sont trés résistants, ce qui n’est pas le
cas des protéines, qui peuvent étre dénaturées sous ces conditions de polymérisation du
pyrrole. En effet, une protéine est une molécule composée d’acides aminés et repliée sur elle-
méme selon une configuration tridimensionnelle liée a son activité. Dans une protéine, se
trouvent de petites cavités hydrophobes dues a ce repliement. Or, les ions perchlorates sont
attirés par les zones hydrophobes et vont s’y fixer. Cette fixation va changer la configuration
de la protéine et donc provoquer sa perte d’activité. De plus, la solution de perchlorate de
lithium n’est pas tamponnée. La libération de protons lors de la polymérisation va donc
acidifier le milieu, ce qui entraine une dénaturation de la protéine qui n’est plus a son pH
optimum. C’est pour cela qu’un nouveau milieu de dilution du pyrrole a été¢ développé par
notre équipe, la solution doit servir de tampon, sans ions perchlorate et pouvoir servir de
solution de dilution a toute biomolécule possible sans la dénaturer. Ainsi, ce milieu est
composé, entre autres, d’un tampon phosphate (H,PO4 / HPO,”) et de chlorure de sodium
(pKa = 7,2). Le domaine de pouvoir tampon de cette solution se situe entre pH = 6 et pH =
8,4. Sachant que le domaine d’activité de la plupart des biomolécules est généralement
compris entre pH = 6 et pH = 7,5 et que le pyrrole polymérise plus facilement en milieu acide
(en effet, quand le pH augmente, le pyrrole libére les anions et devient moins conducteur). Le
choix d’un tampon phosphate 1égerement acide parait judicieux, par conséquent le pH choisi
pour le tampon de spotting est de 6,8. Le probléeme de I’acidification de la solution avec le
perchlorate n’existe plus avec ce tampon. Le role du contre-ion est maintenant tenu par les

ions H,PO4 et HPO,>".
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1.1.3. Couplage

Pour utiliser ce principe d’électrocopolymérisation dans le cadre de Ia
fonctionnalisation de surface de biocapteurs, différents procédés de couplages entre une
molécule biologique et une molécule de pyrrole ont été développés. Contrairement aux
molécules biologiques greffées a une biotine qui sont disponibles commercialement, le
greffage de pyrrole sur une biomolécule est a réaliser en laboratoire. Bien qu’il nous soit

2 . C g
et la fixation d’avidine sur une couche de

possible d’utiliser des pyrroles biotinylés'’
polypyrrole couplés a la biotine'” et que cette couche d’avidine peut, par la suite étre
fonctionnalisée par des biomolécules biotinylées comme des oligonucléotides, il reste
préférable de greffer directement la molécule a un groupe pyrrole, car cette liaison directe
covalente est plus solide et il y a moins de risques de contamination entre les plots formés.

L’avantage de I’électrocopolymérisation est la fonctionnalisation de surface en une
seule étape. Il suffit pour cela de greffer directement de maniére covalente sur la molécule
sonde une fonction pyrrole. Aujourd’hui, notre groupe est capable de greffer un groupe
pyrrole sur, entre autres, des oligonucléotides'”, des peptides et des protéines.
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Figure 33 : Structure d’un dérivé d’oligonucléotide électropolymérisable composé d’un monomere de
pyrrole (cycle de droite) lié de maniére covalente a un oligonucléotide selon Livache'’

Un exemple de structure ODN/pyrrole est décrit dans la figure 33 obtenue selon le
protocole de Livache et al.'*’. Cette structure particuliére a été validée et a fait I’objet de

159, 160, 174, 175

nombreuses études que ce soit en fluorescence, en SPR ou avec la microbalance

a quartz.

La faculté du pyrrole d’étre ¢électropolymérisable alliée a la possibilité de lier de
maniere covalente & un monomere pyrrole diverses biomolécules nous permet de construire
des puces, utilisables en détection SPR et fluorescence. Reste maintenant a déterminer les

parametres spécifiques a chaque biomolécule, et dans notre cas, les oligosaccharides.
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1.1.4. Structuration en plots

Le procédé d’électrodéposition de polypyrrole développé au laboratoire'’® permet de
structurer une surface d’or homogene (sur 1’électrode de travail). Cette structuration de la
surface est basée sur I’¢lectrocopolymérisation du pyrrole et de pyrroles fonctionnalisés par
une biomolécule, a I’aide d’une cellule électrochimique mobile. Celle-ci est constituée d’une
micropipette réglable de 200 uL (P200 Gilson) munie de son cone contenant une dizaine de

microlitres de solution pyrrole / pyrrole fonctionnalisé (figure 34).
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Figure 34 : Principe de la microstructuration électrochimique en plots, composée d’un cone de pipette
dans lequel est inséré un fil de platine (contre-électrode), la surface d’or est 1’électrode travail ; le
potentiostat permet notamment de moduler le temps de polymérisation. Le graphe en haut a gauche
montre I’impulsion électrique provoquant la copolymérisation.

Ce cone est modifié par I'introduction d’un fil de platine (contre électrode) mis en
contact avec la solution de tampon phosphate, pyrrole (conditions standard de 20 mM) et les
biomolécules pyrrolylées. Seul est en contact avec la surface d’or le ménisque de liquide
formé au bout du cone. Les déplacements de la pipette par rapport a la surface d’or sont
pilotés par trois moteurs permettant un positionnement micrométrique dans les trois
dimensions de I’espace et dirigés par le logiciel Polypotter (logiciel développé au laboratoire).
Lorsque le contact est établi entre le ménisque a I’extrémité du cone et la surface d’or, une
impulsion électrique de 2V durant un temps variable (choix de I’expérimentateur), générée
par le potentiostat, permet la réaction de copolymérisation'’”’ (cf. le schéma de I’impulsion
¢lectrique de la figure 34). Une fois I’'impulsion terminée, le cone quitte la surface, laissant

une goutte au-dessus du plot de moins d’1uL ; puis le cone est déplacé et rincé entre chaque
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greffage de molécules biologiques, afin d’éviter toute contamination d’échantillons entre les

différents dépots.

1.1.5. Avantages

Les avantages de 1’électropolymérisation du pyrrole sont nombreux. Un des
principaux avantages de cette méthode est sa simplicité de mise en ceuvre : les films peuvent
étre préparés en une seule étape tres rapide. Un autre avantage de la fonctionnalisation
¢lectrochimique sur d’autres méthodes est la possibilité de générer le polymére sur une petite
surface correspondant a la partie mouillée de 1’¢lectrode de travail. Ensuite, la reproductibilité
de I’électrocopolymérisation est trés bonne car la surface est exactement délimitée par les

156

¢lectrodes et I’épaisseur contrélée par la charge injectée selon la relation suivante °°, cette

équation tient compte du dopage par les électrolytes:

M.Q

22.4.F.p

avec 1 I’épaisseur du polymére en métres, M = 0,0067 kg.mol” la masse molaire du pyrrole,
Q la charge de synthese en Coulombs, A T'aire de 1’électrode en métres carrés, F = 9,64.10*

C.mol™ la constante de Faraday, p=1580 kg.m™ la densité du polypyrrole.

De plus, la densité de fixation des biomolécules peut, elle aussi, étre controlée par le
choix du ratio initial, dans le tampon phosphate, entre la concentration en pyrroles et celle en
biomolécules pyrrolylées. Enfin, un avantage précieux pour les biocapteurs utilisés en
imagerie SPR est le contraste important de I’image acquise (figure 35) lors de ’expérience
entre les zones non fonctionnalisées du biocapteur (or nu) et les plots constitués du

copolymere de pyrrole autorisant une localisation tres simple des plots.

Figure 35: Image SPR d’une surface d’or fonctionnalisée selon une matrice 5x5 plots de copolymeres
de pyrrole, cette matrice est immergée dans une solution de ringage.
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En résumé, la fonctionnalisation 2D par électropolymérisation de pyrroles et de
biomolécules pyrrolylées est une méthode simple, rapide, conduisant a la formation de plots
trés solidement fixés sur ’or dont de nombreux parametres physiques (forme, épaisseur,

densité de greffage de biomolécules) peuvent étre controlés de maniére reproductible.

Nous avons donc vu dans ce paragraphe le procédé de fabrication de biopuces
développé au laboratoire, tel qu’il était au commencement de cette theése. Ces puces ont
I’avantage de pouvoir étre utilisées pour la détection des interactions biologiques en
fluorescence mais aussi en imagerie SPR. Nous savons que les biomolécules utilisables
jusqu’a présent peuvent éEtre des monobrins d’ADN, des peptides ou des protéines.
Maintenant les acquis du laboratoire dans la fabrication de puces connus, il faut connaitre a

quel degré cette technique est transposable a notre projet de puces a oligosaccharides.

12 Conception de la puce a oligosaccharides

Fort des connaissances et des compétences du laboratoire dans le domaine des
biopuces a ADN, nous avons décidé de réaliser une puce a oligosaccharides sur le méme
principe. Comme il a été décrit au chapitre 1.4., les héparanes sulfates sont des sucres jouant
un role trés important au niveau physiologique. Cette famille de sucres est largement étudiée a
I’Institut de Biologie Structurale de Grenoble dans le laboratoire d’Enzymologie Moléculaire,
équipe dirigée par M. Hugues Lortat-Jacob. Un de leurs projets concerne la compréhension du
role joué par les héparanes sulfates dans divers processus biologiques. Ils cherchent donc a
comprendre comment ces sucres peuvent reconnaitre de fagon spécifique autant de protéines
(au moins 200 identifiées a ce jour) appartenant a des familles structurales différentes
(criblage de librairies et séquencage oligosaccharidique). La réponse a cette question passe
par la mise au point d’une nouvelle approche analytique permettant la mesure simultanée des
interactions d’un certain nombre d’oligosaccharides avec un ligand en solution. Cela implique
une approche multidisciplinaire du développement d’un systéme analytique mettant en ceuvre
des compétences vari¢es dans les domaines de (i) la préparation de banques naturelles ou
synthétiques d’oligosaccharides, (ii) leur modification (chimie) et leur fixation sur support
solide (puce) et (iii) la mesure de leur interaction avec des produits en solution (fluidique /

optique)...
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La transposition directe des compétences de notre laboratoire dans le domaine des
puces a ADN a base de polypyrrole a notre étude s’avere €tre impossible. Ainsi, dans ce
paragraphe, nous allons détailler les étapes de conception d’une puce a oligosaccharides (tous
les critéres auxquels elle doit répondre : similaires ou différents du procédé¢ déja mis en

place), puis le modéle biologique sur lequel seront faites les études sera décrit.

1.2.1. Parameétres et étapes de conception de la puce

Les différentes étapes a réaliser lors de la conception d’une puce a sucres sont décrites
sur la figure 36, puis elles seront détaillées point par point, afin de comprendre les choix que
nous avons faits. Dans une premiére étape, les oligosaccharides doivent étre reliés a un groupe
pyrrole. Puis le dépdt de différents oligosaccharides pyrrolylés sur la surface en des
localisations précises est effectué, par le procédé d’électrospotting. Une fois la matrice de
plots de polymeére construite, les détections des interactions biologiques peuvent étre
réalisées : soit par la microscopie de fluorescence, nécessitant le marquage de la protéine cible

ajoutée, soit par imagerie SPR qui utilise simplement une protéine native.
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Figure 36 : Schéma de principe de réalisation d’une puce par électrospotting. Etape [ : le couplage
entre la biomolécule et un monomere pyrrole fonctionnalisé par un bras espaceur ; Etape 2 : Dépot par
Electrospotting sur la surface d’or ; Etape 3 : Détections soit par fluorescence soit par imagerie SPR.
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1) Le choix du support :

Etant donné que I’objectif du travail est de réaliser une mesure des interactions par
imagerie SPR, le support reste inchangé par rapport aux puces a8 ADN développées, a ce jour,
au laboratoire.

Il faut savoir que la technique SPR nécessite une couche métallique entre le support
prisme en verre et le milieu ou résident les interactions biologiques. Il faut donc que le métal
choisi puisse se fixer sur le verre et devienne ainsi une partie intégrante du capteur. Toutefois,
certains métaux, comme 1’or, n’adhérent pas bien aux surfaces composées d’oxydes comme le
verre ou le quartz. Afin de faciliter I’adhésion du métal sur le verre, une couche ultrafine de
chrome (1 a 2 nm Cr'™®) par exemple peut étre déposée sur le prisme. La fonction de ce métal
(le chrome) est, d’un coté, de se lier de maniere covalente aux oxydes a I’interface avec le
verre et, de I'autre, de s’allier avec le métal choisi. Cette insertion de couche ultrafine n’est
cependant pas une obligation, puisque le métal peut étre directement déposé sur le prisme'”
mais elle est conseillée car la couche d’or seule se détache facilement.

De plus, la couche métallique choisie va €tre en contact avec les solutions contenant
les produits biologiques intervenant dans les interactions mesurées. Le métal doit donc étre
stable et ne pas se détériorer au cours du temps suite aux contacts répétés avec les milieux
liquides (exemple : métal ne s’oxydant pas, contrairement a 1’argent). Ce métal va aussi étre le
lieu de la fonctionnalisation de la surface et de greffage des sondes et doit donc avoir des
propriétés physico-chimiques compatibles avec cette nécessité. Le métal de choix répondant a
tous ces criteéres est I’or. La couche d’adhésion de I’or peut étre du Chrome ou du Titane, sur
le verre.

Enfin, le réle principal de la couche métallique reste de rendre possible la résonance
des plasmons de surface. Le choix de ce métal est fonction de cette sensibilité (en variation de
réflectivité) qu’il permet d’obtenir. Cette sensibilité est en fait fonction de I’indice de
réfraction du métal. Emmanuel Maillart du Laboratoire Charles Fabry de I’Institut d’Optique
a Orsay, a étudié, durant sa thése, de nombreux parametres entrant en jeu pour le
développement de I’imagerie SPR. Il a notamment défini et justifié quelle était la couche
métallique, son empilement et son épaisseur'*’. Notre choix se base sur ses résultats : notre

support est donc un prisme en verre sur lequel est dépos¢ 1 nm de chrome recouvert par

48 nm d'or.

En résumé, le support retenu sur lequel sera construit la matrice de plots sera une couche d’or

(¢lectrode de travail pour I’électrodéposition) déposée sur une surface de verre : lames de
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microscope en verre pour les études de détection en fluorescence ou prismes recouverts d’or

pour I’imagerie SPR.

2) Choix du polymeére sur lequel sera immobilisé |'oligosaccharide:

Celui-ci reste inchangé vis-a-vis des puces a ADN déja étudiées. La technologie du
laboratoire est basée sur le polypyrrole (cf. paragraphe I1.1.1), la capacité a immobiliser des
brins d’ADN comme des peptides ou des protéines dans les films de polypyrrole suggére que
cette immobilisation est aussi possible pour les oligosaccharides. De précédentes études
menées au laboratoire (Livache et al.) ont permis de définir la concentration minimale en
pyrrole nécessaire a I’¢lectrocopolymérisation de pyrrole dans de bonnes conditions.

En résumé, la concentration choisie (pour notre étude) en monomeres de pyrrole
sera de 20mM, mélangée a une concentration d’oligosaccharides fonctionnalisés par un

pyrrole, qui devrait étre la plus basse possible.

3) Préparation de /oligosaccharide « sonde » :

Tout comme les brins d’ADN ou les protéines, (i) I’oligosaccharide doit étre attaché
de maniére covalente au monomere de pyrrole, (ii) le lien entre le pyrrole et I’oligosaccharide
doit étre réalisé de telle sorte que 1’oligosaccharide puisse toujours reconnaitre les protéines ;
on essaiera de le modifier sur une de ses deux extrémités, dans des conditions non oxydantes
afin de ne pas couper ’oligosaccharide linéaire et (iii) il faut que ces oligosaccharides, une
fois immobilisés dans le film de polypyrrole, restent toujours accessibles aux protéines ; en
résumé, concevoir le systéme adéquat pour ne pas masquer la reconnaissance.

Nous constatons donc qu’il existe trois points clés auxquels il faut absolument

répondre afin de réaliser les meilleures interactions possibles.

Par analogie avec ce qui a déja été mis en place au laboratoire avec les brins d’ADN,
les oligosaccharides HS possédent une structure linéaire (tout comme les brins d’ADN) ;
comme le montre la figure 33, les ODN sont liés par une liaison au pyrrole par une de leurs
extrémités, donc nous supposons que la fixation covalente du sucre a un groupe pyrrole se
fera par une de ses deux extrémités.

Il reste a déterminer sur quelle extrémité du sucre le pyrrole peut étre fixé. De

nombreuses études sur les interactions entre HS/HP — protéines ont été réalisées par le
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procédé Biacore (cf. 1.3.2.3.), et notamment, par 1’équipe de Osmond'®' qui a étudié I’effet de
la fonctionnalisation de 1’héparine par une biotine : une fois le sucre modifié par la biotine, il
¢était immobilisé sur la surface de streptavidine (cf. interaction biotine-streptavidine 1.2.2.1.).
Trois points d’ancrage covalent de la biotine ont été testés : sur les groupes carboxylate, sur
les amines non substituées et sur 1’aldéhyde en bout de chaine d’héparine (extrémité
réductrice) ; 1’autre extrémité, dite non réductrice, ne permet pas de fonctionnalisation. Par
détection SPR, ils ont comparé les réactivités de I’héparine en fonction de son site de fixation,
et la fonctionnalisation sur I’aldéhyde s’est révélée étre le meilleur point d’ancrage, car cette
fonction est unique sur la chaine et de surcroit a une extrémité. Signalons aussi que,
contrairement a I’extrémité réductrice, il existe sur chaque chaine de HP un nombre
conséquent d’amines et de carboxylates ; ainsi il est plus judicieux de fixer une seule biotine,
qu'une dizaine, évitant un phénoméne d’encombrement stérique, pouvant ainsi empécher
I’interaction. Nous souhaitons donc fonctionnaliser cette chaine en un seul point d’ancrage du
sucre, d’ou le choix de I'aldéhyde sur I'extrémité réductrice.

Il est aussi souhaitable que les oligosaccharides, une fois immobilisés dans la matrice
de polypyrrole, restent accessibles a la solution, c’est-a-dire qu’ils puissent reconnaitre les
protéines. Mais I’héparine, comme les autres GAGs, peuvent jouer eux-mémes le role

d’¢électrolytes lors de la formation du polymére de pyrrole'®

(cf. électrosynthése du ppy
II.1.1.2.), c’est-a-dire que cette catégorie de sucres, a cause de leurs groupes sulfates, peut
rester « collée a la surface » ou « piégée dans le film ». Pour contrecarrer cet effet négatif,
nous décidons de glisser entre I’extrémité du sucre et ’atome d’azote du monomere de
pyrrole une molécule chimique assez linéaire, servant de « bras espaceur ».

Ainsi, nous nous inspirons d’une technique trés connue de création de liaison
covalente entre une biomolécule et une molécule chimique : la technique de marquage de
biomolécules par la biotine. De nombreuses biotines prolongées par des bras espaceurs, eux-

mémes fonctionnalisés en bout de chaine par des fonctions chimiques réactives différentes

sont disponibles commercialement et peuvent servir de modele pour notre étude.

4) Technigue dimmobilisation : Electrospotting :

La technique d’immobilisation utilisée est |'électrospotting, procédé déja décrit dans
un paragraphe précédent (cf. II.1.1.4.). Nous voulons par cette copolymérisation
¢lectrochimique, déposer sur la surface d’or, les oligosaccharides fonctionnalisés. Rappelons

que jusqu’a présent, aucune puce a sucres n’utilise un procédé¢ d’¢lectrodéposition de
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polymére sur une surface. Les parametres de structuration des brins d’ADN ou peptides par
plots sont connus, or, nous ne savons pas si ces oligosaccharides, peuvent subir I’impulsion
¢lectrochimique de 2V, durant un temps compris entre quelques millisecondes et des
centaines de millisecondes ou s’ils resteront accessibles par rapport a la protéine en solution
grace a la fixation en bout de chaine ajoutée a la présence d’un bras espaceur. Il reste donc ces

nouveaux parametres a définir.

5) Technigues de détection : la Fluorescence et |imagerie SPR .

Ces deux techniques sont déja utilisées pour la mesure d’interactions ADN-ADN ou
protéine / protéine, au laboratoire, mais aussi pour les interactions oligosaccharides / protéines
(cf- 1.3.5.). Remarquons que seule une équipe travaillant dans le domaine des puces a sucres a

recours a I’imagerie SPR (équipe de Corn).

En bref, la puce que nous souhaitons concevoir va pouvoir étre ébauchée grace aux
techniques déja maitrisées dans notre laboratoire (méme support, méme principe de
structuration par plots de polypyrrole, mémes modes de détection), mais beaucoup de points
sont a définir, notamment dans le cadre de la préparation de la molécule sonde, avec de
nouvelles molécules chimiques possédant un pyrrole, li€¢ a une chaine « espaceur », elle-méme
terminée par une fonction chimique précise lui permettant de réagir avec une fonction

aldéhyde (ou aldéhyde modifié) a I’extrémité réductrice de I’oligosaccharide.

1.2.2. Choix du modéle biologique

Dans ce paragraphe, va étre abordé et expliqué le modéle biologique sur lequel nous

allons baser notre travail pour toute la suite de 1’étude.

<", Chimiokine
Membrane l SDF-1a

. HS
cellulaire

protéoglycane

Récepteur
CXCR4

Figure 37 : Modéle d’étude biologique : I’interaction entre la chimiokine SDF-la et HS fixé a la
membrane cellulaire. L’oligosaccharide permet la constitution de gradients de concentration locale de
la chimiokine a la surface de I’endothélium vasculaire conduisant notamment au recrutement localisé
de populations cellulaires circulaires au cours de I’inflammation
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La chimiokine SDF-1a. (stromal cell-derived factor) est un autre membre de la famille
des CXC chimiokines (famille définie dans le paragraphe 1.3.3.2.b). C’est un médiateur pro
inflammatoire, mais elle est aussi considérée comme un inhibiteur potentiel de I’entrée du
VIH dans la cellule (figure 37). En effet, au cours d’un des processus d’infection par le
VIH'®, les récepteurs des chimiokines (notamment CCR5 et CXCR4, R = Récepteur), jouent
le role de co-récepteur pour le virus'®* (figure 37). L’interaction du VIH avec le co-récepteur
CXCR4 peut étre inhibée par son ligand naturel : la chimiokine SDF-1a. Cette inhibition
s’explique par deux mécanismes dynamiquement liés et dépendants de la liaison spécifique
entre la chimiokine et le récepteur. Le premier est la compétition entre la chimiokine et le
virus vis-a-vis de CXCR4. Le deuxi¢me est la résultante de la diminution de CXCR4 a la
surface cellulaire par un mécanisme d’internalisation du co-récepteur par endocytose'*”.

Cette chimiokine SDF-lo posséde une affinit¢é importante pour certains
glycosaminoglycanes sulfatés (Kd # 40nM)'®®. Cette interaction est spécifique des héparanes
sulfates'®’, et la forte constante d’association de SDE-1o avec les HS suggére que c’est sous
la forme d’un complexe protéine / HS que I’activité anti-VIH de la chimiokine est optimale
(interaction avec CXCR4), permettant la protection de la cellule contre le virus'*®. De plus, il
a été montré qu’une fois le sucre reconnu par la protéine, celle-ci va se dimériser sur le site de
fixation.

Des études ont montré que I’HS est impliqué dans la fixation et la localisation de SDF-

. . 189,190
la a la surface cellulaire ™

; d’autres ont prouvé que certains acides animés de la protéine
, . . \ . . 191 , rq . r
¢taient essentiels a cette interaction et une étude en modélisation a suggéré qu’un

, . , . e e . . 188
dodécasaccharide ou un tétrasaccharide de HP était nécessaire a la fixation °".

2. Préparation de la molécule sonde « sucre »

Le greffage de I’héparine HP6 (héparine de 6 kDa) sur le monomeére de pyrrole est
précédé d’une étape importante de fonctionnalisation du pyrrole. Dans ce paragraphe, nous
allons tout d’abord nous pencher sur les moyens utilisables pour fixer le monomeére de pyrrole
au sucre par une liaison covalente. Puis les propriétés des différentes molécules « bras
espaceur — pyrrole » seront exposées, justifiant le choix de telles molécules. Enfin, nous
décrirons la synthése par voie chimique de cinq monomeres pyrrole fonctionnalisés a 1’azote
par différentes entités : différentes longueurs de chaine pour le bras espaceur et plusieurs

fonctions terminales.
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2.1 Synthése des « bras espaceurs - pyrrole »
2.1.1. Choix des fonctions terminales

Afin de lier le monomeére de pyrrole a I’oligosaccharide en bout de chaine, toutes les
fonctions réactives doivent étre recensées et étudiées au préalable. Le nombre d’étapes
nécessaires lors de la préparation sera un facteur déterminant pour le choix des fonctions
réactives a préparer, permettant d’obtenir les « HP6 - bras espaceurs - pyrrole » avec les

meilleurs rendements de couplage possibles.

Pour cela, nous nous inspirons des couplages connus réalisés entre les protéines et de
. , . 192 .. .
petites molécules chimiques = (marquage de fluorophores, de biotine,...). Le tableau suivant

(tableau 3) résume les méthodes principales :

Groupe fonctionnel Groupe réactif Liaison formée
Amine primaire Ester-NHS / Ester-sulfoNHS Liaison Amide
O O
CProteind)—n, O O
—N
O
Thiol Maléimide Liaison Thioéther
Q o
@*NQ @—N;EL
S protéine
” 0 ol
s
lodoacétyle Liaison Thioéther
O O
s T
Acide carboxylique Amine Liaison Amide
(o]
= O
OH o
Aldéhyde Hydrazide Liaison Hydrazone
o 0 0
®— ®—
H NH-NH, NH-N

Tableau 3 : Récapitulatif (d’apres Pierce) des différentes méthodes de couplages entre une protéine et
une molécule chimique (pour un marquage).

D’apres ce tableau, nous pouvons coupler notre biomolécule a une petite molécule

notée X, par des fonctions telles que I’amine, le thiol, 1’acide carboxylique ou I’aldéhyde. Il

reste cependant a définir les fonctions véritablement utilisables sur 1’oligosaccharide HP6.
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L’une des propriétés du dernier cycle pyranose d’une chaine oligosaccharidique est
qu’il s’interconvertit pour donner une forme ouverte présentant un groupe alcool et un groupe
aldéhyde. Ainsi a I’équilibre thermodynamique, ce cycle se trouve sous trois formes : deux
formes fermées, I'une étant anomere o (1/3), autre anomere 3 (2/3) et la forme ouverte en
faible quantité présentant un aldéhyde (<1%).

La fonction aldéhyde s’avere donc étre la meilleure fonction utilisable pour le
couplage ; par conséquent, au vu du tableau 3, il est souhaitable de synthétiser des molécules
« pyrrole - bras espaceur » possédant un groupe réagissant sélectivement avec un aldéhyde : le
choix se porte donc sur I’hydrazide. Il est aussi possible de synthétiser des molécules
possédant une amine terminale, afin de réaliser une amination réductrice sur 1’aldéhyde. De
plus, la transformation de I’aldéhyde du sucre en groupe thiol étant connue et déja utilisée
pour fonctionnaliser I’oligosaccharide (HS ou HP) par une fonction thiol terminale, une
molécule « pyrrole - bras espaceur » pourrait étre fabriquée avec un maléimide en fonction
terminale.

En résumé, les molécules « bras espaceurs — pyrrole » qui seront synthétisées dans le

but de relier le sucre au groupe pyrrole posséderont comme fonction terminale : 'hydrazide,

I'amine ou le maléimide.

2.1.2. Les différents « bras espaceurs - pyrrole » synthétisés

Maintenant que les fonctions terminales possibles ont été définies, nous allons décrire
la synthése des différents « bras espaceurs — pyrrole » ; ces molécules, une fois synthétisées,

seront fixées a I’oligosaccharide.

Il est souhaitable de séparer par une chaine linéaire d’atomes le monomere de pyrrole
de l'extrémité de I’oligosaccharide. A la différence des espaceurs utilisés pour les brins
d’ADN (quelques thymidines), nous voulons insérer dans le cas des sucres une chaine
carbonée. Nous basons notre synthése sur la longueur de chaine utilisable, nécessaire a un

¢loignement efficace de I’oligosaccharide par rapport au film de polypyrrole.

Ces chaines doivent tenir compte du schéma de synthése permettant 1’obtention de
monomeres pyrrole, fonctionnalisés sur 1’azote par une chaine linéaire d’atomes. La réaction

de formation du pyrrole fonctionnalisé sur 1’azote est connue, cette synthése a été réalisée
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. . . 193 , . . N . , .
pour la premicre fois par Jirkovsky et coll. ™, cette réaction consiste a faire réagir le

diméthoxy-tétrahydrofurane avec une molécule contenant une amine primaire (figure 38).

" NHZ\/\/\/\/\/\/\, "

MeOQOMe chaine avec une amine primai:e = N A
\

(o]

Acide acétique
Dioxanne

Figure 38 : Schéma réactionnel de la formation d’un composé pyrrole fonctionnalisé sur I’azote.

Nous allons maintenant décrire la synthése par voie chimique de cinqg monomeres de pyrrole
fonctionnalisés a 1’azote, comportant nécessairement a leur extrémité 1’une des trois fonctions

terminales choisies précédemment (figure 39).

r
—
CNW(NH-N Hy
—
(0]

(0]
== H
N N NH-NH,
SNy ”
XnO o)
.

a) « pyrrole - hydrazides » <

- i /
b) « pyrrole - amine » Q”\/\/O\/\o/\/o\/\/wz

(0]
(0]
c) « pyrrole - maléimide » QN\/\/(O\/J\O/\/\N)W\/N?
H
(0]

Figure 39 : Représentation des molécules « pyrrole — bras espaceurs » synthétisées ; Xn = -(CH,)s- ou

~(CHy)10-

a) Synthése des monoméeres pyrrole - hydrazides :

Pour la synthése de ces molécules « pyrrole - hydrazide », nous avons opté pour
I’utilisation de chaines carbonées simples, comprenant a une extrémité une fonction amine
primaire (formation du pyrrole) et a I’autre une fonction acide carboxylique, ces molécules
contiennent sur leur chaine initiale 5 ou 10 carbones.

Cette syntheése se déroule en plusieurs étapes réactionnelles, tout d’abord le cycle
pyrrole est formé; dans 1’étape 2, I’acide carboxylique est transformé en ester activé ; celui-ci
réagit ensuite avec les fonctions hydrazine ou hydrazide dans I’étape 3, pour obtenir les

« pyrrole - hydrazide » attendus (figure 40).
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o —
MSOOOMe + HN—[Xn]¢( C et
Etape 1 J Y z OH Acide acétique s N--Xn}--COOH

Dioxanne

S o
b, rord 3+ Ormen O —omm o 9+ (Oite O
ON

Etape 2
< © DCC (o]
NHS Ester activé (3 DCU
1l ou IV
[ !\ \
N
- F— R & o
" D ——_—
i +HoN-N" “(CH2)a"N-NH [Xn]<
© Ni; " H 2 H = 2 solvant HN_N)\(CH;M\N—NHZ
. polaire H B
ester activé ﬁ\d(ljpat(_ad
Il ou IV ydrazide Xn = -(CH,)s- , PCAH, produit VI
Ftape 3 < Xn = -(CH,)4q- , PUAH, produit VII

/\
NCH o Q 0
( 2)10\<O~N + NHp-NH, ——> L)<
DMF HN-NH,

\ o) PUH, produit V
Ester activé IV

Figure 40 : Principe de la synthése des monoméres « pyrrole-hydrazide »

a.l Synthése des pyrroles acides

L’étape 1 (figure 40) est effectuée selon le mode opératoire décrit par 1. Jirkovsky et

coll.", & partir de deux produits commerciaux : le diméthoxytétrahydrofurane et 1’acide 6-

amino-caproique (Xn = -(CH;)s-) ou l’acide 11-amino-undécanoique (Xn = -(CHy)10-). La

formation du produit se fait en plusieurs étapes, la premieére étant I’ouverture de I’époxyde par

attaque nucléophile selon un mécanisme SN, du doublet non liant de I’atome d’azote sur le

carbone en position 2 de 'oxygeéne. Cette ouverture acido-catalysée du diacétal se fait

pendant le reflux. Suit une phase lente ou se fait la refermeture du cycle, en passant par une

imine instable pour obtenir au final un hétérocycle azoté a 5 atomes. Apres purification, le

produit I (PC-COOH) est obtenu avec un rendement de 86 % et le produit II (PU-COOH)

avec un rendement de 65 %.
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a.2 Synthése des pyrrole - esters activés

N0 . N H H

o HO Ni:‘ +{ y-N-CN —— 0 o

o (Onen<) oy O St QN c-N
© DCC ON ©

NHS Ester activé o DCU

Pour obtenir les molécules « pyrrole - hyd:zll;?c{\és » souhaitées, il nous faut d’abord
transformer les acides carboxyliques en esters activés. Ces esters sont obtenus selon le mode
opératoire décrit par E.A. Bayer et coll.'” dans lequel la N-hydroxysuccimide (NHS) et le
produit I (ou ITI) sont couplés par I’'intermédiaire de la N,N’-dicyclohexylcarbodiimide
(DCC). C’est une réaction acido-catalysée avec formation d’un intermédiaire O-acylurée,
conduisant a la formation de la dicyclohexylurée (DCU), insoluble dans les solvants
organiques, ¢liminée facilement par simple filtration. Aprés avoir concentré le filtrat, aucune
purification supplémentaire n’est requise, afin d’éviter d’hydrolyser 1’ester formé. Les
rendements de ces deux estérifications sont estimés a environ 75 % pour I’ester de pyrrole-

[5]-N-hydroxysuccimide (PC-NHS, produit III) et pour lester de pyrrole-[10]-N-
hydroxysuccimide (PU-NHS, produit IV).

a.3. Synthése des pyrroles - hydrazides

Rappelons tout d’abord la nécessité¢ d’avoir une fonction hydrazide terminale afin de
pouvoir coupler le sucre au pyrrole, en bout de chaine, grace a I’interconversion du dernier
cycle de la chaine oligosaccharidique.

A partir des deux précurseurs I et II, nous souhaitons obtenir trois produits finaux

« pyrrole - hydrazide », ayant trois longueurs de chaine distinctes.

a.3.1. Formation du produit V, le pyrrole-[10]-hydrazide : PUH

() ] B

N
CH I O
( 2)10'\<O N + NHy-NH, ——> (CH2)10
DMF HN-NH,
(0] PUH, produit V

Ester activé IV
C’est une réaction de type addition-¢élimination, avec régénération du NHS. L’ester

activé et I’hydrazine sont additionnés en quantité stoechiométrique, afin d’éviter la formation

de sous-produits tels que des « diméres » de pyrrole. Malgré cette précaution, en fin de
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réaction, des « dimeres » sont présents dans le milieu réactionnel. Lors de la purification, il

nous a ¢été impossible de séparer de maniére quantitative le PUH des autres produits.

a.3.2. Formation des produits VI et VII : le pyrrole-[5]-adipate-hydrazide PCAH et le pyrrole-
[10]-adipate-hydrazide PUAH

) ()
o N

[Xn] |

‘< );‘ +HyN- N CHj)l4\N NH2 solvant b

polaire H

i 28
HN (CHa)4 H—NHZ

ester actlve ﬁdc'jpated
oulv yarazide Xn = -(CH,)s- , PCAH, produit VI
Xn =-(CH,)1o- , PUAH, produit VII

Les deux produits sont obtenus par une réaction de type addition-élimination, avec
régénération de NHS, entre les esters activés III ou IV et I’adipate dihydrazide pour former le
produit VI : PCAH (Xn = -(CHz)s-) dans le DMF, et PUAH (Xn = -(CH;)1¢-) dans le DMSO.
Le NHS étant insoluble dans les solvants polaires que sont le DMF et le DMSO, précipite. Il
est donc facile de connaitre I’état d’avancement de la réaction en filtrant simplement et en
séchant et pesant le NHS régénéré. La purification est effectuée sur une colonne de silice avec
un gradient de DMSO dans CH,Cl,, c’est une séparation par différence de solubilité¢ de
différents produits, avec un rendement estimé a 44 % pour PCAH et 41 % pour PUAH. Apres
passage sur la colonne, il reste des traces de diméres, ce qui fausse 1’estimation du rendement
mais ne pose pas de probléme pour la suite, puisque ces diméres seront inertes vis-a-vis du

sucre (aucune fonction réactive accessible).

b) Synthese du monomére « pyrrole - amine », produrt IX

Apres avoir préparé les monomeres « pyrrole - hydrazide », un nouveau « pyrrole -
bras espaceur » est synthétis¢, contenant en fonction terminale une amine primaire et ne
possédant pas la méme chaine intermédiaire que les trois molécules synthétisées

précédemment.
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produit VI
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= =
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~ O/\/\N ~ VN
2 H 10% KOH 2° NH,

produit IX
Figure 41 : Principe de la synthése du monomere « pyrrole-amine »

Comme U’illustre la figure 41 ci-dessus, le composé VIII a été, préparé selon le mode

opératoire de 1. Jirkovsky et coll.'”’

a partir de deux produits commerciaux qui sont la 4,7,10-
trioxatridécane-1,13-diamine et le 2,5-diméthoxytétrahydrofurane. Il faut noter que nous
avons utilisé un équivalent de diméthoxy-THF pour trois équivalents de diamine afin de
limiter la formation du produit secondaire dipyrrole analogue au composé¢ VIII comme
précisé par les auteurs. Le rendement de cette synthése s’est révélé étre relativement faible
(45%), en comparaison avec celui obtenu par les auteurs pour la synthése du 1-(2-
acétamidoéthyl) pyrrole (68 %). Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ce faible rendement
associ¢ a la synthése de 1’acétamide VIII: la formation de dipyrrole et d’oligomeres de

pyrrole, ce qui explique la coloration noire du milieu réactionnel (typique de la formation de

ce compose).

La deuxiéme étape de cette réaction est une désacétylation en milieu basique de
I’amine primaire terminale du pyrrole-[13]-acétamide VIII pour donner le pyrrole-[13]-

amine, produit IX, avec un rendement de 83 %.

¢) Synthéese du monomére « pyrrole - maléimide »

Il faut savoir que la fonction maléimide est généralement utilisée pour permettre le
couplage entre les cystéines des protéines et les marqueurs (fluorescents ou non). Nous nous
sommes basés alors sur ce principe ; un parametre change : I’oligosaccharide doit subir une

modification en bout de chaine pour lui introduire une fonction thiol terminale.

La synthése du monomere « pyrrole — maléimide » est réalisée selon le mode

opératoire suivant composé de trois étapes réactionnelles.
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Figure 42 : Principe de synthése du monomeére « pyrrole — maléimide »

c.l Synthése du composé X : |acide maléamigue N-substitué

Cette synthese (figure 42) a été réalisée selon le mode opératoire décrit par G.D.
Prestwich'”’, a partir de deux produits commerciaux que sont I’acide 6-aminocaproique et
I’acide maléique. Cette réaction est acido-catalysée par ’acide acétique, 1’acide maléamique
est insoluble dans 1’acide acétique et donc précipite dans le mélange réactionnel.
Contrairement a la purification effectuée par les auteurs, notre étape de purification a été
effectuée par recristallisation dans I’éthanol. En effet, I’acide maléamique cristallise dans

I’éthanol (a froid) et redevient soluble dans de 1’alcool chaud'*.

c.2. Synthése de |ester activé du maléimide : produit XI

Cette étape de synthése, développée au laboratoire par M. André Roget, est en fait une
réaction « one-pot », dans laquelle le cycle du maléimide se forme en méme temps que la
transformation de I’acide en ester. Ces deux réactions simultanées sont acido-catalysées avec
formation d’un intermédiaire O-acylurée, suivie d’une réaction d’addition-élimination,
conduisant a la formation de la DCU qui précipite dans le DMF et donc est facilement

¢liminée par simple filtration.
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¢.3. Fonctionnalisation du pyrrole-[13 J-amine = produrit XIT

Le greffage de 1’oligosaccharide thiolé sur le monomeére de pyrrole est précédé de

I’étape importante de la formation du composé « pyrrole - maléimide ».

Ainsi le composé IX « pyrrole-amine » déja synthétisé (cf. 11.2.1.2.b) est mis en
présence du maléimide - ester activé (produit XI). L’ester activé réagit avec I’amine dans le
DMF, c’est une réaction de type addition-élimination, avec régénération du NHS. Aprés

purification, le produit XII est obtenu avec un rendement de 45 %.

2.1.3. Propriétés des bras espaceurs

—
N NH-NH, PUH, produit V
~ \/\/\/\/\/\ﬂ/
(0]
(0]
= H )
CN N NH-NH, Xn =3, PCAH, produit VI
=~ H Xn = 8, PUAH, produit VII
XnO 0

=
QN\/\/O\/\O/\/O\/\/ NH, "pyrrole - amine”, produit IX

(0]
= )OK/\/\/N | produit XiI
QNV\/{O%O/\/\N pyrrole - maléimide
2 H )

Figure 43 : Structures des différents « pyrrole — bras espaceurs » synthétisés.

Ces cinq molécules pyrrolylées (figure 43) synthétisées en vue d’un greffage a un
sucre possédent des propriétés physico-chimiques différentes. Notons tout d’abord qu’aucune

ne possede la méme longueur de chaine :

PUH (13 atomes) < Py~NH, (14) <PCAH (16) <PUAH (21) <Py~Maléimide (23)

Cela signifie que, dans 1’absolu, si I’on admet qu’il n’y a pas de repliement de chaine, ni
d’interactions du bras avec la surface, le sucre fixé au bout du Py~Maléimide sera le plus
¢loigné du polypyrrole, donc de la surface, et de surcroit, aura un environnement plus
favorable pour I’interaction avec les protéines. Le désavantage de travailler avec le
Py~Maléimide est qu’il nécessite une fonctionnalisation au préalable de I’oligosaccharide.
Ainsi, pour un oligosaccharide naturel, le PUAH possede la chaine la plus longue.

Pour le sucre modele utilisé HP6 qui mesure environ 100 A, la longueur de chaine du bras

espaceur peut ne pas €tre un facteur critique, mais dés que nous nous intéresserons a la
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fixation de fragments d’héparane sulfate beaucoup plus courts, ce critére pourrait devenir
déterminant.

Une autre caractéristique physico-chimique entre en jeu : leur hydrophilie ; ainsi, on
constate que le PUH est le compos¢ le plus hydrophobe, cela étant dii a sa chaine aliphatique
faiblement compensée par un atome d’oxygeéne et deux d’azote; nous pouvons donc
soumettre un classement d’hydrophilie pour ces cing composeés :

PUH <PCAH <Py~NH; < PUAH < Py~Maléimide.
Les composés Py~NH, et Py~Maléimide contiennent sur leur chaine trois oxygenes, permettant
une bonne hydrophilie de cette partiec de la chaine (propriétés des PEG). Aussi, plus les
chaines sont longues sans hétéroatomes a I’intérieur, plus ces chaines risquent de se replier,
sur elles-mémes, se compacter au contact d’une solution aqueuse.

De plus, le polypyrrole étant chargé positivement, il sera entouré de contre-ions
négatifs pour obtenir son ¢lectroneutralité. Les héparanes sulfates et 1’héparine étant
fortement chargés négativement par leurs groupes carboxylates et sulfates, il peut se poser le
probléme que le sucre soit « collé » ou méme partiellement voire totalement inclus dans le
polymére. En effet, le sucre chargé négativement peut devenir un bon contre-ion pour le
polypyrrole chargé positivement, ce qui risque d’empécher le bon déroulement des
interactions ; on comprend alors que I’environnement du sucre fonctionnalisé¢ par un pyrrole

reste donc un facteur essentiel.

2.2 Couplages entre loligosaccharide et les « bras espaceurs -
pyrrole »

Maintenant que les différents composés « pyrrole — bras espaceurs » ont été

synthétisés, I’étape suivante est le couplage de 1’oligosaccharide naturel ou modifié (fonctions
terminales  différentes), afin d’obtenir la biomolécule voulue en vue de

I’¢électrocopolymérisation.

Ainsi, il est apparu deux stratégies possibles (figure 44) pour synthétiser les molécules
finales : la premiére (I) est de construire la molécule et de coupler directement le « pyrrole -
bras espaceur » au sucre, la deuxiéme (IT) étant de construire « séquentiellement » la

molécule a partir du sucre en fixant étape par étape les réactifs formant le « sucre — bras

espaceur — pyrrole ».
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Figure 44 : représentation schématique des deux stratégies possibles afin de coupler le sucre et le
monomere de pyrrole.

Dans ce paragraphe, seront décrits les différentes manieres d’obtenir la biomolécule
fonctionnalisée finale. Mais auparavant, il apparait indispensable de décrire les différentes
techniques analytiques permettant les caractérisations des produits et 1’estimation des

rendements de couplage

2.2.1. Estimations des rendements de couplage

Il est évident que, par nos techniques de couplage, nous allons obtenir les molécules
« sucres sondes » souhaitées, mais une question se pose : peut-on déterminer un rendement
pour cette réaction ? Nous avons pu déterminer grace aux techniques classiques de RMN ou
de spectroscopie de masse nos différentes molécules « pyrrole — bras espaceurs » ; mais une
fois ces molécules reliées aux sucres, ces techniques sont tres difficiles a mettre en ceuvre, car
les oligosaccharides sont de structure trés complexe (ils ont, la plupart du temps une méme
longueur de chaine mais les fonctions ne sont pas distribuées de la méme fagon) ; I’instrument
de RMN a notre disposition ne nous permet pas de caractériser ces sucres précisément.
D’autre part, un essai de caractérisation par la méthode de la HPLC-MS a été tenté sans
succes: une fraction d’HPLC préparative issu de 1’oligosaccharide HP6 a un temps précis a
été injectée dans le systtme HPLC-MS, mais les résultats se sont révélés extrémement
complexes et impossibles a interpréter. De plus, ces oligosaccharides et la molécule de pyrrole
ne possédent aucune possibilité de caractérisation simple en UV-visible.

Ici nous allons décrire succinctement les techniques simples mises en ceuvre pour

évaluer I’efficacité de nos réactions de couplage.
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a) Détermination de la guantité doligosaccharides

A Tissue des couplages, les échantillons, aprés purification, ne sont constitués que
d’oligosaccharides, natifs ou modifiés par le « pyrrole — bras espaceur ». Il a d’abord été tenté
de quantifier ces échantillons par absorbance UV, mais ces sucres tout comme les molécules
« pyrrole — bras espaceurs » n’ont pas réveélé de véritables propriétés d’absorption UV. Nous
avons donc décidé de peser ces échantillons apres séchage. Le probleme majeur est le manque
de précision de la pesée lors de la manipulation de quelques centaines de microgrammes.

Ainsi un dosage, issu des travaux de Bitter et Muir, datant de 1962"7

, €st apparu comme
essentiel dans la quantification des échantillons re-dissous dans H,O. Par une réaction avec
une molécule de carbazole et 1’utilisation d’une gamme étalon, les acides uroniques du sucre
sont dosés par colorimétrie. Notons que cette technique ne nécessite le prélévement que de
quelques microlitres d’échantillons, ce qui permet, dans 1’absolu, de pouvoir doser toutes les
solutions issues des couplages. Or il faut savoir que cette réaction au fur et a mesure des
tentatives, s’est montrée capricieuse, obligeant 1'utilisateur a recommencer au minimum trois
fois la méme manipulation afin d’obtenir des résultats cohérents ; malgré ses inconvénients,
cette étape s’est révélée tre indispensable dans 1’estimation de la quantité de sucre.

La quantification finale des sucres dans les échantillons est une donnée importante,

mais il manque un parameétre crucial a déterminer : I’estimation de la pyrrolylation des sucres.

b) Estimation gualitative de la pyrrolylation des oligosaccharides

Suite aux réactions de couplages et aprés avoir dosé la quantité totale en sucre, la
quantité de pyrrole fixé aux oligosaccharides est le dernier paramétre a €lucider. Il est apparu
que le dosage avec la biotine-hydrazide était une bonne solution pour les couplages utilisant
comme lien d’attache I’aldéhyde de la forme ouverte du cycle. Ce dosage, qui est basé sur la

198 .
1.7 est un dosage en retour sur membrane a

réaction mise au point par Ridley et col
différentes dilutions de I’échantillon (cf. partie expérimentale 2.3.1.). La biotine-hydrazide
doit réagir avec les oligosaccharides n’ayant pas été¢ modifiés lors du couplage. La figure 45
est un exemple de résultat obtenu apres ce dosage : les deux premicres lignes servent de
témoin pour le dosage, celles-ci correspondent a 1’oligosaccharide HP6 seul, donc, il est
évident que les biotines se sont fixées et en nombre, quelle que soit la dilution. Par contre, si
nous nous intéressons de plus prés aux trois dernieres lignes de la membrane qui sont des

échantillons ayant réagi avec les « pyrrole - hydrazides », les résultats nous incitent a penser

que seul I’échantillon PUH-HP6 a subi un couplage correct. Les intensités de 1’échantillon
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PCAH-HP6 sont trés proches de celles des deux témoins HP6 et donnent a penser que le

couplage a échoué.

Dilutions

1 473 1119 1/27: 1/81

o o e «  HP61

o e » «~—— HP62
+«—— PUH-HP6

® e e +—— PUAH-HP6

® . ® . % . <«—— PCAH-HPS

Figure 45: Exemple de résultat obtenu apres un dosage sur membrane par la réaction avec la biotine-
hydrazide. HP6 1 et 2 sont des témoins, ces sucres ne sont pas modifiés avant le dosage. Les 3 autres
lignes : PUH-HP6, PUAH-HP6 et PCAH-HP6 sont les échantillons issus du couplage (cf. 11.2.2.2.a).

Le désavantage majeur de ce dosage est qu’il ne nous offre qu’une estimation
qualitative des rendements, ainsi nous nous sommes attachés a rechercher dans la littérature

I’existence possible du test quantitatif des monomeres de pyrrole.

c) Détermination de la guantité de pyrrole

Apres quelques recherches dans la littérature, il nous est apparu qu’il existait un
moyen de quantifier le pyrrole substitué, a des concentrations de 1’ordre de la dizaine de
nanomolaires. Les deux techniques trouvées sont dérivées de la méthode de Muhs et Weiss'”,

initialement utilisée dans la quantification des dérivés pyrrolylés dans des distillats de pétrole.

\ /°
/N
Oligosaccharidev™~ "N
s DMAB
Oligosaccharide~™~A"»N  — \
= ® N=—

Acide acétique, /
acide phosphorique

Figure 46 : principe du dosage des échantillons « oligosaccharide - pyrrole » avec le DMAB.
Contrairement aux conditions utilisées dans la méthode développée par Iyer et al.*”,
celles de Wolowacz et al.**! sont plus aisées a mettre en ceuvre ; de plus, dans ces travaux, le
pyrrole a doser est lui aussi relié, via un bras espaceur, a une biomolécule par son atome
d’azote.
C’est pour ces raisons que nous nous sommes inspirés de leurs protocoles afin de
doser nos échantillons. La premicre étape a été de vérifier si I’oligosaccharide seul réagissait

avec le réactif DMAB, ce qui n’était pas le cas et de tester une gamme de pyrrole-
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biomolécules connue, afin de déterminer la précision du dosage aux trés faibles
concentrations.

La méthode consiste a faire réagir le p-(diméthylamino)-benzaldéhyde (DMAB) sur le
groupement pyrrole, donnant un chromophore observable dans le visible (figure 46). Ce
dosage a été réalisé sur tous les échantillons (que ce soit du couplage direct ou séquentiel), dés
que le volume final des échantillons le permettait, 1’étalonnage a pu été fait grace a une
gamme en ODN-pyrrole connue, dont le taux de pyrrolylation est de 100% (purification
HPLC) et qui sont faciles a quantifier par spectrométrie UV.

2.2.2. Stratégie |: Couplage direct « pyrrole — bras
espaceur » / Sucre

Maintenant que les différentes méthodes de détermination de la quantité de sucre et de
pyrrole ont été¢ expliquées, nous allons décrire, dans ce paragraphe, les différents couplages
faits entre les molécules « pyrrole - bras espaceurs » synthétisés précédemment et les
oligosaccharides naturels et / ou modifiés, afin d’obtenir les molécules sondes finales, prétes

pour la copolymérisation.

a) Couplage direct avec les « pyrrole-hydrazide »

Les hydrazides, qui sont des bases faibles, sont connues pour former des liaisons
stables acyl-hydrazones avec une fonction aldéhyde, a un pH moyennement acide**>.

Cette réaction permettant de relier une molécule chimique a une molécule biologique
par un lien covalent hydrazide a été initialement décrit par King et al.*”> pour lier deux
protéines via une molécule chimique. Notre réaction est basée sur les travaux plus récents de

Ridley et al.'”®

, qui consiste en un couplage direct, car il permet de lier en une seule réaction
I’oligosaccharide au monomere de pyrrole fonctionnalis€. Ce couplage a ¢été réalisé
principalement en solution, le couplage sur support a été seulement un moyen de comparaison

de Pefficacité des deux méthodes.

al Couplage en solution des <« pyrrole-hydrazide» sur les
oligosaccharides.,

Signalons tout d’abord que ce type de couplage a été effectué sur plusieurs

oligosaccharides : HP6 (notre sucre mode¢le), la Chondroitine sulfate (CS), le Dermatane
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Sulfate (DS) et différentes longueurs d’oligosaccharides de dp8 a dpl6 (dp: degré de
polymérisation) issues de HP6.

Cette réaction de couplage est réalisée en deux étapes (figure 47). La réaction est lente
et se fait a chaud, dans un mélange DMSO 20 / tampon acétate de sodium (20mM, pH = 5) 1,
car nos réactifs « pyrrole — hydrazides » ne sont pas solubles dans I’eau (figure 46). Les
étapes du couplage sont les suivantes : d’abord le bras espaceur pyrrolylé (PUH, PUAH ou
PCAH) est couplé au sucre HP6 (ou dp12 ou CS ou DS) par une fonction hydrazone, qui est
connue pour s’hydrolyser facilement dans I’eau. C’est pourquoi, on réduit, dans une deuxi¢me
étape, cette fonction en hydrazide stable par le cyano-borohydrure de sodium (la réduction

permet en fait de transformer le lien hydrazone instable en lien hydrazide stable)***.

H >
SUCRE)/\’\’L‘ SUCRE)’\’\ o + 4 N/NYBRAS ESPACEUR—N
2

o
YHN
X=Hou SO3-, Y =Ac, SO3-ouH \/ H,O
Xn=5ou 10.
X0 OH
<SUCRE)H oX H NS
o) N BRAS ESPACEUR—N
N Y =
YHN 0
NaCNBH,
(SUCRE) X0 o H
=
™o QX _N BRAS ESPACEUR—N(:’
N Y =
YHN H 0

Figure 47 : Principe du couplage direct, réalisé en deux étapes, basé sur les travaux de Ridley'”®
adapté ici a la fonctionnalisation des oligosaccharides. Premicre étape : formation d’une liaison
hydrazone ; deuxiéme étape : réduction de I’hydrazone en hydrazide.

Un rapport molaire initial (RMI) de 50 molécules pyrrolylées (PUH, PUAH, PCAH)
pour 1 sucre HP6 a été fixé avant le couplage. Cet exces est nécessaire afin de provoquer plus
facilement la réaction entre ’hydrazide et la trés faible quantité d’aldéhyde, issue de la forme

ouverte du dernier cycle de I’oligosaccharide.

A I’issue du couplage, une purification est effectuée sur une mini colonne d’exclusion
(PD10). La partie ‘sucre couplé au pyrrole’ est ¢luée dans la premicre fraction, suivant le
volume mort, en méme temps que le sucre non pyrrolylé ; I’exceés de réactifs sort dans la
deuxiéme fraction (non conservée). Ensuite la fraction récupérée est séchée, pesée ; tous les

échantillons sont alors amenés a une concentration de 6 mg/mL, soit 1 mM dans H,O.
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Les conditions de couplage ont été optimisées en acidifiant légérement le milieu. Afin

de se placer au pH optimal de 5 (conditions de King™”

), la solution tampon acétate a été
modifié, le sucre est dissous dans du tampon acétate 1M a pH = 4,2 afin d’obtenir dans le

mélange final, une solution tamponnée d’acétate au pH 5 désiré.

A la suite du couplage, les rendements de couplage ont pu étre calculés, grace aux deux
dosages mis en place (oligosaccharides et pyrrole); nous avons obtenu aprés optimisation du
pH, des valeurs de I’ordre de 20 % pour les échantillons PUH-HP6, 12 % pour PUAH-HP6
et 14 % pour PCAH-HP6. Par contre, pour le couplage avec 1’oligosaccharide dp12 (moitié
de HP6), le dosage a révélé que le rendement de la réaction était trés faible : rendement de 3%

pour PUH-dp12.

La premiére constatation est que ces rendements sont faibles, et ce, malgré différentes
tentatives d’amélioration des conditions : concentration en réactifs, pH, temps de réaction et
température. La faiblesse de rendement peut aussi s’expliquer par le fait suivant : avant le
passage des échantillons sur la mini colonne d’exclusion, un volume de H,O est rajouté en
quantité, ce qui fait précipiter les « pyrrole — hydrazide » non solubles. En précipitant, ceux-ci
peuvent peut-étre piéger une certaine quantité de sucres naturels et sucres modifiés. Seules les

expériences en fluorescence nous permettront de conclure sur 1’efficacité de ces couplages.

al. Couplage sur support des « pyrrole - hydrazide» sur les
oligosaccharides

Ce méme couplage direct, aprés optimisation, a ¢été tenté sur des billes de
chromatographie DEAE-Sephacel, entre le sucre HP6 et la molécule PUH (donnant le
meilleur rendement en couplage en solution). Ces billes servent habituellement a purifier des
mélanges complexes d’oligosaccharides ; nous avons utilisé la propriété qu’ont ces billes pour
immobiliser les oligosaccharides HP et HS de maniére réversible. Ainsi, avant de démarrer le
couplage, le sucre HP6 est immobilisé sur les billes, cette fixation temporaire est mesurée par
la différence d’absorbance des solutions de sucres avant et aprés le contact avec les billes.
Nous procédons ensuite a la méme réaction entre les «pyrrole - hydrazide » et
I’oligosaccharide. En fin de réaction, les billes sont lavées avec H,O, afin d’¢liminer toute
trace de molécules organiques. Ensuite on proceéde a la phase de « décrochage » : une solution

en NaCl 1M permet de dissocier les sucres de la surface des billes. Aprés centrifugation, la
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solution est reprise et purifiée elle aussi sur petite colonne d’exclusion (PD10), séchée et

pesée. Les échantillons sont au final repris a une concentration de 1 mM dans H,O.

Leur concentration en sucres a été dosée, ainsi que celle en pyrrole. Il avait été avancé
que le couplage sur billes serait une bonne alternative a celui en solution, or, les rendements
de couplage faits sur les échantillons de PUH-HP6 et de PUH-dp12 sont quasi nuls : 2-3% de
rendement. Ainsi, I’idée de réaliser la réaction sur support a été rapidement abandonnée, les
résultats étant trop bas, nous avions peu de chances d’optimiser d’un facteur 5, pour avoisiner
les rendements en solution. De plus, un probléme se posait : les trois « pyrrole - hydrazides »
ne supportaient qu’une faible proportion d’eau dans le milieu réactionnel, et au cours des
diverses tentatives sur billes, les réactifs hydrazides ont précipité et il devait étre rajouté un
certain volume de DMSO pour resolubiliser les échantillons, modifiant ainsi nos parameétres
initiaux. La proportion de H,O dans ce systeme était difficilement gérable a cause de la
capacité des billes a retenir H,O. Ainsi, méme si les rendements de couplages en solution
nous semblaient faibles, cette technique s’aveére €tre plus avantageuse que le couplage sur

support.

a.3. Couplage direct des « pyrrole-amine » sur le sucre HP6

Souhaitant obtenir des molécules « sucres sondes » avec des bras espaceurs différents,
nous avons opté pour une fonction amine terminale du bras espaceur, nous permettant ainsi
d’insérer un bras espaceur plus hydrophile que ceux des molécules terminées par une

hydrazide.

Notre réaction de couplage entre le sucre et ce bras espaceur est basée sur une amination
réductrice. Ce type de réaction a été décrit pour la premicre fois, en 1982, entre 1’héparine et

re 205 . . J . e
une protéine, par Radoff et al.”>. Depuis de nombreux articles sur cette réaction ont été

. £.206,207
publiés™™""".

De plus, le « pyrrole - amine » posséde un avantage par rapport aux « pyrrole - hydrazides »,

il est hydrosoluble ; ainsi le couplage est effectué en solution aqueuse, sans craindre les effets

de non solubilité des molécules réactives.

Les réactifs sont mélangés dans du tampon Bicarbonate de sodium (20 mM, pH 7,4) :
« pyrrole-amine » 15 / HP6 1, la réaction se fait sur 48H a 37°C, I’ajout rapide en début de
réaction du cyanoborohydrure de sodium permet la réduction de la fonction imine; tout

comme pour la réaction entre 1’hydrazide et le sucre, I’amine réagit sur la fonction aldéhyde
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du dernier cycle de la chaine de I’oligosaccharide, sous sa forme ouverte. Récemment
Dalpathdo et al. ont redémontré 1’efficacité d’un tel réducteur, mais ont montré aussi la
possible utilisation d’un autre réducteur le triacétoborohydrure de sodium (NaBH(OAc)s),

A ’ . ;. ey . 208
obtenant les mémes résultats mais en évitant la toxicité du cyanoborohydrure de sodium™".

Ensuite, les échantillons sont purifiés, séchés et pesés avant d’€tre repris a une

concentration de 1mM dans H>O.

La encore, les échantillons ont pu étre dosés. Les rendements obtenus sont de 1’ordre
de 45 %, ce qui est un trés bon rendement vis-a-vis des précédents (plus du double), et
contrairement au « pyrrole - hydrazides », le « pyrrole - amine » est soluble en solution
aqueuse et donc ne précipite pas lors de la préparation de la purification (rajout d’un certain
volume de H,0). La vérification de ce rendement sera faite lors des études d’interaction en

microscopie de fluorescence.

a.4. Couplage direct du « pyrrole - maléimide » sur /oligosaccharide
thiolé

Afin de coupler le « pyrrole — maléimide » a I’oligosaccharide, celui-ci doit étre au
préalable thiolé a partir de la fonction aldéhyde terminale par une réaction de couplage avec la
cystamine suivie d’une réduction coupant le pont disulfure de la cystamine (cf. partie
expérimentale). L’idée d’utiliser un sucre thiolé¢ réagissant avec un groupe maléimide
provient, entre autres, des résultats de 1’équipe de Mrksich® (cf. 1.2.2.6.b). La réaction de
couplage est basée sur les travaux de Ni ef al.>* ; sont donc mis en présence I’oligosaccharide
thiol¢ et le maléimide dans des proportions 1 / 30, dans un mélange H,O 4 / DMF 1, pendant
deux heures a température ambiante. Une fois le couplage effectué, les échantillons suivent le

méme cycle de purification, de séchage et de pesée.

Ce couplage nécessite moins de temps et de chauffage que pour les précédents, mais
d’autres contraintes apparaissent : la faible quantité du bras espaceur ne permet pas de
travailler dans les mémes conditions que les autres couplages. A cause de cette faible quantité
finale et donc du faible volume repris, il n’a pas été possible de déterminer de fagon
quantitative la proportion d’oligosaccharides pyrrolylés. Les expériences en fluorescence,

apres construction de la matrice, seront notre seul juge de I’efficacité du couplage.
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b) Couplage séguentiel avec les « pyrrole - hydrazide »

Ce procédé n’a été tenté qu’avec un « pyrrole - hydrazide » longue chaine, PUAH.
Cette stratégie nous permet de construire la molécule « sucre - bras espaceur - pyrrole » au fur

et a mesure, a partir du sucre (figure 48).

ox
o xo ™~y o H H
OX : < SUCRE)r\,\ (0).4 —0 + /NYCHQ) N\
( SUCRE >“\”o OH o HoN N O NH,
NHY YHN o o)
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1] 1,0

2] | NaCNBH;
OH
< SUCRE )»éo [0)4 H H -0s8 P 2
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Figure 48 : Principe du couplage séquentiel pour construire la molécule sucre sonde

On cherche a construire la molécule « bras espaceur pyrrolylé — sucre » a partir de la
biomolécule (HP6 ou dpl2). Le fragment dpl2 est issu de I’héparine par digestion

enzymatique, sa longueur de chaine correspond a la moiti¢ de celle de HP6.

Pour construire cette molécule, le sucre est d’abord couplé a I’adipate dihydrazide par
la. méme réaction que lors du couplage direct entre les « pyrrole - hydrazides » et
I’oligosaccharide (figure 48). Aprés la réaction suivie de la purification par le passage du
mélange réactionnel sur la colonne PDI10, I’hydrazide libre de 1’adipate réagit, dans une
deuxiéme étape, avec une molécule pyrrole-sulfo-NHS (Xn = 10). Signalons que la molécule
pyrrole-sulfo-NHS a été synthétisée par M. André Roget ; cette molécule ressemble aux
molécules PU-NHS et PC-NHS, seulement le groupe sulfate du NHS permet une meilleure
hydrosolubilité. Ainsi, cette deuxiéme étape du couplage, contrairement a la réaction
effectuée dans le cadre de la synthése des composés III et IV (cf. partie expérimentale

2.1.1.b), se fait dans I’eau, et non dans le DMF.

Le mélange est ensuite purifié¢ sur une colonne PD10, séché et mis a la concentration de

1mM en sucre dans H>O.
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D’autre part, les travaux récents de Flinn er coll*'° montrent que la fixation de
I’adipate sur 1’aldéhyde de 1’oligosaccharide peut étre réalisée sous d’autres conditions ; ils
avancent dans leur article que leur méthode permet de fixer 1’adipate par un mécanisme
utilisant la forme ouverte du sucre, et que 1’étape de réduction de 1’imine en hydrazide permet
de recycliser le dernier cycle du sucre. Ainsi, notre mécanisme de fixation de 1’adipate sur

I’oligosaccharide peut étre discuté.

Apres avoir réalisé le couplage permettant d’obtenir les molécules sucre sondes finales
via une méthode directe ou séquentielle, les échantillons sont ensuite dosés. Les rendements
obtenus sont 10% pour le PUAH-HP6 et 8% pour le PUAH-dp12. Il semblerait donc, que
ce couplage ne soit pas plus avantageux pour associer de maniére covalente les PUAH aux

oligosaccharides.

2.2.3. Bilan sur les différents couplages effectués
a) Problémes rencontrés

D’apres les résultats obtenus dans le paragraphe précédent, nous remarquons que les
rendements de réaction sont assez faibles. Ajoutons a cela, qu’il est apparu au cours du
développement de ces protocoles, un manque de reproductibilité ; nous avons eu beau
chercher quelles en étaient les raisons : dégradation des réactifs (commerciaux ou non) ou des
solutions, il a été impossible d’en déterminer la source. Ainsi, les tests nous permettant
d’évaluer I’efficacité du couplage ont été réalisés en fluorescence. Chaque échantillon issu du
couplage est copolymérisé sur la surface d’or et I’interaction biologique entre les
oligosaccharides et une protéine est étudiée par fluorescence. Sans entrer dans les détails des
résultats qui seront introduits dans un prochain paragraphe, il nous est apparu que certains
rendements semblaient faux; cela a été le cas pour les échantillons « pyrrole-amine-
oligosaccharide ». D’apres les multiples dosages de pyrrole et de sucre, le résultat obtenu en
fluorescence était moindre que ceux obtenus avec les « pyrrole-hydrazide-sucres ». Nous
avons supposé, apres une quatrieme vérification du dosage de pyrrole nous donnant le méme
résultat, que notre test était faussé par la présence supposée du « pyrrole-amine » dans
I’échantillon final ; la colonne d’exclusion n’ayant pas servi a éliminer ces molécules. Cette
hypothése a été confirmée par une nouvelle purification de 1I’échantillon « pyrrole-amine » sur
une colonne PD10 suivie d’un dosage du pyrrole et d’une étude en fluorescence. Le nouveau

rendement obtenu sur 1’échantillon purifié était de 26 % (< 45 %) mais la nouvelle étude en
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fluorescence montrait encore des interactions moindres qu’avec les « pyrrole — hydrazides -
sucre » ; il restait donc encore des traces de « pyrrole - amine ».
Paralléelement a ces comparaisons, nous avons cherché a développer un systeme de

séparation des molécules de nos échantillons issus des couplages.

b) Séparation par Chromatographie en phase liguide

Le rendement dans les divers échantillons étant connu, nous souhaitons n’utiliser que
les oligosaccharides modifiés par un pyrrole, pour le dépot en films de polymeére. Grace aux
études réalisées au laboratoire avec I’ADN, nous savons que I’ADN et I’ADN modifié par un
pyrrole peuvent étre séparés par chromatographie en phase liquide haute pression, sur des
colonnes C18, phase inverse ; ’ADN modifi¢ par le pyrrole posséde un temps de rétention
dans la colonne plus long que celui du brin d’ADN seul.

De plus, dans la littérature, il a ét¢ montré que les différentes longueurs de chaine
d’héparine pouvaient étre séparées. Bien évidemment, la séparation des oligosaccharides
utilisent des ¢luants différents de ceux utilisés pour I’ADN ; malgré cela, les oligosaccharides
de HP6 ressemblant a I’ADN en étant des polymeéres linéaires et hautement négatifs, nous
avons estimé possible une séparation des oligosaccharides modifiés par notre systéme.

La premiere étape a ¢été de mettre au point le gradient d’élution nous permettant

d’observer I’oligosaccharide HP6, dans de bonnes conditions d’élution.
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Figure 49 : Graphes HPLC de différents échantillons injectés : a) oligosaccharide HP6 (2mM, 75uL) ;
b) échantillon issu du couplage entre HP6 et le pyrrole-amine (ImM en sucre total, 90uL); c)
échantillon issu du couplage entre HP6 et PCAH (1mM en sucre total, 90pL)
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Ainsi ’oligosaccharide modéle de notre étude, HP6, sort en HPLC avec une forme
caractéristique multi-pics (figure 49a), ce qui est compréhensible puisque ce produit
commercial est composé de différentes fractions d’oligosaccharides, de poids moléculaires
inférieurs a 6 kDa. Pour confirmer notre résultat, I’injection de différentes fractions connues
issues de la digestion enzymatique de HP6 a été effectuée et ainsi chaque pic a pu étre attribué
a chaque fraction (pics validés pour les fractions : dp6, dp8, dp10, dp12, dpl14, dpl16). Ainsi
sur la figure 49a, ont été représentées les parts respectives des fractions de dp6 et dpl2 en
guise d’exemple.

Apres cette étude préliminaire, différents échantillons ont été injectés : PUH-HP6,
PUAH-HP6, PCAH-HP6 et Py~NH-HP6. Seul I’échantillon issu du couplage entre
I’oligosaccharide thiolé et le « pyrrole - maléimide » n’a pu étre testé faute de quantité
suffisante. Comme nous pouvons le voir sur la figure 49b, I’allure HPLC de 1’échantillon
« pyrrole-amine » posséde en plus de I’enveloppe correspondant a HP6, plusieurs petits pics
ayant un temps de rétention plus grand que le sucre seul mais aussi un pic large en fin de
gradient. Ces trois parties ont été collectées séparément, traitées, puis ont subi, apreés dépot sur
la surface, une nouvelle étude en fluorescence. D’apres les images prises en fluorescence, il
est déduit que la fraction correspondant aux petits pics sortant entre 9.5 et 14 min (figure 49b)
comprend bien la proportion de sucres modifiés par le « pyrrole - amine ». Le grand pic ne
donne aucun signal en fluorescence, on en conclut qu’aucun sucre modifié n’est présent dans
cette partie. De plus, comme nous suspections une présence résiduelle de pyrrole-amine, nous
avons injecté une solution contenant seulement le « pyrrole - amine », ’allure de son analyse
HPLC ne posséde qu’un seul grand et large pic sortant vers 14.5 min, ainsi nous avons pu
conclure définitivement, que la mesure du rendement de couplage était faussée par la présence
importante apres purification de la réaction, de pyrrole-amine. Cette molécule, lors la
purification sur les petites colonnes d’exclusion PD10, n’était que peu retenue durant
I’¢lution, et polluait, en plus, a long terme celle-ci, puisqu’elle a été retrouvée a I’état de
traces dans les échantillons de couplage suivants (confirmation par HPLC).

La figure 49c nous montre 1’analyse HPLC du PCAH-HP6 qui est représentative des
¢échantillons de couplages : PUH-HP6 et PUAH-HP6 ont les mémes allures. Sur ce graphe, on
retrouve 1’enveloppe multi-pics de HP6 et la multitude de pics plus ou moins fins et petits a
des temps de rétention plus longs. Tous ces pics correspondant aux molécules de PCAH-HP6,
la présence de plusieurs pics s’explique par les multiples longueurs de chaines présentes dans
I’échantillon commercial de HP6, chacun pouvant réagir avec 1’hydrazide de la méme fagon,

il n’y a pas de longueur de chaine particuliere.
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Ce développement de I’utilisation d’analyse HPLC pour identifier et séparer les
diverses molécules de 1’échantillon apres purification est prometteur, puisque c¢’est un moyen
de contourner les deux dosages sucre / pyrrole) si les quantités d’échantillon sont trop faibles,

mais rappelons que 1’essai HPLC-MS a été peu concluant par faute de produits témoins purs.

Maintenant que nous avons en notre possession les différentes molécules « sucres
sondes », nous pouvons passer a la fabrication des puces, soit électrocopolymériser ces
échantillons en vue de réaliser des mesures d’interaction avec la protéine modele, afin de
valider notre systéme d’étude. Signalons que cette étape de dépot n’a été que peu optimisée
lors de nos études, certains parametres ont été¢ simplement affinés, mais aucune étude longue

n’a été réalisée afin d’améliorer la conception de ces matrices de plots.

2.3. Immobilisation de la molécule « sonde » . Technigue de
[Electrospotting

Afin de structurer notre surface d’or par une matrice de plots de polypyrrole, il a été
développé au laboratoire une technique Dbasée sur I’¢électrochimie, s’appelant
« Electrospotting ». Ce procédé est bas¢ sur 1’électrocopolymérisation de solutions mixtes :
monomeres de pyrrole a 20 mM et pyrroles fonctionnalisés sur leur atome d’azote par
I’oligosaccharide choisi, le tout dans une solution de tampon phosphate. Les concentrations en
pyrrole modifié varient en général entre 200 nM et 20 uM, en fonction de la nature de

I’expérience a réaliser.

Le montage permettant cette fonctionnalisation de surface a été déja décrit dans un
paragraphe précédent (cf. I1.1.1.4.). Rappelons tout de méme qu’il utilise comme cellule
¢lectrochimique mobile un cone de pipette, le platine servant de contre ¢lectrode et la surface
d’or d’¢lectrode de travail. Ce cone est travaillé initialement afin d’introduire un fil de platine
de 0,6 mm de diamétre a I’intérieur, ce fil étant placé de fagon a ce qu’il soit en contact avec
la solution prélevée. Le volume le plus communément prélevé lors de cette étape ne dépasse

pas 12uL.

Cette cellule surmonte une plateforme motorisée pouvant se déplacer selon les trois axes
spatiaux Xx,y,z. cette plateforme est pilotée par un logiciel développé au laboratoire, nous
offrant la possibilit¢ de déplacements en des lieux précis pour les dépots de films de

polymére.
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La fabrication des plots se fait en plusieurs étapes ; il faut savoir tout d’abord que les
supports en verre fraichement recouverts de 1 nm de chrome et 48 nm d’or sont hydrophiles,
ainsi il est nécessaire soit d’attendre un certain temps (de ’ordre de 2 a 5 jours) afin que la
surface dorée se passive et devienne de ce fait hydrophobe, soit de réaliser un traitement

chimique simple (dépot d’undecane-thiols), pour rendre la surface hydrophobe rapidement.

Cette hydrophobie est nécessaire lors de la génération des plots de polymeére sur la surface,
car apres chaque spot réalisé, lorsque le cone est retiré de la surface, une goutte provenant de
la solution du cone se forme au niveau de celle-ci. Cette propriété¢ de la surface permet aux
gouttes de rester petites, bien rondes et non de s’étaler sur la surface, perdant une superficie
non négligeable pour la fabrication des plots suivants, voire la contamination d’un autre plot
déja formé.

La surface d’or, avant de passer au dépot de plots, doit subir un nettoyage
préliminaire ; celui-ci consiste en un lavage par un détergent (si surface non traitée) et par des
ringages successifs par H,O, éthanol et H,O. La forme des gouttes d’eau, issues du dernier
ringage nous indique le degré d’hydrophobie de la surface (si la surface n’est pas hydrophobe,
on proceéde au traitement chimique). Vient ensuite 1’étape de spotting a proprement parler, la
fabrication des différents plots se fait 1 a 1 dans un ordre linéaire, avec retour a la ligne en

fonction de la forme de la matrice souhaitée (carrée ou rectangulaire).

Avant de lancer le programme réalisant la matrice, le cone est chargé en solution a spotter. La
premicre solution pipetée est toujours une solution de pyrrole seul uniquement ; ce premier
plot, servant de référence pour nos études, permet de vérifier notamment I’existence ou non
d’adsorption non spécifique de protéines sur le polymére et ne doit étre, en aucun cas,
contamin¢ par d’autres solutions dites mixtes (composées de pyrroles et de pyrroles

fonctionnalisés).

L’¢lectrocopolymérisation de la solution est alors réalisée, une tension de 2V entre 1’électrode
de travail et le fil de platine est appliquée par le potentiostat, durant un temps variable. Les
temps choisis pour notre étude ont ét¢ généralement de 250 et 500 ms. Les plots réalisés a
500ms sur des lames de verre servent aux €tudes en microscopie de fluorescence, et ceux faits
a 250 ms effectués sur la couche d’or recouvrant les prismes en verre servent aux études en

imagerie SPR, car ils doivent étre plus fins (d’ou un temps de copolymérisation plus court).

La réaction d’électrocopolymérisation se fait dans un volume restreint a I’extrémité du cone
(1 a2 puL, soit un dixiéme du volume total utilis¢), proche de la surface d’or. C’est pour ces

raisons que la concentration utile en pyrrole simple ne doit pas €tre inférieure a 20 mM, afin
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d’avoir un apport suffisant de matiere pour créer les oligomeres formant au final le film de

polymére sur la surface.

L’impulsion électrique étant faite, le cone est retiré de la surface, vidé, rincé puis
rechargé avec la nouvelle solution a spotter. Cette phase de ringage est obligatoire afin
d’éviter toute contamination entre les différents échantillons. Les plots sont ainsi formés tour
a tour, suivant le méme protocole. Au final, le support soutenant la surface dorée, sur laquelle
a ¢té réalisée la matrice, est enlevé du montage ; la puce est lavée avec H,O, lavage sans
risques car les oligosaccharides ne craignent pas un environnement d’eau seule (contrairement

aux protéines) ; puis la puce est séchée et stockée a 4°C.

Cette technique d’¢lectrospotting offre la possibilité de réaliser des matrices de plots
variant d’un seul plot & une matrice d’une centaine de plots, ce chiffre dépend seulement du
diametre des plots et de la surface sur laquelle on doit travailler. La limitation de surface en
fluorescence n’existe pas, alors qu’en imagerie SPR, souhaitant intégrer cette matrice de plots
a un systeme fluidique, une cuve plus exactement, celle-ci aura une certaine surface (~80
mm®) et donc imposera nécessairement une matrice de plots de taille limitée. Afin de
déterminer le nombre de plots pouvant étre contenus sur cette surface restreinte, le diametre
de plots doit étre pris en compte : les plots formés habituellement ont un diameétre compris
entre 200 et 400 um, cette variation est liée a la forme du ménisque du cone, a I’hydrophilie
relative des solutions mixtes et / ou a celle de la surface d’or ; de plus, ces plots ne doivent pas
se toucher afin d’éviter toute contamination, d’ou une obligation de laisser un espace d’une
centaine de micrometres entre les différents plots. Ainsi des matrices possédant jusqu’a 64

plots peuvent étre réalisées actuellement.

En résumé de nombreuses matrices ont pu étre réalisées par cette méthode, qui est a la

fois simple de mise en ceuvre, efficace et hautement reproductible.

Les matrices étant réalisées et pouvant se conserver a sec, il est donc possible de tenter
de caractériser la structure de ces plots. Nous allons donc maintenant décrire la structure de
nos plots formés grace a deux techniques : la Microscopie Electronique a Balayage (MEB) et

la Microscopie a Force Atomique.
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2 4. Caractérisations structurales des films polymére formés

Afin d’obtenir de plus amples informations quant a ’homogénéité des plots, leur
épaisseur, mais aussi la structure du polymeére sur les bords des plots, nous allons nous
intéresser a la morphologie des différents films de polymeére. Elles ont été caractérisées par
deux techniques : le Microscope Electronique a Balayage (MEB) et la Microscopie de Force
Atomique (AFM). Toutes ces études ont été réalisées sur des matrices de plots, a sec, apres

¢lectrospotting, ringage a I’eau et séchage.

2.4.1. La Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

Cette étude structurale des plots de polymeéres par un MEB JEOL 840A a été réalisée
grace a M. Jean-Jacques Allegraud, technicien au SPrAM — UMRS819, équipe des
« Polymeéres Conducteurs Ioniques ». Dans un premier temps, nous rappellerons bri¢vement

le principe du MEB, puis nous décrirons les images obtenues.

a) Description simple du principe

Le pouvoir séparateur d'un microscope optique (i.e. son grossissement) est limité par
la longueur d'onde de la lumiére visible ; aucun détail de dimension inférieure a 0,2 um ne
peut étre observé. Aussi l'utilisation de particules accélérées de plus courte longueur d'onde
associée permet-elle d'augmenter le grossissement. Le microscope est dit a balayage lorsque
I’image est obtenue point par point (6 a 10 nm).

Faisceau d’électrons
Incidents (énergie Eo)

er er. électrons rétrodiffusés

es: électrons secondaires

RX eAl] e C
‘\ \ // €A électrons Auger
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) C: Cathodoluminescence
Echantillon RX: rayons X

N
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Figure 50 : Représentation schématique de ’interaction entre un faisceau d’électrons et la surface
d’un échantillon.

Le principe du balayage consiste a explorer la surface de 1'échantillon par lignes
successives et a transmettre le signal du détecteur a un écran cathodique dont le balayage est
exactement synchronisé avec celui du faisceau incident. Les microscopes a balayage utilisent

un faisceau trés fin qui balaie point par point la surface de I'échantillon. Par l'intermédiaire
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d'un canon a électrons, un faisceau d'¢lectrons de 1’ordre de 10 a 40 eV est envoyé sur
I'échantillon. En contact avec la matiére, ces électrons interagissent de différentes facons.
Sous I'impact du faisceau d'électrons accélérés, des ¢électrons rétrodiffusés e; et des électrons
secondaires e; émis par I'échantillon sont recueillis sélectivement par des détecteurs qui
transmettent un signal a un écran cathodique dont le balayage est synchronisé¢ avec le

balayage de l'objet (figure 50).

Le MEB utilisé pour cette étude, va permettre d'exploiter notamment une information,
qui va étre traduite en images : une image en ¢lectrons secondaires (es), qui naissent d'une
interaction entre les électrons du faisceau et les électrons des couches électroniques de l'atome
et qui nous donnera une information topographique de I'échantillon. Avant de passer aux
résultats, il faut savoir que 1’émission d’électrons secondaires est un arrachement d’électrons
par ionisation. Certains électrons incidents de faible énergie (< 50 eV) sont éjectés de
I'échantillon sous l'effet du bombardement. Comme seuls les électrons secondaires produits
pres de la surface sont détectés, ils formeront des images avec une haute résolution (3-5 nm).
Le contraste de I'image est surtout donné par le relief de 1'échantillon mais on peut également

observer un contraste chimique dans le cas de grandes différences de numéros atomiques.

Le microscope ¢€lectronique a balayage comporte (figure 51), comme équipement, une
colonne, dans laquelle sont présents une source de rayonnement, une optique (les lentilles), un
systétme de balayage (bobines déflectrices), une platine porte-objet et des détecteurs
d’¢électrons, mais aussi un ensemble électronique et un systéme d’analyse. Le MEB est simple
d’utilisation, il y a peu de contraintes pour la préparation de I’échantillon ; cependant, celui-ci
doit étre conducteur électrique (ou rendu conducteur par dépot d’une couche mince d’or ou de
graphite) afin d’éviter ’accumulation de charges. Pour notre étude, il n’a pas été nécessaire de

déposer une couche mince car notre surface d’or est assez conductrice.
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Figure 51: Représentation schématique d’un microscope électronique a balayage.

Apres cette bréve description du principe du MEB utilis€, nous allons nous intéresser

aux résultats obtenus.

b) Résultats obtenus

Tout d’abord, il faut savoir que seulement des études structurales sur des films épais
de polypyrrole ont été reportées dans la littérature, jusqu’a ce jour.

Par cette étude, nous souhaitons observer la forme des plots séchés, spottés sur la surface d’or,
mais aussi déterminer 1’homogénéité et/ou la présence de défauts.

Douze plots ont été caractérisés : 4 de polypyrrole 20mM seul spottés a des temps
différents (125, 250, 500 et 1000 ms), 4 plots ou est immobilis¢ py-ODN (pyrrole -
oligonucléotide) a 10uM a des temps différents (125, 250, 500 et 1000 ms) et 4 plots ou est
immobilis¢ PUH-HP6 a des concentrations de 5 uM (en sucre pyrrolylé¢) a des temps
différents (125, 250, 500 et 1000 ms). Trois séries d’études ont été faites de manicre a
corroborer les divers résultats.

La premiére observation a été réalisée au grossissement x110, ainsi nous avons

observé I’ensemble du plot (Figure 52). Les plots étudiés (figure 52) semblent avoir une
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forme elliptique, or ils sont bien circulaires en réalité ; simplement I’acquisition des images
nous offre une image allongée, donc un plot déformé.

On constate que quel que soit le temps de spotting subi, les plots possedent le méme
diameétre (utilisation d’'un méme cone). De plus, il faut noter I’aspect du plot dans sa
globalité : plus le temps de polymérisation est long, meilleure semble étre la « texture » du

plot (figure 52).

Le plot a 125 ms est un peu granuleux, cet aspect granuleux se répartit en forme de
couronne autour du centre du plot ; I’effet de couronne commence a s’estomper a 250 ms, a
500 ms, il ne reste que quelques aspérités visibles, et au dela, le plot (a 1000 ms) ne présente
plus ces défauts. L’estompement des défauts est dii a ’augmentation de 1’épaisseur de film de
polypyrrole proportionnellement a celle des temps de polymérisation. Sur ce méme principe,
le contour des plots s’améliore parallelement a 1’accroissement en temps de polymérisation.
Mais cette couronne, apres évaluation des distances, correspond en fait aux bords du cone de
spotting, d’ou la nécessit¢ de ne pas écraser le cone sur la surface lors de
I’¢lectrocopolymérisation. Toutefois, il apparait en bordure de plots, quel que soit son temps
de polymérisation, une sorte de halo, ne correspondant pas a la taille des bords du cone de

spotting.

HP6 250ms
— 200um

HP6 1000ms

et

Figure 52 : Images des quatre plots ou 1’oligosaccharide HP6 est immobilisé a des temps différents ;
le grossissement de I’image est x110 ; I’échelle est de 200pum.

Ensuite, nous nous sommes intéressés aux défauts présents sur les plots. Comme nous

le montre le plot ppy a 250ms de la figure 53, les bords de plots peuvent étre mal dessinés
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quand le ménisque du cone ne recouvre pas totalement les bords du cone lors du spotting, ce
qui s’avere ne pas étre déterminant lors de la suite des expériences, puisque une grande partie
du cceur du plot reste homogene. Dans le pire des cas, des bulles d’air minuscules a 1’échelle
de I’ceil, mais fortement destructrices a une échelle de 200um peuvent étre emprisonnées,
comme nous I’indique le plot ppy a 125ms (figure 53). Nous pouvons alors supposer que le
cone de spotting peut étre usé, abimé, voire méme que 1I’embout ne soit plus plan, ce qui ne

permet plus d’obtenir des matrices de plots réguliers et reproductibles.

Sur le plot de polypyrrole a 125ms (figure 53), en plus de l’air emprisonné, on
remarque aussi I’existence trées marquée de la couronne, ainsi, la surface s’avere totalement
inhomogene, et ce plot ne conduit pas a une utilisation optimale lors des mesures d’interaction
avec les protéines en imagerie SPR. L’étape de spotting se révele donc étre déterminante,
chaque prélevement de solution doit étre minutieusement réalisé. Le contact établi entre le
cone et la surface doit se faire sans « écraser le cone », en vérifiant au préalable I’existence du
ménisque en bout de cone et la présence éventuelle de bulles, qui ne permettent pas une bonne

¢électrocopolymeérisation.
a)

Ppy 250ms

b)

Figure 53 :a) Exemple de plots mal spottés ; deux plots ppy spottés a 125ms et 250ms ; b) zoom sur le
plot ppy a 125ms, des bulles ont été emprisonnées lors de 1’électrocopolymérisation.

Cette étude structurale nous montre qu’il est indispensable de limiter les

inhomogeénéités de polyméres pour nos études futures ; il s’est donc avéré que si ces défauts
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se présentaient régulicrement, il serait nécessaire d’imposer un temps de polymérisation

minimum de 250 ms, qui nous permettrait d’éviter le maximum d’irrégularités.

Une derniére caractéristique a été relevée, une sorte de halo en bordure de plot avait
été observée sur les plots pris au grossissement x 110. Nous avons donc zoomé sur ces zones,
pour confirmer cette présence ou non (figure 54a). Ainsi sur le plot de ppy a 250 ms, cette
marche semble tres nette, quel que soit le grossissement auquel elle est regardée (x 1000 ou x
6000). Nous n’avons aucune hypothése a avancer sur ce phénomeéne observé sauf peut-étre
qu’il se passe lors de I’¢électrocopolymérisation un effet de bord sur les lignes de courant...

D’autre part, nous souhaitons observer 1’aspect du centre de plot ; d’apres les images
prises a des grossissements de x 27000 et x 50000, nous constatons que le polymere apparait
granuleux, ceci est peut-étre dii a la faible épaisseur finale du plot, au vu des temps de

polymérisation trés courts, mais ceci est peut-étre aussi di a la structure de la surface d’or.

HP6 a 1000ms, vu a deux grossissements différents.

Apres avoir réalisé ces caractérisations structurales de nos plots a sec, nous avons
souhaité les compléter par une étude en microscopie a force atomique, afin de décrire plus
précisément les structures observées a I’aide du MEB : connaitre la rugosité du film, mesurer

I’épaisseur des plots formés, efc.
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2.4.2. Caractérisation complémentaire au MEB : 'AFM

Cette ¢tude par AFM a été menée en collaboration avec 1’équipe PMS (Polymeéres et
Matériaux Synthétiques) de notre UMR 5819. Ces travaux ont été réalisés en collaboration
avec Mathieu Monville, doctorant dans cette équipe. L’appareil d’AFM utilisé est un
microscope AFM fonctionnant a température et atmospheére ambiantes (Nanotec Electronica,

Madrid, www.nanotec.es/, figure 55 haut). Souhaitant faire des études en topographie, nous

avons travaillé selon le mode contact intermittent (fapping '™). Les Cantilevers utilisés pour
ces expériences sont des cantilevers Budget Sensors BS-Tap3000 (constante de raideur
moyenne de 40N/m, fréquence de résonance environ 275kHz).

Nous allons décrire brievement le principe de ce microscope et notamment les
caractéristiques du mode «contact», avant de commenter les images topographiques

obtenues.

a) Son principe

L’invention en 1982 du microscope a effet tunnel, qui permet de visualiser et de
manipuler les atomes®'', est a lorigine d’une nouvelle famille de microscopes, les
microscopes a champ proche ou a sonde locale, dédiés essentiellement a 1’étude des propriétés
de surface des échantillons. Ils sont caractérisés par 1’absence de tout systéme de lentille
optique ou électromagnétique. Leur principe consiste a positionner une sonde (généralement
une pointe effilée) a une distance de la surface a étudier de 1’ordre du nanomeétre et a
déterminer localement, point par point, la valeur d’une grandeur physique choisie (transfert
d’¢lectrons, flux de photons ou d’ions, topographie ou température). Le microscope a force
atomique (AFM)*'? permet d’observer les atomes a la surface d’échantillons cristallins, sous
vide ou dans I’air. Il peut aussi fonctionner en milieu liquide, propriété qui a trés rapidement

permis le transfert de cette technologie a la biologie®"”.

Le principe consiste a amener, soit au contact de la surface a étudier, soit a une
distance de quelques A, une pointe dont ’extrémité a un rayon de quelques nm, et a lui faire
balayer ligne par ligne la topographie de cette surface en évitant de la déformer. Cette pointe,
généralement en nitrure de silicium (Si;N,), se situe a I’extrémité d’un levier flexible, appelé
cantilever. La déflexion du cantilever, provoquée par la présence d’une aspérité, entraine
I’intervention d’une boucle de rétrocontrole qui va maintenir constante la distance, et donc la

force d’interaction, entre la pointe et I’échantillon (figure 55). Le « mode contact », mode de
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fonctionnement dans lequel la pointe et la surface restent en contact ou quasi-contact, permet
d’obtenir des images a haute résolution sur des objets peu rugueux’'*. Durant un balayage,
trois types d’images peuvent étre collectés simultanément : les images topographiques (encore
appelées images « iso-force » ou images hauteur), les images de déflexion correspondant a la
dérivée des mouvements de réajustement de la position relative entre la pointe et I’échantillon
qui font ressortir les détails de la surface, et les images de friction résultant de la torsion du

cantilever. En effet, la microscopie a force atomique impose que 1’échantillon soit adsorbé sur

un support plan et y adhere suffisamment pour n’étre pas déplacé sous I’effet du balayage par
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Figure 55 : Haut : appareil AFM Nanotec Electronica; Bas: Schéma du principe du microscope a
force atomique.

b) résultats obtenus et comparaison avec la littérature

L’analyse par AFM des plots de polypyrrole purs et modifiés a été¢ menée sur deux
lames : ces deux échantillons comportaient les mémes especes ppy pur, ppy-ODN a 10uM et

ppy-PUH-HP6 a 25uM (en sucre total). Seuls les temps d’électrocopolymérisation changent
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en fonction des lames. Chacune possede 12 plots ; la premicre supporte des plots ayant des
temps de polymérisation de 1s, 5s, 10s et 20s, alors que sur la deuxiéme, les plots sont faits
par I’utilisation de temps plus courts : 125ms, 250ms, 500ms et 1s. Ainsi la deuxieme lame se
rapproche plus des conditions de spotting normal, utile pour les expériences en fluorescence
ou en imagerie SPR. Cette deuxiéme lame est en fait identique a celles utilisées lors de
I’analyse au MEB, dans le but d’obtenir confirmation ou non des observations déja faites,

voire de compléter les observations.

Tout d’abord, signalons qu’il a été assez difficile d’observer nos plots sur la lame d’or
par la caméra de controle du microscope, 1’échantillon étant difficile a positionner de maniére
parfaitement plane et donc observable a la caméra. Comme le montre la photo (figure 56
gauche), outre la position du cantilever, les plots de ppy observés (a gauche, 10s et a droite,
20s) sont assez pales, alors que ce sont les plots les plus épais réalisés, au vu des temps de

polymérisation.

Cette analyse en AFM a été réalisée en complément de celle faite en MEB. Nous
cherchions a connaitre plus précisément les structures des bords de plots déja observés, leur
épaisseur, leur rugosité et nous souhaitions comparer nos observations aux résultats de la

littérature sur des études de films de polypyrrole en AFM.

Vision a la caméra des plots a étudier Caractristiques fournisseur du cantilever
et du cantilever _ Valeur |  Typiquement
. Fréquence 300 kHz +/-100 kHz

de
résonance

Constante 40 N/m 20 N/m to 75 N/m
de force

Longueur 125um +/- 10 pm
Largeur 30 um +/-5um
moyenne

Epaisseur 4um +/-1um

Hauteur de 17 um +/-2um
la pointe

Set back 15 um +/-5um

Rayondela |<10nm
pointe

Traitement épaisseur Aluminium 30 nm
réfléchissant

Angle 1/2 20°-25° sur I'axe du levier
cone 25°-30° sur le coté
10° ala 1/2 hauteur

Figure 56 : A gauche, Photo ou figurent le cantilever utilisé pour les mesures et un plot de polypyrrole
pur (dépdt électrochimique 10s a gauche, 20s a droite) ; a droite, caractéristiques données par le
fournisseur sur le cantilever.

Nous nous sommes d’abord intéressés a la structure des contours des plots, nous avons

ainsi réalisé des images de plots a s, plots estimés assez épais, de polypyrrole seul et de ppy-
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HP6, afin d’avoir le meilleur contraste or / film possible (figure 57). Il nous est apparu que,
quelle que soit la lame étudiée, les plots de pyrrole pur (Is) présentent a la caméra des

contours de plots mieux définis que les plots en présence de HP6 (15s).

8.5x8.8um 8.5x8.8um

Figure 57 : Images de frontieres de plots entre le film et la surface d’or ; a gauche entre le ppy seul et
I’or et & droite entre le ppy-HP6 et ’or.

La caractéristique commune de ces deux plots est qu’ils semblent épouser la structure
de la couche d’or. D’autres images ont été réalisées pour confirmer cette caractéristique, et il
s’est avéré que seulement a partir de 10 secondes d’électrocopolymérisation, le polymere

commengait & masquer la forme initiale de la couche d’or, grace a sa croissance longue.

La deuxieme observation faite, toujours a la frontiere polymere/or, est celle de
I’épaisseur. Pour notre exemple, nous avons choisi le plot de ppy a 20 s, car il nous est apparu
étre caractéristique de I’observation, vu son temps de polymérisation, il doit étre le plot ayant
la plus grande épaisseur (figure 58). L’¢tude de ce plot nous révele I’épaisseur moyenne du
plot d’une dizaine de nanometres (au zoom 3 x 3 pum), la distribution des hauteurs nous
permettant d’obtenir I’épaisseur du film de polymeére par rapport a la surface d’or. En
zoomant un peu plus (0.5 x 0.5 um), un profil a pu étre tracé sur ’interface or/ppy et on

remarque I’apparition d’une marche entre la surface de travail et le polymere.

Apres avoir étudié ce plot ppy a 20 s, I’étude a été étendue aux plots de ppy a 10 s et 1
s d’électrospotting, afin de déterminer les épaisseurs de films et la présence de marches.
Notons que nous avons effectué ces mémes mesures sur les plots possédant des temps de

spotting inférieurs a une seconde, mais il s’est avéré que ’épaisseur du polymere étant
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tellement faible, les valeurs relevées aux différents zooms variaient du simple au double, il
nous est donc impossible de conclure quant a une épaisseur moyenne sur ces plots, la seule
remarque possible sur ces plots est que leur épaisseur méme non mesurée apparait plus faible

que la valeur de 4nm observée pour le plot a 1 s (tableau 4 ci-dessous).
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Figure 58 : Ftude approfondie du plot de ppy seul spotté a 20 s, 2 zooms réalisés, image 3x3pum avec
la distribution des hauteurs sur I’or et sur le polymere, image 0.5 x 0.5um avec le profilometre de
I’épaisseur a la surface.

On constate tout de méme sur le tableau ci-dessous que les épaisseurs de plots entre 10
et 20 s ne varient que peu, on semble parvenir a une valeur limite d’épaisseur de film de
polymere. Ceci peut s’expliquer simplement par le fait que pour ces grands temps de

polymérisation, la quantit¢é de monomeres de pyrrole libre 20mM se révele étre limitante.

215 216
1. 1.

Cette hypothese est basée sur les travaux de Song et a et de Fujikawa et a

, qui
utilisent, afin de former des films de polypyrrole sur une surface d’or, une concentration en
pyrrole seul d’au moins 100 mM, quel que soit le milieu de réaction (solvant aqueux ou

organique et ¢électrolytes différents).

Temps de dépot (s) Hauteur de marche (nm) Moyenne(nm)
Image Image
(15x15pm) | [mage (3x3um) | 506 5um)
1 4 3.9 5.7 4.0 +/-0.1
10 9.3) 7.3 7.2 7.3 +/-0.7
20 8.3 9.2 7.7 8.4+/-0.7

Tableau 4 : présentation des moyennes des épaisseurs mesurées pour les différents plots
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Notre troisiéme observation s’est faite sur la croissance du film de polymére de
polypyrrole en fonction du temps. Sur la figure 59, nous pouvons voir la structure du
polymere évoluer avec le temps de polymérisation, notamment I’épaisseur des films
augmentant proportionnellement aux temps de spotting.

Remarquons que les plots de ppy a Is épousent la surface, sans véritablement en
changer I’aspect. Passé un temps de 10 s d’électrospotting, on note une sorte de recouvrement
de la surface d’or mais celle-ci devenant irréguliére. Ainsi par endroits, quelques « nuages »
épais apparaissent ; ceux-ci se confirment, sur les vues du plot a 20 s, la surface d’or est alors
totalement masquée, la surface du polymere ressemble a une structure de « chou-fleur »,
certains endroits du film sont comme boursouflés. Notons la différence entre les plots de ppy
a 10 s et a 20 s, méme si leur épaisseur différe d’1 a 2 nm, cette couche est suffisante pour
changer I’aspect de la surface. De plus, si nous cherchons & comparer avec les études déja
réalisées sur des films de polypyrrole, il est difficile de trouver une similitude, car déja au
départ, nous n’utilisons pas le méme mode ni le méme temps de dépdt. Par exemple, 1’équipe
de Marx®'" a travaillé sur une immobilisation d’ADN dans un film de polypyrrole, mais ce
film, a la différence des notres, mesure 120um d’épaisseur apres une électrosynthese de 5
heures. L’équipe de Kawai’'® fabrique des films de ppy sur des temps minimum de 30 s, ayant
des formes d’anneaux, leurs films sont trés épais par rapport aux notres. L’équipe de Park®'®
montre, quant a elle, qu’il est possible d’obtenir différents types de films en fonction du type
d’¢électrolytes dans la solution ; de méme, ils polymérisent sur des temps jamais inférieurs a
20 s. C’est pour ces raisons que nous avons poussé notre polymérisation si loin dans le temps,
pour savoir si, malgré la différence des conditions de dépdt, nous pouvions observer les
mémes sortes de film. Mais, nos conditions de concentration, comme nous I’avons remarqué

précédemment, limitent notre formation de film.

T=1s
Figure 59 : 3 états de surfaces pris en AFM au grossissement 3x3um, des plots de ppy 1, 10 et 20s.
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Pour terminer notre étude en AFM, nous avons dressé un tableau (tableau 5) nous

permettant de récapituler les différentes mesures.

Taille

image Au PPy pur PPy+ODN

PPy+HP6

15x15
um

3x3
um

Pas d’image

0.5x0.5
um

1.7 +/-0.1

Rugosité
() 1.9 +/-0.2

1.6 +/-0.1

1.9+/-0.2

Tableau 5 : récapitulatif des images prises en AFM sur les plots a 500ms : ppy, ppy+HP6 et
ppy+ODN, a trois grossissements différents.

Dans ce tableau, sont représentés plusieurs plots spottés a 500 ms : polypyrrole pur,
de polypyrrole + oligonucléotide et de polypyrrole + oligosaccharide. Ces images nous
permettent de comparer leurs structures pour des temps de spotting utilisables en routine pour
notre dépot.

Au premier grossissement 15 x 15 pm, nous avons une vue d’ensemble des plots ;
nous pouvons alors comparer 1’aspect des plots de polymere par rapport a la surface d’or nu.
Nous remarquons les mémes irrégularités sur le spot de polymére que sur 1’or, ce qui nous
confirme que nos plots sont tellement fins qu’en se formant sur la surface ils épousent la
surface et tous ses défauts. Nous pouvons faire la méme constatation au grossissement 3 x 3
um, seulement les « alvéoles » de la surface d’or semblent étre moins prononcées pour le ppy

seul. Si on s’intéresse au dernier grossissement réalisé, on voit que les plots possédant une
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biomolécule (ODN ou HP6) ne présentent pas la méme structure fine que le ppy seul. Il
semble que la forme des « alvéoles » ne soient pas la méme pour le plot de ppy et pour les
deux autres catégories de plots, ce qui nous permet d’émettre I’hypothése que les
biomolécules sont bien immobilisées sur la surface. Tout ceci est confirmé par la mesure de la
rugosité de la surface, cet effet est stirement dii a I’immobilisation de biomolécules sur le film

de polypyrrole, ces biomolécules étant de plus grande taille.

Jusqu’a présent, nous avons détaillé les différentes phases nous permettant de
construire nos puces a sucres : la construction des molécules « pyrrole - bras espaceurs », leur
couplage a un sucre naturel, leur mode de dépdt et la caractérisation des plots par deux
méthodes : le MEB et I’AFM.

Par la suite, notre travail portera sur la détection et la mesure de I’interaction
biologique mode¢le entre 1’oligosaccharide HP6 et la chimiokine SDF-1 présentée en début de

chapitre II (cf. 11.1.2.2.).

3. Mise au point analytique

Toujours dans le but de réaliser I’analyse dynamique de 1’assemblage des complexes
protéines - Héparanes Sulfates, nous avons souhaité effectuer ces complexations sur support
solide (puce = matrice de plots) et en utilisant, comme détection, une mesure
multiparamétrique : I’imagerie SPR. Nous étudierons préalablement 1’assemblage possible
entre HP6 greff¢ et la protéine SDF-1, notre modele d’étude, par microscopie a
épifluorescence. Nos travaux de reconnaissance biologique se basent sur I’expérience et les

résultats de 1’équipe avec laquelle nous collaborons a I’'IBS.

3.1 Interactions sucre HP6 - protéine SDF-1 révélée par
microscopie de fluorescence

Dans un premier temps, le systéme de détection par fluorescence utilisé au laboratoire,
sera décrit, puis les différents résultats seront ensuite exposés. Ces €tudes préliminaires, vont

nous servir a déterminer si, d’une part, 1’interaction biologique est mesurable, et d’autre part,
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quels sont les parameétres utiles pour cette détection, pouvant aussi servir de point de départ

pour les études futures en imagerie SPR.

3.1.1. Principe du microscope a épifluorescence

Un microscope a fluorescence est un microscope photonique équipé d’une lampe a arc.
Des filtres d'excitation permettent de choisir la longueur d'onde incidente et des filtres
d'émission (ou d'arrét) permettent de sélectionner les radiations émises par 1'objet excité. Un
microscope €quipé en épifluorescence est pourvu de plusieurs jeux de filtres correspondant
aux fluorophores les plus habituellement utilisés. Chaque jeu de filtres est constitué¢ d'un filtre

d'excitation, d'un miroir dichroique et d'un filtre d'émission.

Pour nos études, nous utilisons la microscopie de fluorescence pour la visualisation
d’une biopuce, c¢’est-a-dire un substrat fonctionnalisé avec de nombreuses sondes différentes.
Comme pour les tests immunologiques ELISA, la procédure d’utilisation comprend deux
étapes principales : I'interaction puis la lecture. L’interaction consiste en 1’injection sur la
biopuce de la solution test contenant les cibles marquées par un fluorophore, suivie de
I’¢limination des cibles non liées par une solution de ringage. L’intensité de fluorescence est

alors mesurée.

Ainsi, pour nos travaux, afin de nous affranchir des problémes de quenching, liés au
polymére, nous avons choisi un fluorophore : la R-Phycoérythrine liée a une molécule de
Streptavidine. Le principe présenté précédemment reste inchangé, hormis le fait qu’il y a deux
étapes d’interactions successives. Dans une premiére étape, I’interaction biologique a lieu
entre le sucre immobilisé sur le support et la molécule cible en solution, marquée par une
molécule de biotine et, dans une deuxiéme étape aprés ringage de la puce (€limination du
surplus de cibles n’ayant pas réagies), a lieu l’interaction Biotine — Streptavidine, la
streptavidine étant reliée au fluorophore, la Phycoérythrine. Une fois ces deux étapes

d’interactions réalisées, la lecture de la puce peut étre effectuée (figure 61).
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Sugre HP6 Sucre témoin
négatif

Protéine
négatif S.D'.:'1 a
biotinylée

Plot  Plot

R-streptavidine

positif Phycoérythrine (SAPE)

Figure 61: principe de I’utilisation de la biopuce pour une détection en fluorescence ; premiére étape :
interaction biologique avec la protéine marquée par une biotine ; deuxiéme étape : interaction biotine/
SA marquée par un fluorophore ; troisiéme étape : lecture sous le microscope : 1- lampe a arc, 2- filtre
d'excitation, 3- miroir dichroique, 4- objectif, 5- puce, 6- filtre d'émission, 7- oculaire / caméra.

Le principe de détection par fluorescence maintenant décrit, nous allons exposer, dans
la suite de ce paragraphe, les différentes expériences réalisées, afin de, premierement, valider
la démarche de fabrication réalisée jusqu’ici, et dans un deuxieme temps, d’optimiser les

parametres utiles lors de cette détection.

3.1.2. Premiére détection de l'interaction biologique modéle

Dans un premier temps, pour valider la technique de 1’« électrospotting » transposée
au greffage de sucres, a été déposé, sur une surface d’or, le sucre modele HP6 qui est relié¢ a

une molécule de pyrrole par un bras espaceur : PUH, PUAH ou PCAH.

L’objectif de cette expérience est de vérifier la reconnaissance du sucre HP6 par la
protéine SDF-1 biotinylée, et de déterminer a partir de quelle concentration en sucre dépose,

la reconnaissance, si elle a lieu, peut étre détectée.

Le principe de révélation en fluorescence de la complexation HP6/SDF-1 biotinylée
est le suivant : la puce est plongée dans une solution tampon de ringage ; ce tampon contient
de la BSA (sérum albumine bovine), servant a « bloquer » I’or nu de la puce et aussi les plots
de ppy, afin d’éviter toute fluorescence non spécifique. Une fois le blocage fait, sont incubées
successivement la protéine SDF-1a biotinylée (interaction protéine SDF-1a / héparine HP6)
puis la streptavidine R-phycoérythrine (SAPE) (interaction streptavidine / biotine).
L’intensité de fluorescence (IF ou niveaux de gris) est ensuite évaluée a 1’aide d’un

microscope a épifluorescence.
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Pour cette étude préliminaire, les dépdts ont été faits sur une lame de verre recouverte
de chrome (1 nm) et d’or (48 nm). 25 plots de polypyrrole ont été déposés sur la lame. La
durée d’¢lectrocopolymérisation (impulsion électrique) est de 500 ms. Ce temps nous permet
d’obtenir une couche de polymere assez épaisse. Ces plots sont constitués d’un mélange
initial (pour le dépot) de pyrrole 20 mM, tampon phosphate (50mM pH=7) et de pyrrole
greff¢é au composé biologique a différentes concentrations et se détaillent de la fagon
suivante :

e Espéce 1 : sucre HP6 + bras espaceur PCAH (PCAH-HP6)

e Espéce 2 : sucre HP6 + bras espaceur PUAH (PUAH-HP6)

e Espéce 3 : sucre HP6 + bras espaceur PUH (PUH-HP6)

e Espéce 4 : sucre HP6 sans bras espaceur et non greffé au pyrrole (HP6 seul)

e Espéce 5 : Chondroitine Sulfate (CS) ne reconnaissant pas la protéine + PCAH (PCAH-CS)
e Espéce 6 : pyrrole (pas de composé biologique greffé, appelé Milieu Réactionnel (MR)

Ces plots ont été déposés a 6 concentrations différentes : A = 100uM, B = 50uM, € =
25uM, D = 10uM, E = 1uM, F = 500nM. Le plot gris¢ du schéma est un plot de MR
polymérisé. Ces concentrations représentent la concentration en sucre total (sucre — pyrrole et
sucre seul) présent en solution. Le sucre Chondroitine Sulfate (CS) a été utilis€ comme témoin
négatif, parce qu’il posséde une structure similaire a celle de I’héparine HP6 mais ne posséde
pas de propriétés de reconnaissance de la protéine SDF-la. Tout comme HP6, ce sucre

négatif est reli¢ au PCAH, afin d’étre fixé dans les mémes conditions.

Pour la premiére étape, qui correspond a I’interaction biologique, nous nous sommes
inspirés de la concentration en ODN complémentaires cibles déja utilisés pour la détection de
I’hybridation d’ADN par fluorescence au laboratoire'*® ; ainsi, la concentration de 1uM a été
choisie. C’est une valeur qui peut paraitre élevée mais qui permet d’étre stir de ne pas avoir la
protéine cible en quantité limitante. Le volume utile de dépot de la solution de SDF-1 est
d’environ 45uL ; plusieurs essais d’incubation de la protéine cible en fonction du temps ont
été réalisés, et il nous est apparu qu’a partir d’un temps de 30 minutes, notre signal final en
fluorescence était maximum et il en est de méme pour I’interaction Biotine — Streptavidine.

Ces quelques paramétres ayant été déterminés, la premiére expérience a pu étre effectuée.

La photo 62 montre les résultats obtenus apres incubation de SDF-1 biotinylée a 1uM

(45uL) pendant une demi-heure suivie d’un ringage puis de I’incubation de SAPE durant une
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demi-heure. Les mesures d’intensité de fluorescence prises sur la photo sont récapitulées dans

le tableau suivant (tableau 6) :

Barriere hydrophobe

Figure 62: gauche : photo de la lame au microscope exposée 0,52s (temps d’exposition faible, afin
d’éviter la saturation lumineuse) apres passage de SDF-1 & 1uM; droite : schéma de composition de la
lame.

Concentration
PUH-HP6 | PUAH-HP6 | PCAH-HP6 [PCAH-CS(A)
en sucre (uM) HP6 seul MR
0,5 18 4 10 _ _ _
1 24 12 22 _ _ _
10 80 24 68 _ _ —
25 218 66 130 _ _ 0
50 326 114 312 8 _ 0
100 346 172 _ 8 12 0

Tableau 6 : récapitulatif des intensités normalisées de fluorescence obtenues lors de la lecture de la
lame (présentée ci-dessus, fig. 62) au microscope, intensités exprimées en niveaux de gris.

Par ’image obtenue en fluorescence et la mesure semi quantitative de I’intensité des
plots (exprimée en niveaux de gris dans le tableau 6, ci-dessus), nous pouvons observer que :
(1) les 3 plots MR, conformément a nos attentes, ne présentent pas de fluorescence, montrant
I’absence d’adsorption non spécifique a la surface du film de polypyrrole. De plus, 1’étape de
blocage est utile, car la protéine SDF-la biotinylée ne s’adsorbe ni sur l’or, ni sur le
polypyrrole seul (MR), aprés traitement; (2) le témoin négatif PCAH-CS greffé au
polypyrrole, ne présente qu'une tres faible fluorescence, la protéine ne s’adsorbe pas sur ce
plot et n’interagit pas avec ce sucre (négatif) et (3) le témoin HP6 (Espéce 4) immobilisé dans
le polypyrrole, montre une fluorescence tres inférieure aux plots HP6 greftés au pyrrole. Cela

démontre que la détection de la reconnaissance protéine / sucre nécessite que le sucre soit
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pyrrolylé et copolymérisé avec le pyrrole, contrairement aux protéines ou a I’ADN, qui sont
des biomolécules pouvant s’adsorber de maniére passive (sans covalence) sur les films de

polypyrrole et permettant tout de méme une bonne reconnaissance biologique.

Les intensités de fluorescence nous indiquent que plus la solution de spotting est
concentrée en sucres modifiés (liée a la densité du plot en sucres), plus la reconnaissance
biologique (et donc les intensités de fluorescence) augmente. Mais en comparant les intensités
de fluorescence des trois molécules « pyrrole - bras espaceurs — HP6 », la meilleure

fluorescence est observée pour le bras PUH, suivi du bras PCAH et enfin du bras PUAH.

En I’état actuel de nos travaux, nous pouvons affirmer que la fluorescence obtenue est
spécifique de la reconnaissance entre le sucre HP6 greffé de maniére covalente sur les plots de
polypyrrole et la protéine biotinylée, grace a la présence des quatre témoins négatifs : 1’or, le
ppy seul, HP6 immobilisé¢ dans le film et le plot PCAH-CS. Nous comprenons donc que les
oligosaccharides utilisés supportent I’étape d’¢électrospotting et que le pyrrole est nécessaire a
la fixation de sucres. En revanche, nous ne sommes pas en mesure de savoir avec certitude
pourquoi I’oligosaccharide HP6 supporté par un bras espaceur présente un meilleur signal
qu’un autre. D’aprés le dosage de la quantité de pyrrole li€¢ au sucre, on sait qu’il y a plus de
sucre HP6 li¢ au bras espaceur PUH qu’au PCAH et qu’au PUAH, ce qui pourrait expliquer
en partie, pourquoi il y a une meilleure fluorescence pour le PUH > PCAH > PUAH. Mais
pour répondre a cette question plus précisément, d’autres études sont nécessaires pour
déterminer le caractére hydrophile plus ou moins important des bras, afin de comprendre leur

role dans la reconnaissance (résultats discutés dans un prochain paragraphe).

Nous pouvons déja conclure que la technique d’immobilisation du sucre HP6 est
favorable a la reconnaissance de la protéine et que méme si les rendements de couplage sont
faibles et la proportion finale de sucre greffés de facon covalente est aussi faible, elles sont

tout de méme suffisantes et efficaces pour nos études de reconnaissance.

Il reste maintenant a déterminer la gamme de concentrations en protéine SDF-1
biotinylée favorable a la détection en fluorescence mais aussi celle des sucres, utile pour le
spotting. D’apres cette premiere expérience, les plots ayant une concentration en sucre total
comprise entre 10 uM et 50 uM, offrent une bonne réponse en fluorescence pour la
concentration en protéine utilisée ; en revanche, il n’y a quasiment aucune fluorescence pour

les plots de 0,5 uM et 1 uM et les plots a 100 uM semblent étre saturés en fluorescence, ils
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possedent donc une densité de sucres a la surface du polymere trop grande. Il faut penser a
I’encombrement stérique exercé par ’empilement « sandwich » sucre immobilisé¢ + Protéine
Biotinylée + SAPE. Un compromis, entre la quantité de sucre a déposer et la concentration en

protéine a incuber sur la puce, doit étre trouve.

3.1.3. Optimisation des parameétres pour la détection en
fluorescence

L’étude précédente a montré que, pour une solution de protéines SDF-1 biotinylée a la
concentration de 1 uM, une densité en sucre HP6 de 1 uM n’aboutissait qu’a une faible
intensité de fluorescence et qu’une concentration supérieure a 50 uM en HP6 spotté, quelle
que soit la molécule « pyrrole - bras espaceur » utilisée, donnait des plots saturés en
fluorescence. Nous nous sommes donc intéressés a une gamme de concentration en sucre total
a spotter allant de 1,5 uM a 25 uM. De plus, lors de cette étude, une gamme de concentrations
de protéines cibles a été testée afin de déterminer la sensibilité de la reconnaissance
biologique étudice.

Les différentes especes « pyrrole - bras espaceur — sucre » ont été déposées suivant la
matrice représentée sur la figure 63. Les concentrations indiquées pour les différents plots
correspondent aux concentrations en sucre total utilisées dans la solution de pyrrole libre, en
vue du dépot €lectrochimique. Trois controles négatifs sont utilisés :

- MR : (milieu réactionnel) il correspond a un plot composé uniquement de polypyrrole.

- HP6 : HPG6 libre, non greffé au pyrrole.
- PCAH-CS : le sucre chondroitine sulfate (CS) relié a un pyrrole par le bras espaceur PCAH.

Ici, la méme matrice de plots (quatre expériences indépendantes réalisées avec la méme
composition de plots afin de valider I’étude) a été incubée avec différentes concentrations en
SDF-1 biotinylée: 62,5 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM et 1 uM (figure 63). Nous savions
d’apres les premieres expériences que la solution en protéines cibles a 1 uM nous permet
d’avoir de trés bonnes intensités en fluorescence. Par la présente étude, nous avons cherché a
connaitre le seuil de reconnaissance en fonction de la quantité de sucres spottés et de celle en
protéines incubées, sachant qu’il est préférable de limiter toute consommation de produits
biologiques (protéines ou sucres), d’ou la recherche d’un compromis dans I’utilisation des

biomolécules.
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PO D

PCAH-CS  PCAH-CS

OO O OO

PUH-HP6  PUH-HP6 PUH-HP6  PUH-HP6  PUH-HP6

1,5uM 3,1TM B’ZSTM 12,5uM 25TM

PCAH-HP6 PCAH-HP6 PCAH-HP6 PCAH-HP6 PCAH-HP6

1,5iM 3,1iM 6,25uM 12,5uM 25iM

PUAH-HP6 PUAH-HP6 PUAH-HP6 PUAH-HP6  PUAH-HP6
1,5uM 3,1uM 6,25uM 12,5uM 25uM

Figure 63 : Gauche : photo de la puce vue au microscope a épifluorescence exposée a 1.6s, apres
interaction avec la protéine ciblée a 500nM, suivie de la révélation avec la SAPE ; la derniére ligne
composée d’'un gradient en concentrations de molécules PUAH-dp12 ne servant pas a 1I’étude a été
masquée; droite : Iégende de la matrice réalisée.

Les premicres conclusions sont que, quelle que soit la concentration en protéines
cibles, les trois témoins négatifs ne montrent qu’une faible intensité de fluorescence. Le
niveau d’interaction non spécifique est donc peu élevé. Ces valeurs confirment I’étude
précédente (cf. 11.3.1.2.). D’autre part, ’étape de saturation réalisée en incubant 1% de BSA
en début d’expérience semble satisfaisante puisque la protéine ne se fixe pas sur I’or (figure
63) et qu’elle ne se fixe que dans de tres faibles proportions sur les plots de polypyrrole seul
(MR). Notons tout de méme la présence de points tres lumineux sur les images prises, nous
avancons I’hypothése que ce sont des agglomérats de protéines biotinylées mal dissoutes dans
le tampon utilis¢, mais cette fluorescence est totalement non spécifique, et ne compromet en

rien ces expériences.

De plus, la protéine ne s’adsorbe que trés faiblement sur le sucre négatif PCAH-CS, ce qui
confirme la spécificité du complexe SDF-1/ HP6. Enfin, le plot t¢émoin HP6 immobilisé dans
le polymére de polypyrrole présente une fluorescence tres inférieure aux plots HP6 greffés de
facon covalente au polypyrrole, ce qui confirme I’immobilisation de celui-ci dans le
polymere, mais cette immobilisation non covalente ne permet pas une bonne accessibilité du

sucre pour la reconnaissance de la protéine.
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Figure 64 : Niveau d’intensité de fluorescence, correspondant a I’interaction entre la protéine SDF-1a
biotinylée a différentes concentrations et les différentes espéces sucre/bras espaceur, apres ajout de
SAPE : a) pour les plots PUH-HP6; b) pour les plots PCAH-HP6 ; c) pour les plots PUAH-HP6 ; d)
récapitulatif des intensités de fluorescence pour les spots les plus concentrés en HP6, quel que soit le
bras espaceur ; tous ces graphes sont comparés aux intensités de deux témoins négatifs : le ppy seul et
le plot PCAH-CS.

En nous intéressant plus précisément a la réponse en fluorescence en fonction de la
concentration de protéines cibles, nous pouvons observer sur la figure 64 que plus un plot
possede de sucres HP6 greffés, plus D’intensit¢ de fluorescence croit, donc plus Ia

reconnaissance biologique est importante.

D’apres les courbes d’intensité (figure 64), les réponses en fluorescence sont
considérées comme spécifiques (supérieures aux controles négatifs) a partir d’une
concentration supérieure a 125 nM en SDF-1, pour les plots en HP6 a 12,5 uM et 25 uM. Sur
la figure 64, les plots ayant comme concentrations de greffage 1,5 uM et 3,1 uM (quel que
soit le bras espaceur utilis¢) ne présentent que de faibles intensités de fluorescence, mais tout
de méme supérieures a la fluorescence non spécifique observée sur les plots témoins.
Cependant nous avons estimé que ce n’est qu’a partir des plots de HP6 a 6,25 uM que
I’ensemble des concentrations en protéines cibles était détectable spécifiquement. Nous avons
constaté que I’augmentation en protéines aboutit a une augmentation de I’intensité de
fluorescence du plot, jusqu’a I’obtention d’un plateau, illustrant la saturation du plot en

protéines, ici visible sur la figure 64 a partir de 500 nM en SDF-1.
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Grace a cette étude, nous avons pu affiner nos paramétres de détection en
fluorescence ; nous pouvons travailler avec des concentrations en protéines bien inférieures a
1 uM, et parallelement, nous pouvons choisir d’utiliser des concentrations en sucre HP6 a
greffer de ’ordre d’une dizaine voire d’une vingtaine de micromolaires en sucre total et non
plus a 100 uM. Nous pouvons aussi discuter des intensités de fluorescence différentes en
fonction du bras espaceur utilisé ; il suffit de faire entrer en jeu des différents rendements de
couplage des « bras espaceurs — HP6 », pour comprendre qu’une fois les intensités
normalisées en fonction de ces valeurs, les intensités présentent nettement moins de
dispersion en fonction des différents bras espaceurs. Les seules conclusions que nous pouvons
tirer pour I'instant de ces mesures, vis-a-vis du bras espaceur, sont que sa présence est
nécessaire pour une bonne accessibilité de la chaine oligosaccharidique et que les trois bras
espaceurs testés (PUH, PUAH et PCAH) semblent équivalents. Il est donc prématuré, pour

I’instant, d’opter pour un bras espaceur plutdt qu’un autre.

3.1.4. La fluorescence : un moyen de valider la purification
des oligosaccharides par HPLC

Apres les étapes de validation et d’optimisation des parameétres, la détection par
fluorescence sert de phase de contrdle de couplage, avant toute construction de matrice de

plots sur un prisme recouvert d’or suivie d’une analyse cinétique par imagerie SPR.

Ce paragraphe va nous permettre de décrire plus précisément ce controle ;
généralement, les échantillons issus du couplage, apres avoir été dosés, sont spottés sur lame
de verre recouverte d’or, puis révélés en fluorescence. Leurs résultats obtenus, apres lecture
de la puce, nous permettent le plus de souvent de valider le couplage et donc passer a 1’étude
des interactions par imagerie SPR. Mais, il arrive que 1’étape de fluorescence donne des
résultats non attendus. Dans ce cas de figure, les causes doivent étre trouvées. C’est pour cela
qu’il a été mis au point, apreés un controle en fluorescence non conforme, un principe de
vérification et de purification des oligosaccharides modifiés par le couplage, au moyen de
I’analyse HPLC (cf. 11.2.2.3.b). Dans ce paragraphe, nous allons expliquer cette démarche de

vérification des couplages, avec lecture en fluorescence, avant et apres purification par HPLC.
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Ici, nous travaillons sur I’exemple suivant : a I’issue des couplages entre les bras
espaceurs PCAH et Py~NH; et le sucre modele HP6, un controle en fluorescence est réalisé,

apres avoir effectué les différents dosages du sucre et du pyrrole.

Afin de valider les couplages, les échantillons (les différentes espeéces « pyrrole - bras
espaceur — sucre » décrites figure 66 et dans la partie expérimentale) sont spottés dans une
gamme de concentration assez large. Comme attendu, les témoins négatifs ne répondent pas
en fluorescence et les deux plots témoins positifs (PCAH-HP6 a 12,5 et 25uM) répondent
correctement lors de I’expérience. Or les 4 échantillons issus du nouveau couplage donnent
une réponse trés faible, vis-a-vis des deux plots témoins positifs (PCAH-HP6).
Précédemment, les rendements de couplage de chaque échantillon avaient été mesurés au
préalable et sont les suivants : Py~NH-HP6 (1) = 16% ; Py~NH-HP6 (2) =22% ; Py~NH-HP6
(3) =55% ; PCAH-HP6 (4) = 95%.

A T’obtention de ces valeurs et aprés comparaison avec les intensités de fluorescence,
un doute sur I’efficacité du dosage et/ou du couplage est apparu. Habituellement, le couplage
entre le bras espaceur PCAH et le sucre modele HP6 atteint généralement les 14-15% et 1a, sa
valeur dépasse 90%, et vu la tres faible fluorescence des plots méme a forte concentration
(plots a 50 ou 100uM), un probléme est survenu. Pensant d’abord a I’erreur humaine, les
dosages sont refaits, mais aucune valeur pour les couplages avec les Py~NH-HP6 ne change,
celle du couplage PCAH-HP6 diminue pour donner 60%. Cette étape permet de vérifier
I’exactitude des dosages, la question se pose donc sur les étapes précédentes : le couplage en

lui-méme et/ou sa purification sur colonnes d’exclusion.

Voulant déterminer au plus vite la cause, aucun couplage n’est refait, en revanche, les
échantillons (1), (2), (3) et (4) (décrits plus loin) sont passés en HPLC. Les quatre échantillons
possedent tous I’enveloppe correspondant au sucre HP6 (¢f. 11.2.2.3.b), mais au lieu de n’avoir
qu’une série de petits pics entre 9 et 16 min, comme il avait déja été observé pour les bras
espaceurs PUH, PUAH et PCAH, ces 4 échantillons possedent en plus un grand pic sortant
aux alentours de 14,5 min : phénomene assez surprenant pour PCAH (figure 65). Ces

différents pics sont tout de méme collectés en vue du nouveau controle.
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Figure 65 : Graphe HPLC d’un des échantillons testés, Py-NH-HP6 (1) : Enveloppe correspondant au
sucre naturel HP6, puis série de pics plus ou moins grands, plus ou moins fins correspondant aux
molécules de sucre modifié et au temps t = 14,5 min, pic se révélant étre Py-NH,.

Apres réflexion, 1’idée qu’il reste du réactif possédant un groupement amine n’ayant
pas réagi dans 1’échantillon final devient évidente, ces réactifs faussant les dosages
d’échantillons. La diamine, réactif de départ pour Py~NH,; (cf. I1.2.1.2.b), n’est peut-étre pas
totalement ¢éliminée ; or d’aprés les caractérisations en spectroscopie de masse et en RMN,
aucune trace de diamine n’a été détectée. Le seul réactif pouvant fausser les dosages, autre
que la diamine, est en fait le « pyrrole - bras espaceur » n’ayant pas réagi: Py~NH,. Pour
confirmer cette hypothése, ce « pyrrole - bras espaceur » seul dissous dans du tampon de
HPLC a été injecté et le graphe obtenu ne comporte qu’un pic, celui a 14,5min. Ainsi, nous
comprenons que ce réactif, malgré le désalage sur colonne aprés couplage, n’est pas
totalement ¢liminé ; encore un probléme se pose, pourquoi y a-t-il donc du Py~NH, dans
I’échantillon désalé de PCAH-HP6 ? L’explication est simple : cette molécule lors du premier
désalage sur la colonne reste piégée dans celle-ci, et malgré le ringage de celle-ci entre chaque
échantillon, au fur et a mesure des différentes purifications, il se décroche et vient donc
contaminer les échantillons successifs. Au final, il a été établi que le ringage de cette mini
colonne d’exclusion entre chaque échantillon devait étre triplé en volume, voire utiliser une

seule colonne par échantillon distinct.
Fort de ces connaissances, les fractions des différents pics collectées sur HPLC sont

séchées, et seules celles correspondant aux séries de sucres modifiés sont reprises dans du MR

(40uL), afin de réaliser un nouveau contrdle par fluorescence.
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Les différentes especes « pyrrole - bras espaceur — sucre » ont été déposées suivant la
matrice représentée sur la figure 66. Tous les plots ne concernent pas notre étude, donc ces
autres couplages, ayant subi le méme protocole de purification par HPLC, ont été masqués.

Les concentrations indiquées pour les différents plots correspondent a des dilutions au
10° et au 100°, en vue du dépdt électrochimique. Trois contrdles négatifs sont utilisés : MR,

PCAH-CS et HP6.

- PCAH-HP6 : (dernicre ligne) Echantillon connu, servant de témoin positif, & deux concentrations
12.5 et 25uM.

- Py~NH-HP6 (1) : conditions normales de couplage dans du tampon Bicarbonate de sodium pH =
7.8 (cf. partie expérimentale).

- Py~NH-HP6 (2) : conditions normales de couplage, seulement le bras espaceur Py-NH2 est deux
fois plus concentré.

- Py~NH-HP6 (3) : les mémes conditions de couplage que les conditions (1), seulement le tampon de
couplage change : tampon acétate de sodium a pH = 5.

- PCAH-HP6 (4) : conditions normales de couplage dans du tampon acétate de sodium.

OCOOCOCO®

PCAH-CS PCAH-CS

@@@...

Py-NH-HP6Py-NH-HP6 Py- NH HP6 Py-NH-HP6 Py-NH-HP6 Py—NH -HPG
1100e  1/10e 1/100e 1/10e

PCAH-HP6 PCAH HP6 Py-NH-HP6 Py-| NH HP6 Py-NH-HP6 Py-| NH -HP6
1/10e 110e 1/10e

PUH-HP6 PUH HP6 PUH-HP6 PUH HP6 PUH-HP6 PUH-HP6
110e 1/10e 1/10e 1

OO0

PCAH-HP6 PCAH-HP6 PCAH-HP6 PCAH-HP6 PCAH-HP6
125uM  12,5uM 25uM 25uM 25uM

Figure 66 : Gauche : photo de la puce vue au microscope a épifluorescence exposée a ls, apres
interaction avec la protéine ciblée a 800nM, suivie de la révélation avec la SAPE ; droite : Schéma de
la matrice réalisée ; Py-NH-HP6 (1) : conditions normales de couplage, Py-NH-HP6 (2) : conditions
normales de couplage, quantité de bras espaceur augmentée, Py-NH-HP6 (3) : les mémes conditions
de couplage que les conditions (1), seulement le tampon de couplage change : tampon acétate a pH =
5, PCAH-HP6 (4) : conditions normales de couplage.

Au vu de I’'image de fluorescence, on constate que les fractions collectées répondent

tres bien en fluorescence, les échantillons Py~NH-HP6 donnent des intensités bien
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supérieures a celles des plots témoins positifs. Ce dernier controle nous permet donc de
valider cette technique de purification des oligosaccharides. A I’heure actuelle, il est encore
difficile d’en déduire la quantité de sucres modifiés mais nous pouvons au moins valider la

faisabilité du couplage entre le bras espaceur Py~NH, et HP6.

3.1.5. Bilan

La détection par fluorescence nous a permis de valider et d’optimiser notre technique
de dépot associée a la chimie de couplage « pyrrole / oligosaccharide ». Cette technique de
détection s’est révélée €tre utile et un moyen de controle efficace pour la préparation des
¢échantillons.

Maintenant que le modele d’étude des interactions sucre — protéine est validé sur puce,
la suite de notre travail va consister en 1’étude de cette reconnaissance, par imagerie SPR, afin
d’obtenir de nouveaux parametres: les cinétiques d’association et de dissociation du

complexe sucre — protéine, en temps réel et sans marquage de protéines au préalable.

3.2 Interactions sucre HP6 - protéine SDF-1 suivies par
imagerie SPR

Le modele d’étude des interactions oligosaccharide — protéine étant validé par la
détection en fluorescence (cf. 11.3.1.), ces mémes interactions vont pouvoir maintenant étre
détectées par I’imagerie SPR. Avant de s’intéresser aux résultats obtenus, le systéme optique

va €étre décrit, ainsi que le systéme fluidique.

3.2.1. Présentation du systéme d’imagerie SPR

a) Montage optigue

Comme nous I’avons déja expliqué plusieurs fois au cours de cette these, les différents
plots sont placés sur la couche d’or au contact du prisme. Pour étudier simultanément et en
temps réel les interactions se produisant sur ces différents spots, ceux-ci sont imagés sur une

caméra CCD par un systéme optique adéquat (figure 67). Ce systeme a été largement décrit
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par Emmanuel Maillart dans sa thése'™ ; notre systéme optique est basé sur toutes les

considérations énoncées dans sa these.

Rappelons cependant que la résonance de plasmons de surface est une technique qui
permet de détecter a la surface d’une couche métallique, (I’or est généralement utilisé pour
son excellente stabilité et ses propriétés optiques), la fixation de molécules de toute nature.
Cette méthode est une mesure indirecte des changements de masse qui pourraient survenir a la
surface. En effet, ’apparition d’un excés de molécules en une zone particuliere de la surface
se traduit par une variation locale de I’indice de réfraction, difficile a mesurer par une
technique classique. Associée a un systéme d’imagerie de la surface, la SPR constitue une
méthode particulieérement simple et reconnue pour sa haute capacité a mesurer localement de

faibles variations d’indice sur une épaisseur de 1’ordre de quelques nanometres.

Notre systeme (figure 67) est composé d'une diode LED (A = 650 nm), dont le
faisceau est collimaté par deux objectifs de microscope. Ce faisceau de 10 mm de diametre est
dirigé vers la base du prisme ; celui-ci est recouvert d’un film mince d’or d’une cinquantaine
de nanometres d’épaisseur (Inm Cr + 48nm Au). Le faisceau traverse donc le prisme et se
réfléchit sur la couche d’or, puis ce rayon lumineux est renvoyé vers une caméra CCD,
permettant de visualiser I’image des plots. L’excitation des plasmons de surface est obtenue
pour un angle d’incidence bien déterminé (angle de résonance) et se manifeste par I’extinction
du faisceau réfléchi. La réflectivité du systéme autour de 1’angle de résonance est représentée

sur la figure 67 (courbe de réflectivité en fonction de I’angle 0)°”'**!7.

La réflectivité du systéme présente un minimum proche de zéro. La largeur du pic de
réflectivité a mi-hauteur est d’environ 5° dans le cas d’un film mince d’or. Si une couche
moléculaire se fixe progressivement sur la surface métallique, les conditions de couplage de
résonance sont modifiées et la courbe de réflectivité se décale angulairement (passage de la
courbe I a la courbe II, figure 67). En se plagant a une incidence fixe 6y correspondant au
maximum de la pente de la courbe, on observe une variation de la réflectivité provoquée par

la fixation de matiére sur la surface d’or, en fonction du temps (figure 67).
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Spots biologiques recouverts par la cellule d’interactions
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Figure 67 : schéma du systeme de transduction optique mettant en jeu le phénomeéne
physique de résonance des plasmons de surface ; gauche et milieu bas : courbes typiques de la
réflectivité en fonction du temps. La courbe de réflectivité se déplace vers la gauche
lorsqu’une couche moléculaire se fixe sur I’interface ; droite bas : image obtenue a la caméra
CCD correspondant a la variation de la réflectivité pour un angle 6y a I’instant t en fonction de
I’épaisseur moyenne de produit biologique déposé a I’interface.

b) Fluidigue

Le systéme fluidique est le dispositif permettant d’amener les cibles au contact des
sondes fixées sur la surface d’or. Ce dispositif est constitu¢ d’'une pompe, d’une vanne, d’une
boucle d’injection, de tubulures, de raccords et d’une cellule ou vont se dérouler les
interactions. Ce systéme doit étre biocompatible pour ne pas polluer les réactifs et le volume
du circuit d’injection doit étre le plus faible possible afin d’économiser les réactifs dont le prix

de revient est assez ¢levé ou dont la disponibilité est limitée.
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b.1. La pompe

Deux systémes d’injection sont couramment utilisés : ceux basés sur une pompe
péristaltique et ceux basés sur une pompe pousse-seringue. Ces deux types de pompe, tres
différents, imposent le choix de la tubulure et des raccords.

Notre choix s’est porté sur une pompe pousse-seringue car nous possédions déja ce
type de matériel dans le laboratoire. Il faut savoir qu’une pompe pousse-seringue, comme son
nom l’indique, est constituée d’une seringue et d’une translation motorisée contrdlant le
mouvement du piston de cette seringue. Le liquide est alors « poussé » dans des tuyaux
rigides. Les avantages de ce type de pompe sont les suivants : (1) la circulation du liquide est
sans a-coups, contrairement a une pompe péristaltique, grace a la translation continue du
piston, (2) la précision du débit (controlé grace a la vitesse de translation du piston), ce qui
permet un plus grande reproductibilité. En revanche, les pompes pousse-seringue ont aussi
quelques inconvénients : les différentes solutions doivent remplir la seringue donc, pour éviter
toute contamination, il est nécessaire d’utiliser autant de seringues que de produits. Cet
inconvénient est corrigé par le montage d’un systéme de boucle d’injection entre la pompe et
la cellule d’interactions. Notre pompe, de marque Bioblock Scientific, pour des tuyaux de
diametre interne 250 um, permet de faire varier le débit entre 2 uL/min et plusieurs centaines
de uL/min. Nous verrons, dans la partie suivante, en quoi le choix du débit est trés important

lors de I’é¢tude de cinétiques d’interactions (cf. 11.3.2.5.a).

b.2. Injection des échantillons

Nous allons maintenant expliquer comment les échantillons sont injectés grace a la
pompe pousse-seringue. L’injection des analytes se fait au moyen d’une vanne a boucle
centrale d’injection®”. Cette vanne, de marque Rheodyne modéle 5020 a 2 positions, permet
de ne faire passer que du tampon par la pompe pendant toute 1’expérience. En position 1, le
tampon sort directement de la vanne en laissant la boucle de volume fixe, libre pour y insérer
les réactifs a 1’aide d’une seringue. Ensuite, en position 2, ce volume prédéfini est introduit
dans le circuit d’injection en faisant passer le tampon dans cette boucle. Suivant la taille de la
boucle, nous pouvons faire passer différentes quantités d’analytes (50 uL, 100 uL, 250 uL,
...). Le principe de fonctionnement d’une vanne d’injection est illustré dans la figure 69. Ce
systéme, comprenant une pompe et une vanne, est couramment utilisé dans les systémes FIA
(Flow Injection Analysis : analyse de petites quantités de réactifs insérés dans un flux continu

de tampon, comme en HPLC)**".
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Figure 69 : Principe de fonctionnement d’une vanne a boucle d’injection centrale. En position 1, le
tampon (bleu clair) est injecté dans la cellule. Pendant ce temps, la boucle peut étre chargée avec un
réactif (vert fonc€) grace a une seringue. En position 2, le tampon passe par la boucle préalablement
chargée avant d’atteindre la cellule.

b.3. Cellules d'interactions

Pour finir la description du systéme fluidique, nous allons maintenant décrire la cellule
d’interactions. Elle est caractérisée par plusieurs propriétés : sa taille, sa forme ainsi que sa
composition. Sa taille va définir le nombre maximal de plots pouvant étre analysés en
parallele, sa forme va définir I’écoulement des réactifs au niveau de ’interface tandis que le
choix du matériau composant la cuve doit permettre une bonne biocompatibilité avec les

réactifs et une bonne étanchéité de la cellule.

La cellule d’interactions doit étre la plus grande possible afin de pouvoir intégrer un
maximum de plots dans la cellule, mais, dans le méme temps, sa taille va définir le volume de
la cellule et, par conséquent, la quantité de réactifs nécessaires pour I’analyse des
interactions ; le choix de cette taille résulte donc d’un compromis. Nous avons choisi
d’analyser des matrices de plots sur une superficie de 6 x 6 mm. Cette surface utile va nous

permettre d’analyser simultanément un certain nombre de plots, dans le cadre de nos études.

Une premicere cellule d’interactions cylindrique de diametre 9,5 mm a été congue, ce
qui nous laisse une tolérance suffisante pour placer la matrice de plots au centre de la cellule.
Cette cellule a une hauteur h = 100 pum, ce qui fait un volume raisonnable de 7,1 pL.

L’injection se fait alors par une ouverture de diametre 400 um a une extrémité de la cellule et
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la sortie par une autre ouverture de méme diametre a ’opposé de I’entrée. Ces deux trous dans
la bloc tenant la cellule s’ouvrent sur un pas de vis permettant de fixer le raccord d’une
tubulure. Cette cellule a été choisie en adéquation avec les travaux de thése d’Emmanuel
Maillart, qui a montré qu’une cellule cylindrique de volume 15 pL permettait une circulation
homogene des réactifs.

Une deuxieéme cellule d’interactions a été réalisée, elle est cette fois-ci de forme
hexagonale, de largeur 7,5 mm et de longueur entre les deux sommets centraux 11,5 mm,
I’épaisseur de cette cellule est de 100 um, soit un volume de 7,2 uL.

Ces deux cellules sont taillées dans un bloc de 14.5 mm x 15 mm x 25 mm de PVDF.
Ce matériau a plusieurs avantages : il est biocompatible et assez souple, ce qui facilite son
usinage et ce qui permet aux parois de la cuve d’épouser la forme du prisme afin d’assurer
une bonne étanchéité. Les plans de ces cuves sont représentés sur la figure 70. Les joints sont
usinés dans la masse. Ces cellules sont fermées en appliquant le bloc de la figure 70 sur un

prisme recouvert d’une couche mince d’or.

a) b)

Figure 70 : Plans des cuves en PVDF servant de cellules d’interactions pour I’imagerie SPR. La
cellule a) se résume a un anneau de téflon de diamétre intérieur de 9,5 mm, de diamétre extérieur 10
mm et d’épaisseur interne 100 pm et la cellule b) a une forme hexagonale de dimension 71.25 mm” et
d’épaisseur 100 um. Ces deux cuves sont sur un bloc de 14.5 x 15 x 25 mm’ percés de trous de
diamétre 400 um au niveau de la cellule pour I’entrée et la sortie des réactifs.

Le systeme fluidique d’injection des différents liquides est maintenant complet. Il va
permettre de faire circuler de maniére homogene de faibles quantités de réactifs. Ce systéme
va ensuite étre adjoint au prisme, afin de réaliser les expériences d’interactions biologiques

entre les oligosaccharides et des protéines.
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3.2.2. Spécificité / comparaison avec la détection par
fluorescence

Maintenant que la fluorescence nous a permis de valider notre modéle de
reconnaissance et que nous avons déterminé quelle gamme de concentrations en sucres « a
spotter », nous allons étudier les interactions entre le sucre HP6 et la protéine SDF-1 par

I’imagerie SPR (cf. 11.3.2.1.) en temps réel.

L’objectif premier des expériences en imagerie est de vérifier la reconnaissance, en
temps réel, du sucre HP6 par la protéine SDF-1a. Pour cette étude cinétique, les dépdts ont
été faits sur un prisme recouvert de chrome (1 nm) et d’or (48 nm). L’expérience a été
renouvelée sur deux prismes différents, sur le banc SPRi développé par Emmanuel Maillart a

I’IOTA (Orsay) et sur notre systeme développé au laboratoire.

Tout d’abord rappelons le principe des expériences réalisées en imagerie SPR. Aprés
avoir positionné le prisme au contact de la cellule d’interactions, le tampon de ringage est
injecté en continu a débit constant. Pendant ce temps, la boucle d’injection est chargée en
protéines cibles ; puis la boucle est ouverte, la protéine arrive donc dans la cellule, et si cela

est possible, la protéine reconnait les oligosaccharides sondes (figure 71).

Sucre HP6

Sucre témoin
2,’/ négatif
2

Bras
espaceur

polypyrrole Q

ﬁ
Protéine
Plot Plot Plot SDF'1 a
positif négatif pp
Prisme

Figure 71: Schéma de principe de la reconnaissance biologique, ayant lieu dans la cellule
d’interactions de I’imageur SPR ; ici, la protéine SDF-1 injectée est native.

24 plots de polypyrrole ont ¢été déposés sur le prisme. La durée
d’¢électrocopolymérisation était de 250 ms. Ces plots sont constitués d’un mélange de pyrrole
(20 mM, tampon phosphate 50mM pH = 7) et de pyrrole greffé au composé biologique et se

détaillent de la facon suivante (figure 72): les mémes espeéces « pyrrole — bras espaceur —
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HP6 » ont été utilisés : PUH-HP6 (plots rouges), PUAH-HP6 (plots oranges) et PCAH-HP6
(plots verts clairs). Ces plots ont été déposés a 5 concentrations différentes : 100 uM, 50 nM,
25 uM, 12,5 uM et 6,25 nM. Ces concentrations représentent la concentration en sucre total

(sucre pyrrolé et sucre seul). Nous avons utilisé¢ le sucre Chondroitine Sulfate (CS) comme

témoin négatif : PCAH-CS a 50uM et HP6 non modifi¢ a 100uM.

SOOB®

HP6  PCAH-HP6 PUAH-HP6 PUH-HP6 pCAH-CS
100uM 100uM 100uM 100uM 50uM

OO0 @®

PCAH-HP6 PCAH-HP6 PUAH-HP6 PUH-HP6  HP6
100uM 50uM 50uM 50uM 100uM

@OO®

PUH-HP6 PCAH-HP6 PUAH-HP6 PUH-HP6
100uM 25uM 25uM 25uM

O OO

PUH-HP6 PCAR-HP6 PUAH-HP6 PUH-HP& MR
50uM 12,5uM 12.50M  12.5uM

OOO® O

PCAH-HP6 PCAH-HP6 PUAH-HP6 PUH-HP6
100uM  6,25uM 6.25uM 6.25uM

Figure 72 : gauche : image du prisme vue en imagerie SPR, lorsqu’il est en solution tampon de
ringage ; droite : schéma de disposition des plots sur la surface dorée du prisme.

Une fois le prisme placé dans 1’appareil, les courbes de plasmons des différents plots
sont tracées. Ces courbes de réflectivité en fonction de I’angle d’incidence permettent dans un
premier temps de déterminer I’angle pour I’expérience de reconnaissance biologique « sucre-
SDF-1a » (figure 73). Plus le plot est épais, plus la courbe sera décalée vers les incidences

faibles. Sur cette figure, I’or est représenté en jaune.
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Figure 73 : plasmon en tampon de ringage réalisé avant de lancer I’injection de protéine, afin de
déterminer I’angle optimal pour la résonance plasmonique de surface.
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D’apres I’image de la matrice de la figure 72, on constate que les plots de polypyrrole
seuls et les plots ppy + HP6 non modifiés sont homogeénes, contrairement a ceux contenants
des sucres greffés a un pyrrole. Afin de pouvoir analyser la fonctionnalité des sucres ainsi
déposés, nous nous plagons ensuite a incidence fixe pour mesurer les cinétiques de variation
de la réflectivité en fonction du temps. Nous nous sommes placés vers 53° (droite rouge sur

figure 73), pour étre dans le flanc droit du pic d’absorption de la courbe de réflectivité.

Toutes les mesures ont été faites ici avec un débit de 50 uL / min. Sur ce prisme, le protocole

a été le suivant :

- Passage du tampon de ringage, solution contenant 1% de BSA, servant de bloquant pour
I’expérience.

- Mesure de la réflectivité en fonction de 1’angle d’incidence (figure 73).

- Passage d’une solution contenant la protéine SDF-1a diluée dans le tampon de ringage, pendant
7 minutes.

- Retour en tampon de ringage seul afin de mesurer la différence de niveau dans le méme milieu
avant et apres I’interaction (ringage pendant plus de 15 minutes).

- Passage d’une solution NaCl 1M dans le tampon de ringage pour dissocier totalement les
complexes protéine / oligosaccharide.

- Retour en tampon afin de mesurer la différence de niveau de réflectivité dans le méme milieu
avant et apres le passage de sels.

La figure 74 nous confirme la validit¢ de notre modele d’étude, nous obtenons les
mémes résultats qu’avec la fluorescence. Les cinétiques obtenues nous donnent quelques
indications sur la spécificité de I’interaction HP6 — SDF-1. Pour cette concentration
d’injection de la protéine (200 nM), la différenciation entre les plots greffés HP6 et les plots
témoins négatifs (PCAH-CS ou ppy seul) se fait sans probléme : avant le ringage, la variation
de réflectivité due a la fixation de la protéine est beaucoup plus importante sur les plots HP6
greffés que sur les témoins négatifs (comme le plot CS). Par contre, durant le ringage, la
majorité des protéines fixées se dissocie, ce qui rend la différenciation entre les HP6 greffés et
le CS plus difficile. Les plots réagissent de la méme fagcon qu’en détection par fluorescence.
La prise apres ringage est tout de méme différenciable pour les plots HP6 greffés les plus

denses (100 uM).
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Figure 74 : courbes cinétiques brutes pour la concentration 200nM en protéine SDF (7 minutes),
pourcentage de réflectivité en fonction du temps (secondes). Pour indication, les différentes injections
sont matérialisées par deux barres verticales rouges : tampon / Protéine / tampon.

La fixation de protéines cibles est spécifique de I’interaction (au vu des plots témoins
négatifs). Lors de cette injection, nous pouvons remarquer, tout comme en fluorescence, que
plus les plots contiennent des oligosaccharides greftés, plus le signal di a la reconnaissance
biologique est fort. Mais cette technique nous permet d’aller plus loin ; grace a ’acquisition
en temps réel des interactions, les cinétiques d’association de complexe oligosaccharide —
protéine peuvent étre observées, ainsi que les cinétiques de dissociation ; de plus, il faut
remarquer que la concentration en protéine SDF-1 est de 200 nM pour cette cinétique,
concentration moindre qu’en fluorescence, cette diminution de consommation de protéine est
un facteur non négligeable ; cette diminution de consommation de protéine pour obtenir un
résultat équivalent a la détection en fluorescence s’explique par la présence du ringage
nécessaire pour la détection par fluorescence avant lecture sous microscope, ce ringage

engendrant sirement un début de dissociation du complexe.

Parallelement, une gamme de concentrations en sucre greffé a été étudiée pour
déterminer la sensibilité de la reconnaissance en fonction de la densité¢ du plot en sucre.
Comme nous le montre I’histogramme des plots PUH-HP6 (figure 75), nous retrouvons

I’augmentation de réflectivité en fonction de la concentration en sucre, comme nous pouvions
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le suspecter. A titre indicatif, les plots PUAH-HP6 et PCAH-HP6 répondent de maniere

équivalente, il a donc été jugé inutile de les représenter.
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Figure 75 : Histogramme représentant les variations en réflectivité des plots PUH-HP6 a différentes
concentrations de greffage ainsi que trois témoins négatifs (PCAH-CS, HP6 libre et ppy) pour une
injection de protéine SDF-1 a 200nM. Les valeurs ont été relevées sur les courbes en fin d’injection,
juste avant le retour en tampon amorgant la dissociation du complexe.

Cette variation de réflectivité ne croit pas linéairement entre les plots 1.5 uM et
100uM ; une saturation apparait a partir des plots 50 uM, ce qui suggere que les sites de
reconnaissance des HP6 sur les plots deviennent de plus en plus inaccessibles. L’explication
est simple : malgré le grand nombre de sites sur les plots concentrés, ils sont de plus en plus
proches les uns des autres, et donc les protéines qui possédent un certain volume spatial ne
peuvent plus accéder a tous. Il faudra donc choisir de spotter des concentrations inférieures a

50 uM en sucre total pour que tous les sites disponibles restent accessibles.
La technique de I’imagerie SPR étant validée a son tour pour I’étude des interactions

oligosaccharides — protéines par cette expérience préliminaire, nous allons maintenant nous

intéresser a améliorer nos signaux en réflectivité.
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3.2.3. Optimisation des tampons utilisés

La solution permettant de dissocier totalement le complexe sucre / protéine, composée
de 1M de NaCl dans du tampon de ringage, telle qu’elle a été utilisée durant les expériences, a
un inconvénient : lors du retour en tampon suivant I’injection de la solution saline, la
stabilisation de la ligne de base prend plus de trente minutes, ce qui représente une durée plus
importante que celle de I’interaction en elle-méme. Dans la figure suivante (figure 76), nous
avons repris les cinétiques de la figure 74 suivies d’une injection de NaCl 1M et retour en

tampon, afin d’illustrer ce phénomene.

PUH-HP6 100uM

PUAH-HPY, 100puM

PCAH-CS 50uM

Réflectivité (%)

PCAH-HP6 100uM

-4 v
PUAH-HP6 100uM
f«——PUH-HP6 100pM

temps (minutes)
-6

Figure 76 : Courbes de variation de réflectivité en fonction du temps correspondant a la fixation de la
chimiokine SDF-1 (200nM) sur les plots HP6 suivie d’une injection de solution de régénération et
d’un retour en tampon . Cette figure reprend et prolonge les cinétiques de la figure 74.

Alors que les plots de HP6 greffés ont leurs courbes qui chutent lors du retour en
tampon apreés l’'injection de sels, le plot témoin négatif PCAH-CS retrouve quasiment
instantanément une ligne de base stable, il en est de méme pour les plots ppy seuls (présents
sur la figure 76 mais non désignés). De plus, nous pouvons constater que plus les plots sont
denses en HP6 greftés, plus le signal diminue fortement avant de revenir vers une ligne de
base stable.

Pour remédier a ce probléme, des essais ont été réalisés sur un nouveau prisme
fonctionnalisé. Nous avons directement réalisé une injection de sels, apres avoir fait circuler

simplement du tampon de ringcage dans la cellule ; ce prisme n’a jamais été en contact avec la
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protéine SDF-1 et pourtant nous observons le méme phénomeéne que celui observé sur la
figure 76 (données non représentées). Nos soupgons se sont alors portés sur un constituant
présent dans la solution de tampon de ringage, qui pourrait interagir avec HP6 : la BSA
(bovine serum albumin). Dans cette hypothese, la solution de NaCl évacuerait la BSA des
plots de HP6 et la « dérive » qui s’en suit serait due a nouveau au blocage de ces plots par la
BSA présente dans le tampon tout le long de I’expérience. Pour vérifier cette supposition,
plusieurs cycles d’injection de protéine SDF-1 suivis d’injections de sels ont été faits, mais

cette fois-ci, avec un tampon de ringage sans BSA.
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Figure 77 : Courbes de variation de réflectivité en fonction du temps correspondant a la fixation de la
protéine SDF-1 sur des plots de HP6 (association puis dissociation) suivie d’une injection de NaCl 1M
pour régénérer la surface et d’un retour en tampon. Ce méme protocole est répété entre t = 160 et t =
185 min et entre t = 185 et t = 220 min. Le tampon utilisé tout au long de cette cinétique ne contient
pas de BSA.

L’hypothése d’une interaction entre le bloquant (la BSA) et I’héparine s’est donc
révélée étre la bonne. En effet, sur la figure 77, pour tous les plots, le retour en solution
tampon de ringage, apreés injection de la solution salée durant 5 minutes, conduit
immédiatement a un niveau de réflectivité stable et équivalent au niveau de réflectivité initial
avant I’interaction d’intérét. Ce nouveau protocole d’interaction va maintenant nous permettre

d’utiliser nos puces a sucre de maniere plus efficace.
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Il est tout de méme indispensable de bloquer notre surface fonctionnalisée avant
interaction avec des protéines d’intérét, car si celle-ci n’est pas bloquée, les protéines
s’adsorbent de maniere non spécifique sur 1’or et aussi sur les plots de ppy modifiés ou non. 1
a donc été décidé de bloquer la surface en début d’expérience, en injectant a deux reprises 1%

de BSA suivie d’une injection de solution saline, comme I’illustre la figure 78.

Plots HP6 greffés
les plus denses

Réflectivité (%)
w

temps (min)

-1

Figure 78 : Courbes de variation de réflectivité en fonction du temps correspondant a 1’injection de
1% BSA sur les plots: HP6 greffés a différentes concentrations, témoins négatifs suivie d’une
injection de NaCl 1M pour régénérer la surface et d’un retour en tampon. Ce méme protocole est
répété entre t = 0 et t = 20 min et entre t = 20 et t = 45 min. Le tampon utilisé tout au long de cette
cinétique ne contient pas de BSA.

Les deux injections de BSA permettent de bloquer la surface de manicre irréversible
pour tout le reste de I’expérience. En moyenne, apres cette phase de blocage, la variation de
réflectivité est de + 1%, sauf pour les plots (encadrés sur la figure 78) de HP6 greftés aux plus
hautes concentrations, dont la variation augmente entre 1,5 et 2,5 %. Ceci est sirement di a
cette "affinité¢" déja révélée entre cet oligosaccharide et la BSA. Aprés ce blocage, il
n’apparait plus au cours de I’expérience de nouvelle hausse de réflectivité due a une

adsorption non spécifique. Apres injection de sels, tous les plots retrouvent leur ligne de base.

Le fait d’avoir optimisé les solutions tampon nous permet d’obtenir de meilleurs

signaux en SPRi et un gain de temps. Mais d’autres paramétres entrent en jeu dans
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I’observation des cinétiques d’interactions oligosaccharide — protéine ; avant de nous y atteler,

nous allons discuter du phénomeéne de régénération.

3.2.4. Régénération et Stabilité

Plusieurs injections successives de protéines peuvent &tre réalisées sur un méme
prisme grace a un protocole de régénération de la surface ; celui-ci, basé sur le protocole
utilisé en Biacore (cf. partie expérimentale), dissocie le complexe oligosaccharide — protéine.
Ce protocole de régénération, consistant a injecter dans la cellule du NaCl 1M dilué dans le
tampon de ringage, nous permet d’utiliser les prismes fonctionnalisés, plusieurs fois de suite
pour la mesure d’interactions. Signalons que cette régénération ne modifie pas les
oligosaccharides immobilisés sur la surface. Les plots peuvent subir jusqu’a une quinzaine de
régénérations par expérience ; seulement, apres la premicre régénération suivant la premicre
injection de protéines, les plots de HP6 greffés présentent une perte en reconnaissance,
évaluée a 8% du signal total (pour la méme quantité de protéine injectée). Ces deux cycles
d’injection passés, plus aucune diminution d’activité liée a la régénération n’est observée. Les
signaux de cinétique enregistrés en SPRi sont donc reproductibles et comparables.

En plus de cette reproductibilité intra-expérience, ces puces ont la capacité d’étre
stables dans le temps : elles peuvent étre lavées en fin de manipulation par H,O, d’étre
séchées et stockées a sec jusqu'a 6 mois a 4°C, sans grande perte d’activité, celle-ci est
évaluée a 4%.

Ce proceédé de régénération douce associée a notre chimie de couplage covalent nous
permettent d’obtenir des puces reproductibles intra-expériences mais aussi inter-expériences.
Néanmoins, d’autres parametres se révelent aussi importants lors de nos études de cinétiques
d’interactions oligosaccharide / protéine ; pour cela, nous allons nous intéresser au rdle joué

par le systéme fluidique.

3.2.5. Optimisation de la fluidique

Le modele est a présent validé, les cinétiques d’association et de dissociation sont
observables et des parametres importants que sont la régénération de nos plots et la
reproductibilité¢ intra-expérience et inter-expériences ont ¢été démontrées. Malgré ces
parametres, il nous reste encore a €claircir certains phénomenes observés lors des premieres

expériences. Dans ce paragraphe, nous allons donc discuter de I’influence du débit
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sur ’observation des cinétiques, mais aussi celle de la forme de la cuve sans oublier

I’optimisation de I'utilisation de la boucle d’injection.

a) Influence du débit et de la forme de la cuve

Apreés quelques expériences de cinétique utilisant le tampon sans BSA et la
régénération de la surface (a débit constant de 60 pL/min), nous nous sommes rendu compte
que certains défauts apparaissaient. Jusqu’a présent, nos conditions expérimentales étaient
basées sur les protocoles utilisés par 1’équipe de I’'IBS pour une manipulation Biacore. Notre
systeme étant différent, par le fait de 1’utilisation d’une cellule unique d’interactions et non de

4 canaux différents, nous avons rencontré certains problemes d’écoulements inhomogenes.
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Figure 79 : a) Exemples de problémes rencontrés lors d’une injection de protéine SDF-1 a 200 nM ; b)
configuration de la matrice de plots dans la cellule d’interactions avec la ligne de plots gris
correspondant aux témoins négatifs, avec direction de la circulation du flux et existence de phénoméne
de diffusion.
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Comme le montre la figure 79a, I’injection de SDF-1 a 200 nM ne donne pas des
allures de cinétiques d’association comparables entre elles : il semble y avoir un défaut dans
I’écoulement du flux dans la cellule, tous les plots ne commencent pas a reconnaitre la

protéine en méme temps. Le plot orange (figure 79b) est le premier plot & « voir » la protéine
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par rapport au plot bleu et au noir, ce qui est confirmé par I’allure des courbes cinétiques. La
circulation du flux n’est donc pas parfaite, il existe un temps de retard de prise en variation de
réflectivité pour les plots les plus denses en HP6 greftés (plots orange, bleu et noir de la figure
79a) ; d’autre part, le plot rouge qui est moins dense en sucre, au vu de sa prise finale démarre
en premier sa cinétique d’association, de méme pour les deux plots verts (situés plus loin de
I’entrée de la cellule). Ce défaut observé nous confirme la circulation en arc de cercle dans la
cuve entre ’entrée et la sortie (fleches figure 78b), avec un effet de gradient de concentration
ayant des difficultés a s’homogénéiser rapidement. Ainsi, le plot rouge a presque saturé tous
ses sites avec la SDF-1 en circulation alors que les plots orange, bleu et noir n’en sont qu’au
commencement de la phase d’association.

Il est impératif de trouver une solution afin d’obtenir des allures comparables entre les
plots ; ceux-ci formant les mémes complexes, devraient donner les mémes allures de

cinétique, seule la hauteur en réflectivité doit varier en fonction de la densité du plot.

Pour trouver une solution a ce probléme, nous effectuons une expérience contrdle :
une matrice comportant des plots tous identiques, sauf une ligne de témoins négatifs.
L’expérience consiste a faire varier le débit de circulation dans la cellule pour observer les
éventuels défauts de I’écoulement. La figure 80 illustre les cinétiques obtenues a différents

débits en fonction des lignes de plots étudices.

Le phénoméne d’écoulement inhomogene est le plus visible lors de la premiere
injection de protéine a un débit de 35 pL/min (débit assez faible). On constate que plus les
plots sont ¢loignés de la direction linéaire centrale (entre 1’entrée et la sortie), moins leur
variation de réflectivité est importante, tous ces plots étant par ailleurs tous identiques. La 3°
ligne, (au milieu de la cellule, figure 80) affiche une prise en réflectivité de ’ordre de 6 %, les
2° et 4° lignes avoisinent aussi le 6 % alors que les lignes extérieures (1° et 5° lignes) ne
dépassent pas 4 %. Le débit de 35 pL/min ne permet pas de renouveler assez rapidement le
liquide dans la cellule, les plots d’une méme ligne n’ont pas la méme variation en réflectivité,
un phénomeéne d’épuisement progressif de la solution de protéine au passage des plots HP6
greffés est également visible. Ainsi quand les plots rouges arrivent presque a saturation
(plateau de réflectivité), les plots suivants sont encore loin de cet effet. Il apparait donc des
cinétiques d’association différentes, alors que nous sommes censés observer le méme

phénomene sur tous les plots.
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Figure 80 : Courbes de variation de réflectivité en fonction du temps correspondant a la fixation de la
protéine SDF-1 200nM sur des plots de HP6 25uM (association puis dissociation) suivie d’une
injection de NaCl 1M pour régénérer la surface et d’un retour en tampon a différents débits : 35, 70 et
115puL/min. Les lignes de plots étudiés ainsi que leurs couleurs sont répertoriées dans la légende en
bas a droite. Les témoins négatifs sont en premiére colonne.

En augmentant le débit (70 et 115 pL/min), le départ des cinétiques est plus homogene
et 'effet d’épuisement s’estompe. Ainsi, d’aprés cette expérience, nous décidons de définir un
débit de 70 pL/min, qui est le meilleur compromis, il permet une bonne reconnaissance
biologique dynamique entre les oligosaccharides et la protéine, tout en évitant un mauvais
écoulement dans cette cellule ronde.

Une autre étude a été faite, afin de confirmer ces résultats ; pour cela, une matrice avec
des plots décalés les uns par rapport aux autres a été réalisée. Elle montre que I’écoulement
est toujours inhomogeéne aux faibles débits, mais les cinétiques sont améliorées de par cette

déposition.

170



tel-00011160, version 1 - 7 Dec 2005

Chapitre II : Développement d'une puce a oligosaccharides

N’étant pas entierement satisfait de cette cellule d’interactions, il a été décidé d’en
construire une deuxiéme possédant une autre géométrie : une cuve hexagonale (cf. 1L
3.2.1.b.3. figure 70). Une nouvelle étude a été réalisée afin de comparer I’écoulement du
fluide dans ces cuves. L’expérience a été effectuée en injectant, sur la méme puce que celle
présentée figure 80, successivement H,O / tampon de ringage / H,O. Le débit choisi est de 70
puL/min. D’apres la figure 81, on constate que ’homogénéisation de la surface est plus lente
dans la cuve ronde que dans la cuve hexagonale. De plus, les courbes de réflectivité de la cuve
ronde sont moins homogenes. Cette comparaison nous confirme qu’il parait préférable
d’utiliser la cuve hexagonale que la cuve ronde, car il y a un meilleur écoulement du flux, une

meilleure homogénéisation dans la cuve.

Cuve ronde / Cuve hexagonale -

% réflectivité

4 AT 49 151 153 155
temps (min)

Figure 81 : Courbes en variation de réflectivité en fonction du temps correspondant a 1’injection de
tampon de ringage dans une cuve ou circule H,O; les zooms sont faits sur les débuts d’injection a
gauche pour la cuve ronde et a droite pour la cuve hexagonale.

Cette étude nous a permis de déterminer des parameétres de fluidique essentiels afin de
travailler dans les meilleures conditions possibles : choix d’une cuve hexagonale et celui d’un
débit assez rapide de 70 pL/min. il nous reste maintenant un dernier parameétre a optimiser : la

boucle d’injection.

b) Réle de la boucle d'injection

Apres les premieres expériences de cinétiques avec HP6 et la protéine SDF-1, nous
avons constaté que nos courbes SPR obtenues n’avaient pas de ruptures de pente franches
entre les différentes solutions injectées ; notamment, a la fin des injections de protéines dans
le tampon, le retour total en tampon est trés lent, il semblerait que la partie du tampon qui

pousse le contenu de la boucle vers la cuve se mélange avec la fin de la solution en protéines.
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Afin d’optimiser cette phase de la cinétique d’interactions, nous avons travaillé sur les
effets de la boucle. Pour cela, 1’étude a été faite sur un prisme doré sans matrice de plots, les
solutions utilisées sont H,O / tampon Phosphate (PBS) / H,O (réalisation d’injection de
tampon dans 1’eau), le tout a un débit de 70 pL/min. Comme nous le montre la figure 82a, il
apparait un phénomene de mélange des solutions tampon injecté / retour en tampon, observé
sur la partie (a) du graphe. Une solution a été testée (cas b) de la figure 82): ne pas attendre
que la boucle ne se vide totalement, mais la fermer manuellement avant la partie ou apparait
le mélange di a la pression de poussée. Ainsi, on constate que le retour en tampon [partie (b)]
du graphe est nettement plus rapide 0,81 minutes au lieu de 3,25 minutes en retour en tampon
sans fermeture. Il est donc préférable d’opter pour la fermeture manuelle de la boucle

d’injection afin de limiter ’effet de mélange.

a) Boucle d’injection b) Boucle d’injection
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Figure 82 : Cas rencontrés lors de 1’étude de la boucle d’injection : a), lorsque la pompe pousse en
continu le contenu de la boucle vers la cuve, les courbes obtenues en variation de réflectivité en
fonction du temps sont la partie (a) ; b) quand la boucle d’injection est fermée manuellement avant la
fin de I’injection, la contamination disparait, ce qui est représenté par la partie (b) du graphe.

D’autre part, deux diametres de boucle d’injection ont été testés : la boucle contient

toujours 500 pL mais les diameétres sont de 1,5 mm (figure 82) et de 0,8 mm (graphe non
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représenté). 11 apparait qu’en réduisant le diametre de la boucle, la pente du retour en tampon
est plus raide, le temps est plus court 1,65 minutes au lieu de 3,25 min, il y a donc moins de

contamination en fin de boucle.
Grace a cette ¢tude, nous décidons de choisir une boucle d’injection de diametre 0,8

mm et d’un volume total de 500 pL et la fermeture manuelle de la boucle juste avant la fin de

I’injection est décidée afin de limiter le phénomeéne de contamination inter-solutions.

4. Caractéristiques analytiques

Nous avons vu jusqu’a présent les différentes étapes de la conception de la puce a
sucres : la construction de molécules « sucres sondes », les dépots de maniére covalente sur
une surface de verre recouverte d’or, les caractérisations structurales et la validation du
modele en fluorescence. Les premiéres études en SPRi ont été présentées, elles nécessitaient
des améliorations qui lui ont été apportées. Nous avons donc optimisé les différents
parametres clés afin d’obtenir des cinétiques exploitables. Dans ce paragraphe, nous allons
donc nous intéresser aux réponses dynamiques obtenues par SPRi et nous verrons 1’influence

des paramétres biologiques sur les cinétiques.

4.1 Sensibilité de linteraction oligosaccharide HP6 - protéine
SOF-1

Grace a la détection en fluorescence, nous avons précédemment optimisé les
concentrations en sucre total a spotter (cf. 11.3.1.3). Nous cherchons a présent a connaitre la
sensibilit¢ de la reconnaissance biologique. Pour cela, nous avons souhaité¢ réaliser des

expériences de cinétique au travers d’une gamme assez large de concentrations en SDF-1.

Nous avons donc travaillé avec des puces possédant HP6 relié aux trois bras espaceurs
PUH, PCAH et PUAH. Ces « familles » ont été spottées dans une gamme de concentration
allant de 1.5 uM a 100 uM en sucre total. Lors de ces expériences, les puces contenaient
toutes les témoins négatifs, indispensables a la validation de la spécificité de 1’interaction

étudiée.
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La figure 83 nous permet de visualiser plusieurs cinétiques ayant lieu lors d’une méme
expérience de sensibilité de la reconnaissance biologique. Sur cette figure, sont représentés 12
plots : 3 plots témoins négatifs et 9 plots ayant HP6 greffés par PUH, PCAH ou PUAH, a trois
concentrations différentes (6.25, 12.5 et 25 uM). Les injections successives de SDF-1 (62.5
nM, 125 nM, 250 nM et 500 nM) nous indiquent que plus la concentration en protéine
augmente, meilleure est la reconnaissance biologique. D’ailleurs, a partir de 250 nM de
protéine SDF-1 injectée, les plots arrivent a saturation de reconnaissance. Parallelement, plus
la densité en HP6 greffé est élevée, plus leurs variations en réflectivité sont élevées. Nous

remarquons aussi que le phénomene de régénération est quasi parfait, apres chaque injection.
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Figure 83 : courbes de variations de réflectivité en fonction du temps, représentant quatre injections
successives de SDF-1 : 62.5 nM, 125 nM ; 250 nM et 500 nM ; toutes ces injections sont suivies du
retour en tampon permettant la dissociation et d’une régénération. Les plots étudiés sont PUH-HP6,
PUAH-HP6 et PCAH-HP6 aux concentrations de greffage 6.25, 12.5 et 25 uM en sucre total et trois
témoins négatifs sont présentés : ppy, PCAH-CS 50 uM et HP6 libre 50 pM.

Par ces différentes études en fonction de la concentration en protéine injectée, nous
avons pu construire des courbes de sensibilité en fonction de la concentration en sucre total.
La figure 84 illustre ces travaux effectués pour les plots PUH - HP6 (les allures sont
identiques pour PCAH-HP6 et PUAH-HP6). Ainsi, nous pouvons voir qu’a partir d’une
concentration en SDF-1 d’environ 50 nM, nous obtenons des signaux de réflectivité
totalement spécifiques et proportionnels a la densité de sucres sur le plot. D’autre part, a partir

de 150 nM, nous voyons apparaitre un plateau sur les différentes courbes, ce qui s’explique
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par une saturation en protéines des plots, tous les sites disponibles des sucres sont occupés par
la protéine. De plus, il faut noter que les variations de réflectivité croissent de maniere
proportionnelle entre 6.25 uM et 12.5 uM en sucre, alors qu’a partir de 25 uM, cet effet
s’estompe : les plots de 50 et 100 uM sont trop concentrés, ils possédent huit fois plus de sites
de reconnaissance, mais ce n’est pas pour autant que la réflectivité est multipliée par huit.
Nous comprenons que passée la concentration de 25 uM en sucre, le nombre de sites
augmente, mais leur disponibilité spatiale se réduit fortement. Ces résultats confirment ceux
obtenus par détection en fluorescence (cf. I11.3.1.3.). Ainsi un compromis doit étre choisi pour
avoir un nombre suffisant de sites afin d’obtenir un signal en réflectivité correct, tout en
laissant accessibles les sites pour que la protéine puisse venir se complexer. Il apparait donc
inutile de spotter HP6 a des concentrations supérieures a 25 uM, ni d’injecter des

concentrations en protéine supérieures a 200nM.
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Figure 84 : Courbes de variations de réflectivité des plots PUH-HP6 a différentes concentrations, en
fonction de la concentration de protéine SDF-1 injectée. Deux témoins sont répertoriés afin de valider
la spécificité de la reconnaissance.

Ces travaux sur la gamme de concentrations en protéine nous ont permis de connaitre
le seuil de reconnaissance entre HP6 et SDF-1 : ~ 50 nM quel que soit le plot considéré. Ils
nous ont permis aussi de connaitre le role déterminant du nombre de sites de reconnaissance

lié a la concentration en sucre.
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4.2 Etude de /a dissociation du complexe HP6 / SDF-1

Apres avoir compris I’effet que pouvait avoir un plot trop concentré en sucre, nous
nous sommes intéressés a la dissociation du complexe, lors du retour en tampon apres
injection. Rappelons que le rincage de la cuve par du tampon aprés injection de protéines
permet premiérement de « décrocher » le surplus de protéines, s’étant fixées par adsorption
non spécifique sur le polymére comme sur le sucre et deuxiémement d’observer la
dissociation du complexe sucre — protéine.

Lors des expériences réalisées, des cinétiques de dissociation assez différentes ont pu
étre observées; il s’est avéré que pour un plot concentré en sucres (> 25 uM), sa courbe en
variation de réflectivité ne décroissait pas forcément lors du retour en tampon, aprés injections

d’au moins 200 nM de SDF-1, comme le montre la figure 85a.
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Figure 85 : Courbes de variation de réflectivité en fonction du temps, les trois injections représentées
sont 250 nM de protéine SDF-1 ; a) les plots sont fortement en sucres 25 et 50 uM, aprés injection de
protéines, il y a un retour en tampon suivi d’une régénération ; b) sur ces courbes, les plots possédent
entre 6.1 et 25 pM, la premiére injection est suivie d’un retour en tampon, la deuxiéme est suivie par
une injection de 1uM HP6 libre pour créer une compétition.
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Toutes les courbes des plots a 50 uM, lors du retour en tampon, stagnent ou méme
continuent a croitre. Si I’on observe les courbes des plots moins concentrés (figure 85a ou
85b-1ere injection), le retour en tampon permet une dissociation peu accentuée et assez lente.
Apres réflexion, une hypothése a été proposée afin d’expliquer la stagnation des courbes : lors
du retour en tampon, les protéines se dissocient normalement, mais étant donné la forte
densité des sites proches les uns des autres, ces protéines dissociées viennent se re-complexer
instantanément sur le site voisin. Si la concentration en sites de reconnaissance diminue sur le
plot, ces recomplexations deviennent moins probables, d’ou 1’observation de la dissociation
véritable du complexe.

Souhaitant s’affranchir définitivement de ce probléme de recomplexations sur le plot
lors du retour en tampon, il a été proposé se réaliser une dissociation en compétition : elle
consiste a injecter du sucre libre dilu¢ (1 uM) dans le tampon de ringage, ainsi lorsque la
protéine se dissocie du site du sucre greffé, elle est directement re-complexée mais avec un
sucre en solution. Par cette méthode, la dissociation est plus franche (2° injection figure 85b),

rapide et reproductible quelle que soit la concentration du plot ou de la protéine injectée.

Nous avons donc analysé et amélioré tous les parameétres physiques et biologiques,

nous allons pouvoir maintenant nous intéresser a la comparaison des bras espaceurs.

4.3 Comparaison des bras espaceurs utilisés grace a deux
oligosaccharides HP6 et adpl2

L’objectif de ce paragraphe est de comparer le rdle des bras espaceurs utilisés jusqu’a
présent. En I’état actuel de nos travaux, nous n’avons pas pu conclure sur le choix définitif de
’utilisation d’un seul « pyrrole - bras espaceur ».

Afin de déterminer plus exactement le réle de ces molécules dans la reconnaissance
biologique étudiée, nous avons réalis€¢ de nombreuses puces sur lesquelles ont été spottés
deux oligosaccharides « positifs » (possédant la méme propriété de reconnaissance), via les
différents bras espaceurs. Ces sucres sont donc HP6 (déja utilisé dans les expériences
précédentes) et ’oligosaccharide dpl2, celui-ci, issu de la digestion enzymatique de HP6, a
une longueur moiti¢ moindre que celle de HP6. Ainsi, HP6 comporte sur toute sa longueur
deux sites de reconnaissance de la protéine SDF-1 et dpl2 n’en posséde qu’un seul. Ces
expériences ont été réalisées grace a de multiples injections de SDF-1 a 200 nM, suivies de

dissociation (retour en tampon) et de régénération. La figure 86 nous révele les prises
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mesurées en variation de réflectivité relevées en fin d’injection de SDF-1 ; les sondes PUH-
HP6, PUAH-HP6 et PCAH-HP6 sont issues du couplage direct, alors que PUAH-dpl2
provient du couplage séquentiel (cf. 11.2.2.2.b.).

1L
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w
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Figure 86 : Histogramme représentant les différents « pyrrole — bras espaceurs » reliés a HP6 et dp12.
Les réflectivités mesurées ont été relevées en fin d’injection de protéine SDF-1 a 200nM, ces valeurs
sont issues de moyennes faites sur 16 injections similaires.

Ces nombreuses injections nous montrent que, quel que soit ’oligosaccharide, plus la
concentration en sucre est élevée, plus la réflectivité croit. Mais il faut tout de méme
remarquer, que les prises en réflectivité de PUAH-dp12 sont similaires a celles de PUH-HP6 ;
or, nous nous attendions a obtenir un signal en cinétique divisé de moiti¢ pour dpl2 par
rapport a HP6. Ce résultat assez inattendu nous laisse supposer que les deux sites de
reconnaissance de HP6 ne sont pas atteints par la protéine SDF-1 lors de I’injection. Seul un
site est atteint pour HP6, et nous pouvons supposer que ce site est celui le plus accessible,
donc le plus éloigné de la surface de polypyrrole. Néanmoins, ces résultats nous montrent une
fois de plus que les molécules sondes PUH-HP6 ont une meilleure prise en réflectivité que
PCAH-HP6 et que PUAH-HP6. Nous avions déja émis I’hypothése afin d’expliquer ce
phénomene, que ces différences étaient dues aux rendements de couplage différents : pour
rappel, ces rendements sont PUH-HP6 20%, PCAH-HP6 14% et PUAH 12%. Mais un
probleme apparait, le rendement de couplage séquentiel pour PUAH-dp12 n’est que de 8 % ;
malgré cela, les plots PUAH-dp12 répondent aussi bien que PUH-HP6.
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Pour aller plus loin dans la discussion de ces résultats, il a été¢ décidé de normaliser ces

prises en réflectivité (figure 87).
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Figure 87 : Histogramme en réflectivité normalisée par 1’application des valeurs de rendements de
couplage. Ces valeurs normées proviennent des valeurs données en figure 86.

Apres cette normalisation par les rendements de couplage, il nous apparait que les
prises en réflectivité de PUH-HP6, PCAH-HP6 et PUAH-HP6 présentent nettement moins de
dispersion, moins de 10 % d’écart. Ces trois bras espaceurs semblent finalement étre
équivalents pour I'utilisation de HP6. Par contre, Les résultats normalisés concernant PUAH-
dp12 sont surprenants, ils sont deux fois plus €levés que ceux obtenus avec HP6. Une des
hypothéses expliquant ce phénomene serait que le rendement de couplage de 8% soit erroné,
mais ceci parait peu probable, vu la reproductibilité avec laquelle il a été mesuré. Une
deuxiéme hypothése pourrait concerner ’accessibilité des sites, la longueur de HP6 (~100 A)
peut changer son accessibilité vis-a-vis de la protéine par des repliements sur lui-méme, alors

que dp12 de longueur bien plus réduite génerait moins 1’accés a son site de reconnaissance.

Cette étude réalisée avec deux longueurs différentes de sucres ne nous permet pas de
conclure définitivement sur le choix d’un seul « pyrrole — bras espaceur » a utiliser. Elle nous
apprend tout de méme que HP6 se révele ne pas étre le meilleur moyen d’étude pour cette
comparaison ; il faut diminuer la taille de ’oligosaccharide utilisé et préférer ainsi des sucres
de longueur plus courte comme dpl2. Mais ce sucre est beaucoup plus difficile a obtenir.

Enfin, ces résultats nous indiquent que les bras espaceurs étudiés sont équivalents lors de
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I’étude de HP6, ceci étant probablement di au fait qu’une partie de HP6 sert de bras espaceur

complémentaire.

5. Bilan

Ce chapitre nous a permis de valider, étape apres étape, notre puce a oligosaccharides.
A partir des compétences du laboratoire sur la technologie des puces a ADN et dans la chimie
du pyrrole, il nous a été possible de proposer une chimie basée sur le pyrrole, afin de
fonctionnaliser de maniére covalente un oligosaccharide modéle. Cette chimie s’est révélée
étre efficace, associée a la technique de dépot par électrospotting. Les plots formés ont pu étre
¢tudiés par MEB et AFM afin d’obtenir des caractéristiques quant a leur forme, leur épaisseur
et leur reproductibilité. Cette puce a oligosaccharides a été validée par I’étude de I’interaction
modele entre le sucre HP6 et la protéine SDF-1, tout d’abord au moyen de la fluorescence, qui
s’est révélée étre une technique de détection efficace afin de valider les échantillons « pyrrole
—bras espaceurs- sucre » puis 1I’étude a été affinée grace a I’utilisation de 1I’imagerie SPR.
Cette technique, en plus de confirmer les résultats de spécificité et d’optimisation faits en
fluorescence, nous a permis de suivre en temps réel les interactions biologiques. Pour que ce
systeme de puce couplé a I’imagerie SPR soit complétement opératoire, des améliorations au
niveau de la fluidique et du matériel ont été apportées. Apres ces optimisations techniques, les
parametres chimiques tels que la concentration en sucres spottés, le phénoméne de
dissociation ou I’influence des bras espaceurs ont pu étre étudi€s, ainsi que des parameétres
biologiques comme la concentration de protéines a injecter. Toutes ces études ont apporté la
confirmation de la faisabilité et de I’efficacité d’un tel procédé afin d’étudier les interactions
oligosaccharides - protéines.

Dans le dernier chapitre, nous allons nous intéresser aux applications biologiques

réalisées avec ce systéme.
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Dans ce chapitre final, nous allons aborder différentes applications biologiques
réalisées avec nos puces a oligosaccharides, couplées a I’imagerie SPR.

Nous allons plus particuliérement décrire deux études: la premicre concernera
I’influence de la longueur de I’oligosaccharide dans la reconnaissance de protéines et la
deuxiéme traitera de 1’étude de différents oligosaccharides de la famille des GAGs. Enfin,
nous expliquerons brievement les autres développements effectués au moyen de ces puces : le
développement d’une chimie alternative et I’extension de I’'utilisation de ces puces a I’étude

de ’adhésion de vésicules synthétiques.

1. Influence de 1la lonqueur de la chaine
oligosaccharidique dans la reconnaissance
biologique

Avant de présenter les expériences effectuées et leur interprétation, nous allons tout
d’abord introduire les résultats de la littérature. Ceux-ci sont simplement rédigés afin
d’améliorer la compréhension des expériences réalisées et ne visent en aucun cas une

description détaillée des phénomenes abordés.

11 Etat de /art

Comme il a été énoncé dans le chapitre I (cf. 1.4.), les glycosaminoglycanes sont des
sucres pouvant reconnaitre une multitude de protéines différentes (un peu plus de 200 a
I’heure actuelle). Les interactions entre un oligosaccharide GAG et une protéine ont lieu en
des endroits bien définis de ces molécules ; seulement certains acides aminés de la protéine
sont impliqués dans I’interaction avec un nombre précis de monosaccharides du sucre. De
nombreuses études ont été réalisées afin de déterminer spécifiquement les lieux d’interactions,
comme dans le cas de I’interaction entre ’héparine et la chimiokine SDF-1. Ces études'**""
ont permis de déterminer notamment la longueur de chaine oligosaccharidique a partir de
laquelle il y avait apparition de reconnaissance avec SDF-1 ; leurs résultats indiquent qu’a
partir d’une chaine de 8 monosaccharides (dp8) il y a reconnaissance, qui est augmentée
lorsque sont mises en présence des chaines dpl0 et dpl2 et augmentée une deuxieéme fois

quand les chaines ont une longueur minimale de 14 monosaccharides. De ces travaux en

découle la représentation spatiale de I’interaction, comme le montre la figure 88.
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Dimérisation de SDF-1 sur le site d'interaction
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Figure 88 : représentations orthogonales du modéle pour I’interaction de I’héparine avec un dimére
SDF-1. (Figure extraite de la publication 186)

L’équipe de I'IBS avec laquelle nous collaborons pour mon projet de these, travaille
également sur I’interaction entre ces mémes oligosaccharides GAGs et la protéine Interféron
y. Cette protéine joue un role dans la modulation des phénomenes d’inflammation et dans la
réponse immunitaire. Cette cytokine est connue pour étre naturellement sous forme d’un

121, 145, 147,221
ont

homodimere (2 x 17 kDa). Leurs travaux réalisés depuis une dizaine d’années
montré que la protéine interagissait fortement avec 1’oligosaccharide HP/HS. La figure 89
modélise I’interaction entre le sucre et I'IFN v ; celle-ci nécessite la présence de deux courts
domaines sulfatés (dp6-dpS8), séparés I'un de 1’autre par un grand domaine acétylé (dp30-
dp32). Ainsi il s’aveére que 'interaction ne peut se produire qu’en présence d’une grande

chaine oligosaccharidique de GAGs.
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Figure 89 : Représentation du domaine de haute affinité de HS/HP qui est composé de deux petits
domaines sulfatés (dp6 dp8); ceux —ci sont séparés par un domaine trés acétylé d’environ 30-32
monosaccharides). IFN y naturellement homodimérique sur le site de reconnaissance de
I’oligosaccharide.

Nous venons de présenter succinctement deux interactions protéines / Héparine, qui ne
nécessitent pas les mémes besoins en terme de longueur de chaine oligosaccharidique. Par ces
deux exemples, nous comprenons I’enjeu de déterminer les longueurs de chaine spécifique
des interactions avec les protéines. Ainsi nous avons souhaité reproduire ces résultats par une
étude sur puce de l'influence de différentes longueurs de chaine d’héparine lors de

I’interaction avec la protéine.

12. Etude de /'influence de la lonqueur de chaine de sucre

Apreés avoir décrit brievement deux exemples importants de reconnaissance en
fonction de la longueur de chaine, nous avons voulu savoir si notre systéme de puces nous
permettait de retrouver ces mémes résultats sur ces longueurs utiles.

Notre sucre de départ étant toujours HP6 (correspondant a I’enchainement de 24
monosaccharides), a tout d’abord subi une digestion enzymatique afin d’obtenir différentes
longueurs de chaine a étudier. A I’issue de ce traitement, nous avons obtenu six longueurs de
chaine différentes : dp6, dpS8, dpl10, dpl12, dpl4 et dpl6. Ces oligosaccharides non modifiés
ont ¢été obtenus dans une proportion assez faible (de I'ordre d’une centaine de

microgrammes).

185



tel-00011160, version 1 - 7 Dec 2005

Chapitre III: Applications biologiques

1.2.1. Couplage « pyrrole —oligosaccharide »

Avant de se lancer dans le couplage du pyrrole sur ces oligosaccharides, il nous a
d’abord fallu choisir la molécule « pyrrole - bras espaceur » a utiliser de fagon générique.
Pour ce faire, des couplages entre HP6 et les « pyrrole — bras espaceurs » PUH, PCAH et
PUAH ont été réalisés en réduisant au maximum les volumes et les quantités utilisés. A
I’issue de ces couplages, les échantillons ont ét¢ normalement purifiés sur les mini-colonnes
PD10, séchés et pesés. De par la trés faible quantité obtenue, les controles classiques finaux
(dosages du sucre et du pyrrole) n’ont pas pu étre réalisés.

Cependant afin de trouver quel est le meilleur rendement de couplage, et ce de maniére
qualitative, les nouveaux échantillons « pyrrole - bras espaceurs - HP6 » sont spottés sur une
lame de verre recouverte d’or, puis subissent 1’interaction avec SDF-1 biotinylée suivie de la
révélation et de la lecture sous microscope a épifluorescence. Comme précédemment, il
s’avere que la molécule PUH est celle qui obtient le meilleur rendement. I1 est donc décidé

d’utiliser exclusivement pour cette expérience ce « pyrrole —bras espaceur » PUH.

Les oligosaccharides (de dp6 a dp16) subissent donc le couplage avec PUH, et donc
les mémes étapes que celles faites précédemment avec HP6. Seulement, la pesée se révele
extrémement imprécise. Les échantillons sont spottés a ’aveugle dans une large gamme de
concentrations et révélés en fluorescence. La lecture des intensités de fluorescence indiquent
que la protéine biotinylée reconnait les témoins positifs mais ne nous permet pas de savoir si
nos couplages ont réellement réussi ou échoué, car il est possible que la quantité
d’oligosaccharides modifiés spottés sur la surface soit insuffisante pour I’obtention d’une
interaction correcte.

Afin de ne pas gaspiller nos échantillons, les solutions de spotting sont purifiées sur
mini colonne et réintégrées a la solution mere des échantillons. Ceux-ci sont a nouveau
spottés mais cette fois-ci a la plus forte concentration possible, mais cette fois-ci directement

sur un prisme, afin de les vérifier par imagerie SPR.

1.2.2. résultats obtenus par imagerie SPR

Afin de lever le doute sur le possible échec du couplage, la matrice de plots est
construite sur la surface d’un prisme. Comme le montre la figure 90, cette puce est constituée,
comme a chaque nouvelle expérience de témoins : les positifs composés ici de plots PUH-

HP6 et d’un plot PUAH-dp12 (échantillons déja testés) et les négatifs étant deux plots de ppy
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seul, un de HP6 libre et un PCAH-CS. Les plots dp «x» (x: 6, 8, 10, 12, 14 et 16) ont été
spottés a une concentration inconnue mais estimée comme étant la plus grande utilisable. Ils
ont été déposés a deux ou trois concentrations différentes afin de créer une gamme de mesure.
L’expérience est réalisée au débit constant de 70 pL / min et débute par un blocage de la

surface par deux injections de BSA 1%.

dp6 dp10 gp? PUH-HP6

(/2) (112) (12) 6.25uM
dp6 dp10 dp14 PUH-HP6
(1) (1) (1) 12.5uM
dp8 dp12 dp16 PUH-HP6
(1/2) (1/2) (1/4) 25uM
PCAH-CS dp8 dp12 dp16
25uM (1) (1) (1/2)
PUAH-dp12  dp10 dp14 dp16 PUH-HP6
50uM (1/4) (1/4) 1) 50uM

Figure 90 : Image des plots en début d’expérience, avec la légende détaillée sur la droite. Les
différents dp « x » ont été spottés a deux ou trois concentrations : 1, /2 et Y. Les témoins sont : PUH-
HP6 et PUAH-dp12 pour les positifs et PCAH-CS, HP6 libre et ppy comme négatifs.

Pour révéler la sensibilité des interactions avec les protéines SDF-1 et IFN vy, nous
avons choisi d’injecter des concentrations assez €levées, pour ne pas €tre en quantité limitante
de protéines.

Lors de I'injection de SDF-1 a 200 nM, nous avons pu observer, que nos témoins
positifs reconnaissaient la protéine, nous permettant de ce fait de valider I’activité de celle-ci.
En revanche, contrairement a la détection en fluorescence, les plots dp « x » reconnaissent la
protéine. Ainsi, le couplage direct effectué¢ avec le « pyrrole - bras espaceur » PUH se révele
étre efficace. Sur la figure 91a, les courbes de variation de réflectivité, obtenues par I’injection
de SDF-1, nous indiquent que les plots dp « x », ayant une réponse comprise entre les plots
PUH-HP6 12.5 uM et 25 uM, ne sont pas trés denses en sucre, mais assez pour obtenir une
réponse spécifique ; nous ne nous sommes intéressés qu’aux plots les plus concentrés (les 72
et les ¥4 ne sont pas représentés sur le graphe).

En s’intéressant de plus prés a ces réponses en réflectivité, nous constatons qu’un
ordre de réponse en fonction du dp apparait : dpl6 > dp14 > dp12 > dp10 > dp8 # dpb. Seuls
les plots dp6 et dp8 se situent en dessous de la courbe noire du témoin négatif PCAH-CS. Ces
données peuvent étre comparées a celles énoncées dans le paragraphe précédent ; a partir de

dp10, nous observons une reconnaissance spécifique entre les oligosaccharides et la protéine
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SDF-1 et comme ce qui est attendu dans la littérature, il y a une augmentation du signal

d’interaction pour les plots dp14 et dpl6.

Conjointement a cette cinétique, nous avons voulu tester la reconnaissance de ces

oligosaccharides avec la protéine IFN v, celle-ci a été injectée a une concentration de 100nM.

4

a) | SDF-13200nM  puH.HP6 25pM

% réﬂsctivité

% réflectivité
'S

0

62 64 66 68 70 72 74 76 78 80

temps (min)
Figure 91 : Courbes de variation en réflectivité en fonction du temps correspondant aux plots dp « x »
a la concentration (1), aux témoins positifs PUH-HP6 12.5 et 25 uM et aux témoins négatifs ppy et
PCAH-CS 25 puM. a): injection de la protéine SDF-1 a 200 nM suivie d’une dissociation en
compétition avec HP6 libre ; b) : injection de la protéine IFNy a 100 nM suivie d’une dissociation
simple en tampon de ringage.

188



tel-00011160, version 1 - 7 Dec 2005

Chapitre III: Applications biologiques

Sur la figure 91b, correspondant a I’injection de IFN y, nous remarquons tout d’abord
la spécificité de la reconnaissance grace aux plots positifs PUH-HP6 ; un autre fait important
est a noter : le plot PCAH-CS reconnait cette protéine. Cette interaction entre CS et IFN y a
6té rapportée dans la littérature®, elle est connue pour interagir plus faiblement que
I’héparine, ce qui est vérifié lors de cette expérience par la comparaison entre ce plot et le plot
PUH-HP6 25uM. Cette réponse en cinétique nous permet surtout de valider le vrai caractere
« témoin négatif » porté par les plots de PCAH-CS durant toutes les précédentes expériences ;
nous pouvons donc prétendre a I’existence véritable de sucres greffés et accessibles sur ces
plots.

D’autre part, les cinétiques des plots dp « x » semblent donner des réponses positives
d’interactions avec IFN y; or, d’aprés la littérature, le site de reconnaissance doit étre de
longueur « dp8 + dp8 » afin d’avoir un début d’interaction. Notons que méme les plots dp6 et
dp8, supposés bien trop courts, ont une réponse cinétique proche de 2 % (nettement supérieur
au plot ppy a 0.5 %). Pour expliquer ce phénomene, nous avancons I’hypothese, que ces plots,
méme si leur concentration est inconnue, ont des couplages équivalents et qu’ils sont assez

denses pour que la protéine reconnaisse deux oligosaccharides proches sur le méme plot.

13, Bilan

Cette expérience nous a permis de valider I’extension de notre couplage a des
oligosaccharides issus de la digestion enzymatique de HP6. L’expérience en imagerie SPR
nous permet d’observer les cinétiques d’interactions en fonction de la longueur de
I’oligosaccharide greffé. Il est vrai qu’il est difficile a I’heure actuelle de conclure sur les
phénomenes observés, car seulement un couplage avec ces dp « x» et deux expériences
(indépendantes) en SPRi ont pu étre réalisés. Afin de pouvoir conclure sur I’exactitude de nos
résultats obtenus, il est souhaitable de réitérer 1’étude avec de nouveaux oligosaccharides en
plus grande quantité, afin de pouvoir réaliser au moins le dosage du sucre ou du pyrrole, nous
permettant de travailler sur une valeur concréte. Tout de méme, cette expérience est un
premier pas vers I’étude plus systématique sur puces des interactions entre des fragments

d’oligosaccharides GAGs et diverses protéines.
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2. Extension de l'usage de la puce développée a

I’étude de différents oligosaccharides de la famille

des GAGs

Dans ce paragraphe, nous allons exposer une application faite a partir de notre systéme
afin d’étudier simultanément trois sucres différents. Pour illustrer cet exemple, nous nous
sommes inspirés des sucres utilisés par 1’équipe de I'IBS. Ainsi, il a été choisi de travailler sur
trois sucres issus de la famille des GAGs (cf. 1.4.1.) : ’'Héparine HP6 (6 kDa), la Chondroitine
Sulfate CS (32 - 45 kDa) et le Dermatane Sulfate DS (37 kDa). Ces hétéropolysaccharides
sont les sucres les plus abondants dans le corps humain. Comme le montre le tableau 7 ci-
dessous, ces quatre sucres qui possédent une structure similaire sont distribués en des

localisations tres différentes, d’ou il résulte des propriétés de reconnaissance distincte.

GAG . STRUCTURES
Localisation
o CH, OR
CHONDROITIN SULFATE o Do Sow
cartilage, os, valves cardiaques OH o
OR NHX
GIcA GalNAc
COO- B CH, OR
0. OR ¢}
HEPARANE SULFATE OR
constituants des surfaces cellulaires o o
OR Ac
GIcA GlcNH:2
coo” B CH, OR
HEPARINE o o
Composés des granules OH o OR
intracellulaires des mastocytes o—
recouvrant les arteres pulmonaires,
. OR NHX
foie et peau
IdoA GlcNH:2
o CH, OR
o OR o]
DERMATANE SULFATE Goo- k
peau, vaisseaux sanguins, valves o °
cardiaques OR Ac
IdoA GalNAc

Tableau 7 : Récapitulatif des différents oligosaccharides étudiés, leur localisation dans le corps et
leurs structures. Chaque unité est composée d’acide uronique (GlcA ou IdoA) et d’un amino sucre
(GalNAc ou GIcNH,). R = H, SO; ; X = H, SO;°, COCHj;. DS contient quelques unités disaccharides
CS, HS contient aussi quelques unités disaccharides HP et vice versa.
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Ces trois sucres sont disponibles commercialement, ce qui nous permet de travailler
avec des quantités suffisantes pour effectuer les différents dosages suivant le couplage,
contrairement aux dp « x ». Pour valider notre démarche, nous avons recherché pour chacun
des oligosaccharides, une protéine spécifique pour I’étude de la reconnaissance biologique.
Comme nous avons vu dans le paragraphe précédent (cf. III1.1), seul HP6 interagit avec le
SDF-1 alors que I'IFN vy est reconnue par CS et HP6. Aprés quelques recherches dans la
littérature, il nous est apparu que DS possédait lui aussi une activité de reconnaissance avec la
protéine IFN y*** et d’aprés un catalogue de produits biochimiques, qu’un anticorps
reconnaissant spécifiquement la CS était disponible (Sigma). Le but de cette étude est simple :
nous souhaitons montrer que trois sucres spottés sur une méme puce peuvent interagir avec

leurs protéines de manicre spécifique et ce sans reconnaissance croisée.

21 Couplage des oligosaccharides aux <« pyrrole - bras
espaceurs »

Les sucres doivent tout d’abord subir un couplage avec un « pyrrole — bras espaceur »
en vue de les spotter ultérieurement. Nous préférons utiliser le PUH pour les mémes raisons
que celles énoncées dans le paragraphe précédent (cf. 111.1.2.1.), simplement parce qu’il se
fixe au sucre avec un meilleur rendement de couplage. Contrairement aux dp « X », nous ne
sommes pas limités dans la quantité et le volume a utiliser. Pour étre dans les mémes
conditions pour les trois sucres, nous décidons de refaire un échantillon de couplage PUH-
HP6.

Une fois les monomeres de pyrrole fixés aux oligosaccharides (HP6, CS et DS), les
échantillons subissent les deux dosages (sucre et pyrrole). Au final, nous obtenons ces
valeurs : pour PUH-HP6 (témoin positif du dosage), le rendement est de 19 % (valeur
correcte), pour le nouveau couplage PUH-HP6 il n’est que de 4.5 %, cette valeur nous indique

que ce couplage a échoué. En revanche, les couplages PUH-CS et PUH-DS obtiennent des

rendements respectivement de 17 et 10.5 %, valeurs au demeurant faibles mais suffisantes
pour obtenir une reconnaissance correcte apres spotting.

Comme seulement la protéine SDF-1 est disponible sous une forme biotinylée, nous
ne pouvons pas réaliser une vérification en fluorescence, et nous devons directement tester
nos couplages sur un prisme par imagerie SPR. Souhaitant mettre toutes les chances de notre
coté afin d’observer la moindre interaction biologique existante, les oligosaccharides modifiés

sont spottés sur la surface dans une gamme de concentrations assez large. Sur la figure 92 est
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représentée une image de la matrice spottée vue par imagerie SPR. Sur cette puce, en plus des
trois sucres a étudier, une gamme de témoins positifs PUH-HP6 a été spottée au cas ou le
nouveau couplage avec HP6 ait véritablement échoué. Ici, seuls les plots ppy et HP6 libre sont

considérés au départ comme des témoins négatifs.

ppy PUH-HP6 | PUH-CS | PUH-DS | PUH-HP6
25uM 12.5uM | 6.2uM 3.1uM

ppy PUH-HP6 | PUH-CS | PUH-DS | PUH-HP6
50uM 25uM 6.2uM 6.2uM

HP6 | PUH-HP6 | PUH-CS | PUH-DS | PUH-HP6
50uM 100uM 50pM 6.20M | 12.5uM

PUH-HP6
6.2uM

PUH-HP6
12.5uM

PUH-DS | PUH-HP6
6.2uM 25uM

PUH-DS | PUH-HP6
6.2uM 50uM

Figure 92 : a gauche image de la matrice comportant les trois nouveaux couplages (HP6, CS et DS) et
a droite la 1égende correspondante a cette image, ou ont été déposés les témoins négatifs ppy et HP6
libre. En hachuré ce sont les plots PUH-HP6 issus du nouveau couplage, en vert sur la droite ce sont
les plots PUH-HP6 témoin positif.

Maintenant que notre puce est construite, il reste a savoir si nos plots possedent bien
les différents sucres a la surface et si ceux-ci sont toujours actifs vis-a-vis des protéines qui

vont étre injectées.

2.2 Premiers résultats

Avant de débuter nos injections, la surface est d’abord bloquée par deux injections de
BSA 1%. Cette premiére étude en imagerie SPR va nous permettre de valider ou non le
couplage des trois sucres choisis pour cette illustration.

La premiere injection est faite avec la protéine SDF-1 a 200 nM afin de vérifier
’activité de reconnaissance stricte de HP6. Comme nous pouvons 1’observer sur la figure 93,
les plots témoins négatifs, que sont les ppy et HP6 libre ne répondent pas a I’injection ;
d’autre part, nous obtenons les mémes allures de courbes d’interaction que dans toutes les
expériences précédentes. Les plots PUH-HP6 (encadrés en bleu sur I’image de la figure 93)
interagissent de maniere spécifique avec cette protéine, les plots CS et DS ne reconnaissent
que trés peu la protéine, par une interaction totalement non spécifique. Cette injection nous
permet de conclure sur 1’échec du nouveau couplage entre PUH et HP6, car méme aux
concentrations les plus ¢élevées en sucre (50 et 100 uM), les plots ne reconnaissent que

faiblement SDF-1. Il nous reste a savoir si les oligosaccharides DS et CS ont gardé eux aussi
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leur activité de reconnaissance. Pour cela, la protéine IFN 7y est injectée ensuite a la

concentration de 100 nM.
6

200nM SDF-1

Réflectivité (%)

0 ‘
40 45 temps (min) 50 55

Figure 93 : Courbes en variation de réflectivité en fonction du temps correspondant a 1’injection de la
protéine SDF-1 a 200 nM. L’image en haut a droite représente la matrice en images différentielles
observées en fin d’injection de protéine, les plots PUH-HP6 sont encadrés en bleu.

D’apres la littérature, nous savons que I’interféron est reconnu par les trois sucres.
Ainsi, la figure 94 nous permet de confirmer ces résultats; les témoins négatifs nous
permettent de valider I’interaction biologique spécifique. Remarquons que, comme attendu,
plus le plot est dense en sucre, que ce soit HP6, CS ou DS, meilleure est sa réponse en

réflectivité.

100 nM IFN y

10

Réflectivité (%)

170 175

180 185 190

temps (min)

Figure 94 : Courbes en variation de réflectivité en fonction du temps correspondant a 1’injection de la
protéine IFN y a 100 nM. L’image en haut a droite représente la matrice en images différentielles
observées en fin d’injection de protéine.
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De plus, les allures de cinétique avec IFN y et avec SDF-1 différent; la variation de
réflectivité est plus élevée pour la reconnaissance d’IFN vy, alors que la concentration est
inférieure (100 nM au lieu de 200 nM), ceci est sirement di a la différence de poids
moléculaire des deux protéines IFN y 34 kDa et SDF-1 8 kDa mais aussi a la différence
d’affinité.

Signalons tout de méme que les cinétiques ne sont pas vraiment « lisses », il y a
certaines ruptures de pente en fin d’injection de IFN y et en début de dissociation ; ces
cassures sont dues a un probléeme de surpression lié au pousse-seringue, et non a un
phénomene biologique. Sans entrer dans les détails de cinétique, cette injection valide

I’activité biologique des trois sucres.

La derniere injection a réaliser est celle de 1’anticorps commercial anti-CS, celui-ci est
suppos¢ ne reconnaitre que le sucre CS, malgré ses similitudes avec DS et HP6. Cet anticorps
est donc inject¢ a 10 nM, concentration nettement plus basse que les deux précédentes
protéines. Afin d’éviter les éventuels problemes de surpression momentanée de la pompe,
nous avons décidé de diminuer le débit a ~15 pL/min. La figure 95, représentant les
cinétiques d’interactions de la puce, parle d’elle-méme. Ici, seuls les plots CS interagissent
exclusivement avec cet anticorps, et ce quelle que soit leur concentration. Cette spécificité

nous permet de valider I’activité anti-CS de 1’anticorps commercial, mais aussi celle du sucre.

10 nM IgM anti CS

% réflectivité

3 W

1

115 120 5 iR 145 150 155 160
temps (min)

-1

Figure 95 : Courbes en variation de réflectivité en fonction du temps correspondant a 1’injection de la
protéine IgM anti-CS a 10 nM. L’image en haut a droite représente la matrice en images différentielles
observées en fin d’injection d’anticorps, les plots CS aux différentes concentrations sont encadrés en
vert.
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Par ces trois injections simples, nous pouvons valider notre couplage sur ces deux
nouveaux sucres naturels, ainsi que leurs spécificités de reconnaissance biologique. Nous
pouvons constater aussi que chaque interaction posseéde sa propre allure de cinétique
d’association et de dissociation ; alors que les complexes avec SDF-1 ou IFN y se dissocient
rapidement, le complexe avec 1’anticorps ne se dissocie que tres peu (résultat déja obtenu lors

, . . C . 224
de I’étude sur puces d’interactions antigéne - anticorps™ )

2.3 Etudes de sensibilité

Forts de ces résultats, nous avons voulu aller plus loin dans 1’étude simultanée de ces
trois sucres. Apres discussion avec 1’équipe de I’IBS, nous avons souhaité affiné nos réponses
obtenues lors d’injections d’IFN vy et de I’anticorps ; mais contrairement aux interactions entre
les trois sucres et 1’interféron, il n’existe nulle part dans la littérature une étude de sensibilité
de cet anticorps pour CS permettant de déterminer une constante d’affinité, il nous a donc

paru intéressant de I’estimer qualitativement.

2.3.1. Interactions avec IFN vy

L’étude entre la protéine IFN v et les trois sucres de la famille des GAGs a été
approfondie en réalisant une gamme en protéine injectée afin de discuter de leurs différentes
affinités. Lors d’une deuxieme expérience sur la méme puce que précédemment, 7 injections a
différentes concentrations ont été réalisées et il en résulte les courbes en variation de
réflectivité en fonction de la concentration en protéine injectée sur la figure 96.

Sur cette figure, seules 5 concentrations différentes sont représentées, chaque graphe
possede exactement la méme échelle en réflectivité ; ainsi, il est remarquable de voir que
méme si les plots CS et DS sont plus denses que ceux en HP6, la variation en réflectivité
correspondant au complexe HP6 — IFN y est nettement supérieure, par exemple, la réponse est
quasiment multipliée par deux entre PUH-CS et PUH-HP6. D’aprés la littérature, nous
connaissons les valeurs des constantes d’affinité entre HP6 ou CS et IFN vy : Kd (IFN y / HP)
= 1,5 nM** et Kd (IFN vy / CS) = 33 — 93 nM**, et d’aprés nos résultats nous pouvons voir
une similitude entre ces valeurs d’affinité et les réponses en réflectivité. En revanche, comme
aucune valeur n’a été rapportée dans la littérature pour I’interaction DS / IFN y, vous pouvons
simplement imaginer que cette interaction, compte tenu des rendements de couplage, semble

proche de celle entre HP6 et la protéine.

195



tel-00011160, version 1 - 7 Dec 2005

Chapitre III: Applications biologiques

9
\ PUH - HP6 25uM
HP6/CS/DS/HP6 7 _
00000 : _ 1250
Entrée Sortie §4 6.250M
]
3 / S ”J’,,,,,SJIHM
2 Z
, e’
= . ppy
oL
10 20 30 40 50 60 70 50
IFN gamma (nM)
8 8
PUH - CS ] PUH - DS
6 6
100uM
g’ 100uM g° —
g z — 50uM
2 — =, " ~ S0u
I T ——
2s e 25uM 2, -
2 — e 2 - . —
/ 6.25uM 6.25uM
o ] g
1 / — ~ppy = ooy
= - e . . o
0 — : ; i ‘ o —
10 20 30 40 50 60 70 8o 10 20 30 AIgN gamma (nri()) 60 70 a0
IFN gamma (nM)

Figure 96 : Courbes en variation de réflectivité en fonction de la concentration en IFN vy pour les
différents HP6, CS et DS avec légende de la matrice; les concentrations des plots sont indiquées sur
les courbes.

Cette ¢tude assez simple permet de mettre en lumicre le potentiel réel de ce genre de
puces a oligosaccharides. Mais il faudrait encore approfondir cette étude pour pouvoir
comparer véritablement les trois complexes formés, notamment en améliorant le traitement

des courbes.

2.3.2. Etude de l'interaction entre IgM anti-CS et CS

Lors de la premiere utilisation de I’anticorps anti-CS, nous ne connaissions pas la
constante d’affinité liée au complexe IgM anti-CS /CS ; aprés quelques recherches, il a été
confirmé qu’aucune valeur n’existait pour ce complexe ; ainsi, en collaboration avec 1’équipe
de I'IBS, nous avons réalisé une étude d’interactions sur la méme puce que précédemment,
par imagerie SPR, en injectant successivement différentes concentrations variant de 250 pM a
10 nM. La premiere remarque est que I’interaction IgM / CS est détectable méme lors de
I’injection de 250 pM d’anticorps, son seuil de sensibilité est donc treés bas par rapport aux
autres protéines, ce qui est compréhensible puisque premi¢rement un IgM posséde un poids
moléculaire d’environ 900 kDa (bien supérieur a ceux de SDF-1 8 kDa et d’IFN y 2 x 17kDa)

et que deuxiemement, I’affinité ne peut étre identique.
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D’autre part, grace a I’analyse graphique du Scatchard plot, la technique la plus
communément utilisée, 1’estimation de la constante de dissociation et la mesure du Bmax de
la relation analyte / sonde peuvent étre réalisées. Cette technique s’appuie sur I'utilisation de
différentes concentrations de I’analyte, ici I’anticorps anti-CS. L’équation pour la droite de

Scatchard est :
B/ F = (Bmax - B) /Kd
Ou B est la densit¢ d’anticorps lié spécifiquement au sucre immobilis¢ (nM), F est la

concentration d’anticorps injecté libre (nM), Bmax est la densité maximale d’anticorps liés et

Kd la constante de dissociation (figure 97 b).

S
g > _——ToouM b)
] : Bmax/Kd
: o 50uM Bmax
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Figure 97 : a) Courbes en variation de réflectivité des cinq plots PUH-CS en fonction de la
concentration en IgM anti-CS injectée (valeurs relevées en fin d’injection) ; b) technique graphique du
Scatchard Plot pour déterminer la constante de dissociation Kd, Bound pour anticorps lié (valeur de
réflectivité a I’équilibre, lue sur le graphe a), Free pour la concentration en anticorps libre.

Des cinq injections d’anticorps, nous obtenons les valeurs en réflectivité a 1’équilibre,
utiles pour I’analyse, comme nous le montre la figure 97a ; les courbes nous indiquent que
nous nous sommes placés dans la bonne gamme de concentrations pour I’étude. Le rapport B /
F obtenu est exprimé en fonction de B selon la représentation de Scatchard, et une droite est
tracée entre les points. La densité¢ des analytes fixés Bmax est représentée par I’intersection
avec I’axe des abscisses, et la constante de dissociation est I’inverse de la pente de la droite.
L’analyse a été réalisée sur les cinq plots et nous obtenons pour chacun les valeurs de

constante de dissociation suivantes :
Kd (€S 100 pM) = 5,7 nM
Kd (€S 50 uM) = 5,3 nM
Kd (€S 25 uM) = 3,9 nM
Kd (€S 125 uM) = 7,2 nM
Kd (€S 6.25 uM) = 4,2 nM

197

Bmax



tel-00011160, version 1 - 7 Dec 2005

Chapitre III: Applications biologiques

A partir de ces valeurs, nous pouvons en déduire une estimation du Kd inférieur a la
dizaine de nanomolaires, qui correspond a un complexe de forte affinité comme pour toute

interaction entre un antigéne et un anticorps.

2.4. Bilan

Cet exemple d’application biologique nous permet de penser que notre concept de
puces a oligosaccharides a un grand potentiel dans des études de screening, ou de nombreux
sucres différents peuvent €tre immobilisés, car il parait possible de fixer n’importe quel sucre
naturel a nos « pyrrole - bras espaceurs ». De plus, par cette étude, nous avons pu aussi
discuter qualitativement des différences possibles des Kd entre les complexes GAG — IFN v ;
il nous a aussi été possible d'estimer la constante de dissociation entre I’anticorps anti-CS

commercial et la Chondroitine Sulfate, jusqu’alors inconnue.

3. Autres développements

Aprés avoir réalis¢é ces deux études, utilisant notre systéme de puces a
oligosaccharides couplé a I’imagerie SPR, nous nous sommes apergu que les oligosaccharides
disponibles dans les laboratoires de biologie pouvaient étre déja fonctionnalisés par une
molécule de biotine ou par une fonction thiol. Ainsi une chimie alternative a été proposée
permettant d’utiliser ces sucres modifiés tout en conservant notre €lectrocopolymérisation du
pyrrole. Connaissant la haute affinité de la biotine pour la streptavidine et les études déja
réalisées sur I’utilisation de cette interaction pour construire une puce a sucres (cf. 1.2.2.1.),
nous avons fonctionnalisé la streptavidine par une molécule de pyrrole afin de la spotter sur
une surface dorée. Grice aux travaux de Ludivine Grosjean sur les puces a protéines®® , nous
savons qu’il est possible de fonctionnaliser et de déposer par électrochimie cette protéine, de
surcroit, trés résistante. Elle a donc été pyrrolylée via le couplage entre sa fonction amine
terminale (cas minoritaire) ou les amines libres des lysines (cas majoritaire) et la molécule
« pyrrole - bras espaceur » PC-NHS (produit III, ¢f. 11.2.1.2.a.2.) puis ¢électropolymérisée sur
la surface. Aprés avoir optimisé toutes les conditions de couplage et de spotting, des
oligosaccharides biotinylés, donnés par I'IBS, ont été déposés ; cette technique de dépot est
inspirée de celle utilisée par Nathalie Bassil a Orsay””’. La phase de dépot des

oligosaccharides biotinylés améliorée, la matrice a enfin pu étre testée par SPRi. Les résultats
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de ces expériences ont été trés concluants et cette technique alternative avec la streptavidine a
été validée.

Parallelement a ce développement, nous avons construit un nouveau bras espaceur
(produit XII ¢f. 11.2.1.2.c.3.) pouvant étre couplé a un oligosaccharide modifi¢ par une
fonction thiol. Ce bras espaceur posséde un maléimide comme fonction finale. Tout comme
pour les oligosaccharides biotinylés, le couplage a été optimisé et validé par fluorescence et
imagerie SPR. Ainsi, quel que soit I’oligosaccharide : naturel, biotinylé ou thiol¢, il nous est

donc possible de réaliser des puces basées sur notre systéme développé au cours de ma these.

La dernicre application réalisée au moyen de nos puces a oligosaccharides a été faite
en collaboration avec Emmanuel Suraniti, un doctorant de notre équipe, qui étudie 1’adhésion
de vésicules synthétiques sur surfaces d’or modifiées. Nos expériences ont permis d’observer
la capacité qu’ont les vésicules a interagir avec d’abord le polypyrrole mais aussi avec les
sucres HP6, CS, DS et dpl2. Il a pu étre montré qu’elles interagissaient différemment en
fonction de leur charge (positive, neutre ou négative) et que les réponses obtenues en imagerie
SPR entre les sucres et les vésicules variaient en fonction de la propriété de reconnaissance du
sucre (CS # DS # HP6 ou dpl2). De plus ces réponses sont proportionnelles a la

concentration en sucres déposés.

Finalement, le systéme de puces a oligosaccharides développé au cours de cette thése
possede la capacité d’étre transposable a de multiples applications: celles découlant
étroitement de notre systeme d’étude (différentes longueurs de chaine, différents sucres,
mesure d’affinité¢) et celles plus ouvertes (chimie alternative afin de répondre le plus
facilement possible au probléme rencontré, ¢tude d’adhésion de vésicules). Ce systéme
possede donc la capacité¢ d’€tre utilis¢é dans des études plus systématiques d’interactions

sucres — protéines.
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Conclusion

Le but de ce travail de thése résidait en la conception d’une puce a oligosaccharides,
compatible avec un systéme optique d’imagerie en résonance des plasmons de surface, afin
d’obtenir une analyse simultanée de multiples interactions entre des protéines et des

oligosaccharides en temps réel.

Apreés avoir fait 1’état de I’art de la fonctionnalisation de surface par des
oligosaccharides ainsi que leurs modes de détection, nous avons proposé¢ la réalisation d’un
systeme modele, ayant comme sucre sonde, I’héparine commerciale. Le recours a la chimie a
permis de transformer un sucre en molécule « sucre sonde » par I’adjonction de pyrrole, afin
de le déposer sur une surface d’or par électrocopolymérisation. Cette chimie a nécessité la
construction de molécules « pyrrole - bras espaceurs » compatibles avec les propriétés de
reconnaissance des sucres utilisés. Pour ce faire, cinq molécules « pyrrole — bras espaceurs »
ont ¢été¢ synthétisées, possédant chacune des propriétés physico-chimiques différentes.
L’oligosaccharide modéle a été fixé aux bras de deux manieres différentes, soit par couplage
direct soit par couplage séquentiel. Malgré des difficultés de caractérisation liées a la fois a la
structure de 1’oligosaccharide et du pyrrole, il a ét¢ développé deux techniques de dosage des
échantillons aprés couplage afin de quantifier la proportion de sucres modifiés.

Une fois les monomeres « pyrrole — sucre » réalisés, ils ont été déposés sur une surface
d’or compatible avec 1I’imagerie SPR, par la technique de 1’électrospotting. Avant de tester la
possible reconnaissance biologique entre le sucre greffé et la protéine SDF-1 servant de
modele d’étude, les plots formés ont été caractérisés par MEB et par AFM.

Le premier essai de reconnaissance biologique a été effectué grace a la détection par
fluorescence. Ces expériences nous ont permis de valider notre systéme ainsi que la chimie
proposée initialement ; nous avons pu démontrer que la fluorescence observée était spécifique
de I’interaction biologique grace a la présence de témoins négatifs. La fluorescence est donc
un moyen de contrdle efficace pour la préparation des échantillons.

Une fois cette validation faite, les études d’interactions biologiques suivies par SPRi
ont ¢été réalisées ; les résultats obtenus ont confirmé la spécificit¢é de [I’interaction,
précédemment détectée par fluorescence. Ces travaux nous ont permis d’aller plus loin : grace
a ’acquisition en temps réel des interactions, les cinétiques d’association et de dissociation du
complexe « oligosaccharide — protéine » ont pu €tre observées. L’étape suivante consistait en
I’optimisation de certains parametres essentiels, concernant la fluidique (la cellule

d’interactions et les tubulures) ainsi que la composition des réactifs utilisés. Grace a ces
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améliorations, des cinétiques d’interactions de meilleure qualité ont pu étre observées. De
plus, nous avons démontré que les puces fabriquées sont régénérables sans grande perte
d’activité mais aussi réutilisables sur une large période de temps (plusieurs mois).

Apres ces optimisations techniques, des parameétres chimiques (influence des bras
espaceurs, la concentration en sucres spottés,...) ainsi que des parameétres biologiques
(concentration de protéines a injecter,...) ont pu étre étudiés.

Cette approche a pu étre appliquée finalement a certaines problématiques biologiques :
la premiere concerne I’influence de la longueur des oligosaccharides sur la cinétique de
reconnaissance, la seconde porte sur la comparaison de I’activité biologique de différents
composés de structure proche. Par ailleurs, bien que ne figurant pas en détail dans ce
manuscrit, des chimies de greffage alternatives ont été étudiées ainsi que de nouvelles
applications de puces a oligosaccharides dans le domaine de 1’étude de 1’adhésion de

vésicules synthétiques.

Tout ce travail de thése a donc permis de proposer un procédé de fabrication et de
lecture de puces a sucres performant, qui a fait ’objet d’'une demande de brevet. Par la suite,
des applications plus systématiques et incluant un traitement des données plus approfondi sont
envisagées. Ce systeme de puces a sucres peut étre utilisé pour des études de screening de
protéines issues de milieux complexes ou par étude par compétition ; il peut étre également
étendu a 'utilisation d’autres sucres de nature différente. Enfin, grace a des développements
paralléles au sein du laboratoire, il est envisageable a moyen terme de mesurer plus d’un
millier d’interactions simultanément, ce qui peut ouvrir des perspectives dans le domaine de

I’analyse de sucres issus de la chimie combinatoire.
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1. Matériels

11 Produits
1.1.1. Synthéses chimiques

- 2,5-Diméthoxy-Tétrahydrofurane : DiméthoxyTHF mixture of cis- and trans- isomers 99% (Acros
Organics)

- Acide 6-amino-caproique 99+% (Acros)

- Acide 11-amino-undécanoique 99% (Acros)

- Acide acétique glacial, purex for analysis (SDS)

- Adipate dihydrazide 98% (Acros)

- Chloroforme anhydre pour analyses (SDS)

- Chloroforme-d, 99.9% D, stabilize avec 0.5 wt silver foil (Aldrich).
- Dichlorométhane, purex for analysis (Prolabo)

- Diméthylformamide : DMF ACS for analysis (Carlo Erba)

- Diméthylsulfoxyde : DMSO min. 99.5% pour analyses (Prolabo)
- 1-4-Dioxanne pure pour synthéses (SDS)

- Ethanol EtOH andydre pour analyses (SDS)

- Hydrazine (NH,-NH,) 1M dans THF (4ldrich)

- Meéthanol : MeOH anhydre pour analyses (prolabo)

- N-hydroxysuccinimide : NHS 97% (Fluka)

- N,N’-dicyclohexylcarbodiimide : DCC 99% (Aldrich)

- Révélateur de CCM sur silice : vapeur d’iode.

1.1.2. Modifications biochimiques

- Héparine HP6 : Heparin sodium salt from porcine intestinal mucosa mol wt. 4,000-6,000 (Sigma)

- Chondroitin sulfate A sodium salt from bovine trachea approx. 70% (Sigma)

- Chondroitin sulfate B sodium salt, b-heparin; dermatan sulfate sodium salt, from porcine intestinal
mucosa, mun. 90%, lyophilized powder (Sigma)

- Tétraborohydrure de sodium min. 99% (Merck)

- Cyanoborohydrure de sodium min. 99% (Merck)

- Tampon Bicarbonate de sodium (Sigma)

- Tampon PBS : phosphate buffered saline tablets (Sigma)

1.1.3. Détections

- Acide (N-[2-hydroxyéthyl]-piperazine-N’-[2-éthane]-sulfonique : HEPES min. 99.5% (Sigma)

- Bovine Serum Albumin : BSA, initial fractionation by heat shock, fraction V, min. 98% (Sigma)
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Carbazole ~95% (Sigma)

Chlorure de sodium : NaCl (SDS)

Acide o-phosphorique 85% (Carlo Erba)

(Diméthylamino)-benzaldéhyde : DMAB 99%, A.C.S. reagent (Aldrich)

Stromal cell-derived factor-1a biotinylée ou non biotinylée : SDF-1a Biot / SDF-1a, donnée par
le laboratoire d’enzymologie moléculaire de I’Institut de Biologie Structurale (IBS, Grenoble).
SDS : sodium dodécyl sulfate Biochemica ultra >99% (GC) (Fluka)

Monoclonal anti-Chondroitin sulfate clone CS-56, mouse ascites fluid (Sigma)

Tween 20 in vitro test (CisBio International)

Triton X-100: t-octylphenoxypoly(ethoxyethanol) (Sigma)

Révélateur de CCM sur silice : vapeur d’iode.

12 Matériels
1.2.1. Chimie — "construction de la molécule sucre-sonde”

Spectrometre UV-Visible UVIKON (Biotech instruments)

Plaques de silice sur aluminium, couche 0.20mm gel de silice 60 avec indicateur de
fluorescence UVas4 (Macherey-Nagel)

Spectrométre RMN Briiker AM-200. Les spectres RMN ont été enregistrés a 200MHz, en
utilisant les solvants comme référence interne. Les déplacements chimiques sont rapportés
en ppm par rapport au tétraméthylsilane (TMS). Pour les spectres protons : 7.26 ppm pour
CHCI; et 2.49 ppm pour le DMSO. Les multiplicités des signaux sont présentées de la
fagon suivante : s = singulet, d = doublet, t = triplet, dd = doublet de doublet, td = triplet

de doublet, sl = singulet large, m = multiplet.

Spectrométre de masse : Les spectres de masse (MS) ont été réalisés par Colette
LEBRUN, en ionisation par bombardements d’¢lectrons, au SCIB/RI du CEA, et par
David LEMAIRE au LSMP/IBS par Electrospray.

Chromatographie haute pression en phase liquide (HPLC) Hewlett Packard Series 1050.

1.2.2. Fabrication de la puce et caractérisations

Colonne PD10 : 5 mL Econo-Pac Q cartridge (BioRad)

Potentiostat EGG Princeton Applied Research, modele 263.

Table tracante Schlumberger 8300 Enregistreur X-Y.

Microscope a épifluorescence BX 60 (Olympus), équipé d’une caméra CCD refroidie

(Hamamatsu) et logiciel de traitement de I’'image Image Pro Plus (Media Cybernetics)
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- Microscope a balayage ¢électronique MEB JEOL 840A.

- Microscope AFM fonctionnant a température ambiante et atmosphére ambiante, Nanotec
Electronita, Madrid.

- Cantilevers Budget Sensors BS-Tp300 (constante de raideur moyenne 40N/m, fréquence
de résonance environ 275kHz).

- Appareil d’imagerie SPR développé a /OTA (Orsay).

1.3, Fabrication des différents tampons

Chaque tampon, apres la préparation, est filtré sur 0.8um et 0.22 um puis aliquoté en tubes de

15 ou 50 mL.

Tampon de Ringage : 10mM HEPES pH 7,4 ; 150mM NaCl ; 0.005% Tween 20
Tampon de Blocage : tampon de ringage + 1% BSA (p/v)
Tampon de Régénération : tampon de ringage + 1M NaCl

Tampon de Couplage : PBS 0.01M ; pH 7,4 ; tampon préparé par dissolution de pastilles
pré dosées.

Tampon d'électrocopolymérisation : Tampon phosphate 50mM, pH 6.8.

2. Méthodes

21 Synthéses organigues

2.1.1. Synthéses des monomeéres « pyrrole- hydrazides »

a) Synthéses des pyrrole-acides

a.l Acide 5-pyrrolyl-caproique PC-COOH ( produit I) :

- Dans un ballon muni d’un réfrigérant, on additionne le 2,5-

QN—(CHZ);)—COOH diméthoxy-Tétrahydrofurane (490mmol, 64.85 mL), I’acide 5-amino-
caproique (430mmol, 56.33 g), I’acide acétique glacial (430 mL) et

du dioxanne (570 mL). Le mélange est porté a reflux au chauffe-ballon pendant 4h. On laisse
la réaction se poursuivre sous agitation magnétique toute la nuit a température ambiante. Le
mélange réactionnel est ensuite concentré a 1I’évaporateur rotatif sous vide. Le résidu est repris
dans I’é¢thanol (2 fois) et concentré. Le produit pur est obtenu aprés une chromatographie sur
colonne de silice. L ¢lution de la colonne est commencée avec du dichlorométhane pur, puis
poursuivie avec un mélange de dichlorométhane/éthanol (¢lution croissante en éthanol : 2.5 %

EtOH puis 5 % EtOH). La purification est suivie par chromatographie sur couche mince
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(CCM) sur plaque de silice avec comme ¢luant un mélange chloroforme 90 / méthanol 10. On
obtient 67.41 g d’acide 5-pyrrolyl-caproique, soit un rendement de 86 %. Le produit sec est

conserve a 4°C, a I’abri de la lumiére.

Caractérisation par RMN :
'H-RMN (200MHz ; CDCI3 / TMS) : pics caractéristiques de la chaine alkyle [6 (ppm) = 1,72 (m, 6H, -
CH2-(CH,)s- CH»>-) ; 2,34 (t, 2H, -CH,-CO,H) ; 3,87 (t, 2H, -CH>-N)] ; du pyrrole [& (ppm) = 6,13 (dd,
2H, 3-H et 4-H) ; 6,64 (dd, 2H, 2-H et 5-H)].

a.2. Acide 10-pyrroly/-undécanoigue PU-COOH (produit II):

= Dans un ballon muni d’un réfrigérant, sont additionnés le 2,5-
QN_(CHZMO_COOH diméthoxy-THF  (490mmol, 64.85 mL), Il’acide 10-amino-
undécanoique (430mmol, 86.56 g), ’acide acétique glacial (430 mL) et du dioxanne (570
mL). Le mélange est porté a reflux au chauffe-ballon pendant 4h. On laisse la réaction se
poursuivre sous agitation magnétique toute la nuit a température ambiante. Le mélange
réactionnel est ensuite concentré a 1’évaporateur rotatif sous vide. Le produit pur est obtenu
apres une chromatographie sur colonne de silice. L’¢lution de la colonne est commencée avec
du dichlorométhane pur, le produit II étant encore plus apolaire que le produit I, il n’y a pas
besoin de faire un véritable gradient en méthanol. La purification est suivie par
chromatographie sur couche mince (CCM) sur plaque de silice avec chloroforme 90 /

méthanol 10 comme ¢luant. On obtient 70.0 g d’acide 10-pyrrolyl-undécanoique, soit un

rendement de 65 %. Le produit sec est conservé a 4°C, a I’abri de la lumiere.

Caracteérisation par RMN :
'H-RMN (200MHz ; CDCI3 / TMS) : pics caractéristiques de la chaine alkyle [6 (ppm) = 1,64 (m, 14H, -
CHy-(CHy)s- CH2-) ; 2,34 (t, 2H, -CH»-CO,H) ; 3,86 (t, 2H, -CH>-N)]; du pyrrole [8 (ppm) = 6,13 (dd, 2H,
3-H et 4-H) ; 6,64 (dd, 2H, 2-H et 5-H)].

b) Synthese des pyrrole-esters activés
b.1. Pyrrole-/6 - N-hydroxysuccinimide : PC-NHS (produit III ).

(0]
_ Dans un ballon, sont mélangés le produit I (144mmol,
E>N—(CH2)5—CO—O—N
N

26.055g), le NHS (144mmol, 16.56 g), la DCC (159mmol,
o 32.75 g) et le DMF (500 mL). La réaction est mise sous

agitation durant toute la nuit, a température ambiante. La réaction est suivie par CCM, éluant :
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chloroforme 95 / méthanol 5. Le mélange est ensuite filtré pour éliminer la DCU formée. Le
filtrat est ensuite séché sous vide. Le produit est par la suite utilisé tel quel, sans purification
supplémentaire, pour ne pas risquer d’hydrolyser I’ester, d’ou une absence de calcul du

rendement de la réaction.

Caractérisation par RMN :
'H-RMN (200MHz ; CDCI3 / TMS) pics caractéristiques de la chaine [6 (ppm) = 1,72 (m, 6H, -CH,-
(CH2)s- CHy-); 2,53 (t, 2H, -CH,-CO)]; du NHS [6 (ppm) = 2,88 (tt, 4H, CH,-CHy)] ; du pyrrole [6
(ppm) = 3,87 (t, 2H, -CH>-N) ; 6,13 (dd, 2H, 3-H et 4-H) ; 6,64 (dd, 2H, 2-H et 5-H)].

b.2. Pyrrole-[11]- N-hydroxysuccinimide : PU-NHS (produit IV):

__ Suivant le méme protocole que précédemment, on mélange
QN—(CHz)m‘CO—O—N le produit IT (95mmol, 23.9 g), le NHS (95mmol, 10.925 g)

o et la DCC (104.5mmol, 21.52 g) dans 500 mL de DMF. La
réaction est mise sous agitation durant toute la nuit, a température ambiante. Elle est suivie
par CCM dans un mélange chloroforme 95 / méthanol 5. Le mélange réactionnel est ensuite
filtré pour éliminer la DCU formée. Le filtrat est ensuite séché sous vide. Le produit est utilisé
par la suite tel quel, sans purification supplémentaire, pour ne pas risquer d’hydrolyser 1’ester

formé (absence de rendement).

Caracteérisation par RMN :
'H-RMN (200MHz ; CDCI3 / TMS) pics caractéristiques de la chaine [6 (ppm) = 1,64 (m, 6H, -CH,-
(CH)s- CH2-) ; 2,6 (t, 2H, -CH»-CO) ; 3,86 (t, 2H, -CH2-N)] ; du NHS [5 (ppm) = 2,89 (tt, 4H, CH,-CH,)];
du pyrrole [6 (ppm) = 3,86 (t, 2H, -CH>-N) ; 6,13 (dd, 2H, 3-H et 4-H) ; 6,65 (dd, 2H, 2-H et 5-H)].

c) Synthese des pyrrole-Hydrazides
¢.1 Pyrrole Undecanoyl Hydrazide : PUH (produit V)

= Dans un ballon, on met I’ester activé PU-NHS IV (20mmol,
_(CH2)10-CO-NH-NH2 .
= 6.96g), ’hydrazine 1 M dans THF (20mmol, 20 mL), en mélange
steechiométrique, dans le DMF (180 mL), afin d’éviter au maximum la formation de sous-
produits (« dimeres de pyrrole »). Le mélange est mis sous agitation toute la nuit, a
température ambiante, en suivant la réaction par CCM (CHCl; 90 / MeOH 10). Ensuite, le
DMF est évaporé a I’aide de 1’évaporateur rotatif sous vide. Plusieurs produits sont observés :
PUH, PUHUP (dimeres), des traces d’ester activé PUNHS IV. On a tenté¢ de séparer ces

produits sur colonne de silice, en faisant passer d’abord 1% DMSO dans CH,Cl,, puis en
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effectuant un gradient (2%, 5% et 10%). Or, le produit PUH sort en méme temps que les

autres produits, quelque soit le pourcentage de DMSO. Le rendement n’a donc pas été calculé.

Caracterisation par Spectrométrie de masse :
T = 200°C, solvants : CH,Cl, / DMSO, m/z = 266.3 (M+H)" PUH; 348.1 (composé IV); 251
(composeé Il), 225.3 (DCU).

¢c.2. Pyrrole Caproyl Adipate Hydrazide : PCAH (proauit VI)

@ Sont mis en présence, dans un ballon, le
N—(CH,)5-CO-NH-NH-CO-(CH,),-CO-NH-NH,
S PCNHS III (5mmol, 1.4 g) et [Dadipate

dihydrazide (Smmol, 0.87 g), dans 50 mL de DMF. Etant donné que I’adipate se dissout mal

dans le DMF, 15 mL H,O ont été rajoutés. Le tout est mis sous agitation toute la nuit, a
température ambiante ; il se forme un dépdt blanc. La CCM réalisée dans CHCl; 95 / MeOH
5, en fin de réaction, nous indique que tout I’ester activé PC-NHS a ¢été consommé ou
hydrolysé. Le mélange réactionnel est filtré sur fritté¢, 30 mg de solide correspondant au NHS
sont récupérés, insolubles dans un mélange DMF/ H,O. Le mélange DMF/ H,O est évaporé
du filtrat, on obtient 2.1 g de produit brut. On purifie la réaction sur colonne de silice, on élue
dans un gradient de DMSO (0-50 %) dans CH,Cl,. On arrive a éliminer I’adipate ainsi qu’une
majorité du dimere PCAHACP. La Spectrométrie de Masse (SM) montre encore des traces de

dimére. La masse obtenue de produit est 750 mg, soit un rendement d’environ 44 %.

Caractérisation du produit brut en spectrométrie de masse:
3 pics caractéristiques : 173.1 (M-H)" soit 174.1 pour l'adipate ; 336.2 (M-H)" soit 337.2 pour le
PCAH ; 399.2 (M-H)" soit 400.2 pour le dimére PCACP.

Caracterisation par RMN :
'H-RMN (200MHz ; CDCl3 / TMS) pics caractéristiques de la chaine adipate [0 (ppm) = 1.42 (it, 4H, -
CH2-(CH,),-CHy-) 5 1.95 (t, 2H, -CH,-CO-NH-NH,) ; 2.04 (t, 2H, -CH,-CO-NH-NH-); 4.12 (sl, 2H, -NH-
NH,) ; 8.9 (s, 3H, -NH-NH- et NH-NH,).];de la chaine alkyle [8 (ppm) = 2.46 (t, 2H, -CH,-CO-NH-NH-) ;
3.78 (1, 2H, -CH>-N)]; du pyrrole 5.91 [6 (ppm) = (dd, 2H, 3-H 4-H) ; 6,67 (dd, 2H, 2-H 5-H)].
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¢.3. Pyrrole Undecanoy! Adipate Hydrazide : PUAH (produit VII)

e . \ , . N
,i/\N—(CHZ)m-CO-NH-NH-CO-(CH2)4-CO-NH-NH2 Dans un ballon, sont mis a réagir 1’ester
=~ activé PU-NHS IV (Smmol, 1.74 g) avec

I’adipate dihydrazide (5mmol, 0.87 g) dans 50 mL de DMSO, durant toute la nuit, a
température ambiante. La réaction est suivie par CCM dans CHCl; 90 / MeOH 10. Le DMSO
est ensuite évapore, a la pompe a vide sous agitation et chauffage. On obtient 6.2 g de produit
brut, le produit étant fragile, le chauffage sous vide n’a pas été plus poussé, pour ne pas
risquer de détruire le produit, en finissant d’évaporer le solvant. On purifie la réaction sur
colonne de silice, on ¢lue dans un gradient de DMSO (de 0 a 20 %) dans CH,Cl,. On arrive a
¢liminer I’adipate ainsi qu’une majorit¢ du dimére PUAHAUP. La SM montre encore des
traces de dimére. La masse obtenue de produit est 840 mg, soit un rendement estimé

d’environ 41 %.

Caractérisation du produit brut en spectrométrie de masse:

3 pics caractéristiques : 175.1 (M+H)" soit 174.1 pour I'adipate ; 408.2 (M+H)" soit 407.2 pour le
PUAH ; 641.2 (M+H)" soit 640.2 pour le dimére PUAUP.

Caracteérisation par RMN :
'H-RMN (200MHz ; CDCl3 / TMS) pics caractéristiques de la chaine adipate [0 (ppm) = 1.43 (tt, 4H, -
CH2-(CH,),-CHy-) 5 1.94 (t, 2H, -CH,-CO-NH-NH,) ; 2.03 (t, 2H, -CH,-CO-NH-NH-) ; 4.12 (sl, 2H, -NH-
NH;) ; 8.9 (s, 3H, -NH-NH- et NH-NH;)] ; de la chaine alkyle [6 (ppm) =; 2.49 (t, 2H, -CH,-CO-NH-
NH) ; 3.79 (t, 2H, -CH,-N)]; du pyrrole [ (ppm) = 5.9 (dd, 2H, 3-H 4-H) ; 6,66 (dd, 2H, 2-H 5-H)] .

2.1.2. Synthése du pyrrole-amine
a) pyrrole-trioxatridecane-acétamide (produit VIII):

@N\/\/O\/\O/\/O\/\/NH-COCH:g Dans un ballon muni d’un
réfrigérant on additionne : du 2,5-
diméthoxyTHF (13.216 g; 0,Imole), du 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanediamine (66 mL ;
0,3mole), de I’acide acétique glacial (130 mL), du dioxanne (220mLl). Le mélange est porté a
reflux au chauffe-ballon pendant 6h. On laisse la réaction se poursuivre sous agitation
magnétique toute la nuit a température ambiante. Le mélange réactionnel est ensuite concentré
a I’évaporateur rotatif sous vide. Le résidu est repris par deux fois dans 100 mL d’éthanol et

concentré afin d’éliminer le maximum d’acide acétique. Le résidu est ensuite repris dans

200mL de dichlorométhane et lavé avec 2 fois 100 mL d’hydrogénocarbonate de sodium
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(NaHCOs3) a 10 % puis par deux fois 100 mL d’eau distillée. La phase organique est récupérée
et séchée. La phase aqueuse étant, elle aussi, trés colorée, subit un traitement au carbonate de
potassium (K,COs3) pour la neutraliser, puis une nouvelle extraction au dichlorométhane est
réalisée. La nouvelle phase organique est récupérée et concentrée. Le produit pur est obtenu
apres une chromatographie sur colonne de silice. L’élution de la colonne est commencée par
du dichlorométhane pur et poursuivie par un mélange dichlorométhane/méthanol : 98% - 2%.
En augmentant la proportion de méthanol dans I’¢luant, la derniére fraction sortie correspond
au pyrrole-amine non protégé. On obtient 14.1 g du produit VIII d’ou un rendement de 45 %.

Le produit obtenu est toujours un liquide brun.

b) pyrrole-trioxatridecane-amine, produit IX. Déprotection de
[acétylamino-pyrrole

—
NH, Dans un ballon muni d’un réfrigérant,
on additionne du produit VIII (14.1 g;

45mmoles) dans 300 mL de potasse aqueuse a 10 %. Le mélange est chauffé a reflux pendant
2h. Le milieu réactionnel, une fois refroidi, est extrait par 3 x 150 mL de dichlorométhane. La
phase organique est récupérée et concentrée. La purification se fait sur colonne de silice :
I’¢lution est commencée avec du CH,Cl, pur, puis poursuivie avec un gradient croissant en
méthanol (élution du produit : 95% - 5%). La masse obtenue du produit VI est de 10.13 g. Le

rendement de la synthese est donc de 83 %.

Caracterisation du produit brut en spectrométrie de masse, Electrospray:
3 pics caractéristiques : 343.05 (M+Na)" et 321.09 (M+H)" soit 320 pour le dipyrrole-trioxatridecane ;
335.07 (M+Na)" et 313.08 (M+H)" soit 312 pour le produit VIII; 271.3 (M+H)" soit 270.3 pour le produit

IX.

Caracterisation par RMN :
'H-RMN (200MHz ; CDCl3 / TMS) pics caractéristiques de la chaine [6 (ppm) = 1,70 (q, 2H) ; 1,90 (q,
2H); 2,83 (t, 2H) ; 3,34 (t, 2H) ; 3,34 (m, 4H) ; 3,53-3,72 (m, 10H) ; 3,96 (i, 2H)] ; du pyrrole [ (ppm) =
6,08 (dd, 2H, 3-H 4-H) ; 6,62 (dd, 2H, 2-H 5-H)].

2.1.3. Synthése du pyrrole-maléimide
a) Acide maléamigue N-substitué produrt X:

(0]
T "Co.0H On introduit dans un ballon : I’acide 6-amino-caproique (29,66 g ;
| oﬂ 0,226 mole), I’anhydride maléique (22,18 g; 0,226 mole) puis
(0]
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I’acide acétique glacial (450 mL). La réaction se fait sous agitation magnétique pendant 20
heures. Le produit (poudre blanche) est obtenu aprés filtration et séchage sur fritté, puis
purifié par recristallisation dans de 1’éthanol. On obtient 40g de produit soit un rendement

final de 81 %.

Caractérisation par spectrométrie de masse et par RMN :

'H-RMN (200MHz ; DMSO / TMS) pics caractéristiques de la chaine [6 (ppm) = 1,23-1,50 (m, 6H, 7-
CH2, 8-CH,, 9-CH,) ; 2,16 (t, 2H, J = 7,26Hz, 2-CH,) ; 3,1 (m, 2H, 6-CH,)] ; de I'acide maléamique [
(ppm) = 6,18 (d, 1H, J = 12,6 Hz, =CH) ; 6 ,35 (d, 1H, J = 12,6 Hz)].

(M + H") = 230. Masse exacte calculée = 229,1

b) Ester activé du Maléimide Produrt XI:

0
o Q Le mélange d’acide maléamique (4 g; 17.5mmole), de DCC
| NMOI\¢ (7.4 g; 36mmole), de NHS (4.2 g ; 36mmole) dans le DMF
o
o

(150 mL) est mis sous agitation magnétique a température

ambiante pendant 96 heures, puis filtré sous pression réduite. Le filtrat (liquide brun) est
évaporé a sec et le résidu est purifié sur colonne de silice. L’¢lution du produit se fait a
I’acétate d’éthyle pur. On obtient environ 1.62 g du produit XI. Le rendement de la réaction

est de 30 %.

Caracterisation par RMN :

'H-RMN (200MHz ; CDCI3 / TMS) pics caractéristiques de la chaine [0 (ppm) = 1,20-1,41 (m, 6H, 3-H,
4-H et 5-H) ; 2,14 (t, 2H, CH, —CONHS) ; 3,1 (t, 2H, CH2>-N) ]; du NHS [5 (ppm) = 2,69 (it, 4H, CH,-
CH,)]; du maléimide [ (ppm) = 6,35 (s, 2H, 3-H 4-H)].

c) Pyrrole-trioxatridecane-maléimide produit XII:

= NN N A SO S Le mélange d’ester activé du
N (0) (0) NHCO-(CH3)5-N
Q (Chials ) J maléimide (XI) (1.62 g; 5.25mmole)

© et de (IX) (1.42 g; 5.25mmole) dans
25 mL DMF est mis sous agitation pendant une nuit a température ambiante. L’évolution de
la réaction est suivie par CCM (CHCl; 90 % / MeOH 10 %).Apres évaporation du DMF, le

produit est purifié par chromatographie sur colonne de silice. L’¢lution commencée par du
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dichlorométhane pur est poursuivie par un gradient en méthanol (élution du produit : 98% /

2%). La masse du produit XII obtenu est de 1.1 g, soit un rendement de 45 %.

Caracteérisation par spectrométrie de masse :
3 pics caractéristiques : 486.3 (M+Na)" et 464.1 (M-H)" soit 465 pour le produit XII ; 225.1 (M+H)"
correspondant a la DCU.

Caracterisation par RMN:
'H-RMN (200MHz ; CDCI3 / TMS) pics caractéristiques de la chaine [0 (ppm) = 1,70 (q, 2H) ; 1,90 (q,
2H); 2,83 (t, 2H) ; 3,53-3,72 (m, 10H)]; du pyrrole [5 (ppm) = 6,1 (dd, 2H, 3-H 4-H) ; 6,6 (dd, 2H, 2-H
5-H)] ; du maléimide [5 (ppm) = 6,6 (s, 2H, 3-H 4-H)].

2.2. Obtention doligosaccharides a partir de |Héparine HP6
2.2.1. Préparation d’oligosaccharides d’héparine

Ce protocole de préparation a été mis en place par 1’équipe de 'IBS et publié'*®.

Une digestion de I’héparine HP6 (1 g) est réalisée par une enzyme Héparinase I (8
milliunités/mL) dans 15 mL d’une solution de BSA a 0.1 mg/mL (2 mM CaCl,, NaCl 50 mM
et tampon Tris 5 mM, pH 7.5), durant 54h a 25°C. La réaction enzymatique est stoppée en
chauffant la solution a 100°C pendant 5 min. Les produits de digestion sont ensuite séparés en
fonction de leur taille, sur une colonne Bio-Gel P-10 (4.4 x 150 cm), qui est équilibrée avec
une solution de NaCl a 0.25 M et ¢luée a 1 mL/min. Les produits ¢élués sont détectés par
absorbance a A = 232 nm, ils sont constitués de séries d’oligosaccharides de taille uniforme,
allant de dp2 (2 unités disaccharidiques) a dpl8. Afin d’assurer 1’homogénéité des
échantillons, seulement le milieu de chaque pic est collecté et chaque fraction isolée est re-
chromatographiée sur une colonne de gel de filtration pour éliminer toute contamination
possible. Les échantillons sont dialysés contre H,O (distillée) et quantifiés par test

colorimétrique, en utilisant la méthode de Bitter et Muir'”’.

2.2.2. Préparation d’oligosaccharides dp12 thiolés : couplage
de la cystamine

L’oligosaccharide dp12 (S5uL a 100 mg/mL) est mélangé a 100 uL de cystamine (75.6
mg/mL), auquel sont rajoutés 350 pL. de tampon bicarbonate de sodium (0.1 M, EDTA 2 mM,
pH 8.3) et 50uL de cyanoborohydrure de sodium (100 mg/mL). La réaction se fait a 37°C
pendant 48 heures. Une fois le couplage réalisé, on effectue un dessalage sur une colonne

PD10, puis les échantillons sont collectés et lyophilisés.
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Apres avoir couplé la cystamine, il faut rompre le pont disulfure. Pour ceci, une
réduction est effectuée en utilisant un réducteur le tétraborohydrure de sodium. Le protocole
est le suivant : I’échantillon sec est mélangé a 50 puL de tampon PBS pH 8,5 et a 5 uL de
NaBH4 (1 M dans H,0). Ce mélange est laissé a température ambiante pendant 45 min. Puis
est rajouté de I’acide chlorhydrique (4.2 uL 1M dans H20), a nouveau, le mélange est laissé
10 min a température ambiante. Enfin, I’échantillon est traité par la soude NaOH (0.8 uL a
IM) et du tampon PBS (40uL a pH 8,5).

Le couplage est alors dosé par la réaction utilisant le réactif de Ellman, cette technique
permet de doser les groupements thiol. Le rendement du couplage oligosaccharide-SH est de
85 %. Afin de vérifier la valeur du rendement, un contrdle avec la biotine-maléimide

(réagissant sur la groupe thiol) est fait puis révélé sur dot blot.

2 3. Couplage entre les « Bras espaceur - pyrrole » synthétisés
et /oligosaccharide

2.3.1. Stratégie | : Couplages directs

Les « bras espaceurs » utilisés lors de ce couplage sont le PUH, le PCAH, le PUAH, le
Py~NH; et le Py~Maléimide synthétisés précédemment. Les sucres mis en jeu sont I’héparine
commerciale dite HP6 (~ 6kDa), le dp12, fragment de cette héparine HP6 (~3kDa), le dpl12-
SH (thiol¢), la chondroitin sulfate CS (32-45kDa), le dermatan sulfate DS (37kDa) et les
différents fragments d’HP6 de longueur variable dp6 (~1500Da), dp8 (~1500Da),
dp10(~2kDa), dp14(~3.5kDa), dp16(~4kDa).

a) Réaction de couplage 1. Couplage par réaction entre ['hydrazide et
/aldéhyde

Par cette réaction, le bras espaceur est fixé¢ par sa fonction hydrazide a la fonction
aldéhyde du sucre, le sucre étant en équilibre entre une forme pyranose et une forme ouverte

comportant une fonction aldéhyde.

Dans un tube eppendorf, le réactif « Pyrrole-Hydrazide » (50 mM dans DMSO, 250
puL) est mélangé au sucre HP6 (20 mM dans du tampon acétate 2 M pH 4.2, 12.5 uL) et le
réducteur cyanoborohydrure de sodium (4M dans EtOH, 2.5 pL) est ajouté. Les échantillons
sont placés a I’étuve a 56°C durant 48h, apres 6-8h de réaction, un nouvel ajout du réducteur

est fait (2.5 uL).
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A T’issue de la réaction, on fait un dessalage des échantillons, sur une PD10 (mini colonne
d’exclusion). Le protocole est le suivant : le volume de 1’échantillon est complété a 500 puL
avec H,O, les « pyrrole — hydrazide » n’ayant pas réagi précipitent, alors 1’échantillon est
centrifugé et seul le surnageant est récupéré (fraction contenant les oligosaccharides modifiés
et naturels). Puis on passe successivement sur la colonne les 500 uL de 1’échantillon
(surnageant), puis 5 x 500 uL H,O (qu’on élimine), puis & nouveau 4 x 500 uL H,O, fractions
que ’on collecte, puis la colonne est lavée avec 20 mL H,O, pour nettoyer la colonne de
toutes les petites molécules. Ensuite une lecture est effectuée au spectrometre UV-visible, a A
= 232 nm, pour vérifier la présence du sucre. Les fractions collectées sont alors regroupées et

séchées en les passant au « speed’vac » et finalement pesées.

b) Réaction de couplage 2. Couplage par réaction entre lamine eft
/aldéhyde = Amination réductrice

Par cette réaction, le bras espaceur est fixé par sa fonction amine primaire a 1’aldéhyde
du sucre (réaction d’amination réductrice). Ici, une différence est notable par rapport au
couplage 1 : étant donné que le composé « pyrrole-amine » est soluble dans I’eau, il n’y plus
besoin d’utiliser le DMSO.

Dans un tube eppendorf, le réactif « pyrrole ~ amine» (100mM dans Tp Bicarbonate,
pH =17.8, 50 uL) est mélangé au sucre HP6 (20 mM dans H,O, 16.5 uL séché préalablement),
du Tp bicarbonate (175 uL) et le réducteur cyanoborohydrure de sodium (300 mg/mL dans Tp
Bicarbonate, 50 uL) est ajouté. Les échantillons sont placés a 1’étuve a 37°C durant 48h, apres
6-8h de réaction, un nouvel ajout du réducteur est fait (25 pL).

A T’issue de la réaction, on fait un dessalage des échantillons, sur une PD10 (cf. protocole
2.3.1.a). Ensuite une lecture est effectuée au spectrometre UV-visible, a A = 232 nm, pour
vérifier la présence du sucre. Puis les fractions collectées sont regroupées et séchées en les

passant au « speed’vac » et finalement pesées.

c) Réaction de couplage 3 . Couplage par réaction entre le maléimide et /e
thiol greffé sur oligosaccharide

Par cette réaction, le « pyrrole - maléimide » (XII) est fixé au sucre, par le couplage
entre la fonction thiol ajoutée préalablement a I’extrémité de I’oligosaccharide et le maléimide

du bras espaceur.
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Dans un tube eppendorf, le « pyrrole - maléimide » (50 mM dans DMF, 12.5 uL) est mélangé
au sucre dpl2-cystamine « dp12-SH » (8.5 uM dans H,0, 25 pL) dans 25 pLL H,O. On laisse

évoluer le mélange durant 2h a température ambiante.

A T’issue de la réaction, on fait un dessalage des échantillons, sur une PD10 (c¢f. protocole
2.3.1.a). Ensuite une lecture est effectuée au spectrométre UV-visible, a A = 232 nm, pour
vérifier la présence du sucre. Puis les fractions collectées sont regroupées et séchées en les

passant au « speed’vac » et finalement pesées.

2.3.2. Stratégie Il : couplage séquentiel du bras espaceur-
sucre

a) Premiére réaction de couplage

Dans un tube eppendorf, sont mélangés I’adipate hydrazide (0.5 M, 50 uL) au sucre
lyophilisé (soit HP6 3 mg, soit dp12 1.8 mg), le réducteur NaCNBHj; (4 M dans EtOH, 20 pL)
est rajouté ; les échantillons et leurs témoins négatifs sont placés a 1I’étuve a 56°C durant 96h,
apres 12-18h de réaction, on rajoute 2 OuL de réducteur NaCNBHj.

A T’issue de la réaction, un dessalage des échantillons est réalisé sur une PD10 (cf. protocole
2.3.1.a). Ensuite une lecture est effectuée au spectrométre UV-visible, a A = 232 nm, pour
vérifier la présence du sucre. Puis les fractions collectées sont regroupées et séchées en les
passant au « speed’vac » et finalement pesées et dissoutes a une concentration proche du

millimolaire.

b) Deuxiéme réaction de couplage

Apres avoir fixé I’adipate, on fixe le groupe pyrrolé. Dans un tube eppendorf, 10 puL du
sucre : dpl2 (12 mg/mL) ou HP6 (24 mg/mL) sont additionnés a 10 pL. de PUNHS-SO5
[molécule synthétisée au laboratoire par André Roget] (50 mM dans H,O) et 30 puL de
DMSO. On laisse 1h a température ambiante, puis pour stopper la réaction, le volume est
complété a 500 uL avec H,O, puis les échantillons sont passés sur PD10 (cf. protocole
2.3.1.a). Ensuite, on regroupe les fractions collectées et on les lyophilise en les passant au

« speed’vac ».
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2.3.3. Couplage sur billes (couplage direct)

Par I'utilisation de billes, nous souhaitons tester un couplage sur support, afin de
comparer I’efficacité du couplage direct en solution.
Le protocole est le suivant :

Tout d’abord les billes (400 pL), billes de chromatographie DEAE-Sephacel '*°, sont
préparées par centrifugation, le surnageant est enlevé, puis les billes sont lavées deux fois
avec 200 pL de H,O. Une fois le surnageant de lavage retiré, 1’oligosaccharide (HP6 ou dp12,
100 uL a 20 mM dans H,0) est ajouté aux billes et incubé pendant 15 minutes a température
ambiante. Le tout est ensuite centrifugé et le surnageant enlevé. Pour vérifier la fixation de
I’oligosaccharide sur les billes, la densité optique (D.O. a A= 232 nm) de la solution
contenant le sucre est mesurée avant I’incubation, de méme une mesure est réalisée apres
incubation, sur le surnageant.

Une fois la préparation des billes achevées, 5 uL de Tp Acétate de sodium a pH = 4,2 est
ajouté, suivi par 1’ajout de la solution de « bras espaceurs — pyrrole » (PUH, 200 pL a 50 mM
dans le DMSO) et du réducteur NaCNBH; (4 M dans EtOH, 15 uL).

Les échantillons sont ensuite placés a 56°C pendant 48h. En fin de réaction, les tubes sont
rincés plusieurs fois a 1’eau (probléeme de solubilité des molécules « pyrrole - bras
espaceur »), le surnageant étant a chaque fois retiré. Les billes sont alors mélangées a une
solution de NaCl 1M, afin de décrocher HP6 du support. Le surnageant est repris et passé sur

colonne PD-10 pour étre désaler. Les échantillons alors collectés sont séchés.

2.3 Quantification du pyrrole et dosage de |acide uronigue au

sucre
2.3.1. Dosage du couplage par la biotine-LC-Hydrazine.

La Biotine-[Longue chaine]-Hydrazine sert a doser qualitativement le rendement de la
réaction de couplage précédente.
Dans un eppendorf, on additionne 10 pL de I’échantillon 6 mg/mL (HP6 témoin, PUH,
PUAH ou PCAH) 2.5 uL de Biotine-LC-Hz (18.6 mg/mL de DMSO), auxquels on ajoute
12.5 uL H;O, on laisse les échantillons 24h a température ambiante.
A T’issue de la réaction, on fait un dessalage des échantillons, sur une PD10 (cf. protocole
2.3.1.a), puis on fait 5 dilutions en cascade (rapport 1/3). Ces échantillons dilués sont déposés
sur une membrane Zeta Probe GT. Ensuite, on bloque la membrane par 5 % de caséine dans

du TBS 1X, a 4°C toute la nuit.
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Au matin, on remplace la solution par de ’extravidine diluée au 1/4000° dans du TBS Tween
0.05 %, on laisse incuber 1H. On effectue 4 lavages successifs (15 min) dans du TBS Tween
0.05 %. On fait ensuite une détection ECL Western Blotting, en laissant incuber la membrane
avec les réactifs de détection durant 4 min, puis on bloque la membrane dans du film
transparent. Celle-ci est mise en contact avec un « Hyperfilm » par pression durant 30s et

révélées par un développeur compact X2.

2.3.2. Dosage de 'acide uronigue du sucre

Les échantillons testés sont ceux issus du couplage « pyrrole - bras espaceur — sucre »,

¢étant dilués a trois concentrations différentes : 5-10-20 pg/mL.
La gamme en sucre HP6 comporte six points : 0-5-10-20-30-50 ug/mL.

Référence : Bitter and Muir, 1962, Anal. Biochem., 4 : 330-334.
Le protocole est le suivant :

Préparer du tétraborate de sodium hydraté a 0.025M dans I’acide sulfurique (peser 9.5mg/mL
d’acide sulfurique)

Placer 250uL de ce réactif dans un tube en verre, refroidir a 4°C.
Ajouter lentement I’échantillon sur la surface : 50uL.

Fermer les tubes (bouchon vis + joint téflon).

Agiter lentement puis rapidement, en restant a basse température.
Incuber 10 min dans I’eau bouillante.

Refroidir a température ambiante.

Ajouter 10uL de carbazole (0.125% dans EtOH ou MeOH).
Agiter les tubes et incuber 15 min dans I’eau bouillante.
Refroidir a température ambiante.

Lire I’ Absorbance a A = 530nm.

La valeur du blanc (contre I’acide sulfurique) ne doit pas dépasser 0.025 en DO.

2.3.3. Détermination de la quantité de pyrroles couplés aux
sucres

Les échantillons testés sont ceux issus du couplage pyrrole étant dilués a trois

concentrations différentes dans H,O: 2.5 uM, 5 uM et 10 uM.
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La gamme étalon en « ODN — pyrrole » (dilués dans H,O) comporte sept points : 2uM, 1uM,
500nM, 250nM, 125nM, 62.5nM et OnM.

La méthode de dosage est dérivée de celle faite par Wolowacz et al.”!

Le protocole est le suivant : le mélange réactionnel est composé¢ de 50 pL de 1 % de 4-
(diméthylamonino)-benzaldéhyde dans 1’acide phosphorique, 400 uL de 1’échantillon a doser
et 550 uL d’acide acétique. La réaction est placée a 40°C pendant 2h. A la sortie de 1’étuve, la

lecture de I’absorbance est faite a A = 559 nm.

2.3.4. Purification par HPLC

Les échantillons issus du couplage (qu’il soit direct ou séquentiel) sont tout d’abord
lyophilisés, puis repris dans le tampon A de I’'HPLC.

Les tampons utilisés pour 1’élution sont le Tampon A (Tp A: acétate de triéthyl-
ammonium 25 mM, 5 % Acétonitrile) et le Tp B (acétate de triéthyl-ammonium 25 mM, 50 %
Acétonitrile).

Le gradient d’¢lution est le suivant : départ du gradient 100 % Tp A, a 5 min 10 % Tp
B, a 15 min 50 % Tp B, a 17 min 100 % Tp B, a 19 min 100 % Tp B et a 20 min 0 % Tp B.
Les deux minutes a 100 % Tp B servent a purger la colonne afin d’éliminer toute trace
d’échantillons. Au début de chaque utilisation de I’appareil, il est nécessaire de réaliser des
blancs : le premier est I’injection de H,0O, le deuxieme Tp A seul (pour vérifier I’homogénéité
du tampon utilisé) et le dernier est un témoin : injection de 20 uL. de HP6 1 mM.

Ensuite, chaque échantillon, une fois repris dans le tampon A, est injecté¢ a la

concentration et au volume voulus.

2.4 Synthése électrochimigue du polypyrrole fonctionnalisé :
Electrospotting

La réaction d’ électrospotting se fait en utilisant le montage de « spotting » (présenté
au chapitre I1.1.1.4.) et le logiciel Polypotter (développé au laboratoire). Les surfaces de verre
des prismes ou des lames de microscope sont recouvertes d’une surface de Cr de 1 nm sur
laquelle est déposé 48 nm d’or. La surface d’or sur laquelle est réalisé le dépot des plots de
polymére sert d’électrode de travail, un fil de platine de diamétre 0.6 mm situé dans le cone
sert de contre-¢électrode (dans ce montage, il n’y a pas d’¢lectrode de référence). Tout ce
systeme ¢lectrochimique est alors connecté au potentiostat, lui-méme reli€ a une table

tracante.
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La copolymérisation s’effectue avec 10 pL. d’une solution contenant 20 mM Pyrrole
dans du tampon phosphate 50 mM pH 6.8 + I’échantillon a spotter dans sa concentration
désirée (de I’ordre du nanomolaire) ; ce volume est contenu dans un pipetman Gilson de 200
L rattaché¢ a une plateforme dirigée par 3 moteurs reliés un ordinateur permettant de les
piloter.

Le film est synthétisé sur la couche d’or suite a une impulsion électrique, « pulse » (durant
250 ms pour les prismes et 500 ms pour les lames), montant a 2V.

Une fois la solution prélevée par la pipette, ’utilisateur doit vérifier la forme du ménisque a
I’extrémité inférieure du cone. Le ménisque de solution a I’extrémité du cone va permettre
d’établir le contact électrique ; si celui-ci est trop gros, il risque de baver sur la surface créant,
au final, un plot de trop grand diamétre, de méme s’il est trop petit, les bords en plastique du
cone devront venir s’appuyer sur la surface d’or, risquant de provoquer une déformation du
bout du cone, voire sa planéité, ce qui entrainerait la construction de plots de mauvais qualité

pour tout le reste de la matrice.

Une fois ces vérifications faites, le cone est alors déplacé vers la position initiale : en haut a
gauche de la matrice a réaliser. Le premier dépot sert aussi d’étape d’optimisation des
parametres : ainsi quand le cone a atteint sa premiere position de dépot, le cone est approché
d’abord par les moteurs vers la surface, puis un réglage fin (de I’ordre de quelques
micrometres sur I’axe z) est fait manuellement afin de mettre en contact le ménisque formé et
la surface d’or et non d’écraser I’extrémité du cone sur la surface. I1 y a donc une vérification
visuelle du contact, puis une deuxiéme vérification est faite en constatant le contact électrique
sur I’affichage du potentiostat (d’ou la vérification initiale de la forme du ménisque).

Une fois I'impulsion faite, le cone est retiré¢ de la surface grace aux trois moteurs de la
plateforme (x, y, z), revenant a sa position initiale, nous permettant de le rincer et de le
recharger avec une nouvelle solution de pyrrole + pyrrole fonctionnalisé. Les différents spots
(ou plots) sont tous réalisés de la méme fagon, représentant une matrice définie au préalable,
via le logiciel de contrdle. Une fois I’¢électrospotting réalis€, on rince la surface dorée a I’eau,

on la séche puis on la conserve a 4°C.

2.5. Phase de détection en fluorescence,

Apres avoir effectué la synthése électrochimique, la zone des plots sur la lame d’or est

délimitée par une barriere hydrophobe faite a I’aide d’un feutre colle.
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Les plots sont ensuite lavés par deux passages de 1 mL de tampon de ringage. Puis on les
« bloque » en mettant 100 pL de tampon de blocage durant 30 min, a température ambiante,
ce tampon posséde en plus une protéine, la BSA, qui va s’adsorber sur I'or et sur le
polypyrrole (ppy) et ainsi limiter le risque de fixations non spécifiques des protéines sur 1’or

et le ppy, lors de la révélation des interactions en fluorescence.

On rince a nouveau avec 1 mL de tampon de ringage, avant de déposer 100 puL de la protéine

SDF-1a biotinylée (1 uM) dans le tampon de ringage, durant 30 min, a température ambiante.

Apres un nouveau ringage, on dépose 100 uL de Streptavidine R-phycoerythrine (SAPE) a
7% dans le tampon de ringage durant 15 min, a température ambiante, a I’abri de la lumiere,
puis un dernier ringage (identique aux précédents) est réalisé avant la phase de détection au

microscope.

Pour la révélation de fluorescence, les échantillons déposés sur la lame d’or sont placés entre
lame et lamelle, puis observés au microscope a épifluorescence équipé d’une caméra CCD,
sous lumiere verte et un grossissement x 1,2. Les images des plots sur la matrice sont prises et

leurs intensités de fluorescence sont mesurées par le logiciel Image Pro Plus.

Apres la lecture sur le microscope, les plots sont lavés par 2 x 1 mL de tampon de ringage
puis par 2 x 1 mL de tampon de régénération. Puis la lame est lavée a I’eau, avant d’étre

séchée puis stockée a 4°C.

2.6. Phase de détection, en SPR (résonance de plasmons de

surtface)

Le protocole d’une manipulation avec I’imageur SPR est la suivante :

- Dégazer tous les tampons : ringage, blocage et régénération.
- Mettre le prisme, comportant une matrice de plots dans 1’appareil SPR.

- Démarrer le systeme fluidique, c’est-a-dire, qu’apres avoir rempli la seringue de tampon
de ringage, la placer dans le pousse-seringue et allumer I’appareil. Ainsi, arrive en débit

constant un flux de tampon dans la cuve SPR. « Passage de tampon de ringage ».
- Lancer le logiciel Genovision (Genoptics) et faire les réglages de la caméra CCD.

- Tracer les courbes de plasmon qui correspondent aux Niveaux de gris de la caméra en

fonction de I’angle d’incidence, que 1’on balaie manuellement. Ces courbes représentent la
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variation de réflectivité en fonction de 1’angle d’incidence a la surface du prisme, elles
permettent de comparer I’épaisseur des différents plots déposés sur la surface d’or du
prisme. Plus le plot est épais, plus la courbe de plasmon de surface sera décalée vers les

incidences faibles, donc vers la gauche du graphe.

Afin d’analyser la fonctionnalité des plots ainsi déposés, nous nous plagons ensuite a une
incidence fixe, durant toute I’expérience, pour mesurer les cinétiques de variation de
réflectivité en fonction du temps. Ici, nous nous sommes placés a un angle de 54°, pour étre

sur le flanc droit du pic d’absorption de courbe de réflectivité.
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Figure 98 : Courbes de plasmons de surface des différents plots dans la tampon de ringage en fonction
de I’angle d’incidence. En jaune, la courbe représente la couche d’or non modifiée.

Apres avoir fait tous les réglages sur le prisme dans I’appareil SPR, le protocole de suivi

en cinétique des interactions est le suivant :

- Circulation du tampon de ringage dans le systeme fluidique, aprés avoir choisi le débit
du pousse-seringue pour la suite de I’expérience.

- Etape indispensable : blocage de la surface en réalisant deux injections de tampon de
blocage (1% BSA) (pendant 7 min30s a débit 60uL/min) suivies d’une étape de
régénération de la surface (1M NaCl dans le tampon de ringage), pour éliminer le
surcroit de BSA « collée ».

- Retour en tampon de ringage, pour observer la stabilisation de la ligne de base.

- Passage de la protéine SDF-1a a la concentration désirée dans un tampon de rincage.

- Retour en tampon de rincage, afin de mesurer la différence de niveau dans le méme

milieu avant et apres la prise de protéines sur les sucres.
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- Passage du tampon de régénération.
- Retour en tampon de ringage.
Ce protocole peut étre répété avec d’autres concentrations de protéine SDF-1a.
Apres chaque expérience, le systéme fluidique est nettoyé par un passage de 20mL de
H,0, suivi d’un séchage a I’air comprimé. Une fois ce nettoyage réalisé, le prisme peut étre

enlevé, rincé a 1’eau une nouvelle fois, puis séché et stocké a 4°C.
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