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Introduction générale 
 

La communication cellulaire est un phénomène essentiel et indispensable à tous les 

organismes vivants. Les processus de reconnaissance, mis en jeu lors de la communication 

cellulaire, se font par l’intermédiaire de deux acteurs principaux : le récepteur présent sur la 

surface des cellules et le ligand qui peut être isolé ou immobilisé sur une autre molécule ou 

cellule. Les récepteurs présents sur la surface des cellules cibles sont de nature diverse : 

protéines, oligosaccharides, acides aminés. Ils ont pour rôle de recevoir les informations de 

l’environnement extracellulaire, puis de les transformer en réponses intracellulaires.  

Une bonne communication exige une réponse aux stimuli sensible et précise. Les organismes 

vivants ont ainsi développé différentes particularités (couplage des récepteurs d’une même 

fonction à la surface des cellules, présentation de plusieurs sites aux ligands sur un même 

récepteur) permettant alors une signalisation efficace et sensible 1-9. Le concept actuel 

émergent serait que les récepteurs qui composent ces complexes communiquent les uns avec 

les autres 7, et facilitent ainsi la reconnaissance. Ces modes de fonctionnement des récepteurs 

tirent ainsi profit des interactions multivalentes, en les utilisant comme un moyen simple et 

hautement spécifique de communication cellulaire.  

Les interactions multivalentes sont alors apparues, aux cours de ces dernières 

décennies, comme les ingrédients essentiels présents dans la médiation de procédés 

biologiques. Une compréhension fondamentale de la multivalence et des processus la faisant 

intervenir est depuis lors devenue primordiale. Afin de mieux comprendre le fonctionnement 

des procédés biologiques, l’idée actuelle est d’exploiter la multivalence pour reproduire des 

assemblages 10 ou des dispositifs 11, analogues à ceux trouvés dans la nature. Les ligands 

multivalents synthétiques, sont alors apparus comme des outils précis pour la compréhension 

et la caractérisation des fonctions des récepteurs. En plus de l’utilité de ces agents pour 

examiner la fonction des récepteurs, les ligands multivalents synthétiques présentent des 

applications potentielles dans le traitement de maladie. Les applications médicales sont 

nombreuses et vont du diagnostic via l’utilisation de biocapteurs, à l’imagerie par l’utilisation 

de sondes biologiques, en passant par la thérapie grâce au ciblage de cellules malignes ou à 

leur possibilité de pénétration cellulaire. Ainsi, l’étude de la multivalence dans des systèmes 

modèles artificiels simples, mais riches en information, est bénéfique non seulement pour 

comprendre le concept de multivalence mais également pour transférer les avancées obtenues 

dans la science des matériaux 12. Dans le désir de construire des nanosystèmes de plus en plus 
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élaborés, la multivalence apparaît alors jouer un rôle significatif en chimie supramoléculaire 
13, 14, médicinale et des matériaux. 

 

L’objectif de ma thèse est ainsi de développer des outils et des méthodes permettant 

d’étudier et de quantifier des interactions biomoléculaires mettant en jeu des systèmes de 

reconnaissance multivalent. L’émergence de nombreuses techniques de caractérisation 

surfacique, a rendu accessible l’étude de ces interactions aux interfaces via l’immobilisation 

d’un des deux partenaires. Les études effectuées dans ce manuscrit ont été effectuées grâce à 

l’utilisation de deux techniques principales de caractérisation complémentaires : la 

microgravimètrie (QCM-D) et la résonance plasmonique de surface (BIAcore®).  

A la vue des diverses applications développées dans ce manuscrit, le premier chapitre 

ne se présentera pas sous la forme d’une étude bibliographique au sens propre du terme. En 

effet, dans le cadre de cette thèse, la notion de multivalence a été étudiée via l’utilisation de 

ligands multivalents synthétiques à la fois dans des processus de reconnaissance 

biomoléculaire et dans la construction d’assemblage supramoléculaire stimulable. Ainsi, au 

début de chacun des chapitres sera présenté en introduction le contexte et l’état de l’art de 

l’étude abordée. 

Le chapitre I introduira l’étude des interactions aux interfaces, en donnant les notions 

et les modèles d’analyse des interactions multivalentes qui vont être le maître mot de 

l’ensemble de ce manuscrit. Après une présentation des différents moyens de 

fonctionnalisation de surface par des biomolécules, les différentes techniques de 

caractérisation de surface utilisées dans nos études seront exposées.  

Les chapitres II et III mettront ensuite en pratique, l’utilisation des ligands 

multivalents synthétiques dans les interactions respectivement sucre-lectine et ligands 

peptidiques-récepteurs cellulaires. En effet, pour notre étude, nous avons exploité la 

présentation multiple de ligands grâce à une molécule particulière appelée RAFT 

(Regioselective Adressable Functionnalized Template). Cette molécule se présente comme 

une plateforme cyclodécapeptidique, qui a la particularité de pouvoir être fonctionnalisée sur 

ses deux faces de façon indépendante et chimiquement distincte 15, 16. Grâce à une méthode 

d’assemblage séquentiel et régiosélectif, il est possible de fixer sur une face du RAFT un 

domaine de reconnaissance via l’immobilisation d’une ou quatre biomolécules (sucre ou 

ligand peptidique) et sur l’autre face un domaine de détection qui va permettre de greffer le 

RAFT sur une surface (thiol, biotine, amine). Des études préalables effectuées sur cette 
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molécule RAFT présentant quatre ligands biomoléculaires, ligands -RGD- (-Arg-Gly-Asp-) 

ou sucres ont permis de mettre en avant le potentiel de cette molécule multivalente comme 

agent thérapeutique (vecteurs dans le ciblage de la néo-vascularisation, imagerie de tumeurs) 
17, 18 et/ou de signalisation cellulaire (mimes de surface cellulaire, vaccins synthétiques anti-

tumoraux) 19, 20. Il est notamment clairement établi que la présentation multiple des ligands à 

la surface des plateformes RAFT permet d’améliorer efficacement leur capacité de 

reconnaissance du récepteur cible, par rapport au RAFT homologue monovalent. Une 

meilleure compréhension et une quantification des mécanismes d’interaction mis en jeu 

s’avère cependant primordiale pour rationaliser le design moléculaire de ces ligands et 

optimiser leurs propriétés.  

Le chapitre II est ainsi dédié à l’étude des interactions sucre-lectine. Une étude 

préliminaire en anisotropie de fluorescence effectuée en solution 19 a montré la meilleure 

reconnaissance de la lectine Con A par la molécule RAFT présentant quatre sucres mannoses 

par rapport à la molécule RAFT n’en présentant qu’un. La preuve de la meilleure association 

physique des deux partenaires de l’interaction grâce au ligand multiple RAFT étant faite, nous 

avons exploré, de façon plus quantitative, la force des interactions grâce à la détermination 

des paramètres cinétiques et thermodynamiques des interactions.  

Dans le chapitre III, le ligand synthétique RAFT a été mis à profit dans l’étude des 

interactions entre des récepteurs cellulaires et des ligands peptidiques. Les études en 

fluorescence effectuées en 2006 18, 21 grâce à l’immobilisation d’une sonde fluorescente sur la 

seconde face de chaque molécule RAFT, ont permis de mettre en évidence l’avantage de cette 

présentation multiple des ligands -RGD- dans le ciblage de cellules cancéreuses. Dans le but 

de quantifier ce phénomène, une étude d’adhésion cellulaire a été réalisée sur des surfaces 

présentant des ligands -RGD-. Ensuite afin d’obtenir une meilleure compréhension du 

processus de reconnaissance, une analyse cinétique entre le récepteur cellulaire seul, 

l’intégrine αvβ3, et les ligands -RGD- a également été menée par SPR. 

Finalement, le chapitre IV présentera une tout autre application de la multivalence 

dans le domaine des biomatériaux. Les interactions multivalentes ont été appliquées à la 

formation d’un assemblage multicouche supramoléculaire de biopolymères. Pour cette étude, 

des biopolymères de chitosane fonctionnalisés par des cavités cyclodextrine et des entités 

adamantane ont été utilisés. L’emploi de la technique d’auto-assemblage couche par couche, 

appliquée aux interactions hôte-invité, nous a ainsi permis d’élaborer un assemblage 

multicouche de biopolymères sensible à des stimuli extérieurs comme des variations de pH ou 

des variations de force ionique. 
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Les différents aspects développés dans cette thèse : la chimie-physique des techniques 

de fonctionnalisation et de caractérisation des interactions aux interfaces, la biologie des 

systèmes étudiés et des applications visées, ainsi que l’élaboration de matériaux stimulables, 

insèrent cette étude dans un réel travail interdisciplinaire.  
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Chapitre I.  Etude des interactions biomoléculaires 

I. Introduction 

Les interactions biomoléculaires sont à l’origine de la plupart des processus de reconnaissance 

cellulaire. Ce mode de reconnaissance implique deux partenaires : le récepteur et le ligand, 

qui présentent entre eux une spécificité de liaison remarquable. L’activation du récepteur par 

le ligand se traduit, la majeure partie du temps, par une ou plusieurs réponses physiologiques 

variables selon le type cellulaire et le récepteur mis en jeu.  

Ces interactions biomoléculaires se font la plupart du temps par l’intermédiaire non pas d’une 

interaction monovalente, c’est-à-dire ne faisant intervenir la liaison d’un seul récepteur et 

d’un seul ligand, mais par l’utilisation d’interactions multivalentes qui permet d’améliorer la 

spécificité et la force de la liaison entre les deux partenaires. Les protéines, qui font partie des 

récepteurs de surface des cellules les plus étudiées, sont ainsi connues et analysées pour leur 

possibilité de liaison multivalente avec leurs ligands. En effet, ces dernières se présentent la 

majorité du temps sous la forme de multimère, c’est-à-dire qu’elles exhibent plusieurs sites de 

reconnaissance identiques au même ligand, leur permettant de s’impliquer dans des 

interactions multivalentes plus fortes et de haute spécificité.  

Dans le but de mieux comprendre la notion d’interactions multivalentes, pilier central de ce 

manuscrit, nous allons au préalable introduire les notions et les définitions ayant trait à une 

interaction simple monovalente. Une fois le modèle simple monovalent établi, nous allons 

nous intéresser plus précisément à l’étude des interactions multivalentes et des modèles 

existants pour les identifier et les étudier. Nos études s’effectuant via l’immobilisation d’un 

des deux partenaires biomoléculaires, nous développerons, ensuite, les différentes méthodes 

de bio – fonctionnalisation de surface. Nous terminerons par la présentation des différentes 

techniques de caractérisation de surface dont nous nous sommes servis dans le cadre de ce 

manuscrit.   

 

II.  L’interaction monovalente 1:1 

L’interaction la plus simple qu’il puisse y avoir entre deux partenaires présentant un site de 

reconnaissance spécifique l’un avec l’autre est une interaction monovalente de type 1:1.  
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II.1.  Définitions  

II.1.1 Les acteurs de l’interaction 

Il est commun de penser la reconnaissance moléculaire en terme de deux composantes. 

Il apparaît donc essentiel, pour une bonne compréhension de notre étude, de les définir. Dans 

la littérature, on retrouve en effet différents termes associés en fonction du domaine d’étude 

concerné. Ainsi, en biochimie, on parlera d’un récepteur protéinique et d’une espèce 

reconnaissant le récepteur pouvant être un ligand, un inhibiteur, un substrat, un épitope, ou 

d’autres molécules ou portion de molécule dépendante du récepteur. Dans le langage 

chimique, pour simplifier, le récepteur est la serrure, et le ligand la clef. Lors des études aux 

interfaces, on parlera de ligand pour l’entité immobilisée et d’analyte pour l’entité en solution.  

Le chapitre IV traitera plus particulièrement d’interactions hydrophobes supramoléculaires 

mettant en jeu des complexes d’inclusion. Les acteurs de l’interaction seront alors définis 

comme une espèce présentant une cavité hôte dans laquelle va pouvoir s’insérer l’entité invité 

correspondante.  

II.1.2 L’affinité et les constantes cinétiques de l’interaction 

Une interaction monovalente décrit la liaison de deux entités A et B de fonctionnalité 

complémentaire. Les deux entités, une fois liées, forment ce que l’on appelle un complexe 

monovalent noté AB (Figure 1).  

+

Récepteur 
monovalent

Ligand 
monovalent

Complexe 
monovalent
Complexe 

monovalent

ka

kd

A B AB

 

Figure 1: Terminologie des acteurs et vitesses de formation ka et de dissociation kd d’une 
interaction monovalente 

La formation d’un complexe monovalent entre deux entités est réversible et se traduit par 

deux constantes cinétiques : la constante de vitesse de formation du complexe notée ka et la 

constante de vitesse de dissociation du complexe notée kd. Le rapport de ces deux constantes 
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de vitesse (ka/kd) ou (kd/ka) fournit respectivement la constante d’association notée KA et la 

constante de dissociation KD du complexe (équation I-1).  

KA =
[AB]

[A].[B]
=

ka

kd

KA =
[AB]

[A].[B]
=

ka

kd      (I-1) 

Ces deux grandeurs traduisent la force de liaison entre les deux entités. Plus KA sera grand et 

inversement plus KD sera petit et meilleure sera la force de l’interaction. KA ou KD est donc 

une des grandeurs thermodynamiques les plus attendues et importantes pour la quantification 

des interactions entre partenaires biologiques. 

L’affinité est une notion qui intervient systématiquement dès que l’on parle d’interaction. Il 

faut néanmoins faire attention à la terminologie. Le mot affinité représente le terme qualitatif, 

la constante d’affinité le terme quantitatif qui, correctement nommé, s’appelle la constante 

d’association KA définie ci-dessus. L’affinité se définit comme la force de liaison entre un 

seul site de liaison de l’analyte et du ligand dans leur forme monovalente.  

II.2.  L’étude des interactions monovalentes 

La caractérisation des interactions monovalentes s’effectue par la détermination de certains 

paramètres qui permettent de rendre compte des constantes de vitesse de formation de 

l’interaction (étude cinétique), de la force de l’interaction (KA) et des mécanismes mis en jeu 

(étude thermodynamique). Pour ce faire, différents types de modèle existent pour analyser les 

interactions monovalentes. Avant d’utiliser un quelconque modèle, il est nécessaire de vérifier 

que le modèle d'analyse est adapté au système d’étude. En effet, quel que soit le modèle 

utilisé, l’analyse des données expérimentales donnera un résultat. C’est ensuite au scientifique 

de juger du résultat et de choisir un modèle en adéquation avec l’étude de l’interaction 

effectuée.  

II.2.1 Les isothermes de Langmuir 

L’isotherme de Langmuir, développée en 1916 par Irving Langmuir, est une méthode 

empirique dérivée d'un mécanisme cinétique. Cette méthode ne peut être appliquée que pour 

des études aux interfaces. L’utilisation d’une isotherme de Langmuir est basée sur quatre 

hypothèses :  
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1) La surface de l'adsorbant est uniforme, c’est-à-dire que tous les sites d'adsorption 

sont égaux.  

2) Les molécules adsorbées n'interagissent pas les unes avec les autres.  

3) Toute l'adsorption a lieu par le même mécanisme.  

4) À adsorption maximum, seule une monocouche est formée : il n'y a pas de 

formation de multicouche.  

Comme à l’accoutumée, il est rare que ces quatre points soient vérifiés expérimentalement. En 

effet, il y a toujours des imperfections sur la surface, le mécanisme n'est clairement pas le 

même pour les toutes premières molécules que pour les autres. De plus, l'isotherme 

d'adsorption est le fruit de mesures expérimentales et, en tant que telle, elle n'est pas parfaite : 

les différents points mesurés sont fonction de l'estimation que l'on aura pu faire de l'équilibre 

thermodynamique.  

Cette méthode consiste à modéliser les points expérimentaux : ∆Γ (masse surfacique de 

l’analyte à l’équilibre) en fonction de la concentration de l'analyte en solution C, selon une 

isotherme d’adsorption de Langmuir définie par l’équation (I-2) : 

CK

CK

A

A

⋅+
⋅

×∆Γ=∆Γ
1max      (I-2) 

Le tracé de ces isothermes d’adsorption de Langmuir va permettre une détermination de la 

constante d’association de l’interaction : KA, ainsi que de la quantité maximale d’analyte, 

∆Γmax, qui va pouvoir être adsorbée sur les ligands immobilisés.  

II.2.2 Le modèle cinétique de Langmuir 

Le modèle cinétique de Langmuir consiste en l’analyse des paramètres cinétiques d’une 

interaction monovalente entre un ligand B immobilisé sur une surface et un analyte A en 

solution selon un modèle mathématique prédéfini.  

Une étude cinétique est effectuée au préalable. Un analyte A est injecté sur une surface 

fonctionnalisée par des ligands B. Les courbes d’association et de dissociation 

expérimentales, réalisées pour différentes concentrations en analyte A, sont alors modélisées 

par un modèle mathématique selon le mécanisme réactionnel de la Figure 1. 

Lorsqu'une interaction obéit à un modèle simple de type 1:1, la vitesse de l'interaction en 

solution est décrite par l'équation (I-3) :  
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][]][[
][

ABkBAk
dt

ABd
da −=       (I-3) 

Les études cinétiques menées au cours de ce manuscrit ont été réalisées par SPR (BIAcore®). 

Ainsi l’équation cinétique (I-3) devient en terme de réponse SPR, R (cf ci-après  V.2 

Résonance plasmonique de surface ), l'équation suivante (I-4).   

RkRRCk
dt

dR
da −−= )( max , soit RkCkCRk

dt

dR
daa )(max +−=      (I-4) 

où C est la concentration molaire en analyte et Rmax la réponse maximale de la surface en 

RU (cf ci-après  V.2 Résonance plasmonique de surface ). En effet, le signal de résonance en 

SPR BIAcore® est exprimé en unités de résonance ou RU. 

 

Différents processus d'analyse des études cinétiques ont ensuite été développés.  

• Linéarisation  

dR/dt peut être tracé en fonction de R, et la pente de la droite obtenue, ks (s
-1), est égale à kaC 

+ kd. Un nouveau graphique peut donc être réalisé, en reportant ks en fonction de C : la pente 

de la droite est égale à ka, et l'ordonnée à l'origine à kd (Figure 2A)). Cette linéarisation des 

données n'est valable que dans le cas d'interactions simples. Pour les interactions plus 

complexes, les données transformées ne seront plus linéaires.  

• Analytique 

Une méthode plus générale, basée sur l'intégration analytique (Figure 2B)) des équations 

décrivant la variation de la réponse en fonction du temps 1, a été mise à la disposition des 

utilisateurs du BIAcore® dès 1993. La constante de vitesse de dissociation, exprimée en s-1, 

est tout d'abord déterminée grâce à l'équation suivante (I-5) : 

)0(
0

ttk
tt

deRR −−=      (I-5) 

où Rt est la quantité d’analyte A adsorbé sur la surface de ligand B au temps t et Rt0 est la 

quantité à l’équilibre d’analyte A adsorbé.  

La constante de vitesse d'association peut ensuite être calculée par le modèle selon l’équation 

(I-6) : 
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da

tkCk
a

t kCk

eCRk
R

da

+
−

=
+− )1( )(

max      (I-6) 

où Rmax est la quantité maximale à l’équilibre d’analyte A adsorbé et C est la 

concentration d’analyte en solution. L’association des deux composants est traitée comme la 

somme de deux événements indépendants, chacun décrit par une équation de la forme 

précédente. 

A) Linéarisation

B) Intégration analytique C) Intégration numérique

 

Figure 2: Exemples des différents traitements des données cinétiques par le modèle de 
Langmuir en SPR A) par linéarisation, B) par intégration analytique et C) par intégration 
numérique. Les figures sont issues de 2 et de la société BIAcore®. 

• Intégration numérique 

La méthode utilisée dans le logiciel d’évaluation du BIAcore® T100 utilisée au cours de cette 

thèse est plus récente. Elle s’appuie sur une méthode d'analyse numérique couplée à 

l'ajustement global des données 3. Ce moyen d’analyse a bénéficié de l'accroissement des 

puissances de calcul disponibles sur les micro-ordinateurs. Elle est basée sur l'algorithme de 

Marquardt-Levenberg 4 qui ajuste les données calculées et expérimentales en minimisant la 

somme des résidus au carrés (notée chi², Figure 2C)). Le calcul est réalisé sur l'intégralité du 
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sensorgramme (c’est-à-dire la courbe d’association et de dissociation de l’analyte) et, si 

souhaité, sur plusieurs sensorgrammes à la fois. Une seule valeur par paramètre est 

déterminée pour tout un jeu de sensorgrammes. Cette nouvelle méthode de traitement est plus 

sensible que les deux précédentes à la qualité des données. 

Une fois les deux constantes de vitesse déterminées, le rapport de ces deux dernières, comme 

cité précédemment, donne la constante d’association et de dissociation du complexe à 

l’équilibre : KA = [AB]/[A]·[B] exprimé en M-1 et KD = 1/KA = [A]·[B]/[AB] exprimé en M. 

II.2.3 La linéarisation du modèle de Langmuir (représentation de Scatchard) 

Le modèle de Scatchard a été développé en 1949 5. Ce modèle consiste en une analyse 

graphique simple des données de liaison d’une interaction entre un ligand immobilisé et un 

analyte en solution. L’utilisation de la représentation de Scatchard rend alors possible la 

linéarisation du modèle de Langmuir. En effet, l’équation de Scatchard (I-7) est une fonction 

linéaire extraite de la relation hyperbolique (I-2) qui permet la simplification de l’analyse des 

résultats et la détermination rapide des paramètres du système étudié comme KA et Γmax. 

L’avantage de cette procédure est alors de valider l’utilisation du modèle de Langmuir en 

vérifiant l’accord entre les courbes expérimentales et le modèle mathématique. 

L’équation de Scatchard (I-7) est donnée par : 

 Γ−=Γ
AA KnK

C
 (I-7) 

où Γ    est la quantité d’analyte adsorbé à l’équilibre (en notation SPR, Γ correspond à Réq), 

C est la concentration en analyte libre à l’équilibre et n est le nombre de sites de liaison par 

analyte. 

La méthode consiste alors à tracer les points correspondant à la variation de (Γ/C) en fonction 

de Γ (Figure 3). Si ces points forment une droite cela confirme que les données 

expérimentales correspondent à une interaction monovalente entre l’analyte et le ligand 

immobilisé. 

Si l'interaction est monovalente, les graphes de Scatchard permettent l’obtention de la 

constante d’affinité (KA) donnée par l’opposé de la pente et de nKA qui est donné par 

l’ordonnée à l’origine.  
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Figure 3 : Graphe de Scatchard obtenu par la linéarisation de l'équation de Langmuir 
correspondant à l'interaction monovalente d’un ligand avec un analyte.  

Le tracé des graphes de Scatchard peut être adapté à l’analyse des données obtenues par SPR 
6, en assimilant Γ à la réponse unitaire obtenue en BIAcore® à l’équilibre (notée Réq). 

L’équation de Scatchard s’écrit alors : 

 éqAA
éq RKRK

C

R
−= max     (I-8) 

Dans le cadre de ce manuscrit, l’analyse des données SPR, a systématiquement été faite par le 

tracé des graphes de Scatchard en utilisant l’équation (I-8).  

L’ensemble des méthodes que nous venons de présenter, n’est valable que pour les cas 

simples d’interactions monovalentes. Cependant, dans le cadre de cette thèse, nous nous 

sommes intéressés à mettre en évidence l’avantage des interactions dites multivalentes dans 

l’amélioration des processus de reconnaissance cellulaire entre partenaires biologiques. Dans 

les paragraphes suivants, nous allons définir plus spécifiquement les interactions 

multivalentes, leurs utilités ainsi que les différents modèles dont nous nous sommes servis 

pour distinguer et quantifier les phénomènes de multivalence dans des interactions entre 

partenaires biologiques.  
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III.  Les interactions multivalentes : définition et concept 

La multivalence décrit la formation de liaisons multiples de deux (ou plus) entités présentant à 

leur surface des fonctionnalités complémentaires et multiples (Figure 4). L’effet « glycoside 

cluster » 7 se définit comme une amélioration de l’affinité par l’utilisation de ligands 

multivalents comparé à l’interaction similaire avec leur homologue monovalent. Cette 

amélioration est supérieure à un simple effet d’augmentation de la concentration. C’est 

l’exemple de multivalence le plus connu dans les processus biologiques.  

III.1.  Définitions 

La valence des acteurs de l’interaction correspond au nombre de connections séparées d’un 

même type qui peuvent être formées avec d’autres particules par des interactions ligands – 

récepteurs. Une lectine qui présente quatre sites de liaison à un sucre sera alors appelée une 

lectine tétravalente.  

+

Récepteur 
tétravalent

Ligand 
trivalent

Complexe 
divalent  

Figure 4 : Terminologie des valences et des acteurs de l’interaction multivalente. Cette 
figure a été adaptée de 8. 

Le terme d’avidité est fréquemment employé, dès lors que l’on s’intéresse à des 

interactions multivalentes. Il faut cependant ne pas le confondre avec l’affinité. Par définition, 

l’avidité, aussi appelée "affinité fonctionnelle", est une mesure de la force de liaison entre 

l’ensemble des sites de reconnaissance de l’analyte et du ligand dans leurs formes naturelles 

(i.e. qu’ils soient mono ou multivalent). Elle décrit donc plutôt une situation physiologique 

que théorique ou expérimentale et peut se distinguer clairement de l'affinité. 

La concentration effective (Ceff) est une notion importante dans la compréhension 

moléculaire de l’étude des interactions multivalentes 9. Par définition, elle représente la 

probabilité d’interaction entre deux entités réactives ou complémentaires et symbolise une 

concentration « physiquement réelle » d’une des fonctionnalités réactives par rapport à sa 

contrepartie complémentaire (Figure 5). Cette probabilité d’interaction a été montrée comme 
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étant dépendante de la longueur du bras espaceur entre les sites de reconnaissance de l’entité 

réactive et des possibilités conformationnelles qui existent entre elles 10-12.  

r0r0

r0r0

Vue de côté Vue d’en haut

Etude aux surfaces

r0r0

Etude en solution

entité adamantane 

entité cyclodextrine

 
Figure 5 : Représentation schématique du concept de la concentration effective d’une 
interaction bivalente entre une molécule invité (bis(adamantyle)) et un dimère de 
cyclodextrine en solution (gauche) et à une SAM de cyclodextrine (droite). Cette figure a 
été adaptée de 13. 

Enfin, une dernière définition importante, que l’on doit introduire pour la suite, est la 

différence entre des interactions intra et intermoléculaires, mise en évidence par Jencks 14 en 

1981.  

Intra-
moléculaire

Inter-
moléculaire

++

Grands agrégats 
(insolubles) 

 

Figure 6 : Comparaison des interactions multivalentes intra et intermoléculaires. Cette 
figure a été adaptée de 8. 

Il existe, il est vrai, de nombreuses possibilités d’interactions entre des entités analytes et 

ligands. En effet, des liaisons multivalentes peuvent avoir lieu intramoléculairement, cas 

classique qui découle de la définition de la multivalence, mais une interaction 

intermoléculaire entre deux entités multivalentes est également possible (Figure 6). Alors 

qu’une interaction multivalente intramoléculaire peut conduire à des structures avec des 
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géométries et des motifs de liaison définis, les liaisons intermoléculaires conduisent à la 

formation de grands agrégats (insolubles) et de structures polymériques. Les liaisons ne 

suivent pas nécessairement un réseau simple : des combinaisons de liaisons intra- et 

intermoléculaires sont également possibles. Pour atteindre spécifiquement la formation de 

liaison multivalente, un certain degré de design du système est alors requis. Les aspects les 

plus importants qui doivent être pris en compte sont l’architecture, taille et forme, des entités 

multivalentes et la thermodynamique des interactions.  

Même si, dans la plupart des études de phénomène de liaison entre partenaires biologiques, 

les récepteurs présentent plusieurs sites de liaison, les résultats sont classiquement analysés 

avec un modèle simple d’interaction 1:1 5, 15, alors que rien ne le justifie. Une des causes en 

est peut être l’existence de très peu de modèles d’étude qui permettent de mettre en évidence 

ou d’analyser des interactions multivalentes. Toutefois, quelques uns sont décrits et ceux qui 

nous ont servis dans ce manuscrit sont détaillés ci-après. 

III.2.  Les modèles d’étude de la multivalence 

III.2.1 La représentation de Scatchard 

Comme on l’a vu pour les interactions 1:1, la représentation de Scatchard est une méthode 

linéaire simple qui permet d’obtenir les caractéristiques principales (KD et Rmax) d’une 

interaction monovalente. Elle peut également être mise à profit pour mettre en évidence la 

présence ou non d’interaction monovalente. En effet, l’obtention d'une réponse linéaire traduit 

la capacité du système étudié à répondre à une interaction de type 1:1. Par contre, l’obtention 

d’un tracé non linéaire va rendre compte d’une interaction plus complexe (Figure 7). Trois 

situations différentes peuvent alors être envisagées.  

- la présence d’une coopérativité négative, qui correspond à la décroissance de l'affinité 

avec l'augmentation du nombre de sites occupés  

- la présence de ligands hétérogènes  

- la présence d'interaction multivalente (graphes concaves de Scatchard) qui se traduit 

par une augmentation de l’affinité de l’analyte en solution vis-à-vis de la présentation 

multivalente de ligands immobilisés (effet chélatant de l'analyte).  
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Figure 7 : Présentation des trois différents cas possibles obtenus lors du tracé de la 
représentation de Scatchard traduisant A) la présence d’une interaction monovalente et 
B) la présence d’une interaction plus complexe : bivalente, ligand hétérogène. 

L’utilisation des graphes de Scatchard va permettre alors facilement de mettre en évidence ou 

non la présence d’interaction multivalente entre les partenaires de l’étude (Figure 7).  

III.2.2 Le modèle multivalent de Scatchard 

III.2.2.1. Relation linéaire 

Dans les années 1980, D. J. Winzor et al. ont résolu l’analyse des données d’interactions 

multivalente en proposant l’expression d’une constante intrinsèque de liaison 16 via le 

développement 17, 18 d’une relation analogue à l’équation de Scatchard 5 (équation I-6). Mais 

cette dernière a été soumise à polémique. En 1995, D. J. Winzor a alors adaptée l’équation 

traditionnelle de Scatchard à l’étude des interactions multivalentes 19. 

Si on considère la situation où un analyte A, avec f sites de liaison se lie à un ligand B 

immobilisé et que toutes les réactions entre les sites individuels de A et de B sont gouvernées 

par une seule constante de liaison intrinsèque 15, KAB, la quantité d’analyte A immobilisée sur 

la surface pour un tel système, Rf, s’écrit sous la forme 18. 

*/1/1* /)( B
f

A

f

Af CCCR −=      (I-11) 

où CA correspond à la concentration molaire d’analyte libre, c’est-à-dire la concentration 

en analyte injectée sur la surface, et CA
* et CB

* respectivement les concentrations molaires 

totales (libres et liées) d’analytes et de ligands immobilisés. En tenant compte de la relation 

(I-11), l’équation de Scatchard correspondant à l’analyse de liaisons multiples indépendantes 

et équivalentes se transforme en l’expression (I-12) 
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ff
AfABABf

A

f CRfKK
C

R
/)1*(

/1
−−=      (I-12) 

où 
f

A

f

C

R
/1

 est l’équivalent de la notation [ligand lié/ ligand libre] de l’équation de 

Scatchard monovalente (f = 1). La représentation linéaire est obtenue en traçant  
f

A

f

C

R
/1

 en 

fonction de )/)1*(( ff
Af CR − . La valence de l’interaction peut alors être déduite en traçant des 

graphes successifs à différentes valeurs de f jusqu'à l'obtention d'un tracé linéaire.  

 

III.2.2.2. L’équation hyperbolique rectangulaire 

Une seconde forme alternative du modèle multivalent de Scatchard peut également être 

utilisée afin de faciliter l’analyse en régression non-linéaire des données expérimentales par 

des programmes informatiques standard de modélisation des données. L’équation (I-12) peut 

alors être convertie en une relation hyperbolique rectangulaire 19, 20 qui décrit la fonction de 

liaison conventionnelle 5, 15 pour une concentration libre en ligand. 

)1( /1)/)1*((

)/1*(

f
A

ff
AAB

f
AAB

f CCfK

CK
R −+

=     (I-13) 

En multipliant cette expression par )/)1*(( ff
AfC −  l’expression (I-13) et en remplaçant Rf par sa 

valeur selon la relation (I-11), on obtient alors l’équation (I-14) suivante : 

)1(
)(

/1)/)1*((

)/1*(*)/)1*((
/1/1*)/)1*((

f
A

ff
AAB

f
AABB

ff
Af

A
f

A
ff

A CCfK

CKCfC
CCfC −

−
−

+
=−   (I-14) 

Pour des études en SPR utilisant des appareils BIAcore®, des études de calibration ont permis 

d’établir une relation linéaire 20, 21 entre la réponse SPR, Rp, la quantité de protéine liée, wA, et 

l’aire de la surface du biocapteur, ∆, selon l’équation (I-15).  

∆
= Ap

p

wk
R       (I-15) 

où kp est une constante de proportion.  

La connaissance supplémentaire du volume V en contact avec la surface du biocapteur permet 

ainsi de déterminer (CA
*-CA) 20 (équation I-16). 
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ppAAAA kRVwCCM '//)( * ==−      (I-16) 

où MA est la masse molaire de l’analyte A et k’p est égale à kpV/∆.  

Pour l’appareil BIAcore® sur lequel nous avons travaillé, kp = 0,11 degré.ng-1.mm-2, ∆ = 1,1 

mm2 et V = 40 nL, donc k’p = 40 000 RU (RU = Réponse Unitaire et un déplacement de 1° de 

l’angle d’incidence équivaut à une variation de 10 000 RU, cf section  V.2.3 Resonance 

plasmonique de surface). CA
* peut alors facilement être extraite des données expérimentales.  

L’analyse par régression linéaire de la dépendance de )( /1/1*)/)1*(( f
A

f
A

ff
A CCC −− en fonction de 

f
A

ff
A CfC /1*)/)1*(( −  selon l’équation (I-13) permet alors la détermination de CB* et de la 

constante d’association intrinsèque de l’interaction multivalente KAB. 

III.2.3 Le modèle cinétique de l’analyte bivalent 

Concernant, finalement les études possibles au niveau cinétique, nous nous sommes servis 

d’un modèle d’analyte bivalent mis au point par R. Karlson 22. Ce modèle comme son nom 

l’indique considère une interaction bivalente entre le ligand immobilisé B et un analyte 

bivalent A en solution (exemple de l’adhésion des anticorps) selon le schéma réactionnel 

suivant : 

 

ka1

kd1

ka2

kd2

A + B + B AB + B ABB 
ka1

kd1

ka2

kd2

A + B + B AB + B ABB 
 

 

où ka1, ka2 et kd1 kd2 sont respectivement les constantes de vitesse cinétiques d’association 

et de dissociation des complexes AB et ABB.  

L’analyte A va donc pouvoir se lier à deux ligands B selon deux mécanismes de réaction 

distincts mettant en jeu deux interactions successives. On appellera KA1 = ka1/kd1 la première 

constante de d’association correspondant à la formation du complexe AB et KA2 = ka2/kd2 la 

constante d’association associée à la formation du second complexe ABB. Les deux sites de 

liaison de l’analyte sont supposés indépendants et réagiront de manière équivalente avec un 

ligand B.  

Les équations de vitesse exprimées en termes de réponse SPR (R) et utilisées dans 

l’algorithme du logiciel sont les suivantes : 
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2221max1
*

21121max1
1 )2()2( RkRRRRkRkRRRCk

dt

dR
dadAa +−−×−−−−×=  (I-17) 

2221max1
*
2

2 )2( RkRRRRk
dt

dR
da −−−×=    (I-18) 

dt

dR

dt

dR 13 −=       (I-19) 

avec ka2
* la constante de vitesse de la seconde association exprimée en RU-1.s-1, CA est la 

concentration en analyte et R1, R2 et R3 correspondent aux concentrations des espèces AB, 

ABB et B respectivement.  

La seconde constante de vitesse d’association, ka2
* est donnée en RU-1.s-1 car la seconde 

liaison de l’analyte n’induit pas de changement dans la quantité d’analyte qui adhère sur la 

surface. Cette valeur ne pourra être transformée en M-1.s-1 que si un facteur de conversion, c 

est disponible entre la réponse observée (en RU) et la concentration en analyte (M). Ce 

facteur c varie avec l’épaisseur et le type de surface utilisée ainsi qu’avec l’indice de 

réfraction de l’analyte en solution (cf section  V.2.3 Les études cinétiques par BIAcore® page - 

40 -). Par exemple, c sera égal à MW*100 pour une chips CM5 dans le cas de l’adhésion de 

protéines 21, 22.  

III.3.  Les interactions multivalentes dans les processus de reconnaissance 

cellulaire 

La capacité des cellules à transmettre des signaux entre elles est un aspect essentiel de toute 

vie multicellulaire. Des milliers de récepteurs associés aux membranes cellulaires et des 

molécules de signalisation ont été identifiés par la communauté des biologistes comme des 

entités permettant la communication entre les cellules. Actuellement, beaucoup d’attention est 

portée sur la compréhension des interactions chimiques entre les récepteurs et les ligands. En 

effet, dans de nombreux cas, il a été mis en évidence que les propriétés des événements de 

liaison monovalente ne permettaient pas d’atteindre le comportement remarquable exhibé par 

les protéines responsables de la signalisation dans les cellules vivantes.  

De nombreuses interrogations subsistent sur le mode de fonctionnement des récepteurs afin de 

faciliter la transmission des données. Les scientifiques n’ont pas encore établis si les cellules 

utilisent des microdomaines ou d’autres mécanismes pour organiser et assembler les 

composants de la signalisation. Cependant, des données en microscopie et en cristallographie 

aux rayons X ont révélé que les récepteurs à la surface des cellules, pour de nombreuses 
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classes structurales, s’assemblent en des complexes multirécepteurs 23-32. La taille de ces 

assemblages varie : certains sont composés de deux récepteurs tandis que d’autres en 

contiennent des milliers. Néanmoins, on sait peu de chose sur la structure de ces assemblages, 

leur localisation à l’intérieur des cellules et si leur localisation influence la signalisation. 

Comprendre ces interrogations, pourtant, pourrait conduire à des nouvelles stratégies de 

traitement thérapeutique par exemple. Une des manières de procéder actuellement est 

l’utilisation de ligands synthétiques présentant de nombreux motifs identiques de 

reconnaissance afin de cibler au mieux ces complexes multirécepteurs pour des applications 

thérapeutiques (Chapitres II et III).  

III.3.1 Les ligands synthétiques multivalents 

L’utilisation de ligands multivalents synthétiques ou naturels est devenue depuis le début de 

ce siècle, un précieux atout, car leurs caractéristiques en font à la fois de bons inhibiteurs et de 

bons effecteurs des processus biologiques 33. La présence de multiples copies de fonction se 

liant au récepteur, permet aux ligands multivalents de se lier avec une grande affinité et 

spécificité au récepteur, ce qui en fait de puissants inhibiteurs 7, 34-40. De la même manière, les 

ligands multivalents peuvent être des effecteurs potentiels qui favorisent une réponse 

biologique spécifique via un signal de transduction 41, 42. Ainsi, le potentiel d’un ligand 

multivalent dépend du mécanisme d’action selon lequel il opère. 

Contrairement aux ligands monovalents qui ont accès à un nombre limité de mécanismes de 

liaison, les ligands multivalents, réciproquement, peuvent interagir avec les récepteurs via de 

nombreux mécanismes (Figure 8) 34, 35, 43 qui incluent: 

- les effets chélatant (les contacts entre le ligand multivalent et les récepteurs multiples 

diminuent la vitesse de dissociation et augmente l’affinité, Figure 8 A) 

- la stabilisation stérique (la taille des ligands multivalents empêche stériquement 

d’autres interactions avec les ligands) 

- la re-liaison statistique (la re-liaison des ligands multivalents est favorisée par la haute 

concentration locale des fonctions de liaison, Figure 8 D) 

- ou encore le « clustering » de récepteurs 33, 34 (Figure 8 C) 
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A) Chélation B) Présence d’un sous-site 

C) Formation de « cluster » D) Effet de proximité/statistique

A) Chélation B) Présence d’un sous-site 

C) Formation de « cluster » D) Effet de proximité/statistique

   

Figure 8: Les différents mécanismes de liaison de ligands multivalents aux récepteurs 
immobilisés sur une surface.  

Ces trois derniers effets s’avèrent particulièrement intéressant notamment pour l’utilisation de 

ces molécules multivalentes en tant qu’inhibiteur d’interactions non désirées ou néfastes 

(cellules cancéreuses, virus). Germain et al. 44 ont, par exemple, montré que l’efficacité d’un 

vaccin multivalent est influencée par sa capacité de rassemblement des récepteurs de surface 

cellulaire ; et que l’activité d’un inhibiteur des toxines Shiga pentamèriques dépend de sa 

capacité à occuper les sites de liaison multiple 45, 46.  

Kiessling et al. 43, 47 ont ainsi émis l’hypothèse que comme la complexité structurale des 

macromolécules multivalentes est plus grande que celle des ligands monovalents, les modes 

de liaison disponibles du ligand multivalent résulte de son architecture. On trouve alors, dans 

la littérature, de nombreux exemples de ligands synthétiques multivalents présentant des 

architectures diverses et variées en fonction de l’application pour laquelle ils sont destinés. On 

peut citer ainsi parmi ces ligands multivalents, des polymères linéaires et polydisperses 47, 48, 

des dendrimères 49, 50, des liposomes polymérisés 51, des échafaudages oligomèriques 52 ou 

encore plus récemment des glyconanoparticules d’or 53, 54.  

Pour notre étude, nous avons choisi d’exploiter la présentation multivalente grâce à une 

molécule particulière appelée RAFT pour Regioselective Adressable Functionnalized 

Template. Cette molécule se présente comme une plateforme cyclodécapeptidique, qui a la 

particularité de pouvoir être fonctionnalisée sur ses deux faces de façon indépendante et 



Chapitre I : Etude des interactions biomoléculaires 

 - 28 - 

chimiquement distincte (Figure 9). Ce dispositif structural permet un assemblage séquentiel et 

régiosélectif d’un côté d’un domaine de reconnaissance grâce à l’immobilisation d’une ou 

quatre biomolécules sucre (Chapitre II) ou ligand peptidique RGD (Chapitre III) et de l’autre 

d’un domaine de détection qui va nous permettre de greffer le RAFT sur une surface (thiol, 

biotine, amine).  

 RAFT : Regioselectively Addressable Functionalized Template 
(M. Mutter, Lausanne)
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Figure 9 : Représentation modélisée de la molécule RAFT effectuée par M. Mutter 
(Lausanne). 

Ainsi, la multitude d’architectures polyvalentes fait de la multivalence un phénomène très 

étudié dans de nombreux domaines. 

III.3.2  L’étude des interactions multivalentes aux interfaces 

 Du fait de leur complexité, les interactions multivalentes entre partenaires biologiques 

ont tout d'abord été étudiées en solution, et ce n'est que récemment que des études aux 

interfaces ont été développées.  

De grandes avancées ont été effectuées concernant les études en solution. Dans ce cas, leur 

compréhension, essentiellement qualitative, a conduit au design de nouveaux inhibiteurs basés 

sur la multivalence, par exemple, pour la toxine du choléra et des systèmes analogues 45, 46, 55-

58. Toutefois, une compréhension quantitative consciencieuse n’a été faite que pour quelques 

systèmes. C'est le cas notamment pour la liaison multivalente de la toxine du choléra 

pentavalente grâce à l’utilisation d’un modèle thermodynamique 59, 60 et pour la 

caractérisation d'une interaction trivalente entre un peptide trivalent et un dérivé de tris-

vancomycine 61, 62 par des mesures en calorimétrie.  
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 Depuis ces dernières décennies, l’émergence de nombreuses techniques de 

caractérisation surfacique, a permis de rendre accessible un grand nombre de nouveaux axes 

de recherche. L’étude aux interfaces est ainsi devenue une nouvelle façon d’analyser la 

multivalence. Les interfaces d’étude se sont rapidement développées et on retrouve 

maintenant une gamme multiple et variée allant des membranes cellulaires 47, à la membrane 

lipidique 63-65, aux systèmes modèles de monocouches auto – assemblées 66-71, aux 

nanoparticules 53, 54, 72 ou encore aux vésicules 73-75.  

Cependant et malgré leur grand intérêt, les études de multivalence réalisées à une interface 

sont parfois plus difficiles à interpréter qu’en solution. En effet, de telles interfaces, quand 

elles sont fonctionnalisées avec des récepteurs monovalents, complexifient l’interaction en 

rendant les surfaces multivalentes. Des études ont alors été effectuées en faisant varier la 

concentration de ligands à l’interface 64-67, provoquant la possibilité de distribution inégale ou 

altérée des ligands 47, 64. Bien que souvent spéculés, de tels sujets ont rarement été étudiés 

d’un point de vue quantitatif, en grande partie parce qu’il manque des modèles incorporant la 

multivalence aux interfaces.  

 Afin de pouvoir étudier les interactions multivalentes aux interfaces, l’un des deux 

partenaires doit alors être immobilisé. La partie qui suit présente les différentes techniques 

existantes de bio-fonctionnalisation des surfaces.  

 

IV.  La bio-fonctionnalisation des surfaces 

IV.1. Nature des surfaces 

Plusieurs types de recouvrement de surface permettent une bio-fonctionnalisation du support. 

Parmi eux, les plus utilisés sont l’or, la silice et le mica. Une grande majorité des études 

menées aux interfaces ont lieu sur des surfaces d’or. Tout d’abord, l’or est un métal 

relativement inerte et ensuite il peut facilement former des films minces qui peuvent être 

utilisé comme support d’étude pour différentes techniques de caractérisation telles que la 

microgravimètrie, la SPR ou encore l’ellipsomètrie. Les surfaces d’or sont principalement 

modifiées par la formation d'une monocouche auto-assemblée, notée SAM pour self - 

assembled monolayer.  

La silice et le mica sont des substrats utilisés principalement parce qu’ils permettent 

l’obtention d'une surface hydrophile rendant possible la fonctionnalisation de la surface par 

des bicouches lipidiques supportées, notées BLS (voir ci –après) que l’or ne permet pas.  
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IV.2. Monocouche auto-assemblée (SAM) 

L’or est le substrat le plus utilisé pour l’obtention de monocouches auto-assemblées. Une 

grande partie des SAM formées sur surface d’or le sont avec des thiols car l’or forme 

aisément des liaisons covalentes avec les atomes de soufre. La fonctionnalisation de la surface 

par des motifs présentant une activité biologique devient alors simple dès lors que la molécule 

présente à l’une de ses extrémités un motif thiol (Figure 10 A)). Cette bio-fonctionnalisation 

peut se faire également en deux étapes : initialement par l’immobilisation de molécules thiol 

présentant un groupement d’ancrage à l’une de ses extrémités puis par l’utilisation de 

« click chemistry » pour coupler de façon indirecte le motif biologique 76 ou autre…(Figure 

10 B)).  

SS SS SS SS SS SS SS SSSS SS SS SS SS SS SS SS SS SS

A) SAM B) « Click-chemistry »

SS SS SS SS SS SS SS SS SS

 

Figure 10 : Représentations schématiques de deux manières de bio-fonctionnalisation d’une 
surface d’or soit A) de manière directe par la formation d’une SAM ou soit B) de façon 
indirecte par « click chemistry ». 

La formation de SAM comme méthode de bio-fonctionnalisation de surface présentent de 

nombreux avantages tels que la facilité de mise en oeuvre - par simple trempage de la solution 

sur la surface -, la reproductibilité des surfaces modifiées 77, et enfin leur stabilité, que nous 

avons nous même observée, pour des périodes allant de quelques jours à plusieurs semaines 
77. De plus, les SAM peuvent être facilement caractérisées en électrochimie, notamment par 

désorption réductrice.  

IV.3. Les bicouches lipidiques supportées (BLS) 

Depuis presque 20 ans, l’émergence de nombreuses techniques de caractérisation aux 

interfaces (voir section suivante) ainsi que le développement de méthodes de 

nanostructuration « patterning » 78-83 ont permis une recrudescence de l’utilisation des 

bicouches phospholipidiques déposées sur des substrats solides comme modèles de surface 

cellulaire 84-90. Cette recrudescence provient, également, de la grande facilité et rapidité de 
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formation des bicouches lipidiques par dépôt direct d’une mono- ou bicouche lipidique sur de 

nombreux types de surfaces solides 84. Les bicouches lipidiques « surfaciques » sont, depuis, 

couramment utilisées comme modèles de membrane biologique et ont permis en outre d’avoir 

un aperçu des réactions immunes et de l’adhésion cellulaire. Il existe plusieurs types de 

modèles de bicouches lipidiques « surfaciques » provenant des différentes méthodes de dépôts 

(méthode Langmuir-Blodgett, dépôts de Langmuir-Schäfer, étalement de vésicules). On 

retrouve, ainsi, les bicouches lipidiques déposées sur un « coussin » de polymère 91-93, des 

bicouches hybrides 94, 95, des bicouches lipidiques suspendues 96-98, des couches vésiculaires 

supportées 81, 99 et finalement notre modèle d’étude les bicouches lipidiques supportées 84, 100-

103.  

Des études récentes104-111 ont prouvé le rôle déterminant de la nature du support solide 107 

(charge surfacique, structure, rugosité), des vésicules lipidiques 112(composition, charge, taille 

et état physique), et de l’environnement aqueux 113, 114 (pH, force ionique et température) dans 

le procédé de dépôt lipidique. 

Il en résulte une multitude de chemins possibles pour la formation de BLS ou même pour 

éviter leur formation afin de conserver des SUV à la surface. Ainsi on formera une bicouche 

lipidique sur une surface hydrophile de SiO2 et de mica, une monocouche sur une surface d’or 

rendue hydrophobe par une monocouche de thiol par exemple, tandis que les vésicules 

pourraient s’adsorber sur une surface d’or tout en gardant leur intégrité 109 (Figure 11).  

A) Surface de silice ou mica B) Surface d’or

Formation d’une 
BLS

B1) Formation 
d’une monocouche 

B2) Vésicules intactes 

 

Figure 11 : Schémas représentant les différentes possibilités de dépôt de vésicules de petite 
taille sur des surfaces A) hydrophile de silice ou de mica et B) d’or B1) rendue hydrophobe 
par dépôt d’une monocouche de thiol et B2) or nu. 

Une fonctionnalisation spécifique de la BLS est également possible, ce qui constitue une 

bonne stratégie de modification de surface. Ainsi, de plus en plus d’études sont effectuées en 

incorporant dans de simples bicouches de phospholipides des molécules bioactives qui 
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peuvent être soit des ligands (glycolipides) pour l’inhibition ou l’adsorption de protéine, soit 

des lipides modifiés chimiquement dans le but de construire des édifices nanocomposites. 

Dans ce dernier cas, la littérature présente plusieurs types de fonctionnalisation de la BLS, 

notamment par des lipides maleimides qui vont permettre le couplage covalent de ligand 

présentant une fonction cystéine 115. Brisson et al. ont montré la cristallisation 2D de la 

streptavidine sur une BLS biotinylée 100, 116 et Reviakine et al. 117 celle de l’Annexine A5 sur 

une BLS contenant de la dioléoylphosphatidylsérine (DOPS). La possibilité d’effectuer des 

assemblages 2D structurés de protéines sur un support solide fournit alors un degré de 

contrôle supplémentaire dans la construction d’édifices complexes. Dans le cadre de cette 

thèse, nous avons notamment utilisé l’assemblage 2D de streptavidine réalisée sur une BLS 

(chapitre II). Le grand avantage des BLS est l’obtention sur une surface bio-inerte, rigide, 

fonctionnalisable et parfaitement caractérisée (Figure 12). 

Phospholipide 
fonctionnalisé  
 

Figure 12 : Schéma d’une BLS fonctionnalisée par des motifs de reconnaissance et de son 
interaction avec le récepteur complémentaire. 

La formation de BLS constitue, ainsi, une méthode simple pour la transformation d’une 

surface solide en une surface biocompatible. Actuellement, les BLS sont sujettes à des 

recherches allant des études mécaniques, aux tentatives de compréhension des procédés 

fondamentaux se déroulant dans les organismes vivants, en passant par les applications 

émergentes en Science du vivant, telles que les biocapteurs 118, 119, l’écrantage de drogues et 

de nombreuses applications médicales. 

 

V. Les méthodes d’étude aux interfaces 

Pour des études mécanistiques des interactions multivalentes, l’immobilisation d’un des deux 

partenaires sur une surface a été réalisée. Un des principaux avantages à travailler aux 
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interfaces est la facilité relative de préparation de la « surface multivalente » de liaison. En 

effet, des ligands monovalents lorsqu’ils sont immobilisés à des densités surfaciques élevées, 

vont créer des surfaces d’étude multivalente (effet de la concentration effective, cf Figure 5 

page - 20 -). Ils permettent ainsi d’accroître la force de liaison du ligand avec l’analyte en 

solution. Un second avantage est que la fonctionnalisation de la surface est facilement 

contrôlable et quantifiable. On peut ainsi faire varier la distance entre les ligands et leur 

quantité à la surface, ainsi que réaliser des mélanges de ligands. Actuellement, il existe une 

richesse technologique de méthodes de caractérisation surfacique basées sur une variété de 

principes de détection optique et mécanique : la microscopie de fluorescence, la microscopie 

d’angle de Brewster, la microscopie à force atomique (AFM), la résonance plasmonique de 

surface (SPR), l’ellipsomètrie, la microgravimètrie (QCM-D). Pour les travaux présentés dans 

ce manuscrit, nous avons employé principalement la combinaison de deux techniques : la 

QCM-D et la SPR (BIAcore®) (chapitre II et III). Les résultats ont été également complétés 

par l’ellipsomètrie. La QCM-D et la SPR sont deux techniques qui permettent une détection 

en temps réel sans une nécessité de marquage des molécules à détecter. Ces trois techniques, 

ainsi que leur complémentarité sont introduites ci-dessous. 

V.1. Microbalance à quartz avec mesure de la dissipation d’énergie (QCM-D) 

La microbalance à quartz (QCM) est une technique utilisée depuis de nombreuses années pour 

suivre le dépôt de films minces en milieu gazeux ou sous vide. Ce n’est que dans les années 

1990 que la technique QCM couplée à la mesure de la dissipation d’énergie, appelée QCM-D, 

mise au point par Rodalh et al. 120, fut utilisée pour des études en milieu liquide.  

Depuis lors, la QCM-D est devenue un outil de caractérisation de surface de couches minces 

permettant à la fois la mesure de la masse adsorbée ainsi que la détermination des propriétés 

viscoélastiques. Cette technique a été brillamment appliquée à de nombreuses études allant de 

l’adhésion de protéines sur support solide 121-123 à l’adhésion cellulaire 124, en passant par le 

suivi de la formation d’assemblage de polyélectrolytes 125-129 et de polymères 130-132, par la 

formation de BLS 104-106, 109, 111, 133-135, etc.  
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V.1.1 Le principe de fonctionnement 

Une QCM-D se compose d’un cristal de quartz, recouvert sur ses deux faces par des 

électrodes d’or (Figure 13), d’une chambre de mesure thermostatée présentant deux modes de 

fonctionnement (voir ci après) et d’une unité électronique reliée à un PC.  

Quartz

Gold Electrode

Gold Electrode

Quartz

Gold Electrode

Gold Electrode  

Figure 13 : Schéma d’un cristal de quartz utilisé en QCM-D. 

Grâce aux propriétés piézoélectriques du quartz, ce dernier peut être excité par une tension 

alternative appliquée entre les deux électrodes. L’établissement d’un champ électrique 

alternatif à travers le cristal de quartz provoque un mouvement vibrationnel à la fréquence de 

résonance du quartz (5 MHz dans notre cas). Les mesures des fréquences de vibration sont 

réalisées sur la première, la troisième, la cinquième et la septième harmoniques, 

correspondant à n = 1, 3, 5, 7 et à 5, 15, 25 et 35 MHz, respectivement.  

La dissipation d’un cristal est mesurée en enregistrant la réponse de la décroissance de ses 

oscillations après l’avoir excité à la fréquence de résonance. 

La dissipation de l’oscillation d’un cristal renseigne sur les propriétés visco-élastiques du film 

adsorbé. Elle se définit selon l’équation (I-20) 

                                                           
stockée

perdue

E

E
D

π2
=    (I-20) 

où Eperdue est l’énergie dissipée durant un cycle d’oscillation et Estockée est l’énergie totale 

stockée dans le système. Ainsi, en collectant la dissipation d’énergie (∆Dn) et les variations de 

fréquence (∆fn) enregistrées pour la fréquence de résonance d’un cristal de quartz et ses trois 

harmoniques (n = 3, 5, et 7), la technique de caractérisation microgravimètrique peut être 

utilisée pour caractériser la formation de films minces à l’échelle du nanomètre, constitués par 

exemple de protéines, de polymères ou de cellules sur des surfaces, en milieu liquide.  
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V.1.2 La détermination de la masse adsorbée  

La fréquence de résonance du cristal (∆fn) est sensible à la variation totale de masse du cristal, 

incluant l’eau couplée à l’oscillation. Une diminution de ∆fn/n est usuellement associée à une 

augmentation de la masse adsorbée sur le quartz. 

L’adsorption d’un matériau sur la surface, ∆m, induit une diminution de la fréquence de 

résonance du quartz, ∆f. Si la masse adsorbée est faible par rapport à celle du cristal et si cette 

masse est suffisamment rigide, alors ∆f est proportionnelle à ∆m selon la relation de 

Sauerbrey (I-21).  

Cette relation se définit par : 

∆m = - C∆fn/n (I-21) 

 

où C est la constante de sensibilité massique pour un cristal de quartz de 5 MHz et n = 1, 

3, 5, 7 est le numéro de l’harmonique.  

La constante de sensibilité se définit comme 
2

0

2/1

2

)(

f

A
C qqµρ×

=  = 17,7 ng.Hz-1.cm-2, avec A 

la surface piézoélectriquement active, ρq la densité du quartz (2,648 g.cm-3), µq le module de 

cisaillement (2,947 10-11 dynes.cm-2) et f0 la fréquence de résonance du cristal de quartz.  

En considérant ρeff, la densité effective de la couche déposée, il devient alors possible de 

donner une estimation de l’épaisseur (d) du film déposé (équation (I-22)) 

eff
eff

m
d

ρ
∆=  (I-22) 

Cependant, dans de nombreuses situations, le film adsorbé n’a pas un comportement rigide, et 

l’équation de Sauerbrey n’est pas valide. En effet, un film viscoélastique ne va pas 

complètement suivre l’oscillation du cristal (mesure de la dissipation). Dans ce cas, l’équation 

de Sauerbrey va sous-estimer la masse adsorbée à la surface. Le film viscoélastique pourra 

être caractérisé en détail grâce à la mesure des fréquences multiples (n = 3, 5 et 7) et à 

l’utilisation du modèle de Voïnona et al. 136, 137. Ce modèle établit ainsi une relation entre les 

paramètres viscoélastiques du film (la viscosité et le module de cisaillement) et les variations 

de fréquence et de dissipation des différentes harmoniques. Une routine numérique 
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implémentée dans le logiciel QTools (Q-Sense, Suède), permet, à partir de la réponse QCM-

D, de remonter aux propriétés de la couche formée.  

V.1.3 L’eau en QCM-D 

En milieu liquide, la masse de film adsorbée consiste en une quantité importante d’eau. La 

mesure de plusieurs fréquences et de la dissipation du film pour la fréquence de résonance et 

ses trois harmoniques permet de déterminer si le film adsorbé est rigide ou viscoélastique. La 

quantité d’eau dans un film adsorbé peut aller jusqu’à 95% et elle dépend du type de molécule 

et du type de surface que l’on étudie.  

Cependant, l’étude seule en QCM-D ne permet pas la mesure directe de la quantité d’eau 

présente. Pour sa détermination, une seconde technique de caractérisation sera donc 

nécessaire telle que l’électrochimie, la résonance plasmonique de surface ou l’ellipsomètrie.  

V.1.4  L’appareillage d’étude 

Dans le cadre de ces études, nous avons utilisé une QCM-D D300 de chez Q-sense. Nous 

allons donc présenter rapidement les modes de fonctionnement ainsi que les différentes 

surfaces existantes.  

V.1.4.1. Les surfaces utilisables 

La technique QCM-D, contrairement à des techniques de caractérisation optique, n’est pas 

limitée par le type de surface mais dépend seulement du cristal de quartz. On pourra alors 

travailler sur plusieurs surfaces différentes : l’or, les oxydes de silice (SiO2) et de titane (TiO2) 

ou encore le mica 138. Dans nos études, les surfaces d’or et de SiO2 ont été employées telles 

quelles ou fonctionnalisées. Leur utilisation nécessite au préalable un nettoyage et/ou une 

activation qui sera présenté dans les chapitres II et III et résumé dans la partie expérimentale. 

V.1.4.2. Les modes de fonctionnement 

Sur l’appareil utilisé, deux modes de fonctionnement sont à disposition :  

- le mode statique (Figure 14). Il s’agit de l’utilisation classique de la QCM-D, la 

chambre de mesure se compose alors d’une boucle (T-loop) qui permet de thermostater les 

solutions injectées afin de garantir une stabilité du signal et d’une cellule de mesure où se 
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situe le cristal de quartz. Dans ce mode de mesure, le liquide est d’abord injecté dans la T-

loop (1,5 mL) puis après 2 minutes de mise en température, il est envoyé (0,5 mL) dans la 

cellule de mesure grâce à un système de vanne. Chaque injection dans la chambre de mesure 

nécessite 2 mL de produit et 0,5 mL pour chaque injection supplémentaire. Ce mode 

d’utilisation nécessite une grande quantité de produits, ce qui peut devenir un facteur limitant 

lorsque l’on travaille avec des molécules onéreuses disponible en faible quantité.   

 

Figure 14 : Description schématique des deux modes de fonctionnement en milieu liquide de 
la QCM-D. La direction du transport de liquide est donnée par des flèches. Le mode a) 
correspond au mode statique. Il consiste à l’injection (1,5 mL), grâce à une vanne, du 
liquide dans un réservoir : la T-loop où il reste deux minutes pour être thermostaté. Il est 
ensuite envoyé (0,5 mL) dans la cellule de mesure. Le mode b) correspond au mode flux 
continu. La T-loop est alors déconnectée et le liquide accède directement à la chambre de 
mesure à l’aide d’une pompe péristaltique.  

- le mode flux continu qui consiste à court-circuiter la T-loop et à injecter directement 

le liquide dans la cellule de mesure via l’utilisation d’une pompe péristaltique à l’aval ou à 

l’amont de la cellule de mesure. L’utilisation d’une pompe péristaltique permet de travailler à 

des débits faibles et constants. Ce mode d’utilisation ne permettant pas de thermostater les 
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solutions, nous avons placé nos solutions dans un bain thermostaté à la température de mesure 

(la cellule de mesure est équipée d’un système qui assure un contrôle très précis de la 

température à ± 0,02 °C). Ce second mode est privilégié lorsque l’on veut limiter les 

problèmes de transport de matière.  

V.2. Résonance plasmonique de surface  

La résonance plasmonique de surface est un outil de diagnostic hautement sélectif pour la 

détection d’événements interfaciaux. Elle a pour fonction de visualiser en temps réel des 

interactions entre biomolécules non marquées. L’analyse d’interaction biomoléculaire n’est 

pas limitée aux protéines. Des interactions ADN-ADN, protéine – ADN, protéine – lipide, 

antigène-anticorps et des systèmes hybrides de biomolécules et de surfaces non biologiques 

peuvent être étudiés. L’analyse d’interactions biomoléculaires peut être utilisée de plusieurs 

façons. Tout d’abord, elle permet de mettre en évidence l’interaction entre deux partenaires, 

puis de quantifier cette force d’interaction (affinité, constantes de vitesse, quantité de ligand et 

d’analyte immobilisés). De plus, la dernière génération d’appareil permet également la 

réalisation d’études thermodynamiques de l’interaction (BIAcore T100). 

La résonance plasmonique de surface est donc une technique couramment employée dès que 

l’on désire obtenir des informations d’ordre cinétique relatives à une interaction entre deux 

partenaires biomoléculaires : vitesse d’association et de dissociation du complexe formé, 

constante d’affinité, taux molaires et concentrations de protéines actives. Cette technique se 

révèle donc particulièrement adaptée à nos études, c'est-à-dire aussi bien pour l’étude de 

l’interaction protéine-sucre67, 139-141 et notamment pour mettre en avant la présence 

d’interaction multivalente 20, 66, 142, 143 que pour l’interaction entre ligands peptidiques et 

cellules 144-146.  

V.2.1 Le principe de fonctionnement 

Le principe physique de la SPR développée par H. Raether et K. Welford 147, 148, est basé sur 

les propriétés particulières de l’interaction entre une lumière polarisée et une surface d’étude 

qui consiste en une couche de verre recouverte d’un film mince métallique (Figure 15).  
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Figure 15 : Schéma illustrant le principe de fonctionnement de la technique SPR. Cette 
figure est issue du site www.ifr122.cnrs.fr. 

La SPR est une technique optique qui utilise le phénomène d’onde évanescente pour mesurer 

les changements d’indice de réfraction à proximité de la surface métallique d’étude. Des films 

d’aluminium, d’argent et d’or d’épaisseur variant de 2,5 à quelques dizaines de nm peuvent 

être utilisés.  

Le phénomène de résonance plasmonique de surface se déroule quand la lumière polarisée, 

sous des conditions de réflexion interne totale, frappe une couche de métal électriquement 

conductrice à l’interface entre des milieux d’indice de réfraction différents : le verre de la 

surface du capteur (indice de réfraction élevé) et le milieu liquide (indice de réfraction bas). 

Lorsque ce faisceau de lumière polarisée monochromatique arrive à cette interface, une partie 

de la lumière incidente est réfléchie sur l’interface et l’autre partie de la lumière est réfractée à 

travers la surface. Selon l’angle d’incidence du faisceau, toute la lumière peut être réfléchie. 

Lorsqu’il n’y a pas de réfraction, une des composantes électromagnétiques de la lumière, 

l’onde évanescente, se propage perpendiculairement à l’interface sur une distance équivalente 

à sa longueur d’onde. La zone balayée par l’onde est appelée champ évanescent.  

L’onde évanescente entre en résonance avec les électrons délocalisés de la couche 

électronique périphérique de l’or (plasmon). Une conséquence énergétique de cette résonance 

est visible dans le faisceau réfléchi qui, analysé avec une barrette de diodes, présente une 

chute d’intensité à un angle défini. Cet angle d’intensité minimum est l’angle de résonance. Il 

varie en fonction de l’indice de réfraction du milieu présent dans le champ évanescent. La 

lumière ne pénètre pas jusqu’à l’échantillon, c’est pourquoi les analyses peuvent donc être 

réalisées sur des échantillons opaques, colorés et turbides.  

Pour les études d’interaction, un des réactifs, le ligand, est immobilisé sur la surface. 

L’analyte, dilué dans le tampon d’étude, est ensuite injecté sur la surface fonctionnalisée. Les 

changements de masse induits par l’association ou la dissociation des complexes ligand-
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analyte modifient la réfringence du milieu et décalent la position de l’angle de résonance. 

L’enregistrement de la variation de l’angle de résonance permet ainsi de suivre en temps réel 

la fixation des molécules injectées sur la surface (Figure 16). 

V.2.2 L’eau en SPR  

Contrairement à la technique QCM-D, où la variation de masse calculée correspond à la 

masse totale couplée au mouvement du cristal de quartz, c'est-à-dire la masse des 

biomolécules et de l’eau d’hydratation, la technique SPR ne mesure que la masse adsorbée de 

biomolécules. Ainsi, lorsque l’on travaille en solution aqueuse, la différence entre les masses 

obtenues à partir des mesures QCM-D et SPR, mQCM et mSPR, permet d’obtenir la quantité 

d’eau couplée dynamiquement au film adsorbé 101, 121, 149, 150. La combinaison de ces deux 

techniques s’avère être d’une grande utilité et permet de fournir de nombreuses informations : 

cinétique d’interaction, masse de biomolécules adsorbées, masse d’eau couplée, propriétés 

viscoélastiques des films formés.  

V.2.3 Les études cinétiques par BIAcore® 

V.2.3.1. Principe 

Dans le cadre de cette thèse, nous avons utilisé un appareil BIAcore® T100. La technologie 

BIAcore® utilise le phénomène de résonance plasmonique de surface pour détecter des 

interactions biomoléculaires lorsqu’elles ont lieu. Le système de détection optique des 

appareils BIAcore® est calibré pour que le faisceau rencontre l’interface biospécifique dans 

ces conditions, dites de réflexion interne totale. La longueur d’onde de la lumière est de 760 

nm. 

Avec la technique BIAcore®, les études sont effectuées en flux continu. Le signal de 

résonance est exprimé en unités de résonance (RU). Pour la plupart des biomolécules, le 

changement de la réponse est proportionnel à la masse de matériel lié. L’enregistrement du 

signal s’appelle un sensorgramme. Un exemple d’une étude cinétique effectuée avec un 

appareil BIAcore® est présentée par la Figure 16. L’ensemble de l’étude s’effectue dans un 

seul tampon de travail, noté WB, afin d’éviter la présence de fort saut de signal (effet tampon) 

dû exclusivement à des changement de tampon de travail. L’étude cinétique comporte trois 

étapes : les étapes d’association et de dissociation de l’analyte suivis de la régénération de la 
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surface à son état initial. Afin de pouvoir effectuer des cycles d’association/dissociation 

successifs à des concentrations croissantes nécessaire à l’analyse des résultats (cf section  III.2 

Les modèles d’étude de la multivalence, page - 21 -), l’étape de régénération de la surface en 

ligand, sans dégradation, est primordiale.  
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Figure 16 : Schémas et sensorgrammes - obtenu en SPR (BIAcore®) – représentant les 
différentes étapes d’une étude cinétique entre un analyte en solution et son ligand 
complémentaire immobilisé sur la surface d’étude.  

Pour les conditions suivantes : adhésion de protéine sur une sensor chip CM5 (voir ci-

après), une variation de 1000 RU correspond à une déviation de l’angle de 0,1 degré, ainsi 

qu’à une fixation de 1 ng de protéine par mm² de surface. Pour toutes les autres conditions, la 

variation en RU (∆RU) peut être convertie en masse (∆mSPR) selon la relation suivante 101, 151 : 

RUC

dc
dn

nn
dm SPR

buffer
eff

ebiomolecul
SPR ∆=

−
=∆     (I-23) 

avec CSPR ~ 0,066 ng.cm-2 pour l’adsorption de protéine sur une surface plane d’or, avec 

dn/dc (rapport indice de réfraction sur la concentration) ~ 0,18 mL/g pour une protéine 21. 

neff
biomolecule et nbuffer correspondent respectivement à l’indice de réfraction de la biomolécule et 

du tampon d’étude. 
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Lorsque dn/dc est équivalent entre plusieurs analytes de masse molaire différente, la variation 

en RU sera proportionnelle à la masse molaire de l’analyte selon l’équation (I-24).  
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dn

dc

dn

MW
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RR    (I-24) 

 avec Rana et Rlig les quantités en RU d’analyte et de ligand, MWlig et MWana les masses 

molaires en ligand et en analyte et (dn/dc)lig/(dn/dc)ana rapport des variations des indices de 

réfraction en fonction de la concentration. 

 

Les mesures en SPR permettent de suivre en temps réel des profils de reconnaissance, des 

associations et dissociations d’analyte. De ces profils, les données telles que la spécificité, 

l’affinité, le comportement cinétique et la concentration de l’échantillon peuvent être 

déterminées. 

V.2.3.2. Les différentes surfaces d’étude 

Les surfaces d’étude en SPR BIAcore® sont appelées sensor chips. Elles se composent d’une 

couche de verre recouvert d’un mince film d’or. La plus couramment utilisée est la sensor 

chip CM5 (Figure 17). Elle est formée d’une couche hydrogel réticulé de dextran 

carboxyméthylé recouvrant le film d’or qui permet à la fois : 

- d’agir comme un substrat sur lequel les molécules peuvent être attachées 

- de fournir un environnement hydrophile pour l’interaction.  

Il existe une grande variété de sensor chips d’or fonctionnalisées par d’autres matrices selon 

le mode d’utilisation escompté. Pour notre étude, nous avons utilisé des sensor chips CM5, 

d’or seul et C1 (Figure 17).  
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Figure 17 : Schémas représentant les deux principales sensor chips utilisées lors de nos 
études avec le BIAcore®. 
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La sensor chip C1 se compose d’une SAM présentant des groupes carboxyméthyle. Sur ces 

surfaces sont immobilisés de façon covalente des ligands hydrosolubles dans un milieu 

hydrophile (lectines, glycoconjugués, protéines membranaires). Elle est préférée à la sensor 

chip CM5 dans le cas des études d’interaction mettant en jeu des lectines. En effet, le dextran 

est un oligosaccharide qui pourrait fausser la quantité de lectine adsorbée spécifiquement. 

V.2.4 Le transport de matière 

Par la technique BIAcore®, le système de flux est un système microfluidique ; il permet de 

délivrer un flux constant de produits ou de tampon sur la sensor chip et ce durant toute 

l’analyse. Cette technique permet d’injecter dans le système des volumes précis au microlitre 

avec des troubles minimaux de flux et une dispersion minimale de l’échantillon. La possibilité 

de travailler alors sur des canaux micrométriques et des cellules de mesure de 40 nL de 

contenance permet un renouvellement de l’échantillon sur la surface de mesure de l’ordre de 

plus de 600 fois par minute quand on travaille à des flux lents de 25 µL/min. Cette propriété 

permet, dans la plupart des cas, de réduire les problèmes de transport de matière et permet 

alors une analyse précise des constantes de vitesse cinétique. 

V.3. L’ellipsométrie  

L’ellipsométrie est une technique optique d’analyse de surface fondée sur la mesure du 

changement de l’état de polarisation de la lumière après réflexion sur une surface plane. Les 

points forts de l’ellipsométrie sont : son caractère non destructif, sa large gamme de mesure 

(mesure d’épaisseur depuis une fraction de couche mono-atomique jusqu’à quelques 

micromètres), sa possibilité de contrôle in situ permettant la mesure d’épaisseur de couche 

pendant leur croissance. Il faut distinguer l’ellipsométrie à une seule longueur d’onde, qui est 

l’outil le plus simple, de l’ellipsométrie spectroscopique (celle que l’on utilise), qui effectue 

des mesures sur tout un spectre et permet d’interpréter des structures complexes : 

multicouche, rugosité d’interface, homogénéité, etc. 

V.3.1 Le principe de fonctionnement 

Le principe de l’ellipsométrie a été découvert il y a plus d’un siècle. Une onde plane envoyée 

sur la surface polie d’un matériau donne lieu à une onde plane réfléchie. En général, si l’onde 
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incidente est polarisée suivant le plan d’incidence elle reste polarisée suivant ce même plan. 

Cependant, si l’onde d’incidence, est polarisée suivant une direction quelconque l’onde 

réfléchie est en général de polarisation elliptique : cela est dû au fait que l’onde subit un 

déphasage à la réflexion, et ce déphasage dépend de la direction de la polarisation (Figure 18).  
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Figure 18 : Schéma représentant la polarisation de la lumière pour A) une lumière polarisée 
circulaire et B) une lumière polarisée elliptique.  

Ce phénomène est traduit mathématiquement au moyen de coefficients de réflexion 

complexes, rp et rs pour les polarisations parallèles (« p ») et perpendiculaire (« s ») au plan 

d’incidence. L’état de polarisation de la lumière réfléchie est déterminé par le rapport rp/rs, 

qu’on décrit habituellement sous la forme : 

rp/rs = tan(ψ). Exp∆     (I-25) 

Cette relation définit les « angles ellipsométriques » ψ et ∆ où tan(ψ) = |rp| / |rs|, le rapport des 

modules et θ est la différence des déphasages des ondes réfléchies p et s par rapport à l’onde 

incidente. 

On désigne sous le nom d’ellipsométrie les méthodes permettant de mesurer 

expérimentalement ces quantités, ψ et ∆, qui sont dépendantes de la constitution du matériau, 

que l’on veut ainsi caractériser. Si l’on a affaire à un seul constituant, la mesure de ψ et ∆ 

permet de déterminer les parties réelle et imaginaire de l’indice de réfraction du matériau. 

Cependant, en général l’ellipsométrie est appliquée à la caractérisation de matériaux stratifiés 

en couches minces. Ainsi, si l’on connaît l’indice du substrat et celui de la couche déposée, on 

peut alors déduire de ψ et ∆ la valeur de l’épaisseur de la couche.  

Un des intérêts de l’ellipsométrie est sa sensibilité à de faibles variations de l’épaisseur de 

cette couche : en effet, l’ordre de grandeur de ∆ est le déphasage correspondant à un aller 

retour de la lumière dans l’épaisseur de la couche. La mesure de l’épaisseur se ramène ainsi à 
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la mesure d’un angle. La mesure de ∆ avec une précision de 0,1° permet ainsi de mettre en 

évidence des variations d’épaisseur effectives de l’ordre de la monocouche atomique (0,05 – 

0,1 nm). 

V.3.2 L’ellipsométrie à annulation  

Plusieurs techniques de mesure de polarisation par réflexion existent et elles utilisent toute le 

même montage optique (source, polariseur, analyseur et détecteur) ; ce qui varie entre elles, 

c’est l’ajout de différents éléments comme des modulateurs, un compensateur, etc. Il existe 

principalement trois types de méthode d’ellipsométrie : la méthode de modulation par élément 

tournant, la méthode à modulation de phase et la méthode de zéro ou ellipsomètre à 

annulation que nous avons utilisée dans le cadre de nos travaux (Figure 19). Cette méthode 

utilise l’extinction du signal pour effectuer une mesure angulaire.  

 

Figure 19 : Montage schématique optique de la composition d’un ellipsomètre à annulation 

La polarisation, linéaire après le polariseur, est transformée en polarisation elliptique par le 

compensateur. Ce dernier est orienté de manière à obtenir une polarisation linéaire après la 

réflexion sur l’échantillon ; le compensateur joue alors un rôle symétrique à l’échantillon. 

L’analyseur est ensuite orienté de manière à être croisé avec la polarisation linéaire ainsi 

obtenue, ce qui conduit à l’extinction du faisceau. Les orientations du polariseur et de 

l’analyseur permettent de connaître les paramètres ellipsométriques de l’échantillon selon 

l’équation (I-26): 

)tan(tan1

)tan((tantan
).tan(

CPCi

CPCA
ei

−+
−−×−=Ψ ∆     (I-26) 
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avec A, C et P les angles respectifs de l’analyseur, du compensateur et du polariseur 

repérés par rapport au plan d’incidence. Ainsi, pour une position donnée du compensateur, 

chaque couple de valeurs (ψ, ∆) correspond à deux paires d’angle P et A. Cette méthode 

permet le calcul direct des angles ψ et ∆. Tous ces paramètres ellipsométriques sont ensuite 

exploités (modèles optiques simples mis au point en fonction de l’étude) et fournissent un 

grand nombre d’informations citées plus haut. 

V.3.3 Les modes de fonctionnement de l’appareillage utilisé 

Nous avons utilisés deux modes de fonctionnement. Soit à l’interface surface – air par mesure 

ellipsométrique soit à l’interface surface – liquide en utilisant une cellule SPR. Le premier cas 

correspond à la méthode de travail citée ci-dessus. Dans le second cas, on travaille avec un 

prisme en utilisant exactement le principe de résonance plasmonique de surface expliqué 

précédemment (cf section  V.2 Résonance plasmonique de surface). On travaillera soit en flux 

continu grâce à l’utilisation d’une pompe péristaltique soit en mode statique selon la même 

façon de procéder que la QCM-D. Ce mode de fonctionnement donne alors accès à la 

possibilité de faire des études cinétiques. 

 

VI.  Conclusion du chapitre 

Dans ce chapitre, nous avons mis en évidence la difficulté de l’étude des interactions 

multivalentes aux interfaces. D’une part, parce que les mécanismes de liaison entre 

partenaires biologiques ne sont pas encore clairement définis. D’autre part, parce que 

l’immobilisation d’un des partenaires rend l’étude encore plus complexe en rajoutant un effet 

de multivalence de la surface en plus de celle de l’analyte en solution. De même, la limitation 

des modèles cinétique et thermodynamique existant rend les études quantitatives difficiles à 

réaliser.   

C’est pourquoi, afin de mener au mieux nos investigations, différents types de surface ont été 

testés et les résultats ont été renforcés et confirmés par l’utilisation de deux techniques de 

caractérisation complémentaires que sont la QCM-D et la SPR.   
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Chapitre II.  Influence de la présentation multiple de sucre offerte 

par les RAFT sur l’interaction sucre-lectine 

I. Introduction  

La multivalence est devenue un sujet central en biochimie1 depuis qu’il est apparu clairement 

qu’elle gouverne de nombreuses interactions entre des protéines et des petites molécules, 

entre des protéines ou des anticorps et des membranes cellulaires, entre des virus et des 

cellules, etc 2. Parmi elles, les interactions sucre-protéine sont particulièrement étudiées, parce 

qu’elles jouent un rôle essentiel dans les événements de reconnaissance membranaire, avec 

par exemple, la liaison du virus influenza aux membranes cellulaires 3-9, ainsi que dans la 

reconnaissance effectuée par « les protéines se liant au sucre » : les lectines 10-19, pour 

lesquelles la concanavaline A (qui sera nommée dans l’ensemble de ce chapitre, Con A) sert 

la plupart du temps de système modèle 20-24.  

Dans ce chapitre, il sera discuté de l’effet de la présentation multivalente de sucre 

mannose sur l’interaction avec la lectine concanavaline A. La présentation multivalente des 

sucres sera assurée par l’utilisation de la molécule spécifique synthétique RAFT qui permet 

l’exposition d’une ou de quatre têtes sucres à sa surface. 

Deux approches ont alors été utilisées : soit l’immobilisation des sucres sur la surface, soit 

l’immobilisation de la lectine afin de garantir une meilleure compréhension des effets 

statistique/proximité des sucres sur l’affinité de l’interaction sucre-lectine. Les études ont été 

effectuées en utilisant deux techniques en temps réel complémentaires : la QCM-D et la SPR. 

Ces techniques nous ont ainsi permis de caractériser la fonctionnalisation de nos surfaces et 

de suivre les cinétiques d’interaction de la lectine ou des architectures oligosaccharidiques.  

Nous allons, au préalable, introduire des généralités concernant les interactions sucre-lectine 

en définissant plus particulièrement les acteurs de l’interaction et leur implication dans les 

phénomènes de reconnaissance.  



Chapitre II. Influence de la présentation multiple de sucre offerte par les RAFT sur l’interaction sucre-lectine  

 - 56 - 

I.1. Généralités 

I.1.1 Les sucres 

Les hydrates de carbone ou sucres constituent l’une des classes de molécules les plus 

abondantes, les plus largement réparties et les plus variées fonctionnellement. Ils remplissent 

des fonctions diverses et variées. Associés aux protéines et aux lipides au niveau de la surface 

cellulaire, ils participent aux fonctions physiologiques et pathologiques 25. Les sucres les plus 

étudiés pour leur interaction avec des lectines sont le mannose, le galactose, le glucose, le 

lactose ou encore le fucose (Figure 1) 
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Figure 1 : Structure chimique semi-développée des sucres mannose et lactose. 

I.1.2 Les lectines 

Les lectines, définies comme des protéines se liant aux sucres, existent dans la plupart des 

organismes vivants, allant des virus et bactéries aux plantes et animaux. Elles sont impliquées 

dans de nombreux procédés biologiques d’espèces diverses 26, tels que l’élimination des 

glycoprotéines du système circulatoire 27, 28, l’adhésion d’agents infectieux aux cellules 

hôtes29-31, les interactions cellulaires dans le système immunitaire, ainsi que dans la malignité 

et les métastases32, 33.  

Chaque molécule de lectine contient typiquement au moins deux sites de liaison sucre, i.e. 

elles sont di- ou polyvalentes. L’affinité des lectines pour les monosaccharides est faible, avec 

des constantes d’association à l’échelle du millimolaire. Pourtant l’interaction sucre-lectine 

s’avère être d’une très haute spécificité. En effet, les lectines spécifiques du galactose (par 

exemple la lectine PNA) ne réagiront ni avec le glucose ni avec le mannose, comme celles 

spécifiques du mannose (la Con A) ne réagiront pas au galactose. Ainsi, les lectines végétales, 

sans tenir compte de leur spécificité, se lient aux ligands à travers les chaînes latérales d’une 

constellation de trois résidus de site combinés invariants, un acide aspartique, une asparagine, 
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et un acide aminé aromatique 34, 35 ou une leucine 36. L’acide aminé aromatique joue un rôle 

clef dans la liaison avec le ligand ; l’acide aspartique et l’asparagine participent quant à eux à 

la coordination de l’ion calcium présent dans tous les membres de cette famille, ce qui montre 

la nécessité de cet ion métallique pour la liaison avec l’oligosaccharide. La distinction du 

sucre se fait alors par son orientation différente dans les sites de combinaison des lectines. Les 

lectines interagissent avec les sucres de façon non covalente et leur liaison est habituellement 

réversible et de haute spécificité 37, 38. 

La première lectine pure, la concanavaline A (issue de la cacahouète) a été isolée en 1919 par 

James Sumner 39, qui a également montré en 1936 sa spécificité vis-à-vis du mannose et du 

glucose 40. 

L’abondance relative de cette lectine dans la cacahouète, sa facilité de fabrication, ainsi que le 

grand nombre de saccharides avec lesquels elle peut interagir en a fait la lectine la plus 

couramment utilisée comme modèle. Cette lectine présente la possibilité de pouvoir se lier de 

façon multiple 41 à des motifs mannose. A pH < 5, la lectine se présente sous la forme d’un 

dimère. A pH > 7, donc au pH physiologique auquel nous nous sommes placés pour nos 

études, la Con A existe sous forme d’un tétramère avec quatre sous unités identiques, chacune 

présentant un site de reconnaissance sucre (Figure 2). 

 

Figure 2 : Schéma représentant la modélisation de la lectine Con A (bleu) complexée avec le 
sucre mannose (sphères rouge et grise). Deux vues différentes sont proposées.  

Sa spécificité pour les unités noyau ayant une branche trimannoside, localisées dans les liens 

N-glycosidique des glycoprotéines souvent associées aux surfaces cellulaires, a fait de la Con 

A un outil essentiel dans les études histochimiques 42. Cette lectine a également été utilisée 

dans une variété d’applications, telles que les études de multivalence, les analyses de liaison 
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et les techniques d’affinité 43-48. Elle a aussi fait l’objet de nombreuses études de 

caractérisation afin d’étudier son affinité avec différents oligosaccharides par SPR 45, 49, par 

AFM 50, 51, par ITC 24 (Isothermal Titration Microcalorimetry) ainsi que récemment par 

microgravimétrie (QCM) 52.  

La partie centrale de ce chapitre a été de quantifier l’amélioration de la force de la liaison 

entre la lectine Con A et le sucre mannose présenté de manière multiple via la molécule 

RAFT.  

I.2. Les interactions sucre – lectine 

I.2.1 L’intérêt biologique  

Bien qu’une large gamme d’événements importants en biologie soit contrôlée par des 

interactions sucre-protéine, plusieurs états de maladie impliquent un motif de reconnaissance 

sucre. Des événements précoces dans les cycles infectieux de certaines bactéries, de virus, de 

mycoplasmes (bactéries provoquant des infections pulmonaires ou génitales), et de parasites 

nécessitent une reconnaissance, via l’intermédiaire d’oligosaccharide, des hôtes par le 

pathogène, de la même manière que fonctionnent certains processus métastatiques. La 

capacité de contrôler ces événements avec de petites molécules sélectives et inhibitrices offre 

un énorme potentiel pour les études biologiques. D’un autre côté, comme on l’a vu 

précédemment, beaucoup de ligands saccharidiques monovalents se lient à leur récepteur 

protéinique de façon relativement faible de l’ordre de 10-3 - 10-4 M-1. Indubitablement, le 

contrôle in vivo effectif de ces événements dépendant de l’interaction sucre-protéine requiert 

une affinité hautement plus forte. Contre cette faiblesse de l’interaction, le développement de 

petits ligands présentant de multiples domaines de reconnaissance sucre pour les lectines est 

apparu comme un moyen simple d’augmenter l’affinité de liaison. En effet, si la nature a 

circonvenu les limitations de la faiblesse des liaisons par la multivalence, il semble 

raisonnable de penser que les ligands multivalents synthétiques devraient se lier avec une 

meilleure affinité que leur homologue monovalent. Cet effet mis en avant en 1995 par Lee et 

al., est depuis lors connu sous le nom très général de « glycoside cluster effect »53.  

Dans ce contexte, quelques petits ligands multivalents, présentant des entités sucre très 

proches, c'est-à-dire qui ne peuvent pas se lier de façon multiple à plusieurs sites d’une même 

lectine, ont aussi démontré une efficacité meilleure que leur homologue monovalent 17, 54, 55. 

Cette amélioration peut être attribuée aussi bien à un effet de concentration locale en sucre, 
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également défini comme un effet de proximité/statistique 56, 57 qu’à un effet de « cluster » de 

la lectine par le ligand multivalent, ce dernier effet ayant été rarement démontré 55. Ces 

différentes possibilités, apparentées au « glycoside cluster effect », sont présentées dans la 

Figure 3. Dans le cadre de ces études nous avons négligé la présence d’un éventuel site 

secondaire de reconnaissance des lectines.  

Chelatant Proximité/statistique « cluster »Interaction 1:1 Chelatant Proximité/statistique « cluster »Interaction 1:1 

B) LIGANDS MULTIVALENTS SUR UNE SURFACE

C) LIGANDS MONOVALENTS SUR UNE SURFACE

LECTINELECTINELECTINE LECTINELECTINELECTINELECTINELECTINELECTINE LECTINELECTINELECTINE

LECTINELECTINELECTINE LECTINELECTINELECTINE LECTINE LECTINELECTINELECTINE LECTINELECTINE

LECTINE LECTINELECTINELECTINE LECTINELECTINELECTINELECTINELECTINELECTINELECTINELECTINE

A) LIGANDS MULTIVALENTS EN SOLUTION

 

Figure 3 : Représentation schématique des différents mécanismes d’interaction dont les 
trois principaux responsables du « glycoside cluster effect » (effets chelatant, de 
proximité/statistique et « cluster ») dans le cas d’une interaction entre des lectines et A) des 
ligands multivalents en solution, B) des ligands multivalents immobilisés sur une surface et 
C) des ligands monovalents immobilisés sur une surface. 

Pour les études en solution (Figure 3 A)), l’amélioration de l’affinité de l’interaction entre un 

ligand multivalent et une lectine (bivalente) peut être due à trois mécanismes apparentés au 

« glycoside cluster effect » : c’est à dire soit un effet de chélation entre la lectine et plusieurs 

motifs sucre du même ligand, soit une effet de proximité des sucres qui facilite la vitesse de la 

reconnaissance ou encore par un effet de « cluster » du ligand multivalent sur la lectine. Ce 

dernier phénomène a été rarement démontré, car, en effet la plupart du temps il conduit à la 

précipitation des complexes formés. Pour les ligands monovalents, le système devient 

beaucoup plus simple, l’interaction devient monovalente et ne présente plus de « glycoside 
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cluster effect ». Concernant les études aux surfaces, y compris pour les ligands monovalents 

on retrouve les effets chelatant (Figure 3 C)). En effet, sur une surface, l’immobilisation des 

ligands à proximité les uns des autres conduit à la formation d’une surface multivalente même 

lorsque le ligand est monovalent. Une dilution de la surface en ligand permet souvent de faire 

la distinction entre ces différents effets.  

C’est dans ce contexte, que nous avons utilisé une molécule développée et synthétisée dans 

notre équipe depuis plusieurs années, appelée RAFT, pour Regioselectively Adressable 

Functionalized Template. Cette molécule présente, en effet, grâce aux chimistes organiciens 

de notre équipe, la possibilité d’immobiliser à proximité et de façon multivalente (de 1 à 16) 

des ligands à motifs biologiques (sucre, peptide, …).  

I.2.2 La molécule RAFT 

I.2.2.1. Son architecture et ses aptitudes 

Durant ces dernières années, notre équipe a développé un nouvel outil moléculaire qui 

combine des propriétés de reconnaissance et de possible effecteur pour des applications 

biologiques diverses telles que le rôle de vecteurs pour le ciblage de néo-vaisseaux 58 (voir 

chapitre III), d’imitateurs de surface cellulaire 59, de vaccins synthétiques anti-tumoraux 60, ou 

de marqueurs de tumeurs 61. Notre approche utilise une plate-forme cyclodecapeptidique 

basée sur un modèle TASP (Template Assembled Synthetic Proteins) qui a déjà été 

précédemment décrit comme un nouveau modèle de conception de protéine 62. Ces plate-

formes topologiques nommée « RAFT », exhibent deux « faces » réactives différentes, 

spatialement séparées et indépendamment fonctionnalisables : le domaine de détection et le 

domaine de reconnaissance (Figure 4).  
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Figure 4 : Représentation schématique de la molécule RAFT  



Chapitre II. Influence de la présentation multiple de sucre offerte par les RAFT sur l’interaction sucre-lectine  

 - 61 - 

Ces caractéristiques structurales permettent alors un assemblage régiosélectif et séquentiel de 

ligands de base biomoléculaire (domaine de détection) et d’unités biologiquement 

fonctionnelles (domaine de reconnaissance) 63, 64.  

Nos collègues ont démontré récemment que la proximité de ligands oligosaccharide présentés 

à la surface des molécules RAFT garantit une reconnaissance spécifique et une amélioration 

significative de l’affinité de la liaison avec la lectine via l’utilisation d’interactions 

multivalentes en solution 59 et sur des supports solides 65, 66. En solution, notamment, une 

étude préliminaire en anisotropie de fluorescence 59 a montré que la molécule RAFT, exhibant 

sur sa face de reconnaissance 4 sucres mannose (RAFT-(Man)4, cf Figure 4), présente une 

meilleure reconnaissance pour la lectine Con A que son homologue monovalent (RAFT-

(Man)1). Il est cependant important de noter à ce stade, que la distance entre deux sucres 

mannose d’une même molécule RAFT, ~ 25 Å (estimée en modélisation moléculaire), est 

plus faible que la distance entre deux sites de reconnaissance d’une même lectine Con A, ~ 65 

Å 67. Il est donc physiquement impossible qu’une même molécule RAFT se lie de façon 

multivalente à une même lectine (effet chelatant, Figure 3 A)). Il semble alors que seuls les 

deux autres effets (« cluster » ou proximité/statistique, Figure 3) puissent être à l’origine de 

cette amélioration de l’affinité.  

Pour les études sur support solide, des tests ELISA ont également confirmé cette amélioration 

de l’affinité de la Con A pour les surfaces fonctionnalisées par la molécule RAFT-(Man)4 
65, 66 

par rapport à son homologue monovalent, la molécule RAFT-(Man)1. Cependant les études 

aux interfaces, compte tenu de la faible taille des ligands sucre par rapport à la lectine et de la 

proximité des ligands entre eux, font que l’on travaillera forcément sur des surfaces dites 

multivalentes, même dans le cas de ligands monovalents. Cette amélioration de l’affinité 

semble montrer que même si la présentation multivalente de ligands sucre est importante, le 

contrôle de la densité locale est également primordial.  

I.2.2.2. Sa synthèse 

Dans le but de mieux comprendre les procédés de reconnaissance entre des ligands 

multivalents immobilisés et une lectine modèle, la Con A, nous avons conçu et synthétisé, au 

sein de notre équipe, des molécules RAFT exposant à la fois des « clusters » de sucres et des 

éléments d’ancrage pour permettre l’immobilisation de la molécule sur des surfaces d’or ou 

de streptavidine.  
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Des molécules RAFT portant 4 sucres mannose ou 4 sucres lactose (respectivement RAFT-

(Man)4 ou RAFT-(Lac)4) ont été synthétisées grâce à une stratégie de lien oxime 

chimiosélective et convergente (Figure 5). Afin d’évaluer l’effet de la présentation 

multivalente sur l’impact de la force de l’interaction, les glycopeptides monovalents 

correspondant ont également été synthétisés, notés respectivement RAFT-(Man)1 et RAFT-

(Lac)1. Ces derniers nous serviront alors de contrôle.  
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Figure 5: Synthèses de glycoclusters tétravalents (A) et monovalents (B). Réactifs et  
conditions: a) Voir référence,66 b) biotine-OSu, DIEA, DMF; c) BocCys(Npys)-OSu, DIEA, 
DMF. Afin de faciliter la lecture du manuscrit, les molécules 2, 4, 6 seront apellées RAFT-
(Man)4, les molécules 8, 10 seront nommées RAFT-(Man)1. De la même manière, les 
molécules 3, 5, 7 seront appelées RAFT-(Lac)4 et les molécules 9, 11 seront nommées RAFT-
(Lac)1. 
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L’ensemble des étapes de la synthèse de la molécule RAFT (molécule 1) ne sera pas détaillé 

dans ce manuscrit mais est disponible dans la littérature68. Concernant la fonctionnalisation de 

la plate-forme RAFT, nous allons rapidement évoquer les étapes principales de la synthèse 

qui a été effectuée par le Dr Olivier Renaudet.  

Un décapeptide linéaire est, au préalable, synthétisé sur une phase solide selon la stratégie 

standard Fmoc/tBu qui utilise un synthétiseur de peptide parallèle ; ensuite ce dernier est 

cyclisé en solution pour donner le cyclodecapeptide 1 protégé orthogonalement. Après avoir 

générer des fonctions aldéhydes à partir de fonction sérine sur la face supérieure de la plate-

forme, le mannose et le lactose aminooxylatés 69 sont alors introduits via un lien oxime pour 

donner les glycoclusters 2 et 3. Pour cette étude, le domaine de reconnaissance se composera 

d’une ou de quatre têtes sucres mannose ou lactose (Figure 5). Les sucres lactose, non 

reconnaissants de la lectine Con A, serviront de contrôle négatif afin de vérifier la spécificité 

de l’interaction entre la Con A et les RAFT présentant 1 ou 4 mannoses.  

La seconde face, le domaine de détection, sera fonctionnalisée selon le besoin. Dans notre cas 

afin de permettre l’ancrage de la molécule RAFT sur une surface, on greffera une entité qui 

sera soit une biotine soit un groupement thiol (CysNpys). La biotine est introduite sur les 

molécules 2 et 3 comme un ester actif sur la chaîne latérale de lysine qui pointe sur la face 

inférieure opposée. Cette réaction se déroule dans le DMF sous pH basique et permet 

l’obtention des composés 4 et 5, après une phase de purification HPLC, avec un rendement de 

l’ordre de 70 %. Concernant le groupement thiol, les composés 2 et 3 sont fonctionnalisés 

avec un résidus cystéine portant le groupe actif S-3-nitro-2-pyridinesulfenyle (Npys) sur la 

chaîne latérale. BocCys(Npys) est couplé à la lysine libre comme un ester succinique dans le 

DMF. Le groupe Boc est ensuite éliminé par traitement avec une solution de TFA et par une 

purification RP-HPLC et l’on obtient alors les molécules 6 et 7 qui peuvent être facilement 

immobilisées sur une surface d’or.  

Pour une facilité de lecture du manuscrit, les molécules 8,10 et 2, 4, 6 seront respectivement 

appelées RAFT-(Man)1, RAFT-(Man)4, et les molécules 9, 11 et 3, 5, 7 seront nommées 

RAFT-(Lac)1 et RAFT-(Lac)4. Lorsque nous parlerons en général des RAFT présentant 1 et 4 

sucres mannoses ou lactoses, ils seront nommés RAFT-Man ou RAFT-Lac. Le domaine de 

détection sera signalé dans chaque paragraphe pour éviter d’alourdir la nomenclature de la 

molécule. 
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II.  L’interaction lectine Con A – RAFT-Man 

 Dans cette première partie, nous avons voulu mettre en évidence l’avantage de la 

présentation multivalente de sucre par la molécule RAFT sur l’affinité de l’interaction avec la 

lectine Con A en essayant de mettre en avant le ou les effets responsables de cette 

amélioration de la force de liaison. Les études ont été effectuées via l’utilisation de deux 

techniques de détection aux surfaces, la QCM-D et la SPR. Un des deux partenaires doit alors 

être immobilisé. La première approche entreprise, a été l’immobilisation des glycopeptides 

RAFT sur la surface.  

II.1.  Etude avec le RAFT immobilisé 

L’immobilisation du RAFT sur une surface a été réalisée par deux voies de greffage du RAFT 

: la première via un pont biotine-streptavidine (SA) et la seconde via un couplage covalent de 

groupements thiol sur une surface d’or.  

La situation, cependant, devient d’autant plus complexe lorsque les ligands sucre sont 

immobilisés sur une surface. En effet, la surface fonctionnalisée par les ligands sucre devient 

multivalente. Il sera donc difficile de différencier l’effet de la présentation multivalente locale 

des sucres (dans le cas d’un ligand multivalent) de l’effet chelatant induit par la proximité des 

ligands à la surface (Figure 3). Afin de pouvoir mettre en avant l’effet de proximité/statistique 

qui nous intéresse avec les ligands multivalents, les surfaces ont donc été fonctionnalisées 

avec des densités variables en ligand RAFT.  

II.1.1 Etude par QCM-D  

L’ensemble des expériences présentées dans cette partie a été réalisé à 24°C. Le premier mode 

d’immobilisation des RAFT a été l’utilisation d’un pont biotine-streptavidine via 

l’intermédiaire d’un cristal 2D de streptavidine élaboré à la surface d’une bicouche lipidique 

supportée.   
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II.1.1.1. Immobilisation de RAFT biotinylés à la surface d’un cristal 2D de 

streptavidine  

Lors de nos premières études, nous avons décidé d’utiliser, comme plate-forme d’ancrage des 

molécules RAFT biotinylés, un cristal 2D de streptavidine élaboré à la surface d’une bicouche 

lipidique supportée (notée BLS). Ce choix a été motivé par plusieurs raisons : 

- L’élaboration d’une telle plateforme, décrite en détail dans la littérature, est 

parfaitement reproductible 70-72. Les caractéristiques géométriques du cristal 2D de 

streptavidine sont définies, ce qui permet le contrôle de l’orientation et de la densité 

surfacique lors de la fixation des RAFT biotinylés. 

- La QCM-D constitue une technique particulièrement bien adaptée pour caractériser, 

étape par étape, la construction de ce type d’assemblage. 

- Les BLS peuvent être élaborées sur des surfaces de mica. La fonctionnalisation de ce 

substrat, atomiquement plan, par les ligands RAFT est particulièrement intéressante en vue 

d’études futures par microscopie de champs proche (AFM).  

Les BLS sont obtenues par adsorption, puis fusion de vésicules unilamellaires de petites 

tailles (SUV) sur des surfaces hydrophiles (silice ou mica). L’utilisation de BLS dopées par 

des phospholipides biotinylés permet alors la formation d’un cristal bidimensionnel de 

streptavidine, à la surface duquel les RAFT biotinylés peuvent être immobilisés grâce à 

l’interaction forte et difficilement réversible entre les groupes biotine et la streptavidine.   

Toutes les études de QCM-D effectuées dans cette partie ont été faites en mode d’échange 

(mode « batch »).  

II.1.1.1.1. Formation des vésicules de petite taille (SUV) 

• Mise au point expérimentale 

Les premières vésicules formées ont été des SUV se composant de 100% de 1 – palmitoyl – 2 

– oleoyl – sn – glycero – 3 – phosphatidylcholine (POPC) afin de valider le protocole de 

formation des vésicules. Nous avons choisi d’utiliser le protocole de B. J. Litman 73 qui 

consiste en une sonication suivie d’une ultracentrifugation.  

Les lipides sont initialement solubilisés dans une solution de chloroforme à 10 mg/ml. 500 µL 

de cette solution sont prélevés et déposés dans un cône où le chloroforme est évaporé sous 

flux d’azote pendant une heure minimum. Les phospholipides sont ensuite redispersés dans 
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une solution tampon de TRIS (Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH = 7,4) dégazé afin de former 

une solution de concentration 2 mg/mL en phospholipides. 

Cette solution est ensuite soniquée pendant une heure avec des cycles de 5 secondes de 

sonication (83 Watts) et 5 secondes de refroidissement à 0°C. La solution opaque blanchâtre 

initiale devient au fur et à mesure de plus en plus transparente. A cette étape, on a formé de 

petites vésicules de taille hétérodisperse. Afin d’homogénéiser la taille des vésicules 

notamment via l’élimination des vésicules multilamellaires et de celles de grande taille, la 

solution est ensuite ultracentrifugée pendant 3 heures à 47000 g et à 4°C. Le surnageant est 

alors récupéré. On obtient alors des SUV de taille monodisperse qui sont ensuite aliquotées 

dans des tubes Eppendorf et stockées au réfrigérateur. La dispersion est alors utilisable un 

mois. La concentration de la solution de SUV récupérée sera considérée égale à 2 mg/mL.  

Ces SUV ont été caractérisées par diffusion de la lumière et par cryoTEM afin de déterminer 

la taille, la polydispersité et de vérifier l’absence de vésicules multilamellaires (Figure 6). 

Pour la diffusion de la lumière, on a utilisé un zétasizer nano série (Malvern instrument) qui 

nous a permis de déterminer par la méthode des cumulants un diamètre hydrodynamique 

moyen des SUV de 29-34 nm avec un indice de polydispersité de 0,13 environ. Cet indice de 

polydispersité inférieur à 0,25 tendrait à confirmer que la solution est majoritairement 

monodisperse. 

 

 

Figure 6: Image en CryoTEM de SUV composées à 100 % de POPC dans le tampon TRIS à 
une concentration de 2 mg/ml.  

L’étude par CryoTEM (Figure 6) montre une grande porportion de vésicules unilamellaires 

d’un diamètre compris entre 30 et 40 nm, mais on trouve également en faible quantité des 

vésicules de grande taille (150 à 400 nm). Malgré la présence d’une faible proportion de 



Chapitre II. Influence de la présentation multiple de sucre offerte par les RAFT sur l’interaction sucre-lectine  

 - 67 - 

vésicules de grande taille, les SUV présentent une taille assez monodisperse. Pour plus de 

précaution, nous avons rajouté une heure supplémentaire d’ultracentrifugation, passant ainsi 

de 3 à 4 heures.  

• Formation des SUV biotinylées 

Une fois le protocole de formation des SUV mis au point, nous sommes passés à la 

formation des SUV mixtes composées de 95% de POPC et de 5% de 1,2-dipalmitoyl-sn-

glycero-3-phosphoethanolamine-N-(cap biotinylés) (noté DPPE). Nous avons choisi cette 

quantité de phospholipides biotinylés car il s’avère que c’est la proportion idéale pour 

permettre par la suite une parfaite immobilisation de la streptavidine selon une cristallisation 

2D 70. Le protocole de formation des SUV reste le même que cité précédemment (2 mL de 

SUV avec une concentration en lipide de 2 mg/mL). Les solutions des deux phospholipides 

dilués dans le chloroforme sont prélevées indépendamment puis mélangées avant que la 

solution de chloroforme ne soit évaporée. Dans ce cas, les lipides sont redispersés dans une 

solution de tampon HEPES 0,1 M ; NaCl 0,1 M ; 1 mM CaCl2 et 1 mM MnCl2 ; pH = 7,2 

(noté par la suite WB HBS) toujours dégazé. Ce tampon sera le tampon de travail pour les 

études Con A/sucre car la présence des ions calcium et manganèse est nécessaire pour cette 

interaction. Les vésicules formées ont ensuite été caractérisées par diffusion de la lumière, via 

l’utilisation d’un zétasizer nano série. Les données obtenues confirment la formation de 

vésicules d’une taille moyenne de 35 nm pour 97.5% des SUV. Le coefficient de 

polydispersité obtenu 0.205, inférieur à 0.25, confirme la monodispersité de la dispersion de 

SUV. Les SUV stockées au réfrigérateur sont utilisables un mois environ. L’évolution des 

vésicules au cours du temps a été testée par diffusion de la lumière. Au bout de 2 mois, la 

dispersion présente un coefficient de polydispersité de 0.388 évoquant la présence de deux 

populations de vésicules de taille homogène, une à 31 nm (95.9 %) et l’autre à 92 nm (3.4%). 

Après une période de 10 mois, les vésicules fusionnent de plus en plus entre elles et l’étude en 

diffusion de la lumière montre que la seconde population autour de 100 nm est de plus en plus 

élevée (>10%). 

II.1.1.1.2. Formation de la BLS 

La formation de bicouche lipidique supportée sur silice a été largement étudiée par les équipes 

de A. Brisson et de B. Kasemo en QCM-D. La formation des BLS s’effectue par fusion de 
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petites vésicules unilamellaires sur une surface hydrophile, qui dans notre cas est un cristal de 

quartz recouvert d’or et d’une fine couche de silice (40 nm).  

Pour l’ensemble des études présentées dans cette section «  II.1.1 Etude par QCM-D », les 

surfaces ont été au préalable nettoyées et activées selon un protocole identique qui consiste, 

dans un premier temps, à une exposition de 10 min à l’UV-Ozone, puis dans un second temps 

à l’immersion d’un cristal de quartz recouvert de silice pendant 30 min dans une solution de 

SDS à 2 % (poids/volume). Les surfaces sont ensuite rincées abondamment à l’eau et séchées 

sous flux d’azote. Une dernière exposition de 10 min à l’UV-Ozone est finalement effectuée. 

Une fois nettoyé, la surface de silice est ensuite montée dans la chambre de mesure de la 

QCM-D. Les surfaces de silice une fois fonctionnalisées et utilisées pour une étude pourront 

être, selon ce même cycle de nettoyage mais effectué deux fois, régénérées et réutilisées un 

maximum de 5 fois. 

La surface, une fois montée dans la chambre de mesure, est testée à sec puis dans le milieu 

d’étude (WB HBS) afin de vérifier les bonnes réponses de vibration du quartz à la fréquence 

de résonance et à ses 3 harmoniques.  

L’étude commence dans le WB HBS, en effectuant une ou plusieurs injections de ce dernier 

sur la surface jusqu’à la stabilisation des signaux fn/n et Dn. Les SUV sont ensuite injectées à 

une concentration de 0.2 mg/mL dans le WB HBS.  

La BLS se forme alors en plusieurs étapes74, 75 (Figure 7): 

- La première étape est l’adhésion des vésicules intactes à la surface jusqu’à une 

concentration critique. Cette étape se traduit sur le graphe par une forte augmentation de la 

dissipation d’énergie et par une forte diminution de la fréquence de résonance. 

- La seconde étape correspond à la fusion des vésicules entre elles et à leur étalement 

sur la surface. Cette dernière étape s’accompagne d’une libération de l’eau prisonnière entre 

et à l’intérieur des vésicules, ce qui se reconnaît de façon caractéristique par une augmentation 

de la fréquence et par une forte diminution de la dissipation d’énergie.  

La bicouche lipidique supportée obtenue est stable même après plusieurs rinçages avec le 

tampon.  
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Figure 7 : Formation d’une BLS sur une surface de silice à partir de SUV biotinylées, suivie 
par QCM-D. En orange les variations de dissipation d’énergie en fonction du temps et en 
bleu celles de la fréquence. En noir la modélisation des données obtenue par le modèle de 
Voïnova (cf chapitre I). 

Les paramètres de formation d’une bicouche lipidique76, 77, correspondent à une variation de 

fréquence (∆fn/n) de 26 Hz, une variation de dissipation (∆Dn) de 0,2 - 0,3.10-6, et à une 

variation de masse selon l’équation de Sauerbrey (∆msauer) de 470 ng/cm². Le Tableau 1 

résume l’ensemble des valeurs, ∆f3, D3 et ∆msauer obtenues pour la formation de plusieurs 

BLS. Ces résultats confirment la reproductibilité aussi bien de la formation des SUV que 

l’obtention de bicouches lipidiques supportées rigides et stables après rinçage. 

Expériences (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) Moyenne

∆f3 (Hz) -26,4 -25,8 -26,6 -26 -27 -26,3 -26,6 -27,7 -26,55

∆D3 (10-6) 0,54 0,19 0,56 0,21 0,61 0,2 0,39 0,47 0,39625

∆m sauer (ng/cm²) 464,8 458,8 475,6 462,2 478,5 467,4 471,9487,7 470,8625 

Tableau 1 : Résumé de l’ensemble des valeurs de la masse surfacique, de la fréquence et de 
la dissipation d’énergie de la 3ème harmonique obtenues pour la formation d’une BLS. 

Les BLS s’avèrent donc être une plate-forme, parfaitement contrôlée et très aisément 

reproductible. Dans notre cas, la fonctionnalisation des BLS par des biotines va nous 

permettre d’utiliser le pont biotine-streptavidine pour immobiliser les molécules RAFT 

biotinylées. 
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II.1.1.1.3. Formation de la surface 2D de streptavidine 

La streptavidine est connue depuis de nombreuses années pour sa réorganisation et sa capacité 

de cristallisation 2D 77-86. La streptavidine est une protéine tétramèrique de poids moléculaire 

60 kDa (4×15 KDa) qui reconnaît de façon très spécifique la biotine (KA = 1013- 1015 M-1). 

Sur une BLS biotinylée, son immobilisation selon une cristallisation 2D a été mise en 

évidence par l’équipe de A. Brisson 71, 87. On forme alors une seconde couche parfaitement 

contrôlée de streptavidine.  

La formation de cette seconde couche est réalisée par une injection de la solution de 

streptavidine (10 µg/mL dans WB HBS) sur la BLS biotinylée. La solution est laissée ensuite 

en contact une heure pour permettre la cristallisation 2D de la protéine à la surface. Les 

formes des courbes représentant ∆f et ∆D sont très caractéristiques : la fréquence diminue 

brutalement au début de l’association puis dérive très doucement pendant une quarantaine de 

minutes. La dissipation, elle, augmente très rapidement puis montre une légère diminution et 

une stabilisation rapide au bout d’une dizaine de minutes (Figure 8). Une fois les valeurs ∆f et 

∆D stables, la surface est à nouveau rincée avec le WB HBS ce qui n’entraîne aucun 

changement sur les deux signaux. 

WB HBS

SA
10 µg/mL

SUV  
0,2 mg/mL

WB HBS

SA
10 µg/mL

SUV  
0,2 mg/mL

Streptavidine

SUV

 

Figure 8: Formation d’une BLS biotinylée à partir de SUV (5% biotine) et d’une 
monocouche de streptavidine (10 µg/mL dans WB HBS) suivie par QCM-D. Le graphe 
montre les variations de dissipation d’énergie (courbes hautes) et de fréquence (courbes 
basses) en fonction du temps. 

Cette étape de l’assemblage, très importante, permet de mettre en avant l’importance de la 

mesure de la dissipation d’énergie en QCM-D. En effet, cette cristallisation s’accompagne 
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d’une faible diminution de fréquence qui correspondrait pour l’équation de Sauerbrey à une 

légère augmentation de masse. Cependant lorsque l’on se sert du modèle viscoélastique de 

Voïvona, la diminution de la fréquence ne correspond à aucune variation de masse ; elle n’est 

que la conséquence du réarrangement de la streptavidine sur la surface 88 (Figure 9). 

SUV intactes

Formation 
BLS

SA

SAFormation 
BLS

SUV intactes

(A) (B)
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Figure 9 : Variation en fonction du temps (A) de la masse surfacique et (B) de la viscosité du 
film formé. Le modèle de Voïnova a été utilisé pour calculer ces paramètres à partir des 
données expérimentales de la Figure 8. 

 La comparaison sur l’ensemble des études (Tableau 2) permet de confirmer la 

formation d’une monocouche de streptavidine rigide38. En effet, on retrouve les valeurs 

caractéristiques de la littérature, c'est-à-dire une variation de fréquence d’environ 30 Hz et une 

dissipation d’environ 0,6. 10-6, correspondant à un ∆m de 520 ng/cm² (modèle de Voïnova). 

Expériences (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) Moyenne
∆f3 (Hz) -33,5 -31,2 -27,5 -28,9 -27 -26,1 -28,6 -34,2 -29,625
∆D3 (10-6) 0,16 0,55 0,87 0,8 0,6 0,52 0,88 0,7 0,635
∆m (ng/cm²) 589,4 555,4 480,1 504 463,4 456,8 511 595,2 519,4125 

Tableau 2: Valeurs de la masse surfacique, de la fréquence et de la dissipation d’énergie 
pour la formation d’une monocouche de streptavidine sur une BLS 5% biotinylée. 

Les résultats obtenus confirment la formation d’une monocouche de streptavidine à la surface. 

Cependant, le dépôt de la streptavidine (sur des BLS biotinylées) en monocouche se fait selon 

un arrangement cristallin C222 à pH > 7 89. La streptavidine présente quatre sites de 

reconnaissance spécifique à la biotine dont deux sites servent à son immobilisation sur la 

bicouche lipidique biotinylée. Les deux autres restent disponibles et permettent l’assemblage 

ultérieur des molécules RAFT biotinylées. Dans une première approximation, la streptavidine 
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dans sa forme de cristaux 2D peut être vue comme des carrés proches formant un arrangement 

C222-2D avec des paramètres de maille a = b = 58 Å (Figure 10). 

a 

b 

 

Figure 10 : Dessin schématique représentant l’arrangement 2D cristallin C222 de la 
streptavidine tétramérique sur une BLS 5% biotinylée. L’adhésion de la streptavidine sur 
la BLS biotinylée se fait par deux des quatre sites de reconnaissance de la biotine (●) et les 
deux autres se retrouvent face à la solution aqueuse (○).  

La distance centre à centre entre deux sites adjacents de liaison biotine de la streptavidine est 

d’environ 25 Å. Comme le montre la Figure 10, une grande quantité d’espace vacant entre les 

molécules de streptavidine est à l’origine d’une couche très hydratée. Une simple 

comparaison de la masse surfacique pour la formation d’une monocouche de streptavidine 

obtenue par QCM-D et par SPR 70 donne un pourcentage de l’eau acoustiquement couplée par 

rapport à la protéine de 55 :45, avec une densité effective d’environ 1,15 g.cm-3 et une 

épaisseur de 4,7 nm 70, 78. 

Ainsi, cet arrangement de la streptavidine apparaît comme une plate forme particulièrement 

bien définie pour une distribution spatiale contrôlée de ligands biotinylés sur la surface. 

II.1.1.1.4.  Immobilisation des molécules RAFT biotinylées 

L’immobilisation des molécules de RAFT sur la surface de streptavidine se fait grâce à la 

présence d’une biotine sur la face de détection du RAFT. Malgré le faible poids moléculaire 

de nos molécules (de 1339 à 2209 Da), la technique QCM-D permet de détecter l’adhésion 

instantanée des RAFT sur la surface. Elle se caractérise par une très rapide diminution de la 

fréquence sans variation de la dissipation (Figure 11). 

La fixation des RAFT se fait par une seule injection de concentration 4 µM dans WB HBS. 

Cette concentration suffit à saturer la surface en RAFT. Des essais à une plus forte 

concentration (8 µM) et plusieurs injections successives n’ont, en effet, donné aucun 

changement. La stabilité de la réponse obtenue en QCM-D suggère que la couche de RAFT 

est fortement liée à la surface de streptavidine. 
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Figure 11 : Réponse en QCM-D montrant la variation de la fréquence (courbes basses) et de 
la dissipation (courbes hautes) de la troisième harmonique pour la fixation des RAFT-
(Man)1 (□), RAFT-(Man) 4 (○) et RAFT-(Lac)1 (∆). 

Discussion : état de surface 

Afin de vérifier l’état de la surface reconnaissante, nous avons comparé la quantité, 

déterminée expérimentalement, de RAFT immobilisés par rapport à la quantité théorique 

attendue. En prenant en compte la cristallisation 2D selon une géométrie C222 de la 

streptavidine, on va immobiliser, à saturation des sites de reconnaissance de la biotine d’une 

streptavidine, deux molécules de RAFT par molécule de streptavidine. Le calcul du 

recouvrement surfacique de la streptavidine donne une quantité de 4,93 × 10-12 mol. cm-2. En 

considérant la proportion de 2:1 entre le RAFT et la streptavidine, on peut déduire la quantité 

théorique maximale de RAFT immobilisée attendue de 9,86 × 10-12 mol. cm-2.  

Dans le Tableau 3, les variations de masses expérimentales des RAFT biotine obtenues par 

modélisation (Voinova) sont comparées aux valeurs théoriques obtenues en considérant la 

variation maximale théorique de RAFT biotine sur la base de l’équation de Sauerbrey. Les 

différences observées entre le ∆m théorique et expérimental peuvent être attribuées au fait que 

la variation de masse mesurée en QCM-D inclus la quantité d’eau couplée 

hydrodynamiquement aux molécules RAFT immobilisées. La comparaison montre que les 

RAFT forment une couche très hydratée contenant de 50 à 65 % d’eau. Cette quantité d’eau 

présente dans les couches de RAFT varie en fonction de la longueur et structure des bras 

sucre greffés sur les RAFT qui doit permettre le couplage acoustique de plus ou moins d’eau. 

En effet, le lactose est un disaccharide alors que le mannose n’est qu’un monosaccharide. 

Cette différence de longueur de bras peut alors en être une des causes. 
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Poids moléculaire 

(g mol-1) 
∆f QCM-D 

(Hz) 

∆ma 
expérimentale 

(ng cm-2) 

∆m théorique 
(ng cm-2)b 

RAFT-(Man)1 1339 1,4 ± 0.4 24,8 13,2 (53 %) c 

RAFT-(Lac)1 1501 2,3 ± 0.3 40,7 14,8 (36 %) 

RAFT-(Man)4 2209 3,5 ± 0.5 62 21,8 (35 %) 
a calculés en utilisant ∆f mesurée et l’équation de Sauerbrey 
b calculés en utilisant l’équation de Sauerbrey pour un recouvrement surfacique théorique de ∼ 9,86 × 
10-12 mol cm-2 
c la valeur entre parenthèse est le rapport entre la variation de masse théorique et expérimentale.  

Tableau 3: Variation de masse expérimentale et théorique correspondant à l’immobilisation 
des molécules RAFT sur un cristal 2D de streptavidine formé sur une BLS biotinylée.  

II.1.1.1.5. Etude cinétique de l’interaction de la Con A 

Après la formation d’une surface fonctionnalisée par des RAFT-Man, l’étude de l’adhésion de 

la Con A a été réalisée. Toutefois, avant de commencer cette étude, nous nous sommes 

assurés de l’absence d’adsorption non spécifique.  

• L’élimination de l’interaction non spécifique 

Il est connu que la présence d’une monocouche de protéine, comme celle que l’on a formée 

avec la streptavidine, favorise l’interaction non spécifique d’autres protéines sur sa surface 

(interaction hydrophobe protéine-protéine). Afin de remédier à cela, une étape intermédiaire 

d’injection d’une autre protéine, la BSA (Bovine Serum Albumin) sur la surface 

fonctionnalisée en RAFT, juste avant l’étape d’association de la lectine Con A, permet 

d’éviter une adhésion non spécifique de la lectine Con A. Cette étape est apparue fort efficace 

car la faible fixation de la Con A observée sur une surface recouverte de RAFT-(Lac)1 (le 

lactose ne reconnaissant pas la lectine) disparaît grâce au blocage des sites non spécifiques par 

la BSA (Figure 12). Ce nombre de sites non spécifiques reste, néanmoins, relativement faible. 

En effet, l’adhésion de la BSA sur la surface n’induit qu’une faible variation de la fréquence 

de résonance et de la dissipation (respectivement 3.3 Hz et 0.35 × 10-6 pour 10 mesures 

moyennées). L’ensemble des résultats obtenus par la suite présente une étape supplémentaire 

d’immobilisation de la BSA. La fixation de la lectine Con A observée correspond, alors, 

seulement à de la reconnaissance spécifique.  
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Figure 12 : Réponse typique de QCM-D  A) fréquence normalisée ∆∆∆∆fn/n (courbes basses) 
et dissipation Dn (courbes hautes) pour la troisième harmonique (n = 3) correspondant à 
l’interaction de la Con A (63 µM) sur la surface de RAFT-(Lac)1/streptavidine/BLS 
biotinylée avec (○) et sans (□) une étape préalable d’adsorption de la BSA.   
B) fréquence normalisée ∆∆∆∆fn/n (courbes basses) et dissipation Dn (courbes hautes) pour les 
trois harmoniques n = 3 (□), n = 5 (○) et n = 7 (∆∆∆∆) ) ) ) correspondant à l’interaction de la Con A 
(63 µM) sur une surface saturée en RAFT-(Man)1 suivie par une étape de régénération au 
mannose (10 mM). La surface est rincée avec le WB HBS après chaque étape. 

• L’étude cinétique de la lectine Con A 

L’adhésion de la lectine Con A a ensuite été étudiée sur des surfaces saturées en RAFT-

(Man)1 et en RAFT-(Man)4 pour des concentrations croissantes en lectine Con A : 0,063 ; 

0,1255 ; 0,63 et 1,255 µM. Deux injections successives de 0,5 mL ont été effectuées 

systématiquement pour chaque concentration afin d’empêcher les phénomènes de déplétion. 

Après l’adsorption de la lectine, l’injection de la solution de mannose libre concentré en 

solution jusqu’à 100 mM, une solution d’HCl (pH = 2) ou de NaOH (pH = 12), ou encore une 

solution d’EDTA 0,5 M à pH = 8,5 n’a pas permis la régénération de la surface. De plus, la 

présence de la BLS empêche l’utilisation de SDS comme solution de régénération. Ainsi, 

l’étude cinétique de l’adhésion de la lectine Con A pour l’ensemble des concentrations sur 

une même surface d’étude n’est pas envisageable. Il a donc fallu refaire systématiquement 

une nouvelle fonctionnalisation de surface pour l’étude d’une seule cinétique d’adhésion à 

une concentration de la lectine Con A. La Figure 13 présente une expérience complète qui 

permet de mettre en évidence l’ensemble des étapes successives d’immobilisation de chacun 

des composés.  
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Figure 13 : Réponse typique de QCM-D, fréquence normalisée ∆∆∆∆fn/n (courbes basses) et 
dissipation Dn (courbes hautes) pour les trois harmoniques n = 3 (□), n = 5 (○) et n = 7 (∆∆∆∆) ) ) )  
représentant une étude complète : (a) formation de la BLS, (b) immobilisation de la SA, (c) 
adhésion du RAFT-(Man)4, (d) étape d’injection de la BSA, (e) adhésion de la lectine Con A 
et (f) étape de régénération au mannose (25 mM).  

L’association de la Con A sur la surface se traduit par une rapide diminution de la fréquence 

suivie d’une lente dérive de la fréquence qui finit par se stabiliser au bout de 60 minutes. La 

variation de la dissipation reste faible (< 2.10-6), et les réponses de ∆fn/n et Dn sont 

indépendantes du numéro de l’harmonique. En première approximation, on peut donc 

considérer que l’assemblage formé se comporte comme un film mince rigide 90-92. Le rinçage 

de la surface avec le WB HBS ne dissocie qu’une petite partie de la Con A qui a adhéré sur 

les surfaces de RAFT-Man, traduisant, ainsi, une force de liaison élevée entre ces deux 

derniers. Une seconde observation est que la quantité de lectine immobilisée sur la surface de 

RAFT-(Man)4 est plus importante que celle qui a adhéré sur la surface de RAFT-(Man)1 et ce 

quelque soit la concentration en lectine Con A injectée (Tableau 4). 
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Tableau 4 : Masses surfaciques (déterminées par l’équation de Sauerbrey) de la lectine Con 
A en fonction de sa concentration pour la surface saturée en RAFT-(Man)1 et en RAFT-
(Man)4 

Une même lectine ne peut pas se lier simultanément sur deux sucres d’un même RAFT. En 

revanche, la distance entre les différentes molécules de RAFT-Man immobilisées sur la 

surface (Figure 14) est suffisamment faible pour permettre une liaison multivalente de la 

lectine sur les surfaces de RAFT-(Man)1 ou RAFT-(Man)4. On peut estimer, à partir des 

données cristallographiques, que la formation d’une monocouche de Con A correspond à une 

concentration surfacique de 3,93 × 10-12 mol.cm-2 (voir détail de calcul page -78-). Si l’on 

considère qu’au maximum, une monocouche de Con A interagit de manière bivalente avec la 

surface de RAFT-Man, cela signifie que ~ 7,9 × 10-12 mol.cm-2 de résidus mannose doivent 

être présents. La comparaison avec la valeur théorique de RAFT-Man biotine immobilisé 

(9,86 × 10-12 mol.cm-2) montre bien que dans les deux cas, suffisamment de sucre sont 

présents à la surface pour que la Con A se lie de façon multivalente.  

A la vue de cette multivalence, la modélisation de ces résultats par un modèle simple de 

Langmuir apparaît donc inexploitable. De plus, il ne faut pas oublier que la masse surfacique 

mesurée en QCM-D représente à la fois la quantité « sèche » de lectine adsorbée ainsi que 

l’eau couplée à la surface. Cette seconde contribution est dépendante de la densité 

d’implantation des molécules de Con A qui varie avec la concentration en lectine Con A et le 

type de surface. Pour résumer, la valeur de Γsauer mesurée (Tableau 4) n’est pas linéairement 

liée au nombre de molécules de protéine à la surface. Même si une différence nette est 

observée entre les deux surfaces de RAFT-Man au niveau de la quantité « totale » de lectine 

immobilisée, cette différence due à une meilleure reconnaissance de la surface en RAFT-

(Man)4 par rapport à celle en RAFT-(Man)1 n’est pas quantifiable.  

 

 

 

 

[Con A] (µM) 

Surface RAFT-(Man)1 

Γsauer  (ng/cm-2) 

Surface RAFT-(Man)4 

Γsauer  (ng/cm-2) 

0.063 / 358 

0.1255 176 476 

0.63 409 932 

1.255 420 881 
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a) Surface RAFT-(Man)4 

b) Surface RAFT-(Man)1 

c) Con A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Dessin schématique représentant a) une surface saturée en RAFT-(Man)4, b) 
une surface saturée en RAFT-(Man)1 et c) une lectine Con A. Sur ce schéma, la lectine est 
assimilée à un cube de 65 Å d’arête et elle est présentée selon une projection mettant en 
avant la possibilité d’une interaction bivalente avec la surface.  

De plus, le but de l’étude étant de mettre en avant l’amélioration de la reconnaissance par la 

présentation multivalente de sucre, il aurait été souhaitable d’effectuer des dilutions de RAFT 

à la surface afin de pouvoir distinguer l’effet de proximité/statistique de la présentation 

multivalente des sucres sur le RAFT par rapport aux autres effets (cf Figure 3). Cependant, 

compte tenu des problèmes à la fois de régénération de surface et de l’interprétation des 

résultats, nous avons opter pour une simplification de notre étude en immobilisant directement 

les molécules RAFT sur une surface d’or via un couplage covalent thiol – or. 

II.1.1.2. Immobilisation de RAFT thiol sur une surface d’or  

Pour cette étude, nous avons toujours les mêmes molécules à notre disposition RAFT à 1 et 4 

mannoses et à 1 et 4 lactoses, mais cette fois ces molécules présentent sur leur face de 

détection un groupement CysNPys, afin d’immobiliser la molécule sur une surface d’or (cf 

Figure 5 page - 62 -). 

Les cristaux de quartz recouvert d’or sont systématiquement nettoyés selon le même 

protocole avant utilisation afin de garantir une bonne fonctionnalisation de la surface. Dans un 

premier temps, le quartz est rincé à l’eau puis séché sous flux d’azote. Dans un second temps, 

il est exposé pendant 10 min à une irradiation UV-Ozone afin d’oxyder toute la matière 

organique déposée sur la surface d’or. Ensuite, le quartz est plongé pendant 15 min dans une 

solution d’éthanol absolu sous agitation afin d’éliminer toutes les impuretés et de réduire les 
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oxydes d’or. La surface est finalement rincée à l’éthanol, séchée sous flux d’azote puis 

plongée dans la solution fraîche de molécules de RAFT à 0.1 mM dans de l’eau ultra pure 

(milliQ). La solution est laissée en contact toute la nuit et le lendemain la surface est rincée à 

l’eau milliQ.  

Afin de vérifier la bonne fonctionnalisation de la surface par la molécule RAFT, l’ensemble 

des surfaces est caractérisé par ellipsométrie par deux mesures, avant et après 

fonctionnalisation. La première mesure, réalisée avant la fonctionnalisation, permet d’obtenir 

les paramètres de chaque surface d’or, ns et ks, qui sont respectivement l’indice de réfraction 

et le coefficient d’extinction molaire, en analysant, les propriétés ellipsométriques du substrat 

d’or nu (Ψ et ∆) selon un modèle à deux phases (substrat/air ambiant). La seconde mesure, 

faite après modification de la surface, permet d’accéder à l’épaisseur, d, de la couche de 

RAFT formée. Les paramètres ellipsométriques Ψ et ∆ sont analysés selon un modèle dit à 

trois phases (substrat/couche de RAFT/air ambiant) dans lequel les paramètres de la surface 

d’or précédemment déterminés (ns et ks) sont utilisés. On considère également de manière 

classique que la couche de RAFT immobilisée possède un indice de réfraction de 1,45. Les 

résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 5. L’ensemble des épaisseurs obtenu est, en 

accord avec la taille des molécules RAFT déterminée par modélisation moléculaire, d’environ 

2 nm.  

(Man)1 (Man)4 (Man)1 (Man)4 (Man)1 (Man)4 (Man)1 (Man)4 (Man)1 (Man)4
ns (± 0,011) 0,196 0,188 0,216 0,196 0,201 0,206 0,2 0,189 0,213 0,185
ks (± 0,011) 3,603 3,548 3,509 3,568 3,611 3,625 3,625 3,599 3,581 3,583

d (± 0,16 nm) 1,84 1,96 1,87 1,91 2,26 2,71 2,87 1,97 1,92 2,16

Substrat modifié par le RAFT-Man 
10% 5%100% 33% 20%

 

Tableau 5 : Paramètres optiques (ns et ks) et mesure de l’épaisseur (d) de la couche de 
RAFT-Man, obtenus aux différentes densités de surface en RAFT-Man pour l’ensemble des 
cristaux de quartz recouvert d’or. L’indice de réfraction de la couche de RAFT est 
considéré égal à 1,45. 

Afin de vérifier le temps nécessaire à la formation d’une monocouche de RAFT-Man sur une 

surface d’or, une étude en QCM-D a été réalisée. On a ainsi suivi, en direct, l’association de la 

molécule RAFT-(Man)1 (0.1 mM en solution aqueuse) sur la surface d’or. L’étude s’effectue 

en mode batch. Les mesures commencent dans l’eau, puis la molécule RAFT est injectée. Les 

résultats obtenus sont présentés dans la Figure 15. 
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Figure 15: A) Etude par QCM-D du greffage du RAFT-(Man)1 (0.1 mM dans H2O) sur une 
surface d’or. Les courbes basses montrent les variations de fréquence (∆∆∆∆fn/n) et les hautes 
celles de la dissipation (Dn) pour la 3ème (□) et la 7ème (∆) harmoniques en fonction du temps. 
B) Variation de la masse surfacique en fonction du temps obtenue en utilisant l’équation de 
Sauerbrey (□) et le modèle de Voïnova (○) pour les trois harmoniques (n = 3, 5 et 7). 

On peut observer une lente variation des fréquences et des dissipations d’énergie dans le 

temps, ce qui correspond à une lente association de la molécule RAFT-(Man)1 sur la surface 

d’or. Ce processus, très lent, nécessite un minimum de 15 heures. La dilution des molécules 

RAFT-Man à la surface est effectuée par mélange des solutions de RAFT-Man avec une 

solution de RAFT-(Lac)1. Six différentes densités de surfaces en RAFT-Man ont été testées : 

100%, 33%, 20%, 10%, 5% et 2% molaire.  

II.1.1.2.1. L’interaction de la lectine Con A avec les surfaces RAFT-Man : 

résultats expérimentaux 

L’étude cinétique de l’adhésion de la lectine Con A s’effectue à une température de 24 °C 

sous un flux continu de 100 µL.min-1. Les solutions de protéine sont préparées juste avant leur 

injection sur la surface à partir de la même solution mère de lectine Con A conservée dans un 

bain de glace. Les solutions sont mises en température dans un bain thermostaté à 24 °C avant 

injection. Le tampon d’étude utilisé est le même que précédemment (WB HBS), dans lequel 

0,005% de surfactant P20 a été ajouté. Ainsi, grâce à cet ajout de tensioactif aucune adhésion 

non spécifique de la lectine PNA (Peanut Agglutinin) n’est observée sur une surface saturée 

en RAFT-Man. Le tampon sera nommé WB HBS 2.  

Six concentrations de la lectine Con A ont été étudiées sur l’ensemble des surfaces : 0,049; 

0,098; 0,49; 0,98; 4,9 et 9,8 µM. Nous avons effectué des cycles d’association – dissociation 

de 9 min de la lectine suivis de deux étapes de régénération qui permettent de retrouver l’état 

initial de surface après chaque injection de lectine (Figure 16).  
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Figure 16 : Réponse typique en QCM-D enregistrée durant l’adsorption de la Con A sur 
une surface à 100 % en RAFT-(Man)4. Pour plus de clarté, seules les variations de 
fréquence normalisées ∆fn/n (courbe basse) et de dissipation Dn (courbe haute) pour la 
troisième harmonique (n = 3) sont présentées. (a) Adsorption de la lectine (a1) 0,049 µM ; 
(a2) 0,098 µM ; (a3) 0,49 µM ; (a4) 0,98 µM ; (a5) 4,9 µM et (a6) 9,8 µM. L’injection du TP 
(0,1 M HEPES ; 0,1 M NaCl ; 1 mM Ca2+ ; 1 mM Mn 2+ ; 0,005 % P20 ; pH = 7,2) conduit à 
une dissociation partielle de la Con A. La régénération de la surface est effectuée par 
l’injection successive de solutions (b) de mannose à 25 mM et (c) de SDS à 0.05 %. 

La première étape de régénération consiste en l’injection d’une solution de 25 mM en 

mannose libre, la seconde étape en l’injection d’une solution à 0,05 % en sodium dodecyl 

sulfate (SDS). En effet, les injections de mannose concentré, même à une concentration de 50 

mM, ne suffisent pas à régénérer totalement la surface.  

L’interaction de la Con A avec les surfaces présentant différentes densités de surface en 

RAFT-Man est comparée par superposition des parties de courbes correspondant à chaque 

cycle d’adsorption-désorption pour des concentrations croissantes en Con A sur la même 

monocouche auto-assemblée (SAM) (Figure 17).  
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Figure 17 : Réponses en QCM-D obtenues pour les cycles d’association-dissociation de la 
lectine Con A (de 0,049 à 9,8 µM) sur six différentes densités de surface en RAFT-(Man)1 
(courbes de gauche) et en RAFT-(Man)4 (courbes de droite). Seul les ∆∆∆∆fn/n pour la troisième 
harmonique sont présentés pour une question de clarté.  

Une première analyse visuelle des courbes montre qu’à forts recouvrements de surface en 

RAFT-Man, on obtient des réponses similaires au niveau de l’association et de la dissociation 

de la lectine. Dans ces conditions, il apparaît clair que la densité surfacique de mannose est 

suffisante pour assurer la formation d’une monocouche dense de Con A, et ce quel que soit le 

RAFT-Man utilisé. Ce n’est qu’à partir d’une dilution de 20% en RAFT-Man, que la 

présentation locale des sucres exhibée par les RAFT-(Man)1 et RAFT-(Man)4 influence les 

quantités de Con A immobilisées.  
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II.1.1.2.2. Discussion 

Compte tenu que le facteur de dissipation reste faible (inférieure à 10-6) lors de l’adsorption 

des protéines, nous avons considéré en première approximation que la couche de lectine Con 

A formée présente un comportement rigide. Dans ces conditions, les variations de fréquence 

normalisées ∆fn/n sont linéairement liées aux variations de masse selon l’application de 

l’équation de Sauerbrey. Afin de comparer le comportement des différentes surfaces, les 

variations de masse à l’équilibre (Γéq) correspondant à un temps d’association de 9 min de la 

Con A, ont été tracées en fonction de la concentration en Con A (Figure 18). 
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Figure 18 : Variation de ΓΓΓΓéq en fonction de la concentration en lectine Con A sur les 
différentes densités surfaciques en RAFT-(Man)1 (courbes de gauche) et en RAFT-(Man)4 
(courbes de droite). Les points ont été reliés entre eux pour une meilleure visualisation des 
résultats.  

Dans un premier temps, nous avons vérifié que la couche de lectine formée sur les surfaces 

denses en sucre (100 et 33%) correspond à la formation d’une monocouche compacte de 

lectine sur la surface. La structure cristallographique de la lectine Con A complexée avec le 

methyl-α-D-mannopyranoside a été précédemment établie 93, 94. Le volume du cristal par 

unité de poids moléculaire est de 2,73 Å3/dalton (dont 55% de solvant). Le volume occupé par 

une Con A hydratée est alors d’environ 2,8 × 10-19 cm-3, et en première approximation, on 

peut assimiler la Con A à un cube de 65 Å de côté. En supposant que l’on forme une 

monocouche compacte de Con A sur la surface de RAFT-Man, un recouvrement surfacique 

maximal d’environ 3,93 × 10-12 mol.cm-2 est obtenu. Ainsi, la variation de masse théorique 

attendue pour la formation d’une monocouche dense hydratée de Con A peut être estimée. En 

supposant une densité similaire à celle du cristal (1,165 g.cm-3), on trouve une masse 

d’environ 770 ng.cm-2. Malgré les diverses approximations, toutefois raisonnables, de ces 
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calculs théoriques, on peut comparer à titre indicatif ces valeurs à celles obtenues 

expérimentalement.  

Pour les surfaces à forte densité en sucre (33 et 100 %) que ce soit avec le RAFT-(Man)1 ou 

RAFT-(Man)4, une variation de masse maximale (Γmax) de 710 ng.cm-2 est obtenue, en bon 

accord avec la masse théorique de 770 ng.cm-2 précédemment estimée. Ce résultat confirme 

qu’il y a suffisamment de sites sucre disponibles à la surface, pour permettre une saturation de 

la surface par une monocouche de Con A adsorbée.  

Les différences entre les deux surfaces sont ensuite mises en valeur pour les plus fortes 

dilutions en RAFT-Man dans les SAMs. En effet pour des dilutions équivalentes en RAFT-

Man, la quantité de protéine qui adhère sur les SAMs de RAFT-(Man)4 est largement 

supérieure à celle observée sur les RAFT-(Man)1. En augmentant la dilution des RAFT-Man 

dans les SAMs, les distances entre les ligands mannose sur la surface augmentent. A partir 

d’une certaine dilution, on devrait ainsi supprimer l’effet chelatant de la lectine (Figure 3 page 

- 59 -) sur plusieurs molécules RAFT-Man, et mettre en avant l’effet de la concentration 

locale en sucre. Cependant, ce seul effet ne peut pas être responsable de la plus grande 

quantité de lectine adsorbée sur les RAFT-(Man)4 (deux fois plus pour une surface à 10 % de 

RAFT-(Man)4) par rapport aux SAMs à RAFT-(Man)1. La seule explication possible à ce 

phénomène serait que, malgré la faible distance entre deux sucres d’une même molécule 

RAFT (~ 2,5 nm), la molécule RAFT-(Man)4 permet l’immobilisation d’approximativement 2 

à 3 lectines différentes.  

Maintenant, une analyse plus quantitative s’avère délicate à réaliser à partir des données de 

QCM-D. Tout d’abord parce que, comme pour l’étude précédente, la variation de masse 

obtenue inclue, en plus de la masse de lectine « sèche », une contribution due à l’eau 

acoustiquement liée. Ainsi, les informations cinétiques et thermodynamiques ne peuvent pas 

être extraites de ces données car seule la masse de lectine sèche est significative pour ce type 

de traitement. De plus, les courbes d’association de la Con A obtenues présentent une portion 

de courbe linéaire (premières minutes) qui est caractéristique de la présence de limitations par 

le transport de masse. Bien que les expériences soient effectuées sous des conditions de flux 

continu, à la fois le grand volume de la chambre de mesure (~ 80 µL), ainsi que le faible flux 

(100 µL/min) ne permettent pas d’éviter ces limitations. C’est pour ces raisons que nous 

avons décidé de compléter ces résultats par des études complémentaires en résonance 

plasmonique de surface (SPR).  
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II.1.2 Etude de l’interaction Con A/ RAFT-Man par SPR 

La majeure partie des manipulations effectuées dans cette partie a été réalisée à 25 °C et sous 

flux continu. Nous rappelons, qu’en SPR (BIAcore®), l’enregistrement de la variation de 

l’angle de résonance permet de suivre en temps réel la fixation des molécules injectées sur le 

biocapteur. Le signal de résonance est exprimé en unités de résonance (RU). Sous certaines 

conditions, cette unité de résonance peut être convertie en masse surfacique. L’enregistrement 

de ce signal s’appelle un sensorgramme. 

Tout comme pour l’étude en QCM-D, nous avons utilisé les mêmes molécules RAFT-Man 

soit biotinylées soit présentant un groupement thiol. Ainsi, deux modes de fonctionnalisation 

de la surface par les RAFT, couplage streptavidine-biotine et couplage or-thiol ont été 

entrepris.  

II.1.2.1. Greffage des RAFT-Man sur des sensor chip d’or  

Des essais de couplage covalent des RAFT via la formation d’une liaison or - thiol ont tout 

d’abord été entrepris. Il faut rappeler ici que les quatre microcanaux d’étude disponibles en 

BIAcore® ne sont pas directement présents sur la surface mais c’est le contact avec la cellule 

microfluidique qui forme les 4 canaux par un système de gonflement – dégonflement. Cette 

technique nécessitant la présence d’une piste de référence, il est impossible de fonctionnaliser 

les quatre canaux par des molécules différentes en dehors de la chambre de mesure. Comme 

le montre la caractérisation de la formation sur or d’une monocouche dense en RAFT 

effectuée en QCM-D (Figure 15), il faudrait laisser la solution de RAFT thiol en contact avec 

la surface d’or pendant quinze heures. Cependant, les appareils BIAcore® ne permettent pas 

de travailler autrement qu’en flux continu. Même en travaillant au plus faible flux, 

l’immobilisation de la molécule nécessiterait une trop grande quantité de produit (~ 30 mL). 

Nous avons néanmoins essayé une fonctionnalisation de la surface en laissant en contact 

pendant une heure les solutions (1 mM) en RAFT-Man et RAFT-Lac avec respectivement les 

pistes de mesure et de référence. L’étude cinétique de l’adhésion de la lectine Con A a ensuite 

été effectuée. Mais la présence d’une forte adhésion non spécifique sur la surface de référence 

(RAFT-Lac) a empêché toute continuation des études.  
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II.1.2.2. Couplage affine des RAFT via des ponts biotine - streptavidine sur 

une sensor chip C1 

Suite aux difficultés rencontrées pour immobiliser les RAFT-Man sur une surface d’or, nous 

sommes alors revenus à l’utilisation d’un pont biotine-streptavidine. La présence de la BLS, 

utilisée en QCM-D, rendant difficile la régénération de surface, nous avons directement 

immobilisée la streptavidine sur la surface d’étude par le biais d’un couplage covalent. 

II.1.2.2.1. Fonctionnalisation de la surface d’étude 

Dans le cadre des études en BIAcore®, il existe une gamme de surfaces ou sensor chips 

(appelées CM3, CM4, CM5 et C1) qui sont déjà pré-fonctionnalisées et qui permettent de 

façon relativement accessible l’immobilisation covalente directe de protéines sur la surface. 

Pour cette étude, nous avons utilisé une surface appelée sensor chip C1 qui permet 

l’immobilisation covalente de la streptavidine. Cette sensor chip se compose d’une fine 

couche d’or fonctionnalisée par une monocouche de groupes carboxyméthyle. Cette surface 

d’étude a été préférée à une sensor CM5 (chaînes de Dextran carboxyméthylées, cf chapitre I) 

afin de mieux contrôler la fonctionnalisation de la surface. Dans l’ensemble de ces études, 

nous avons utilisé le même tampon que pour les études précédentes, le WB HBS, dans lequel 

a été rajouté 0.05% de surfactant P20. Ce tampon, légèrement différent des deux autres 

tampons, sera noté WB HBS 3.  

 

• Immobilisation de la streptavidine 

L’immobilisation de la protéine streptavidine s’effectue par la méthode du couplage amine 

développée par pharmacia (BIAcore®) (Figure 19). Cette fonctionnalisation s’effectue en trois 

étapes consécutives sous un flux continu de 5 µL/min. 

- La première consiste en l’activation des groupes carboxyméthyle par un mélange de 

stoechiométrie 1:1 de N-hydroxysuccinimide (NHS) / N-ethyl-N’-(3-diethylaminopropyl) 

carbodiimide (EDC) (50 mM NHS, 200 mM EDC). Cette étape consiste en une injection de 7 

min.  

-  La seconde étape conduit à l’immobilisation de la streptavidine par injection d’une 

solution à 100 µg/mL de streptavidine diluée dans un tampon d’acétate de sodium à 10 mM à 

pH = 4,5 ; pH facilitant l’adhésion de la protéine sur les surfaces par des attractions 

électrostatiques. En effet, le pH de la solution de couplage de la protéine est inférieur au point 
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isoélectrique de la streptavidine, ce qui confère à la protéine une charge nette positive. La 

surface étant chargée négativement (groupements carboxylates), les forces électrostatiques 

vont alors faciliter l’interaction de la protéine avec la surface.  

-  La dernière étape sert à la neutralisation de la surface par l’injection d'une solution 

d’éthanolamine 1 M à pH = 8,5 qui permet de masquer les sites ester succinimide qui n’ont 

pas réagit avec la streptavidine. 
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Figure 19: Schéma représentant les deux premières étapes du couplage amine d’un ligand, 
ici la streptavidine, sur une sensor chip C1. 

 Afin de garantir un état de surface équivalent pour l’ensemble de notre étude, nous 

avons immobilisé une quantité équivalente de streptavidine de 370 ± 10 RU sur toutes les 

pistes. Cette quantité ne correspond pas à la formation d’une monocouche compacte de 

streptavidine. La variation en RU (∆RU) peut être convertie en masse (∆mSPR) selon la 

relation suivante 70, 95 : 

 

RUC

dc
dn

nn
dm SPR

buffer
eff

ebiomolecul
SPR ∆=

−
=∆     (II-1) 

avec CSPR ~ 0,066 ng.cm-2 pour l’adsorption de protéine sur une surface plane d’or, avec 

dn/dc (rapport indice de réfraction sur la concentration) ~ 0,18 mL/g pour une protéine 96. 

neff
biomolecule et nbuffer correspondent respectivement à l’indice de réfraction de la biomolécule et 

du tampon d’étude. 

 

La quantité de streptavidine immobilisée est estimée d’après la relation (II-1) à ~ 24,5 ng.cm-2 

ce qui correspond environ à 2,458 × 1011 molécules.cm-2 soit 10 % d’une monocouche (la 

formation d’une monocouche de streptavidine a été estimée en SPR, par Höök et al. 70, à 200 

ng.cm-2). Ce type d’immobilisation par couplage amine ne permet pas l’obtention d’un 

arrangement cristallin 2D d’une monocouche de streptavidine. Il est donc important de noter 

que les recouvrements surfaciques de RAFT-Man exprimés en pourcentage ne seront pas 
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équivalents entre les expériences de SPR qui suivent et celles effectuées précédemment en 

QCM-D. Ce faible taux d’immobilisation de streptavidine et donc de RAFT pour les études 

SPR a été choisi afin de minimiser les limitations de transport de matière durant les 

expériences cinétiques mais également afin de voir plus rapidement les effets de la dilution 

des surfaces en RAFT-Man sur l’adhésion de la lectine. 

• Immobilisation des RAFT 

L’immobilisation des RAFT-Man biotine se fait par une simple injection de 3 min d’une 

solution à 5 µM de RAFT dans le WB HBS 3 qui suffit à saturer les sites de liaison de la 

streptavidine. Nous avons ainsi réalisé des surfaces exhibant des densités variables en RAFT-

(Man)1 et en RAFT-(Man)4 en adsorbant des mélanges de RAFT-Man / RAFT-(Lac)4 obtenus 

par dilution des solutions de RAFT-Man avec des solutions de RAFT-(Lac)4 aux taux 

molaires désirés (100 %, 25 %, 10 % et 5 %). La surface de référence, quant à elle, a été 

fonctionnalisée par une solution à 100 % de RAFT-(Lac)4. Le Tableau 6 présente les quantités 

de RAFT immobilisés (exprimées en RU) sur les surfaces de streptavidine.  

Quantité
(RU)

Masse molaire 
(g.mol-1)Taux molaire en RAFT-man

100% RAFT-4man

100% RAFT-1man

100% RAFT-4lac

100% RAFT-1lac

25% RAFT-4man (75% RAFT-4lac)

25% RAFT-1man (75% RAFT-4lac)

10% RAFT-4man (90% RAFT-4lac)

10% RAFT-1man (90% RAFT-4lac)

5% RAFT-4man (95% RAFT-4lac)

33,9

3,7

31,6

6,1

32,0

14,3

26,7

14,9

26,1

2209

1339

2825

1501

 

Tableau 6: Quantité de RAFT en RU immobilisé sur la sensor chip C1-streptavidine pour 
des densités différentes en RAFT-Man et en RAFT-Lac. 

On constate que les signaux SPR résultant de la fixation des RAFT biotinylés présentent des 

variations importantes d’intensité en fonction de la structure moléculaire des RAFT. En 

particulier les RAFT ne comportant qu’un seul motif sucre induisent une réponse 5 à 8 fois 

plus faible que celles obtenues avec les RAFT comportant 4 motifs sucres. Les variations de 

masse molaire (Tableau 6) ne permettent pas à elles seules d’expliquer ces écarts significatifs 

(chapitre I, équation I-24, page -42-). Une explication possible consisterait en des valeurs de 
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CSPR (équation (II-1) page -87-) différentes selon que le RAFT soit fonctionnalisé par un seul 

ou quatre motifs sucre. Nous n’avons malheureusement pas eu le temps de vérifier cette 

hypothèse, en mesurant notamment l’incrément d’indice de réfraction, dn/dc, pour chacun des 

RAFT étudiés. Etant donné la force de l’interaction biotine-streptavidine, nous avons 

considéré pour la suite du travail, que l’ensemble des sites des streptavidine disponibles était 

complexé par un RAFT biotinylé. La diminution des réponses en RU obtenues en fonction de 

l’augmentation du pourcentage en RAFT-(Man)1 confirme d’ailleurs notre hypothèse.     

II.1.2.2.2. L’adhésion non spécifique 

Dans l’ensemble des manipulations effectuées en SPR, le moyen d’éviter l’adhésion non 

spécifique s’effectue par l’ajout d’une quantité de surfactant, P20 ou tween 10, à 0.05% dans 

le tampon de « course » et dans l’ensemble des solutions injectées sur la surface. Dans ces 

conditions, l’utilisation de la BSA ne s’avère plus nécessaire. 

Il est alors important de vérifier le bon fonctionnement de la piste de référence et des trois 

pistes de mesure. Nous avons tout d’abord vérifié que l’on n’avait pas d’interaction de la 

lectine Con A avec le RAFT-(Lac)4 puis qu’une autre lectine similaire à la Con A, la PNA 

(protéine tétramèrique de 110 kDa avec 4 sites de reconnaissance au galactose) n’adhérait pas 

sur les surfaces fonctionnalisées par le RAFT-(Man)4 et RAFT-(Man)1. Les résultats n’ont fait 

état d’aucune adhésion non spécifique des lectines sur les surfaces. Il était très important de 

s’en assurer pour être sûr que l’adhésion observée n’est due qu’à de l’adhésion spécifique. 

L’absence d’adhésion de la lectine Con A sur les molécules RAFT-Lac est primordiale car 

nous allons nous servir de ces dernières pour diluer les surfaces en RAFT-Man. Ces 

vérifications effectuées, nous avons pu réaliser les études cinétiques de liaison de la Con A 

pour des concentrations croissantes en analyte sur l’ensemble des surfaces fonctionnalisées 

par différentes densités de recouvrement en RAFT-(Man)1 et en RAFT-(Man)4. 

II.1.2.2.3. Etude cinétique de l’adhésion de la Con A : résultats expérimentaux 

L’étude cinétique a été effectuée systématiquement selon le protocole suivant (cf partie 

expérimentale) :  

- flux 25 µL/min 

- temps d’association-dissociation 120 s / 120 s 

- régénération au mannose 25 mM pendant 10 min 
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- une concentration doublée et deux concentrations nulles 

La gamme de concentration de la lectine a été de 24,5 nM à 9800 nM pour les plus fortes 

densités en RAFT (100 % et 25 %). Pour les plus faibles (10 et 5 %), la gamme de 

concentration a été étendue jusqu’à 78400 nM du fait des faibles KD enregistrés. Les courbes 

cinétiques sont présentées ci après (Figure 20). 
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Figure 20 : Courbes cinétiques représentant les cycles d’adsorption et de désorption de la 
lectine Con A pour des densités en RAFT-Man A) 100 %, B) 25 %, C) 10 % et D) 5 %. (1) 
étape d’association, (2) étape de dissociation et (3) régénération (25 mM Mannose) de la 
lectine à différentes concentrations. 

Lors de cette étude, l’utilisation d’une solution de mannose concentrée à 25 mM suffit à 

permettre la régénération totale de la surface. L’absence de limitation par le transport de 

matière et le flux rapide peuvent être responsables de cette facilité de régénération. En effet, 

une étude cinétique d’association – dissociation a été effectuée à trois différents flux (5, 15 et 

75 µL/min) et la Figure 21 montre une parfaite superposition des courbes entre elles et atteste 

l’absence de limitation par le transport de matière.  
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Figure 21 : Courbe d’association-dissociation de la lectine Con A à 9800 nM sur une surface 
fonctionnalisée par 25 % de RAFT-(Man)1 pour trois flux différents : 5 (□), 15 (○) et 75 (∆ ) 
µL/min. 

D’un point de vue global, on observe que la réponse en RU correspondant à la quantité de 

Con A adsorbée sur la surface, est plus grande pour la surface présentant le RAFT-(Man)4 par 

rapport à celle présentant le RAFT-(Man)1. Ces résultats confirment ceux obtenus 

précédemment par QCM-D. Cependant, lorsque l’on regarde les courbes obtenues pour les 

surfaces dites « à saturation », i.e. à 100 % de recouvrement en RAFT-Man, on constate que 

l’on a une différence bien plus prononcée entre les surfaces RAFT-(Man)4 et RAFT-(Man)1 

par rapport aux résultats précédents obtenus en QCM-D. Cela peut être attribué à la façon 

différente de préparer la surface (voir section  II.1.2.2.1 Fonctionnalisation de la surface 

d’étude) aussi bien qu’à une optimisation des conditions du transport de matière grâce à la 

technologie BIAcore®. En plus de la dilution des RAFT induite par la distance entre les sites 

de liaison de la streptavidine, l’utilisation du couplage amine conduit à une fonctionnalisation 

de surface beaucoup moins structurée. Ainsi, on observe une variation de masse maximale de 

Con A respectivement d’environ 270 RU et 75 RU pour une surface saturée en RAFT-(Man)4 

et en RAFT-(Man)1, ce qui correspond à 18 et 5 ng.cm-2 de protéine. En comparant ces 

résultats à ceux obtenus pour les expériences en QCM-D où une monocouche de Con A 

hydratée 93, 94 correspondait à 770 ng.cm-2 soit 346 ng.cm-2 de lectine Con A sèche  (55 % de 

solvant), on constate que l’on travaille à des densités de surface beaucoup plus faibles en 

sucre. C’est cette forte dilution qui est à l’origine des grandes différences observées entre les 

surfaces RAFT-(Man)4 et RAFT-(Man)1. 
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II.1.2.2.4. Discussion 

L’analyse quantitative des sensorgrammes présentés à la Figure 20 nécessite le choix d’un 

modèle cinétique pertinent pour décrire l’interaction de la lectine Con A avec les ligands 

RAFT-Man immobilisés sur la surface de la sensor chip. Dans ce but, nous avons tout d’abord 

analysé les quantités de lectine fixée (exprimée en RU) à la fin de l’étape d’association, en 

considérant qu’un état proche de l’état d’équilibre était obtenu. Si cette hypothèse est bien 

vérifiée (état d’équilibre atteint) à faible densité de surface, la situation est différente pour les 

fortes densités de 100 % et 25 % (Figure 20) où l’on observe que l’obtention d’une réponse 

stable nécessiterait des temps d’association supérieur à 2 minutes. Cette analyse permet 

cependant, malgré cette approximation, d’obtenir des informations intéressantes pour la 

compréhension du processus d’interaction. 

Une première analyse consiste à réaliser les tracés de Scatchard, c’est-à-dire le tracé de 

Réq/[Con A] en fonction de Réq (Figure 22). Comme décrit dans la partie bibliographique (cf 

Chapitre I), cette représentation est un moyen graphique de mettre en évidence une interaction 

simple de type 1:1 (obtention d’une droite) ou l’existence d’un mécanisme plus complexe 

(absence d’un tracé linéaire).  

-1,0E+07

1,0E+07

3,0E+07

5,0E+07

7,0E+07

9,0E+07

1,1E+08

1,3E+08

0 50 100 150 200 250
Réq (RU)

R
éq

/C
 (

R
U

.M
-1

)

0,0E+00

5,0E+06

1,0E+07

1,5E+07

2,0E+07

2,5E+07

-10 10 30 50 70 90 110 130 150
Réq (RU)

R
éq

/C
 (

R
U

.M
-1

)

0,0E+00

1,0E+06

2,0E+06

3,0E+06

4,0E+06

5,0E+06

0 5 10 15 20 25 30

Réq (RU)

A) B)

25 %
25 %

100 %

100 %

10 %5 %

25 %
10 %5 %

10 %

 

Figure 22 : Représentation de Scatchard de l’interaction de la Con A avec des surfaces 
fonctionnalisées A) par le RAFT-(Man)4 et B) par le RAFT-(Man)1 à des densités 
surfaciques croissantes (les pourcentages en RAFT-Man sont indiqués à proximité des 
courbes).  

La Figure 22 démontre qu’un tracé linéaire n’est jamais obtenu sauf à 10 % de densité 

surfacique de RAFT-(Man)1 où la faible courbure pourrait être négligée. Dans cette 

hypothèse, l’isotherme d’adsorption de la lectine Con A sur la surface à 10 % de RAFT-

(Man)1 peut être analysée selon un modèle 1:1 de Langmuir. On obtient alors une constante 
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de dissociation KD de 97 µM pour l’interaction monovalente RAFT-(Man)1 / Con A. Cette 

faible valeur de l’affinité est en accord avec les valeurs rapportées dans la littérature (KD = 

200 ± 50 µM), ce qui semble indiquer que la surface à 10 % de sucres mannose est 

suffisamment diluée pour interagir avec la Con A via des interactions monovalentes.  

Lorsque la densité surfacique des RAFT-Man augmente, la distance entre les sucres mannose 

diminue, favorisant ainsi la possibilité d’une interaction multivalente de la Con A avec 

plusieurs motifs mannose de la surface, au détriment d’une interaction purement monovalente. 

Dans cette hypothèse, des tracés de Scatchard non linéaires devraient être obtenus, ce qui est 

observé expérimentalement (Figure 22). Il semble alors que pour les surfaces fonctionnalisées 

en RAFT-(Man)1, l’apparition d’un tracé linéaire à une densité surfacique de 10 %, rend 

compte de la disparition de l’effet de chelation de la lectine sur la surface au profit d’une 

simple interaction de type 1:1. Par contre, en ce qui concernent les surfaces fonctionnalisées 

en RAFT-(Man)4, les graphes de Scatchard sont non linéaires même aux faibles dilutions (10 

et 5 %), où l’effet de chelation de la lectine est supposé disparaître. Ce résultat met en 

évidence la présence d’un mécanisme d’interaction plus complexe entre le RAFT-(Man)4 et la 

lectine Con A à ces faibles dilutions qui pourrait s’expliquer par l’effet « cluster » des 

molécules RAFT multivalentes sur plusieurs lectines.  

Afin de quantifier ce processus d’interaction multivalente, nous avons appliqué le modèle 

multivalent de Scatchard (cf Chapitre I) aux réponses enregistrées à la fin de l’étape 

d’association (Réq). Ce modèle développé par Winzor et al. 97 permet la détermination d’une 

constante de dissociation intrinséque, KDX, ainsi que d’une concentration effective des sites de 

liaison sur la surface, CX
*, pour des interactions multivalentes. Pour cela, les auteurs ont 

utilisé une formulation multivalente de l’équation de Scatchard (cf chapitre I), qui leur permet 

d’obtenir l’équation de liaison hyperbolique rectangulaire suivante : 

fCA* (f-1)/f × (CA* 1/f – CA
1/f) = 

fCA* (f-1)/f KAXCx*CA
1/f

1 + fCA* (f-1)/f KAXCA
1/f

fCA* (f-1)/f × (CA* 1/f – CA
1/f) = 

fCA* (f-1)/f KAXCx*CA
1/f

1 + fCA* (f-1)/f KAXCA
1/f

                (II-2) 

 où CA est la concentration totale en analyte (Con A) injecté, CA* la concentration totale 

en analyte dans le canal d’étude, i.e. incluant la lectine immobilisée sur les sucres de la 

surface, f le nombre de site de liaison de l’analyte (la Con A), KAX la constante d’association 

intrinsèque et CX* la concentration effective des sites d’affinité présents sur la surface. 
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Pour notre étude, la lectine Con A en solution est tétravalente. Cependant, du fait de sa 

géométrie et de la surface en sucre, nous avons considéré qu’il était physiquement impossible 

que la lectine se lie à plus de 2 sucres différents. Nous avons donc fixé f égal à 2. Après avoir 

déterminé CA* (chapitre I), nous avons calculé puis représenté les grandeurs 2CA*1/2(CA*1/2 

CA
1/2) (= Y) en fonction de 2CA*1/2 CA

1/2 (= X) (Figure 23). L’équation (II-2) peut se mettre 

sous la forme (II-3) : 

2Y = 
KAXCx* × X

1 + KAX × X       (II-3) 

On reconnaît alors une forme d’équation de type hyperbolique qui nous permet par 

modélisation (Figure 23) de déterminer la constante de dissociation intrinsèque, KDX (KDX = 

1/KAX), ainsi que la concentration effective des sites d’affinité sucre sur la surface (Tableau 

7). 
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Figure 23 : Représentation hyperbolique de Scatchard pour l’interaction de la lectine Con 
A à différentes concentrations avec une surface A) de RAFT-(Man)1 à 100 %, 25 % et 10 % 
et B) de RAFT-(Man)4 à 100 %, 25 %, 10 % et 5 %. Les points expérimentaux ont été 
calculés à partir des expressions de Y et de X (voir texte). Les courbes représentent les 
simulations calculées à partir de la relation (II-3). 

Il est tout d’abord intéressant de constater que le modèle bivalent de Scatchard permet un 

ajustement paramétrique idéal des données expérimentales comme l’indique les courbes de la 

Figure 23 ou le coefficient de corrélation (r) très faible présenté dans le Tableau 7.                

RAFT-(Man) 1 RAFT-(Man) 4 
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Ce coefficient de corrélation se définit selon l’équation (II-4) suivante :  
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Il faut rappeler que le modèle bivalent de Scatchard, utilisé ici, est basé sur l’hypothèse que 

les lectines Con A interagissent de manière bivalente avec les motifs mannoses immobilisés 

sur la surface. Si une telle hypothèse peut se justifier à des densités surfaciques en RAFT-

(Man)1 élevées, nous avons en revanche démontré précédemment que l’interaction de la Con 

A avec la surface à 10 % en RAFT-(Man)1 pouvait également être décrite par un mécanisme 

de type monovalent. De manière plus réaliste, les deux types d’interactions, monovalente ou 

bivalente, pourraient coexister à cette faible densité de surface. Cette remarque illustre la 

difficulté du choix d’un modèle adéquat pour rendre compte des résultats expérimentaux.  

RAFT-(Man)4 KDX (µM) CX* (µM) r RAFT-(Man)1 KDX (µM) CX* (µM) r
100% 6.6 0.067 0.9972 100% 45 0.023 0.9993
25% 34 0.049 0.9960 25% 105 0.018 0.9987
10% 68 0.030 0.9970 10% 154 0.012 0;9970
5% 84 0.017 0.9966  

Tableau 7 : Constantes de dissociation intrinsèque (K DX) et concentration effective (CX
*) des 

sites d’affinité pour l’interaction de la lectine Con A avec les molécules RAFT-(Man)4 et 
RAFT-(Man) 1 immobilisées à différentes densités surfaciques. Ces valeurs résultent des 
simulations (Figure 23) sur la base du modèle Scatchard bivalent via la relation (II-3). 

Dans le cas du RAFT-(Man)4, l’effet de proximité/statistique et l’effet « cluster » sont 

toujours susceptibles de se superposer à l’interaction bivalente de la Con A (effet chelatant) 

qui, elle seule, est décrite par le modèle de Scatchard bivalent. Il en résulte que les valeurs des 

paramètres KDX et CX
* (Tableau 7) obtenues par le modèle bivalent de Scatchard 

correspondent à une réalité physique, uniquement dans le cas des densités surfaciques élevées 

(25 % et 100 %) en RAFT-(Man)1. Néanmoins, nous avons considéré que ces valeurs de KDX 

et CX
* ainsi que leur évolution en fonction de la structure des RAFT-Man et de leur densité 

surfacique pouvaient permettre de dégager les tendances qualitatives suivantes : 

- L’affinité de la Con A pour la surface diminue (KDX augmente) lorsque la densité 

surfacique en RAFT-Man diminue. En particulier dans le cas du RAFT-(Man)1 dilué à 10%, 

on trouve une affinité très faible (KDX = 154 µM) peu compatible avec une interaction 
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bivalente forte. Dans cette situation un modèle d’interaction 1:1 semble donc mieux adapté 

pour décrire l’interaction.  

- A densité surfacique en mannose identique, mais avec une présentation locale 

différente (100% RAFT-(Man)1 et 25% RAFT-(Man)4) une meilleure affinité de la Con A est 

observée pour la surface à RAFT-(Man)4 (KDX = 33,7 µM) par rapport au RAFT-(Man)1 (KDX 

= 44,9 µM). De même, une quantité plus importante de lectine Con A se fixe sur les RAFT-

(Man)4 (CX* = 0,048 µM) par rapport au RAFT-(Man)1 (CX* = 0,0231 µM). Ce résultat 

suggère que les molécules de RAFT-(Man)4 peuvent se lier à plusieurs lectines Con A 

différentes et que cet effet de « cluster » permet d’améliorer l’affinité.  

- A densité de surface identique en RAFT-Man, les valeurs de CX
* montrent que la 

quantité de Con A fixée sur la surface est systématiquement 2,5 à 3 fois supérieure sur les 

surfaces à RAFT-(Man)4 par rapport aux surfaces à RAFT-(Man)1. Ce phénomène qui est 

observé même à de faibles densités de surface en RAFT-Man suggère également qu’un 

RAFT-(Man)4 peut se lier à plusieurs lectines.  

En conclusion, l’utilisation du modèle thermodynamique de Scatchard, bien 

qu’imparfaitement adapté à l’étude du RAFT-(Man)4 nous permet d’émettre l’hypothèse que 

cette molècule peut se lier à plusieurs lectines et que cet effet de « cluster » (Figure 3 page - 

59 -) améliore l’affinité de l’interaction avec la lectine  

Cet effet de « cluster » de la lectine Con A par la molécule RAFT-(Man)4 a pu être mis en 

évidence en étudiant l’interaction de la lectine Con A avec une surface en sucre mannose en 

présence de RAFT-(Man)4 en solution.  

Afin de confirmer la capacité des molécules RAFT-(Man)4 à se lier à plusieurs lectines 

différentes, une expérience de compétition a été effectuée et suivie en SPR. 

 

• Etude par compétition  

Pour cette étude similaire à des études d’inhibition, nous avons utilisé une sensor chip C1 sur 

laquelle 370 RU de streptavidine ont été immobilisées. La piste de référence est 

fonctionnalisée à 100 % en RAFT-(Lac)4 et les trois pistes d’étude présentent 100, 25 et 10 % 

en RAFT-(Man)1. Des solutions de Con A à 16,33 µM mélangées avec des concentrations 

croissantes en RAFT-(Man)1 ou en RAFT-(Man)4 sont ensuite injectées sur la surface. 

L’interaction de la lectine Con A avec les surfaces est alors quantifiée par SPR. Les réponses 
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obtenues à la fin du cycle d’association du mélange Con A – RAFT-Man en fonction de la 

concentration en RAFT-Man en solution sont représentées sur la Figure 24.  
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Figure 24 : Etude SPR de l’association de la lectine Con A (16,33 µM) avec une surface à 
(A) 100 % et (B) 10 % en RAFT-(Man)1 en présence de concentrations croissantes en 
RAFT-(Man) 1 et RAFT-(Man)4 en solution. Les valeurs représentées correspondent aux 
réponses obtenues à la fin du cycle d’association du mélange Con A/RAFT-Man. En dessous 
des graphes, une représentation schématique des comportements mis en jeu est présentée. 

Aucun changement du signal n’est observé lors de l’injection de la lectine Con A en présence 

de RAFT-(Man)1 en solution, et ce quelque soit la concentration. Par contre, une grande 

augmentation du signal est observée lorsque la Con A est injectée en présence de 3 à 6 µM de 

RAFT-(Man)4 en solution avec une réponse maximale observée pour une concentration de 5 

µM en RAFT. On observe des réponses similaires pour les trois densités de surface en RAFT-

(Man)1. Il apparaît alors que la molécule RAFT-(Man)4 en solution au lieu d’inhiber la 

reconnaissance de la lectine, améliore fortement son interaction pour une certaine gamme de 

proportion Con A/RAFT-(Man)4. Ce phénomène peut s’expliquer par la possibilité de la 

molécule RAFT-(Man)4 à se lier à deux ou trois lectines pour former des agrégats solubles 55. 
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Ces « agrégats » peuvent alors interagir avec les surfaces en RAFT-(Man)1. Dans cette 

gamme de concentration, la molécule RAFT-(Man)4 se comporte alors comme un promoteur 

de l’interaction Con A/RAFT-(Man)1 (surface), puisque les agrégats de Con A exhibent un 

comportement multivalent encore plus important que les lectines seules en solution. Pour des 

concentrations supérieures en RAFT-(Man)4, l’inhibition de l’interaction Con A/RAFT-

(Man)1 est observée comme on l’attendait. 

Par contre concernant l’action de la molécule RAFT-(Man)1 sur l’interaction avec la surface, 

aucun comportement d’inhibiteur n’est remarqué. Il semble alors que l’interaction entre la 

Con A et le RAFT-(Man)1 soit trop faible en solution et que la multivalence de la surface soit 

plus attractive pour la lectine, expliquant alors l’absence de variation du signal observé.  

II.2.  Conclusion 

Les études de l’interaction entre la lectine Con A en solution et les molécules RAFT-Man 

immobilisées se sont avérées très délicates à analyser. En effet, l’immobilisation des ligands 

RAFT-Man entraîne la formation d’une surface de sucre multivalente. Même en espaçant les 

RAFT-Man sur la surface par co-assemblage avec un RAFT-Lac non reconnaissant, il est 

difficile de s’affranchir des effets chelatant de la lectine multimèrique. Pour cette raison, 

étudier l’impact de la présentation multiple des motifs mannose par les plateformes RAFT est 

un chalenge difficile. Discriminer par cette méthode les influences respectives de l’effet 

« cluster » et de l’effet de proximité/statistique sur l’augmentation de l’affinité de la Con A 

pour le RAFT-(Man)4 apparaît également comme une entreprise encore plus difficile.  

Cette étude a cependant permis de confirmer que la présentation multiple des sucres par les 

plateformes RAFT permet d’accroître l’affinité pour la lectine. Néanmoins, cet effet n’a pas 

pu être quantifié du fait de la complexité du système étudié et donc de l’impossibilité à 

modéliser, de manière rigoureuse, l’interaction de la lectine Con A avec le RAFT-(Man)4 

immobilisé.  

Dans le cas du ligand monovalent RAFT-(Man)1, immobilisé, une modélisation de 

l’interaction avec la lectine Con A est possible, du fait de la moindre complexité du système. 

Nous avons pu montrer que la constante de dissociation entre le RAFT-(Man)1 et un site de la 

lectine Con A est de l’ordre de 100 µM. A forte densité de RAFT-(Man)1 immobilisé, 

l’interaction avec la lectine Con A peut être décrite au moyen du modèle bivalent de 

Scatchard. L’interaction bivalente de la lectine Con A avec les RAFT-(Man)1 immobilisés 

permet d’améliorer l’affinité de l’interaction en abaissant le KDX jusqu’à 45 µM.  
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Aucun modèle ne permet de rendre compte rigoureusement de l’interaction de la lectine Con 

A avec le RAFT-(Man)4 immobilisé. Le modèle de Scatchard bivalent, a cependant été utilisé 

pour montrer de manière qualitative que l’affinité et les quantités de Con A fixée sont 

systématiquement supérieures sur les surfaces RAFT-(Man)4. Nous avons démontré, par le 

biais d’expérience d’inhibition, que les RAFT-(Man)4 peuvent interagir simultanément avec 

deux ou trois lectines différentes (effet « cluster »). L’amélioration de l’affinité de la Con A 

pour le RAFT-(Man)4 est donc une conséquence de deux effets possibles, soit l’effet 

« cluster » de la lectine (que nous avons démontré), soit l’effet de proximité/statistique du fait 

de la concentration locale élevée des sucres mannose à la surface de la molécule RAFT. 

Afin de pouvoir évaluer l’influence relative de ces deux effets, nous avons entrepris des 

expériences basées sur l’immobilisation de la lectine, ce qui, comme nous allons le voir, 

permet de simplifier le système. 

 

II.3.  Etude par SPR avec la lectine immobilisée  

Afin de mettre en évidence l’effet de la présentation multiple des sucres (effet de 

proximité/statistique) de la molécule RAFT sur l’interaction sucre-lectine, nous avons décidé 

d’immobiliser la lectine directement sur la surface. Dans ces conditions, il est évident que 

l’interaction entre le RAFT-(Man)1 et la lectine sera de type 1:1. L’effet chelatant, 

conséquence de l’immobilisation du RAFT-(Man)1 sur une surface est en effet supprimé. Une 

situation identique (absence d’effet chelatant) sera obtenue pour l’étude du RAFT-(Man)4. 

Dans le cas du RAFT-(Man)4, il conviendra cependant de travailler avec une surface 

suffisamment diluée en Con A de manière à ce qu’une molécule de RAFT-(Man)4 ne puisse 

pas interagir selon le processus de « cluster » avec plusieurs lectines Con A immobilisées. 

Comme le montre le schéma de la Figure 25, l’immobilisation de la lectine permet de 

simplifier le système.  
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A) RAFT-(Man)1: interaction 1:1 

B) RAFT-(Man)4

Effet « cluster » Effet de proximité/statistique

Surface dense en lectine Surface diluée en lectine
 

Figure 25 : Représentation schématique des différents processus possibles de liaison entre la 
lectine Con A immobilisée et les molécules en solution A) le RAFT-(Man)1 et B) le RAFT-
(Man)4.  

Une nouvelle molécule, appelée MAP, pour Multiple Antigenic Peptide (dendrimère utilisé 

pour présenter plusieurs copies d'un antigène immunogène), a été également testée lors de ces 

études. Cette dernière molécule permet une présentation multiple de 4 sucres sur sa surface, 

mais par l’intermédiaire d’une architecture différente de celle de la molécule RAFT. Les 4 

sucres sont alors exhibés sur la molécule avec une plus grande proximité, leur conférant alors 

une moins grande liberté de mouvement (Figure 26). Cette molécule a été synthétisée par le 

Dr O. Renaudet et sera notée MAP-(Man)4 par la suite. 

Nous avons donc voulu tester si cette différence de structure permettait également 

l’amélioration de l’affinité avec la lectine Con A. L’ensemble des molécules RAFT et MAP, 

utilisées dans ces études, présente un groupement amine sur leur face de détection.  
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Figure 26 : Schéma de la molécule MAP-(Man)4 

L’immobilisation de la lectine Con A se fait de la même façon que celle de la streptavidine en 

utilisant la méthode du couplage amine. Seule la surface d’immobilisation varie. En effet, on 

utilise cette fois-ci une chips CM5. Il s’agit d’un support de verre recouvert d’une fine couche 

d’or et d’un hydrogel réticulé de dextran carboxyméthylé d’une épaisseur d’environ 100 nm. 

Par rapport aux études précédentes, nous avons utilisé une sensor chip CM5 parce que la 

sensor chip C1 ne permet pas l’immobilisation d’une quantité suffisante de lectine afin de 

permettre la détection des molécules RAFT et MAP de faible poids moléculaire. 

Afin de garantir un état de surface identique, on immobilise, toujours par couplage amine, sur 

la piste d’étude la lectine Con A et sur celle de référence une quantité similaire en lectine 

PNA. Deux densités surfaciques différentes en Con A ont été effectuées. Une dilution 

suffisante de la Con A immobilisée devrait, en effet, permettre de s’affranchir de l’effet de 

« cluster » et d’étudier uniquement l’influence de la présentation multiple des motifs mannose 

par le RAFT-(Man)4 (effet de proximité/statistique) (cf Figure 25).  

II.3.1 Haute densité en lectine Con A  

Pour une première étude nous avons décidé d’immobiliser les lectines à une haute densité de 

surface pour faciliter la détection des molécules RAFT et obtenir des courbes cinétiques 

exploitables. L’évolution des interactions Con A/RAFT-Man a ensuite été comparée à une 

surface plus diluée en Con A. Les solutions de lectines PNA (0.2 mg/mL) et Con A (0.1 

mg/mL) sont laissées en contact avec la piste pendant 10 min à 10 µL/min, après activation 

des sites carboxyméthyle par le mélange EDC-NHS. Respectivement, 6433 RU et 9669 RU 

de lectines sont immobilisées. Il faut noter que comme les lectines sont diluées dans un 

tampon acétate 10 mM, pH = 4.5, la lectine Con A ne se présente alors plus sous sa forme 
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tétramère mais sous la forme d’un dimère (pH de solubilisation de la lectine inférieure au 

point isoélectrique de la lectine).  

II.3.1.1.  Résultats expérimentaux 

Nous avons tout d’abord vérifié l’absence d’adhésion non spécifique des molécules RAFT-

(Lac)4  et RAFT-(Man)4 sur la piste d’étude et la piste de référence, respectivement. Une très 

faible adhésion non spécifique, inférieure à 10 RU pour une concentration maximale de 200 

µM en RAFT-(Lac)4, est observée sur la piste d’étude. Aucune adhésion, par contre, n’est 

mise en évidence sur la piste de référence par la molécule RAFT-(Man)4, même à très forte 

concentration.  

Cela étant, il faut ensuite mettre au point la régénération de la surface afin de pouvoir 

effectuer l’étude cinétique d’adhésion des molécules RAFT-Man sur la surface de lectine. 

L’utilisation de mannose concentré à 50 mM permet la régénération totale et sans dégradation 

de la surface de lectine. 

Finalement, il faut vérifier que les cinétiques d’association et de dissociation ne sont pas 

limitées par le transport de matière. Nous avons donc, comme pour les études précédentes 

d’adhésion de la lectine, fait varier le flux d’étude (5, 15 et 75 µL/min) pour un cycle 

d’association-dissociation des trois molécules RAFT-(Man)4, RAFT-(Man)1 et MAP-(Man)4 à 

une concentration de 10, 100 et 10 µM respectivement. La Figure 27 montre les courbes 

obtenues.  

-50 0 50 100 150

-5

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

R
es

p.
 U

ni
t (

R
U

)

Temps (s)  

Figure 27 : Vérification de l’absence de limitation par du transport de matière de l’adhésion 
des analytes RAFT-(Man)4 à 10 µM (noir), RAFT-(Man)1 à 100 µM (vert) et MAP-(Man)4 à 
10 µM (rose) sur la lectine immobilisée. Chaque association de molécules a été testée à 3 
différents flux : 5 (□), 15 (○), et 75 (∆) µL/min et à une température de 25°C.  
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Malgré un léger décalage de l’ensemble des courbes à 75 µL/min, l’ensemble des trois 

courbes pour chacune des trois molécules se superpose nettement, traduisant alors l’absence 

de limitation par le transport de matière. Une fois ces mises au point effectuées, nous avons 

pu entreprendre l’étude de l’interaction entre les molécules RAFT-(Man)1, RAFT-(Man)4 et 

MAP-(Man)4 et la Con A immobilisée. 

L’ensemble des sensorgrammes présenté dans cette partie, a été réalisé dans les conditions 

expérimentales suivantes (cf partie expérimentale) : 

- T = 25°C 

- flux de 40 µL/min 

- 60 s de temps d’association et de dissociation de l’analyte 

- régénération par injection d’une solution de mannose 50 mM pendant 120 s 

- une concentration doublée et 2 concentrations nulles insérées dans la série 

 

Les premières expériences d’adhésion de la molécule RAFT-(Man)1, pour une gamme de 

concentration allant de 10 µM à 1000 µM, ont montré des processus d’association et de 

dissociation très rapides, incompatibles avec l’obtention d’informations cinétiques. Seule 

l’analyse du signal à l’équilibre (Réq) peut être exploitée, ce qui permet de déterminer 

l’affinité de l’interaction par l’utilisation d’une isotherme de Langmuir.  

Afin d’évaluer les paramètres cinétiques, il faut trouver un moyen de ralentir les processus 

d’association et de dissociation de la molécule. Une possibilité est de diminuer la température 

d’étude de l’interaction. Les sensorgrammes ont donc également été réalisés dans les mêmes 

conditions à 5 °C et 15 °C.  

Des conditions expérimentales identiques ont été utilisées pour l’étude du RAFT-(Man)4 et du 

MAP-(Man)4. Cependant, du fait des quantités de produits disponibles, des gammes de 

concentrations moins larges ont été utilisées : de 50 nM à 400 µM pour le RAFT-(Man)4 et de 

500 nM à 200 µM pour le MAP-(Man)4. Ces gammes de concentration moins élevées ne 

constituent pas a priori un handicap car des affinités plus élevées de ces molécules 

multivalentes vis-à-vis de la lectine Con A sont attendues. 

La Figure 28 présente les sensorgrammes obtenus aux différentes températures pour les trois 

molécules étudiées.  
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Figure 28 : Sensorgrammes enregistrés à 25°C, 15°C et 5°C lors de l’interaction des 
molécules A) RAFT-(Man)1, B) RAFT-(Man)4 et C) MAP-(Man)4 avec la lectine Con A 
immobilisée à haute densité surfacique (9669 RU). La piste de référence est obtenue par 
immobilisation de 6433 RU de lectine PNA. Le flux est de 40 µL/min. Les gammes de 
concentrations utilisées sont : 10 µM – 1000 µM pour le RAFT-(Man) 1 ; 50 nM – 400 µM 
pour le RAFT-(Man) 4 et 500 nM – 200 µM pour le MAP-(Man)4.   

II.3.1.2. Discussion  

Une première analyse purement visuelle des sensorgrammes obtenus, démontre que diminuer 

la température de 25°C à 5°C permet de ralentir efficacement les processus d’association et de 

dissociation pour chacune des molécules étudiées. Dans le cas du RAFT-(Man)1, seule 

l’expérience réalisée à 5°C (Figure 28A)) permettra d’obtenir des informations cinétiques. Les 
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molécules RAFT-(Man)4 et MAP-(Man)4 (Figure 28B) et C)) présentent des comportements 

similaires avec une vitesse d’association relativement rapide et une vitesse de dissociation 

beaucoup plus lente par rapport au RAFT-(Man)1. Il semble alors que la présence des 4 sucres 

permet de former un complexe beaucoup plus stable par rapport au complexe RAFT-(Man)1 / 

Con A qui se dissocie immédiatement lors du rinçage. Il convient également de remarquer, 

qu’à l’opposé du RAFT-(Man)1, l’ensemble des sensorgrammes obtenus avec les molécules 

multivalentes présentent des informations cinétiques exploitables, même pour la température 

la plus élevée de 25°C.  

Afin de quantifier les forces d’interaction entre la lectine Con A immobilisée et les différentes 

molécules oligosaccharidiques, il convient tout d’abord d’identifier le modèle d’interaction 

qui permet de rendre compte des résultats expérimentaux 

Les sensorgrammes de la Figure 28 démontrent que pour chaque concentration d’analyte 

utilisé, un équilibre est obtenu à la fin de l’étape d’association. Nous avons donc pu réaliser 

les tracés de Scatchard (Réq/[analyte] en fonction de [analyte]) pour chacune des molécules 

étudiées (Figure 29). 
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Figure 29 : Représentation de Scatchard pour l’interaction de la lectine Con A immobilisée 
à forte densité surfacique (9669 RU) avec les molécules A) RAFT-(Man)1, B) RAFT-(Man)4 
et C) MAP-(Man)4. Les données ont été analysées pour trois températures 5°C (■), 15°C (●) 
et à 25°C (▲). 

L’obtention d’un tracé de Scatchard linéaire dans le cas du RAFT-(Man)1 indique que 

l’interaction de cette molécule avec la lectine Con A immobilisée peut être décrite par un 

modèle d’interaction de type 1:1 (modèle de Langmuir). Le tracé de l’isotherme d’adsorption 

et sa modélisation par une isotherme de Langmuir permet alors d’obtenir pour chaque 

température la constante de dissociation (KD) et Rmax. Ces données sont rassemblées dans le 

Tableau 8. 
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Température 
(°C) 

KD 
(µM) 

Rmax 
(RU) 

Chi² 

5 203,9 80,4 0,549 
15 270,6 86,9 0,643 
25 368 92,5 0,466 

Tableau 8 : Constantes de dissociation (KD) et réponses maximales de molécules RAFT-
(Man)1 (Rmax) fixée lors de l’interaction avec la lectine Con A immobilisée à forte densité 
surfacique. Les réponses à l’équilibre de la Figure 28A) ont été analysées au moyen d’une 
isotherme de Langmuir. 

Les faibles valeurs de chi² obtenues entre les données expérimentales et les valeurs simulées 

attestent d’une analyse de bonne qualité. Les valeurs élevées des KD déterminés sont en 

accord avec une faible affinité du RAFT-(Man)1 pour la lectine Con A. Ce résultat est 

caractéristique des interactions monovalentes sucre - lectine et parfaitement en accord avec 

les résultats de la littérature. Il est intéressant de constater que la valeur obtenue à 25°C (KD = 

368 µM) est du même ordre de grandeur que celle mesurée lorsque le RAFT-(Man)1 est 

immobilisé à faible densité sur la surface (KD = 97 ou 154 µM, cf pages - 92 - et - 95 -). La 

valeur de KD, légèrement supérieure obtenue ici pourrait être attribuée à la méthode de mesure 

différente. Plus certainement, elle pourrait indiquer que les RAFT-(Man)1 immobilisés 

n’étaient pas suffisamment dilués sur la surface. Dans ce cas la possibilité d’une interaction 

bivalente de la lectine avec la surface (effet chelatant) pourrait être en mesure d’abaisser la 

constante KD jusqu’à 97 µM.  

La légère augmentation de Rmax avec la température (Tableau 8) pourrait être une 

conséquence d’une variation des propriétés optiques du système avec la température. 

Pour la température de 5°C, nous avons également réalisé une analyse cinétique du 

sensorgramme enregistré (Figure 28A)). L’application du modèle cinétique 1:1 de Langmuir 

donne une simulation des données expérimentales de bonne qualité (Figure 30) avec une 

faible valeur de chi² et des résidus de qualité acceptable. Les constantes de vitesses 

d’association et de dissociation sont respectivement ka = 2092 M-1.s-1 et kd = 0,389 s-1. On en 

déduit une constante d’équilibre de dissociation, KD = kd/ka = 185,8 µM. Cette valeur, très 

proche de celle déterminée via l’isotherme d’adsorption (KD = 203,9 µM, Tableau 8) confirme 

la validité d’un modèle d’interaction 1:1 entre la lectine Con A immobilisée et le RAFT-

(Man)1. Ceci est également corroboré par des valeurs similaires des Rmax obtenus par 

l’analyse thermodynamique (Rmax = 80,4 RU, Tableau 8) et par l’analyse cinétique (Rmax = 

83,9 RU).  
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Figure 30 : Courbes cinétiques d’association et dissociation de la molécule RAFT-(Man)1 
avec la lectine Con A (en noir) et leur modélisation (en rouge pointillés) par le modèle 1 :1 
du logiciel BIAcore® T100 évaluation. L’étude cinétique a été faite à 5°C.  

Dans le cas des molécules RAFT-(Man)4 et MAP-(Man)4, la non linéarité des tracés de 

Scatchard (Figure 29) démontre qu’un modèle d’interaction monovalent 1:1 ne peut rendre 

compte de l’interaction. Pour interpréter ce résultat, nous avons fait l’hypothèse que, pour un 

taux de greffage de 9669 RU, les molécules de Con A immobilisées étaient suffisamment 

proches les unes de autres pour que les molécules RAFT-(Man)4 et MAP-(Man)4 puissent 

interagir avec deux lectines différentes selon l’effet « cluster » décrit à la Figure 25B).  

Dans cette hypothèse, nous avons tout d’abord analysé les quantités de molécules 

multimériques fixées à l’équilibre (Réq) en appliquant le modèle de Scatchard bivalent selon 

l’équation de liaison hyperbolique rectangulaire (équation II-3). Les résultats de cette analyse 

sont présentés dans le Tableau 9.  

Température KDX (µM) CX* (µM) r Température KDX (µM) CX* (µM) r
5 °C 13,9 1,7201 0,9809 5 °C 11,6 1,5713 0,9791
15 °C 18,8 1,728 0,9827 15 °C 14,1 1.5287 0.9841
25 °C 28,1 1,772 0,9838 25 °C 21,6 1,5453 0,9982

RAFT-(Man)4 MAP-(Man)4

 

Tableau 9 : Constantes de dissociation intrinsèque (K DX) et concentration effective (CX
*) des 

sites d’affinité pour l’interaction du RAFT-(Man) 4 et MAP-(Man)4 avec la lectine Con A 
immobilisée à forte densité (9669 RU). Ces valeurs résultent de l’analyse des réponses à 
l’équilibre des sensorgrammes de la Figure 28 au moyen du modèle de Scatchard bivalent 
selon l’équation de liaison hyperbolique rectangulaire (équation II-3).  

Les concentrations effectives (CX*) des sites d’affinité de la lectine immobilisée semblent 

légèrement supérieures pour le RAFT-(Man)4. Ceci pourrait être une conséquence des 



Chapitre II. Influence de la présentation multiple de sucre offerte par les RAFT sur l’interaction sucre-lectine  

 - 108 - 

structures différentes du RAFT et du MAP. Il pourrait également s’agir d’une conséquence 

des gammes de concentrations différentes utilisées pour étudier l’interaction de ces deux 

molécules avec la lectine Con A.  

Comme le montrent les simulations de la Figure 31 et les valeurs élevées des coefficients de 

corrélation, le modèle bivalent de Scatchard permet de rendre compte des résultats 

expérimentaux.  
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Figure 31: Représentation hyperbolique de Scatchard selon un modèle d’interaction 
bivalente entre A) le RAFT-(Man)4 et B) le MAP-(Man)4 avec la lectine Con A immobilisée à 
forte densité surfacique (9669 RU) pour les trois températures : 5 °C (○), 15°C (∆) et 25 °C 
(□). Ces tracés ont été effectués à partir des réponses à l’équilibre des sensorgrammes de la 
Figure 28. Les points représentent les valeurs expérimentales et les courbes sont obtenues 
par ajustement paramétrique au moyen de l’équation de la liaison hyperbolique (équation 
II-3). 

Les valeurs de KDX restent comprises entre 10 et 30 µM et sont donc dans un ordre de 

grandeur plus faibles que celles enregistrées avec le RAFT-(Man)1 (KD ~ 200 µM). Ce 

résultat est donc parfaitement en accord avec notre hypothèse que le RAFT-(Man)4 et le 

MAP-(Man)4 peuvent interagir simultanément avec plusieurs lectines immobilisées (effet 

« cluster »), ce qui renforce la force de l’interaction. Les valeurs similaires de KDX observées 

pour le RAFT-(Man)4 et le MAP-(Man)4 suggèrent que la différence de structure entre ces 

deux composés n’influence que faiblement leur affinité vis-à-vis de la lectine Con A pour ce 

type d’interaction bivalente. Une analyse cinétique de l’interaction des molécules RAFT-

(Man)4 et le MAP-(Man)4 est également possible tout comme le RAFT-(Man)1. Seuls les 

sensorgrammes obtenus à 5°C (Figure 28) ont fait l’objet d’une telle étude. La Figure 32 

compare les sensorgrammes expérimentaux avec les sensorgrammes simulés au moyen d’un 
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modèle d’analyte monovalent (Figure 32A)) et au moyen d’un modèle d’analyte bivalent 

(Figure 32B)).  
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Figure 32 : Analyse cinétique de l’interaction du RAFT-(Man) 4 avec la lectine Con A 
immobilisée à forte densité surfacique (9669 RU) au moyen d’un modèle A) de Langmuir et 
B) de l’analyte bivalent. Les courbes noire et rouge correspondent respectivement aux 
sensorgrammes expérimentaux et simulés. Les résidus (différence entre le modèle et la 
courbe expérimentale) sont également présentés. 

Comme attendu, le modèle de Langmuir ne permet pas de rendre compte des sensorgrammes 

expérimentaux (Figure 32A)). En revanche des simulations de meilleure qualité (résidus et 

chi² plus faibles) sont obtenues avec le modèle d’analyte bivalent (Figure 32B)). Les résultats 

de cette modélisation cinétique sont présentés dans le  

Tableau 10. 

Analytes ka1 (M -1.s-1) kd1 (s-1) kd1/ka1 (µM) ka2 (RU-1.s-1) kd2 (s-1) Rmax (RU) chi²
RAFT-(Man) 4 6726 0,1123 16,70 0,00038 0,00579 132,5 1.99
MAP-(Man) 4 7404 0,09322 12,59 0,00067 0,0079 117,80 1,5
RAFT-(Man) 1 2092 0,389 185,80  

Tableau 10 : Résumé des paramètres cinétiques et thermodynamiques obtenus par la 
modélisation cinétique (modèle d’analyte bivalent) des courbes d’association-dissociation 
des molécules RAFT-(Man)4 et MAP-(Man)4 avec la lectine Con A immobilisée à forte 
densité surfacique (9669 RU), pour une température de 5°C. Les valeurs des paramètres 
obtenus avec le RAFT-(Man)1 (modèle cinétique de Langmuir) sont également présentés 
pour comparaison.  
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Le modèle cinétique d’analyte bivalent semble donc être un modèle bien adapté, en accord 

avec l’analyse thermodynamique effectuée au moyen du modèle de Scatchard bivalent. On 

constate que les deux molécules RAFT-(Man)4 et le MAP-(Man)4 présentent des constantes 

cinétiques analogues, confirmant que les différences structurales entre ces deux composés ne 

sont pas suffisantes pour influencer notablement l’interaction avec la Con A immobilisée sur 

cette surface.  

La comparaison des constantes cinétiques ka1 et kd1 de la première étape du mécanisme 

d’analyte bivalent avec les constantes cinétiques obtenues pour l’interaction du RAFT-(Man)1 

(mécanisme 1:1) s’avère particulièrement intéressante. On observe en effet que la constante 

de vitesse ka1 est environ 3,5 fois plus élevée que la valeur ka observée pour le RAFT-(Man)1. 

Cette augmentation de la vitesse d’association peut, sans ambiguïté, être attribuée à un effet 

de concentration locale en mannose plus élevé dans le cas des ligands exhibant 4 mannoses 

(effet de proximité/statistique). A l’inverse, on observe des constantes de vitesse de 

dissociation kd1 environ 4 fois plus faible que celles observées avec le RAFT-(Man)1. Cette 

diminution du kd pourrait s’expliquer également par l’effet de proximité/statistique qui 

pourrait favoriser un processus local de re-liaison. Ces deux effets cinétiques se combinent 

pour aboutir à l’obtention d’une constante d’équilibre de dissociation KD1 inférieure par plus 

d’un ordre de grandeur à celle obtenue (KD) pour le RAFT-(Man)1.  

Il apparaît donc clair que les deux effets apportés par les molécules RAFT (ou MAP) 

multivalentes, l’effet cluster et l’effet de densité locale en sucre, joue un rôle important dans 

l’amélioration de l’affinité de la lectine Con A. Afin de mettre en évidence uniquement le 

second effet de densité locale en sucre, nous avons réalisé d’autres expériences à une plus 

faible densité surfacique en lectine Con A immobilisée.  

II.3.2 Faible densité en lectine Con A 

Lors de nos premières études, nous avons immobilisé 9669 RU de lectine Con A sur la 

surface de dextran. A ce taux d’immobilisation, les lectines présentent une proximité telle que 

les molécules RAFT-(Man)4 et le MAP-(Man)4 peuvent se lier de façon multivalente à 

plusieurs lectines de la surface. Pour cette seconde étude, nous avons donc voulu nous placer 

à une densité de recouvrement en lectine faible de telle sorte que la distance entre deux 

lectines rende impossible ces interactions multiples des molécules RAFT-(Man)4 et le MAP-

(Man)4. Nous avons alors décidé d’immobiliser une quantité de lectine environ trois fois 

inférieure au taux précédent. En effet, il faut diminuer la densité de lectine pour espacer au 
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maximum les lectines tout en gardant une quantité suffisante pour permettre la détection des 

petites molécules RAFT-Man et MAP-Man. 3193 RU et 2832 RU, respectivement, de lectines 

Con A et PNA ont donc été immobilisée sur une sensor chip CM5 par couplage amine sur les 

pistes d’étude et de référence.  

II.3.2.1.  Résultats expérimentaux 

Les mêmes études cinétiques que précédemment ont été effectuées sur les trois molécules 

RAFT-(Man)1, RAFT-(Man)4 et le MAP-(Man)4, mais cette fois sur deux températures (5 et 

25°C). Les cycles d’association-dissociation des analytes sont de 120 s chacun, avec une 

régénération de 120 s par injection d’une solution de mannose 50 mM. L’ensemble de l’étude 

a été réalisé à un flux constant de 40 µL/min. Afin de vérifier la conservation du même état de 

surface tout au long de l’expérience une concentration a systématiquement été doublée, et 

deux concentrations nulles (tampon) ont été effectués. Les concentrations utilisées sont les 

mêmes que précédemment pour les RAFT-(Man)4 et RAFT-(Man)1, par contre pour la 

molécule MAP-(Man)4, par manque de produits nous n’avons pu monter qu’à 100 µM.  

Les sensorgrammes obtenus à 5 et 25°C sont représentés à la Figure 33. 
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Figure 33 : Sensorgrammes enregistrés à 5°C et 25°C lors de l’interaction des molécules A) 
RAFT-(Man) 1, B) RAFT-(Man)4 et C) MAP-(Man)4 avec la lectine Con A immobilisée à 
faible densité surfacique (3193 RU). La piste de référence est obtenue par immobilisation de 
2832 RU de lectine PNA. Le flux est de 40 µL/min. Les gammes de concentrations utilisées 
sont : 10 µM – 1000 µM pour le RAFT-(Man)1 ; 50 nM-400 µM pour le RAFT-(Man)4 et 500 
nM – 100 µM pour le MAP-(Man)4.   
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II.3.2.2. Discussion 

Les sensorgrammes obtenus à 25°C présentent des étapes d’association et de dissociation très 

rapides qui empêchent toute analyse cinétique. L’abaissement de la température à 5°C ralentit 

suffisamment les processus d’interaction pour qu’une analyse cinétique soit possible dans le 

cas du RAFT-(Man)4 et le MAP-(Man)4. Dans tous les cas, un état d’équilibre est obtenu à la 

fin de l’étape d’association, ce qui permettra une analyse thermodynamique de l’interaction.  

Afin de vérifier la présence ou l’absence d’interactions multivalentes entre les ligands 

mannose et la lectine Con A immobilisée, les représentations de Scatchard ont été tracées et 

sont représentés à la Figure 34.  
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Figure 34 : Représentation de Scatchard pour l’interaction de la lectine Con A immobilisée 
à faible densité surfacique (3193 RU) avec les molécules RAFT-(Man)1 (▲), MAP-(Man)4 
(■) et RAFT-(Man)4 (●) à A) 5°C et B) 25°C.  

L’obtention d’une légère courbure sur l’ensemble des tracés de Scatchard linéaires 

correspondant à l’interaction des molécules RAFT-(Man)4 et MAP-(Man)4 avec la lectine Con 

A semble indiquer la présence persistante d’une interaction plus complexe que la simple 

interaction 1:1 attendue. Cela peut s’expliquer par une proximité encore trop importante des 

lectines immobilisées à la surface. Une seconde explication pourrait être simplement l’effet de 

proximité/statistique due à la présentation des sucres sur les molécules RAFT-(Man)4 et 

MAP-(Man)4, qui fait que l’on aura forcément une interaction plus complexe que le modèle 

d’interaction 1:1. Des expériences complémentaires à plus faible densité de Con A serait donc 

nécessaire pour permettre d’élucider l’origine de la faible courbure sur les tracés de 

Scatchard.  
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Compte tenu de la quantité faible de la lectine sur la surface et de la faiblesse de la courbure 

des tracés de Scatchard, nous avons décidé de négliger ces interactions multivalentes et de 

traiter les données expérimentales à l’aide de modèles d’interaction de type 1:1.  

Le tracé des isothermes d’adsorption et leur modélisation au moyen d’une isotherme 1:1 de 

Langmuir donne accès aux paramètres thermodynamiques de l’interaction entre les molécules 

RAFT-(Man)4, RAFT-(Man)1 et MAP-(Man)4 et la lectine Con A immobilisée (Tableau 11). 

Analyte Temp (°C) KD (µM) Rmax (RU) chi²
RAFT-(Man)1 5 325,7 24,4 0,292
RAFT-(Man)4 5 21,6 61,6 5,43
MAP-(Man)4 5 14,4 34,4 0,677
RAFT-(Man)1 25 366,7 29,4 0,664
RAFT-(Man)4 25 44,7 70,7 4,15
MAP-(Man)4 25 23,1 37,8 1,79  

Tableau 11 : Constante de dissociation (KD) et quantité maximale de molécule RAFT-Man 
et MAP-(Man)4 (Rmax) fixée lors de l’interaction avec la lectine Con A immobilisée à faible 
densité surfacique (3193 RU). Les réponses à l’équilibre des sensorgrammes (Figure 33) ont 
été analysées au moyen d’une isotherme de Langmuir. 

Dans le cas des expériences réalisées à 5°C avec le RAFT-(Man)4 et le MAP-(Man)4, une 

analyse cinétique des sensorgrammes est également possible, selon un modèle de Langmuir 

(Tableau 12). En revanche, la qualité médiocre des sensorgrammes obtenus avec le RAFT-

(Man)1 à faible densité surfacique de lectine Con A ne permet pas cette analyse cinétique.  

Une simulation satisfaisante (chi² < 5) des sensorgrammes expérimentaux est obtenue pour les 

deux molécules. 

 

Analyte Temp (°C) ka (M-1/s) kd (s-1) KD (µM) Rmax (RU) chi²
MAP-4man 5 9209 0,1101 12,0 32 0.898
RAFT-4man 5 6595 0,08248 12,5 51,2 4.19  

Tableau 12 : Résumé des paramètres cinétiques obtenus par la modélisation cinétique 
(modèle de Langmuir) des courbes d’association-dissociation des molécules RAFT-(Man)4 
et MAP-(Man)4 avec la lectine Con A immobilisée à faible densité surfacique (3193 RU), 
pour une température de 5°C.  

La qualité de cette analyse cinétique est également validée par le fait que kd / ka =12,5 µM et 

12 µM, respectivement pour les molécules RAFT-(Man)4 et MAP-(Man)4, est très proche des 
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valeurs des constantes de dissociation, KD = 21,6 µM et 14,4 µM issues de l’analyse 

thermodynamique. 

Afin de faciliter la discussion nous avons rassemblé dans le tableau 13, les informations 

cinétiques et thermodynamique obtenues à 5°C pour l’interaction des molécules RAFT-Man 

et MAP-Man avec la lectine Con A immobilisée à forte et à faible densité surfacique.   

Nature de 
l’interaction

Con A
(RU)

9669 2092 0,389 185,8 203,9

3193  / / / 325,7

9669 bivalente 6726 0,112 16,7 /

3193 6595 0,0824 12,5 21,6

RAFT-(Man)1

RAFT-(Man)4

1:1

1:1

1:1

ka
(a)

(M -1.s-1)
kd

(a)

(s-1)
kd/ka

(µM)
KD 

(b)

(µM)

(c) (c) (c)

MAP-(Man)4
9669

3193 1:1

bivalente 7404

9209

0,093

0,11

12,6

12,0

/

14,4  
(a) dans le cas d’une interaction bivalente ka et kd correspondent à la 1ère étape du mécanisme 
(ka1 et kd1) 
(b) KD est obtenu par l’analyse de l’isotherme d’adsorption selon un modèle de Langmuir 
(c) la qualité des sensorgrammes ne permet pas une analyse cinétique  

Tableau 13 : récapitulatif des constantes cinétiques et thermodynamiques à 5°C relatives à 
l’interaction des molécules RAFT-Man et MAP-Man avec la lectine Con A immobilisée.  

En effet, pour cette température de 5°C, nous avons réussi à mesurer l’ensemble des 

constantes cinétiques et thermodynamiques. Du fait de la cohérence des valeurs kd/ka et KD, 

nous pouvons estimer les affinités des molécules RAFT-Man et MAP-Man en calculant la 

valeur moyenne de ces deux grandeurs. Ainsi la constante de dissociation est de 240 µM pour 

le RAFT-(Man)1, de 17 µM pour le RAFT-(Man)4 et de 12,3 µM pour le MAP-(Man)4. La 

présentation multiple offerte par la plateforme RAFT et MAP améliore l’affinité d’un facteur 

14 et 19 respectivement, soit d’un facteur 3,5 et 4,75 si l’on raisonne à concentration 

constante en motif mannose (3,5 = 14/4 et 4,75 = 19/4). Cette amélioration par un facteur 

minimal de 3,5 est la conséquence de la concentration locale élevée (effet de 

proximité/statistique) offerte par le RAFT-(Man)4 et le MAP-(Man)4. C’est cet effet, conjugué 

à la possibilité de se lier à plusieurs lectines différentes (effet « cluster ») qui rend plus forte 

l’interaction des ligands RAFT (ou MAP) multivalent avec les lectines.  



Chapitre II. Influence de la présentation multiple de sucre offerte par les RAFT sur l’interaction sucre-lectine  

 - 116 - 

II.4.  Conclusion  

L’immobilisation de la lectine Con A permet une simplification nette du problème de la 

multivalence de la surface et permet de distinguer l’ensemble des processus rendant compte 

d’un « glycoside cluster effect ». Ces études ont donc permis de mettre en évidence la 

présence d’un effet de proximité/statistique due à la présentation multivalente des RAFT. Cet 

effet combiné à un effet de « cluster » des molécules RAFT est responsable de l’amélioration 

de la reconnaissance de la lectine par les molécules RAFT-(Man)4 par rapport à la molécule 

homologue RAFT-(Man)1 monovalente. Les résultats similaires obtenus par l’étude de 

l’adhésion de la molécule MAP montre que la structure de la plate forme de la molécule 

RAFT n’influence pas les processus de reconnaissance et que seule la proximité des sucres en 

est responsable.  

La concordance des analyses cinétiques et thermodynamiques, ainsi que le mode 

d’immobilisation des lectines (qui induit une répulsion des molécules Con A rendue 

« positive ») devraient assurer que cette amélioration de l’affinité est due, exclusivement, à la 

présentation multivalente des sucres sur la molécule RAFT ou la molécule MAP. Cependant, 

les tracés de Scatchard mettent en avant la présence d’une légère courbure traduisant alors la 

présence d’une interaction plus complexe. Afin de confirmer ces résultats obtenus, une 

dilution supplémentaire de la densité en Con A sur la surface pourrait être envisagée. 

Cependant, une dilution supplémentaire de la surface ne garantirait pas pour autant que les 

lectines s’immobilisent, toutes, éloignées les unes de autres. De plus la détection des 

molécules deviendrait de plus en plus difficile rendant l’analyse des données très complexe et 

peu fiable. Cette présence de la légère courbure n’est peut être que, tout simplement, 

l’expression de la présence de l’effet de proximité/statistique des molécules RAFT-(Man)4 et 

MAP-(Man)4.  

 

III.  Conclusion du chapitre 

Le but des études présentées dans ce chapitre était de démontrer les avantages de la 

présentation multiple des mannoses offert par la molécule RAFT sur l’amélioration de la force 

de l’interaction avec la lectine Con A. Pour ce faire, deux techniques de caractérisation aux 

interfaces différentes ont été utilisées. Cependant l’étude des interactions entre partenaires 
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biologiques multivalents, RAFT et lectines, à l’interface solide-liquide s’est avérée être d’une 

grande complexité. 

La première approche entreprise qui consiste à immobiliser les molécules sucre sur une 

surface rend le système d’étude hautement délicat. En effet, la petite taille des molécules 

RAFT-Man par rapport aux lectines multimèriques va permettre de créer des surfaces 

d’interaction multivalente en plus de la présentation multiple des sucres sur la molécule 

RAFT-(Man)4. Afin de simplifier le système d’étude, les surfaces ont été diluées en sucre 

mannose. Cette manière de procéder nous a alors permis de démontrer que les molécules 

RAFT-(Man)4 présentent une meilleure affinité avec la lectine Con A par rapport à leur 

homologue monovalent via deux effets : l’effet « cluster » et l’effet de proximité/statistique 

ou de densité locale en sucre. Finalement une étude de compétition a permis de confirmer 

l'effet « cluster » de la molécule RAFT-(Man)4 qui va jouer alors un rôle d’effecteur sur la 

reconnaissance de la lectine Con A avec des surfaces à différentes densités en sucre mannose.  

La seconde approche, qui consiste à immobiliser la lectine sur la surface, a ensuite été 

entreprise afin de distinguer l’importance de ces deux effets sur l’amélioration de la force 

d’interaction. Nous avons ainsi pu démontrer la présence d’un effet de proximité/statistique 

dû à la présentation multiple des sucres à la surface de la molécule RAFT ou MAP, qui 

permet une amélioration de la force de l’interaction d’un facteur 14 et 19 respectivement, soit 

d’un facteur 3,5 et 4,75 si l’on raisonne à concentration constante en motif mannose.   

Pour la suite des études, une voie de synthèse intéressante pourrait être de combiner la 

présence de bras court et de bras long biologiquement actif sur la molécule RAFT. Cela 

pourrait permettre d’améliorer encore plus l’affinité de l’interaction en alliant les effets de 

proximité/statistique du RAFT avec la possibilité de « chelater » plusieurs sites d’une même 

lectine. 
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Chapitre III.  Les interactions ligand peptidique - récepteur 

cellulaire 

I. Introduction 

Les architectures supramoléculaires et les matériaux moléculaires de taille nanométrique 

présentent un intérêt majeur dans le développement des nanosciences et des 

nanotechnologies, avec de nombreuses applications potentielles, et en particulier dans le 

domaine médical. Ce domaine en plein essor s’appuie sur la grande capacité d’ingénierie 

moléculaire des chimistes à concevoir et élaborer des structures moléculaires fonctionnelles 

pour relever les nouveaux challenges technologiques basés sur l’étude et l’utilisation des 

propriétés de la matière à l’échelle nanométrique. Une stratégie prometteuse consiste alors à 

combiner les propriétés structurales et dynamiques de ces matériaux moléculaires associées à 

celles des molécules biologiques afin d’assurer une fonction spécifique dans un dispositif 

nanotechnologique. 

Dans le cadre de ce manuscrit, nous nous sommes servis de l’architecture moléculaire offerte 

par le RAFT (cf chapitre II) afin de permettre la présentation multiple d’un ligand peptidique 

biomoléculaire, le cyclopentapeptide RGDfK. Cette séquence -RGD- est reconnue de façon 

spécifique par une protéine transmembranaire surexprimée à la surface de cellules 

cancéreuses, les intégrines αvβ3, impliquées notamment dans l’angiogenèse tumorale, 

l’invasion tumorale et les métastases 1-3.  

I.1. L’angiogenèse tumorale 

L’angiogenèse est un processus bien connu qui requiert la migration et l’adhésion des cellules 

endothéliales sur la matrice extracellulaire par la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. 

Actuellement, le ciblage de la néo-angiogenèse tumorale est une voie de recherche privilégiée 

pour le diagnostic et pour le traitement des tumeurs solides. Les cellules endothéliales des 

néovaisseaux tumoraux surexpriment certains marqueurs spécifiques tels que l’intégrine 

αvβ3. Dans l’angiogenèse, les cellules en besoin de sang, sécrètent des ligands qui stimulent 

les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et permettent la formation de nouveaux 

vaisseaux. L’interaction qui a donc lieu entre les ligands naturels de l’angiogenèse et les 

récepteurs des cellules endothéliales est hautement affine avec un KD de l’ordre de 1 nM 4. 
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L’inhibition de cette interaction conduit à l’apoptose (mort cellulaire) des cellules vasculaires 

angiogéniques proliférantes. Ainsi, les deux principaux axes d’étude actuels sont de trouver 

un puissant ligand qui pourrait soit être en compétition avec les ligands naturels et ainsi lutter 

contre la prolifération des cellules cancéreuses (axe thérapeutique), soit permettre, via 

l’utilisation de sonde, la détection et le ciblage de cancer précoce ou non (axe imagerie). Une 

solution prometteuse est de créer des molécules telles que des polypeptides ou des 

oligosaccharides avec des tailles d’environ 5-10 kDa, comme la molécule RAFT. Ces 

molécules apparaissent alors suffisamment grandes pour tolérer une sonde fluorescente, et 

suffisamment petites pour être rapidement excrétées et pour pouvoir passer à travers les 

orifices des cellules.  

I.2. Les intégrines  

I.2.1 Structure 

Les intégrines sont des récepteurs d’adhésion cellulaire hétérodimériques qui facilitent 

la communication entre une cellule et son environnement 5. Elles consistent en deux sous-

unités polypeptidiques transmembranaires, α et β,  associées de façon non-covalente (Figure 

1). La famille des intégrines chez les mammifères comporte 18 membres de la chaîne α et 8 

de la chaîne β, qui peuvent s’assembler pour former 24 récepteurs hétérodimèriques. La 

corrélation de ces deux sous - unités α et β dicte la spécificité de liaison de l’intégrine et sa 

fonction biochimique finale. La sous-unité α contient 1100 résidus. Elle est caractérisée par 

la présence dans le domaine extracellulaire, à proximité de l’extrémité N-terminale, de 3 à 4 

régions contenant entre 12 et 15 résidus, capables de s’associer à des cations divalents Ca2+ et 

Mg2+ 6. Celle-ci est également ramifiée au voisinage de la partie transmembranaire par 

l’établissement d’un pont disulfure. La sous-unité β,  plus petite, contient typiquement 

environ 800 résidus. Elle présente, à proximité du domaine transmembranaire, 4 domaines 

d’environ 40 résidus hautement conservés et riches en cystéine. La partie N-terminale, 

exposée vers le milieu extracellulaire, est repliée et forme une large boucle. Ces deux chaînes 

α et β contiennent de courtes parties transmembranaires (environ 20-30 résidus) constitués 

essentiellement de résidus hydrophobes permettant ainsi leur ancrage à l’intérieur des 

membranes biologiques ou dans des bicouches lipidiques artificielles. Les régions 

intracellulaires, contenant au plus 20 à 50 résidus, contiennent les extrémités C-terminales 

des deux chaînes. 
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Les voies de signalisation faisant intervenir les intégrines sont impliquées dans la 

régulation des grandes fonctions cellulaires, notamment la régulation du cycle cellulaire et la 

migration des cellules. 

Matrice de liaison 

Cation 
divalent 

Chaîne β

Chaîne α Domaines riches 
en cystéine 

Membrane 
plasmique

Matrice de liaison 

Cation 
divalent 

Chaîne β
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en cystéine 

Matrice de liaison 

Cation 
divalent 

Chaîne β
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en cystéine 

Membrane 
plasmique

 

Figure 1: Représentation schématique d’une intégrine (adapté du schéma du Dr Bukowski, 
CancerPublications.com)  

 

I.2.2 Le rôle des cations dans les relations propriété / fonction des intégrines 

Bien que le mécanisme de liaison des intégrines avec les ligands ne soit pas encore 

clairement établi, il est connu que cette liaison est dépendante de la présence ou non de 

cations bivalents tels que Ca2+ et Mg2+. Chaque intégrine hétérodimèrique présentent 3 à 5 

sites de liaison aux cations divalents. Ces sites de liaison sont relativement de faible affinité 

(du µM-1 au mM-1), cependant ils exercent, en fonction de leur occupation, de profonds effets 

sur la liaison de l’intégrine avec son ligand. En effet, l’action collective de liaison des ions 

divalents sur l’intégrine en plus du ligand, peut soit favoriser la liaison de ce dernier (cations 

= promoteurs), soit l’inhiber (cations = antagonistes), soit encore changer la spécificité de la 

liaison du ligand (cations = sélecteurs). Les différents rôles de chaque cation sur la liaison des 

ligands avec les intégrines n’ont pas encore été tous bien établis. En effet, il semble que leur 

implication soit dépendante de leur concentration en solution, ainsi que de leur proportion 

relative 7.  

La plupart du temps, Ca2+ est connu pour inhiber les interactions, tandis que les cations Mg2+ 

et Mn2+ stimulent la liaison de l’intégrine avec son ligand. C’est le cas notamment pour 
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l’intégrine α5β1 avec le fibrinogène 8 et dans l’interaction de l’intégrine αvβ3 avec 

l’osteopontine 9 ou le fibrinogène 9. Dans d’autre cas, la présence de Ca2+ favorise la liaison, 

par exemple entre l’intégrine αIIbβ3 et le fibrinogène 10. 

Chaque cas apparaît être un cas particulier pour lequel il faut trouver les conditions 

idéales permettant l’obtention de la meilleure affinité entre l’intégrine et le ligand. 

I.2.3 L’intégrine αvβ3 - Fonction 

Les intégrines αvβ3 sont à l’origine de l’attachement des cellules à leur environnement 

et en particulier au réseau de protéines de la matrice extracellulaire (vitronectine, 

fibronectine, collagène, laminine…). Elles se lient aux ligands extracellulaires via les 

domaines N-terminaux de leurs sous-unités α et β. Elles sont d’importants médiateurs de la 

communication cellulaire et participent à la transmission de signaux mécaniques et chimiques 

de façon bidirectionnelle dans la membrane cellulaire. En réponse à l’activation cellulaire, 

une signalisation intracellulaire dite « inside-out », contrôle le niveau d’affinité de la liaison 

des ligands sur l’intégrine. En effet, les cellules régulent la fonction de leurs intégrines par un 

contrôle spatio-temporel (changement rapide et réversible de la conformation des intégrines) 

de leur affinité envers les ligands et permettent ainsi le passage de l’état d’une cellule non-

adhérente à un état d’adhérence. Une fois activée, l’intégrine interagissant avec son ligand 

intègre des signaux extracellulaires et les transmet à l’intérieur de la cellule, c’est la 

signalisation « outside-in »,  responsable des processus d’agrégation, d’adhérence, et de 

migration.  

Cette intégrine αvβ3 est apparue comme une cible très attrayante pour le 

développement d’agents anti-cancéreux. Ce n’est, alors, que depuis ces dernières années que 

les chercheurs ont commencé, notamment dont notre équipe 11, à s’intéresser à la synthèse de 

molécules permettant l’expression d’un ou de plusieurs motifs -RGD- dans un but 

thérapeutique 12-14. 

I.3. Le motif RGD comme marqueur de l’intégrine ααααvββββ3 

Au début des années 1990, il a été mis en évidence la spécificité des peptides possédant 

la séquence tripeptidique -RGD- (-Arg-Gly-Asp-) comme ligand de l’intégrine αvβ3 15, 16. Ce 

motif commun est présent sur la plupart des protéines de la matrice extracellulaire comme la 
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vitronectine, la fibronectine, l’ostéopontine, la thrombospondine, ainsi que sur le fibrinogène 

(protéine sanguine soluble). De nombreuses intégrines (environ la moitié des hétérodimères) 

reconnaissent et interagissent avec leurs substrats protéiques via la séquence -RGD-. C’est 

particulièrement le cas des intégrines αIIbβ3, récepteur plaquettaire du fibrinogène, α5β1, 

récepteur endothélial de la fibronectine, ainsi que αvβ3, récepteur endothélial de la 

vitronectine. L’ensemble de ces substrats ont en commun le motif -RGD- mais présentent des 

affinités distinctes pour les différentes intégrines. Bien que la spécificité d’une intégrine à un 

substrat soit attribuée à la conformation du motif -RGD- dans la protéine, ainsi qu’à celle des 

résidus adjacents, le mécanisme d’action des molécules ciblant l’intégrine αvβ3 reste non 

élucidé. 

L’approche que nous avons employée consiste à utiliser la molécule RAFT comme 

plateforme permettant d’un côté de rendre accessible à la surface cellulaire les ligands -RGD- 

et de l’autre côté de greffer soit un ligand permettant l’immobilisation du RAFT sur une 

surface pour l’étude des interactions aux interfaces soit une sonde fluorescente pour la 

détection de tumeur 17-19 (cette dernière partie a fait l’objet d’autres travaux). 

I.4. L’interaction RGD-intégrine ααααvββββ3 à l’interface solide - liquide  

Depuis le début du XXIème siècle, l’étude du mode de fonctionnement de reconnaissance des 

intégrines, ainsi que l’étude de son interaction avec les ligands -RGD- a fait l’objet de 

nombreuses recherches. Grâce au développement des techniques d’étude aux interfaces, de 

nombreux physico-chimistes se sont donc intéressés à mieux comprendre cette interaction 

grâce à l’immobilisation de l’un des deux partenaires :  

- L’immobilisation des molécules présentant les motifs -RGD- apparaît être la 

solution la plus facile d’accès. Différents moyens existent ensuite pour vérifier l’interaction 

de l’intégrine avec les ligands -RGD- : soit en se servant de la reconnaissance par les cellules 

surexprimant l’intégrine 12, 13, 16, 20, 21, soit par l’utilisation directe des intégrines extraites des 

cellules et purifiées. Les intégrines sont utilisées ensuite tout simplement diluées dans une 

solution adaptée22-24.  

- La seconde façon d’étudier l’interaction est d’immobiliser l’intégrine sur la surface. 

Deux procédés ont alors été mis au point : soit en immobilisant l’intégrine par couplage 

covalent amine (cf chapitre II) 7, 25-31 soit en insérant les intégrines dans une bicouche 
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lipidique (modèle de membrane) 14, 32-35 ce qui leur permet de conserver leur environnement 

naturel. 

Concernant spécifiquement l’interaction de l’intégrine αvβ3 avec le ligand peptidique -

RGD-, un certain nombre de caractérisations ont déjà été effectuées. Dans la littérature, on 

retrouve, par exemple, des études de tests ELISA 12, 21, 25, 26, de résonance plasmonique de 

surface (SPR) 7, 22, 23, 27, 28, de cytométrie en flux (fluorescence) 12, 13, de spectroscopie de 

fluorescence plasmonique 14, 32 ou encore en microscopie de fluorescence 17-19. L’ensemble de 

ces études a ainsi permis de mettre en avant la spécificité des ligands -RGD- à l’intégrine, 

l’inhibition de la reconnaissance des protéines de la matrice extracellulaire (ECM) par le 

ligand -RGD- ou encore l’amélioration de la reconnaissance par l’utilisation de ligands 

peptidiques multimériques.  

Dans notre équipe, des études in vivo en microscopie de fluorescence ont été 

effectuées 17-19 par nos collègues O. Renaudet et P. Dumy. Ces études ont permis de mettre en 

évidence l’efficacité de la présentation multivalente des motifs -RGD- grâce à la molécule 

RAFT sur la détection et le ciblage de cellules cancéreuses. Cependant, aucune donnée 

quantitative concernant la force de la liaison n’a été pour le moment déterminée. En effet, la 

petite taille de ces ligands peptidiques les rend difficilement détectables.  

Dans ce chapitre, nous avons essayé de mettre en évidence l’augmentation de la spécificité 

et de l’affinité de la liaison -RGD- / intégrine grâce à la présentation multiple des sites de 

reconnaissance -RGD- à la surface d’une molécule RAFT, que l’on nommera RAFT-(RGD)4. 

Deux approches ont été envisagées : 

La première consiste en l’étude de l’interaction des RAFT-(RGD)4 avec des cellules 

surexprimant l’intégrine αvβ3 réalisée en suivant par microgravimètrie l’adhésion de ces 

cellules sur des surfaces de RAFT. 

La seconde approche utilisée a été l’étude par résonance plasmonique de surface 

(BIAcore®) de l’interaction entre l’intégrine αvβ3 immobilisée et la molécule RAFT-

(RGD)4.  

II.  Etude en microgravimètrie : immobilisation de la molécule RAFT 

Cette étude initiale a pour but, dans un premier temps de vérifier la spécificité de l’interaction 

de cellules cancéreuses surexprimant l’intégrine αvβ3 sur une surface fonctionnalisée par des 

ligands peptidiques -RGD-. Afin de pouvoir, dans un second temps, essayer de mettre en 
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évidence que la présentation multivalente de ligand peptidique -RGD- par la molécule RAFT 

permet une amplification de l’adhésion cellulaire par rapport à l’utilisation d’un monomère -

RGD-.  

II.1.  Etat de l’art : adhésion cellulaire suivie par QCM-D 

La technique QCM-D a déjà été utilisée pour caractériser les cellules vivantes dans leur 

processus d’adhésion sur une surface36-45. Toutefois, une analyse quantitative de cette 

adhésion cellulaire apparaît plus délicate. En effet, dans le cas de l’adsorption d’une 

monocouche de cellules, l’équation de Sauerbrey (qui relate la proportionnalité de la masse 

déposée avec la variation de fréquence) n’est pas valide du fait de la trop grande viscosité des 

cellules adsorbées à la surface. De plus, l’analyse avec le modèle de Voïnova n’est également 

pas applicable. En effet, la longueur d’onde (~ 0.25 µM) pour l’onde d’ondulation dans l’eau 

à 5 MHz est considérablement plus petite que le diamètre typique d’une cellule (10 µm)46. 

C’est pourquoi, l’on ne détectera, par les variations de fréquence, qu’une fraction de la masse 

des cellules qui adhèrent à la surface ; c'est-à-dire que chaque cellule qui adhère, ne pourra 

être regardée que comme l’ajout d’une masse effective, qui est beaucoup moins importante 

que la masse réelle de la cellule. L’augmentation mesurée de la dissipation d’énergie résulte 

essentiellement de la détection d’une petite région de la cellule, proche de la surface de 

l’électrode 36.  

La sensitivité latérale de la QCM-D pour les changements à la fois de la fréquence de 

résonance, ∆f, et du facteur de dissipation, ∆D, est proportionnelle à l’amplitude de 

l’oscillation 47. La sensibilité varie selon les fonctions gaussiennes de même largeur, centrées 

sur le milieu de l’électrode active. A partir de tout cela, le seul moyen qui reste à disposition 

pour essayer de caractériser l’adhésion cellulaire est d’utiliser le rapport entre ∆D et ∆f qui 

eux sont indépendants de la position de l’adhésion des cellules sur l’électrode. 

Dynamiquement, ∆D/∆f sera tributaire de la masse déposée effective, de ses propriétés 

viscoélastiques, de la structure interne et des formes des cellules individuelles, ainsi que, de 

l’évolution de ces caractéristiques dans le temps durant les interactions avec la surface 36. 



Chapitre III : Les interactions ligand peptidique – récepteur cellulaire 

 - 132 - 

II.2.  Préparation des surfaces d’étude 

Deux molécules RAFT thiol, i.e. présentant un groupement thiol sur leur face de détection, 

ont été utilisées : l’une présentant 4 motifs RGD et l’autre exposant 4 motifs RAD (Figure 2). 

Le motif RAD est également une séquence d’acides aminés (Arginine-Alanine-Aspartate) 

mais cette dernière est non spécifique de la détection des intégrines αvβ3 étudiées. Ces deux 

molécules ont été immobilisées sur un cristal de quartz recouvert d’or. 
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Figure 2 : Schémas des molécules A) RAFT(c-[RGDfK])4 et B) RAFT(c-[RADfK]) 4 

Les conditions de fonctionnalisation des surfaces d’or par les molécules RAFT-(RGD)4 et 

RAFT-(RAD)4 ont été basées sur celle d’une étude effectuée en collaboration avec le Pr J.C. 

Moutet et Dr C. Bucher (équipe Chimie Inorganique Redox, DCM). Ces études utilisant des 

RAFT thiol présentant non pas 4 RAD ou RGD mais quatre groupements ferrocène, appelé 

RAFT-(Fc)4 (Figure 3), ont été suivies en QCM-D et en électrochimie (thèse de Charles 

Devillers, soutenue en 2006). Les résultats de cette étude sont décrits ci-après.  
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Figure 3 : Schéma de la molécule RAFT-(Fc)4 
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II.2.1 Nettoyage et activation du cristal de quartz recouvert d’or 

Les surfaces d’or sont nettoyées et activées avant chaque greffage selon le protocole de 

nettoyage suivant : 

- rinçage à l’eau du quartz et séchage de ce dernier sous azote. 

- exposition de 10 min à l’UV-Ozone 

- immersion pendant 15 min dans une solution d’éthanol absolu sous agitation puis 

séchage du quartz toujours sous flux d’azote.  

La surface fraîchement activée est alors immédiatement mise en contact avec les solutions de 

RAFT.  

II.2.2 Optimisation des conditions d’immobilisation  

L’optimisation des conditions d’immobilisation des molécules RAFT thiol sur une surface 

d’or a été réalisée par une étude précédente via le RAFT-(Fc)4. La Figure 4 montre les 

courbes expérimentales obtenues par QCM-D correspondant à l’adhésion de la molécule 

RAFT-(Fc)4 sur le cristal de quartz recouvert d’or. L’étude a été faite à 20,7 °C en mode 

statique.  
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Figure 4 : Suivi du greffage du RAFT-(Fc)4 (1 mM dans le solvant 50/50 H2O-CH3CN) sur 
un cristal de quartz recouvert d’or par QCM-D. Les courbes représentent la variation des 
fréquences en fonction du temps pour les deux harmoniques n = 5 et 7. Les fréquences sont 
normalisées par rapport au numéro de l’harmonique. L’étude a été effectuée à 20,7 °C.  



Chapitre III : Les interactions ligand peptidique – récepteur cellulaire 

 - 134 - 

La caractérisation a été effectuée en milieu 50/50 H2O – CH3CN (v/v) afin de solubiliser la 

molécule RAFT-(Fc)4 (Figure 4). Ce milieu n’étant pas très adapté à certains constituants de 

la chambre de mesure, on peut observer une dérive linéaire et continue de ∆fn et ∆Dn sur 

l’ensemble de l’expérience. Cette dérive peut être associée à une modification progressive par 

l’acétonitrile des propriétés mécaniques du joint torique utilisé pour maintenir le quartz dans 

la chambre de mesure. En tenant compte de cette déviation linéaire, l’étude et l’analyse de 

l’adhésion de la molécule RAFT thiol sur or ont pu, néanmoins, être effectuées en utilisant 

les harmoniques 5 et 7 (la troisième harmonique étant trop sensible aux problèmes 

mécaniques liés au quartz).  

Le graphique montre que l’adhésion des molécules RAFT-(Fc)4 (1 mM dans le mélange H20-

CH3CN) sur l’or est très rapide (<1 min) et semble stable après rinçage. 

L’adhésion finale des RAFT correspond à une valeur de 5,3 et 5,9 Hz respectivement pour 

l’harmonique 5 et 7. La très faible variation de la dissipation d’énergie, inférieure à 10-6 

indique que la couche auto-assemblée de RAFT-(Fc)4 se comporte comme un film fin et 

rigide, ce qui a permis d’appliquer l’équation de Sauerbrey afin de déterminer la masse 

surfacique et, ainsi, de vérifier qu’une monocouche dense a bien été formée. On trouve alors 

une variation ∆m = 99 ng/cm², ce qui équivaut à une couverture de surface de 4,33.10-11 

mol/cm² (RAFT-(Fc)4 = 2287,4 g/mol) et une surface moléculaire de 384 Å², en supposant 

que la différence de masse mesurée n’est due qu’à l’adhésion de RAFT à la surface. Cette 

valeur, comparée à l’aire théorique estimée par des mesures en modélisation moléculaire de 

225 Å², tendait à confirmer le bon accord avec la formation d’une monocouche dense de 

RAFT-(Fc)4 sur la surface du quartz recouvert d’or. 

Cette étude apparaît, cependant, en désaccord avec les résultats de l’adhésion du RAFT-

(Man)4 CysNPys effectuée dans le chapitre précédent (chapitre II) qui indique que la 

formation d’une monocouche nécessite 15h de contact de la solution à 0,1 mM avec la 

surface d’or. Les différences observées peuvent s’expliquer par des conditions 

expérimentales distinctes entre les deux types d’expérience (concentration, solvant, 

groupement thiol). Pour des problèmes expérimentaux (évaporation de la solution, faible 

quantité en produit), il nous est apparu non envisageable de laisser la solution en présence de 

la surface d’or plus d’une heure. Suite à cette première étude de l’adhésion du RAFT-(Fc)4, le 

temps de contact entre les solutions des RAFT-(RGD)4 et RAFT-(RAD)4 étudiés et la surface 

d’or a été fixée à 15 min. 
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II.2.3 Immobilisation RAFT-(RGD)4 et RAFT-(RAD)4 

Les deux molécules RAFT thiol utilisées (RAFT-(RGD)4 et RAFT-(RAD)4), non totalement 

solubles en solution aqueuse, ont été diluées dans un mélange eau – acétonitrile (80-20) à 1 

mM. Les surfaces sont laissées au contact de la solution pendant 15 min, et sont ensuite 

rincées par un mélange eau – acétonitrile (80-20) puis séchées sous flux d’azote. Les cristaux 

de quartz modifiés sont ensuite montés dans la chambre de mesure de la QCM-D. Deux 

études ellipsométriques sont systématiquement réalisées sur la surface : la première, sur la 

surface d’or vierge venant juste d’être nettoyée et la seconde, sur la même surface après le 

greffage des molécules RAFT. La Figure 5 montre les différences observées entre les deux 

états de surface au niveau des deux angles ellipsométriques Ψ et ∆.  
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Figure 5 : Valeurs expérimentales de Ψ et de ∆ (ligne continue) et du meilleur fit (points) 
mesurés sur un substrat d’or nu (rouge) et un substrat modifié par la molécule RAFT-
(RGD)4 (bleu).   

Les angles ellipsométriques du substrat d’or nu (Ψ et ∆) sont analysées en utilisant un modèle 

à deux phases (substrat/air ambiant), ce qui permet d’obtenir les propriétés optiques de la 

couche d’or par l’intermédiaire de deux valeurs ns et ks, qui sont respectivement l’indice de 

réfraction et le coefficient d’extinction molaire de la surface (s) (cf Chapitre I). Ces deux 

valeurs sont spécifiques de la surface étudiée et varient d’une surface à l’autre. Ces valeurs 

sont, ensuite, utilisées pour analyser les données du substrat modifié par le composé RAFT, 

sur la base d’un modèle dit à trois phases (substrat/couche de RAFT/air ambiant). En utilisant 
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la valeur fixe de nRAFT = 1.45, valeur correspondant à l’indice de réfraction d’une couche 

organique, on détermine les caractéristiques optiques de la couche de RAFT : kRAFT et 

l’épaisseur dRAFT. L’analyse des résultats donne une épaisseur respective pour le greffage des 

RAFT-(RGD)4 et RAFT-(RAD)4 de 1,94 ± 0,16 nm et 2,21 ± 0,16 nm. Ces valeurs, en accord 

avec la taille des molécules RAFT, semblent corroborer l’hypothèse de la formation d’une 

monocouche de RAFT sur les surfaces d’or. Il nous est, cependant, impossible d’affirmer que 

la couche formée correspond à celle d’une monocouche dense et compacte des molécules 

RAFT à la surface.  

II.3.  L’adhésion des cellules  

Deux types de cellules ont été utilisés à une concentration de 1 million de cellules par 

millilitre.  

- les cellules 3LL (Lewis lung carcinoma). Il s’agit d’un type de cellule de cancer du 

poumon chez la souris. Elles seront appelées cellules négatives (-) car elles présentent très 

peu d’intégrine αvβ3 à leur surface.  

- les cellules HEK β3, pour Human Embryonic Kidney. Ces cellules surexpriment 

l’intégrine αvβ3 à leur surface. Ces dernières seront donc appelées inversement les cellules 

positives (+).  

Les cellules 3LL et HEK β3 ont été cultivées et fournies par l’équipe du Pr Jean-Luc Coll de 

l’institut Albert Bonniot de Grenoble.  

La QCM-D a été utilisée en mode flux continu avec un débit constant de 100 µL/min à 30 °C. 

L’ensemble des solutions est maintenu dans la glace et mis, seulement avant leur utilisation, 

dans un bain thermostaté à 30° et sous agitation afin d’éviter la sédimentation des cellules.  

II.3.1 Résultats expérimentaux 

II.3.1.1. Surface RAFT-(RGD)4 

La Figure 6 montre les étapes successives nécessaires au suivi de l’adhésion cellulaire en 

QCM-D. La première étape de l’étude consiste à injecter sur la surface une solution de 

tampon PBS, pH = 7,4 (0,01 M Na2HPO4 ; 0,137 M NaCl et 0,0027 M KCl), qui sert de ligne 

de base. Ce tampon était utilisé, à la base, pour d’autres types d’études et avait deux utilités : 
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la première était de limiter la quantité de milieu cellulaire consommée (fort coût) et la 

seconde de rincer et neutraliser l’appareil.  

Une fois les signaux de fréquence de résonance et de dissipation stables, on injecte une 

solution de milieu cellulaire sans sérum, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium). Il 

s’agit du milieu cellulaire dans lequel sont diluées les cellules et qui permet d’apporter à ces 

dernières les nutriments essentiels à leur survie. L’addition du milieu cellulaire DMEM induit 

une variation aussi bien de ∆f (8 Hz) que de la dissipation qui passe à 1,7.10-6 (Figure 6). Ces 

variations rapides peuvent être en grande partie attribuées à une plus grande viscosité de la 

solution du milieu cellulaire injectée par rapport à la solution précédente. Il se peut que l’on 

ait, en plus de cet effet tampon, une légère association de produits présents dans le milieu 

cellulaire. En effet, ce dernier contient une quantité importante de sels inorganiques, d’acides 

aminés et de vitamines qui peuvent faiblement se lier sur la surface de façon non spécifique. 

Quoiqu’il en soit ces variations ne correspondent pas à l’association d’une quantité 

importante de matériaux sur la surface d’étude et sont considérées comme négligeables.  
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Figure 6: Courbes expérimentales obtenues en QCM-D correspondant à l’adhésion 
cellulaire, sur une surface d’or fonctionnalisée par 15 min de greffage du RAFT-(RGD)4 à 
0,1 mM, de cellules négatives 3LL et de cellules positives HEK ββββ3. 
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Une fois la stabilisation des signaux atteinte, la première catégorie de cellules est injectée sur 

la monocouche de RAFT-(RGD)4. On commence par les cellules 3LL négatives. L’injection 

des cellules se traduit par une faible et progressive diminution des fréquences de résonance, 

qui s’accompagne d’une augmentation également lente des dissipations d’énergie pour les 

trois harmoniques. Au bout, d’une vingtaine de minutes l’ensemble des signaux se stabilise 

aux valeurs ∆fn ~ - 24-26 Hz et Dn compris entre 7 et 11,7.10-6. En première observation, la 

faible diminution de la fréquence associée à une augmentation de la dissipation, ainsi que la 

dépendance des signaux en fonction de l’harmonique, traduisent une faible association de 

matière très visqueuse sur la surface. Il semble alors que l’on ait une très faible association 

non spécifique des cellules 3LL sur la surface de RAFT-(RGD)4. Le rinçage au milieu 

cellulaire n’induit, ensuite, aucun changement. 

Les cellules positives HEK β3 sont ensuite injectées. Une forte diminution de la fréquence et 

une forte augmentation de la dissipation sont observées. Dans ce cas là, l’adhésion des 

cellules est beaucoup plus importante. Les cellules sont laissées en contact 1h30 sans 

atteindre une stabilisation du signal. Par la suite, le rinçage au milieu cellulaire ne 

s’accompagne d’aucun décrochement et permet la stabilisation des réponses.  

La dernière étape consiste au retour dans le milieu initial d’étude : le tampon PBS. Seul un 

faible décrochement des fréquences de résonance et des dissipations est observé. Les cellules 

positives ne semblent pas se décrocher de la surface. Cette surface d’étude est ensuite extraite 

de la chambre de mesure et plongée directement dans une solution d’éthanol absolue pendant 

15 min afin de figer les cellules sur la surface. Les surfaces sont ensuite observées en 

ellipsométrie grâce à une caméra CCD (Figure 7). L’efficacité du processus d’adhésion 

cellulaire sur la monocouche auto assemblée de RAFT-(RGD)4 est clairement révélée par la 

vue au microscope de la surface du quartz recouvert d’or après l’expérience en QCM-D. De 

nombreuses cellules sont présentes sur la surface de RAFT-(RGD)4. 
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A) B)

 

Figure 7 : A) Photo prise en ellipsométrie de la surface d’or fonctionnalisée par le RAFT-
(RGD)4 après l’étude de l’adhésion des cellules en QCM-D. B) Zoom de la partie encadrée 
de la photo A).  

Dans le cadre d’une première analyse, il semble que l’on ait la présence d’une faible 

association non spécifique des cellules négatives sur la monocouche de RAFT-(RGD)4. Cela 

est facilement compréhensible du fait de la présence sur les cellules d’une faible quantité des 

récepteurs cellulaires : les intégrines αvβ3. Cette adhésion des cellules n’est néanmoins pas 

comparable avec celle des cellules positives surexprimant l’intégrine αvβ3. Concernant les 

cellules positives, les variations de fréquence et de dissipation observées (-250 Hz <∆fn/n< -

174 Hz et 84.10-6 <Dn< 148.10-6) correspondent bien à l’adhésion d’une quantité importante 

de cellules (fort ∆fn/n) sur la surface. La valeur élevée du Dn, ainsi que la non superposition 

des ∆fn/n et Dn pour les 3 harmoniques indiquent que le film formé est très visqueux.  

II.3.1.2. Surface RAFT-(RAD)4 

Le cristal de quartz recouvert d’or est fonctionnalisé (décrit précédemment) par les molécules 

RAFT-(RAD)4. La surface est, ensuite, montée dans la chambre de mesure à sec. 

L’expérience consiste, comme précédemment, en l’injection sur la surface de la solution de 

PBS, suivie par celle du milieu cellulaire sans sérum, et enfin de l’injection des cellules 

négatives puis positives. La Figure 8 montre les résultats obtenus.  
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Figure 8: Courbes expérimentales obtenues en QCM-D correspondant à l’adhésion 
cellulaire de cellules négatives 3LL et de cellules positives HEK ββββ3 sur une surface d’or de 
RAFT-(RAD) 4 à 0,1 mM,. 

On observe, comme pour l’étude précédente, une variation faible de ∆fn et ∆Dn due à 

l’injection du milieu cellulaire puis à l’adhésion faible des cellules négatives ILL (∆fn/n ~ 6 

Hz et ∆Dn ~ 2,36.10-6). De même, l’injection des cellules HEK β3 s’accompagne d’une 

diminution élevée du ∆fn/n d’environ 200 Hz qui s’accompagne d’une augmentation 

conséquente du facteur de dissipation (∆Dn ~ 117.10-6). Ces valeurs sont également en accord 

avec l’adhésion des cellules positives sur la surface de RAFT-(RAD)4. Cette surface n’a pas 

été observée en ellipsométrie à la fin de l’expérience. 

II.3.2 Discussion 

Nous avons obtenu un comportement très similaire de l’adhésion des deux types de cellules, 

que ce soit sur la surface fonctionnalisée par les motifs -RGD- ou -RAD-. Il semble alors 

difficile d’affirmer, que les fortes variations de fréquence et de dissipation observées sur la 

surface de RAFT-(RGD)4, ne soit dues qu’à de la reconnaissance spécifique des intégrines 
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αvβ3 sur les récepteurs -RGD-. L’adhésion de ces mêmes cellules sur la surface de RAFT-

(RAD)4 peut être alors attribuée soit : 

1) à l’hydrophobicité de la couche d’or inférieure trop proche  

2) soit à l’absence d’une monocouche compacte de RAFT,  

3) ou à la sédimentation des cellules sur la surface.  

Comme mentionné au paragraphe «  II.1 Etat de l’art : adhésion cellulaire suivis par QCM-

D », le facteur ∆D/∆f peut être un moyen de caractériser l’adhésion cellulaire sur la surface. Il 

permet dans notre cas de soulever des interrogations dans l’adhésion des cellules.  

La Figure 9 présente le graphe ∆D/∆f pour l’adhésion des cellules positives HEK β3 sur la 

surface.  
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Figure 9 : Graphe représentant les variations de la dissipation d’énergie en fonction de celle 
de la fréquence correspondant à l’adhésion des cellules HEK ββββ3 (+) sur la monocouche de 
RAFT-(RGD) 4. 

En fonction des fluctuations de la droite obtenue par le tracé de ∆D/∆f, on peut mettre en 

évidence pour notre étude deux régimes. Une première étape lente de 15 min puis une 

seconde beaucoup plus longue. D’autres études d’adhésion cellulaire effectuées en QCM-D 

décrivent le processus de reconnaissance cellulaire en trois étapes 40, 48 selon les différentes 

variations de la pente de la droite ∆D/∆f (Figure 10).  
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A) B)

 

Figure 10 : Figures issues de 36 montrant A) les variations de fréquence et de dissipation 
enregistrées lors de l’adhésion de cellules sur des récepteurs surfaciques et B) le graphe 
∆∆∆∆D/∆∆∆∆f correspondant et permettant la distinction des étapes d’adhésion cellulaire.  

La première consiste au contact des cellules sur la surface qui vont ensuite « rouler » sur la 

surface jusqu’à trouver un point d’attache et cela, peut-être, grâce au regroupement des 

intégrines sur la surface de la cellule. La seconde étape se caractérise par l’étalement des 

cellules. Et enfin, la troisième étape correspondrait à la prolifération des cellules sur la 

surface qui se traduit par une stabilisation de la fréquence et de la valeur de la dissipation 

d’énergie. Un des buts actuel est d’ailleurs d’essayer de relier les variations de f et de D aux 

différents comportements d’adhésion des cellules sur une surface spécifique.  

Dans notre cas, au bout d’1h30 d’association des cellules, on observe toujours une 

augmentation aussi bien de ∆f que de D, qui semblerait indiquer que les cellules ne 

prolifèrent pas sur la surface. Il semble que l’on ait encore soit de l’association des cellules, 

soit des changements de comportement des cellules sur la surface, ou soit la sédimentation 

des cellules sur la surface (dû au mode d’injection des cellules par QCM-D). Le processus 

d’adhésion cellulaire étant très long (environ 3 à 4 heures) 48, dans notre cas, il se peut que les 

cellules n’aient pas été laissées assez de temps en contact avec la surface. Le dernier régime, 

c’est-à-dire la prolifération des cellules n’a donc pas pu être atteint. Une autre hypothèse est 

que cette dernière étape n’est pas observée d’une part parce que l’adhésion des cellules ici 

enregistrée ne correspond peut être pas à de l’adhésion spécifique des cellules sur les motifs -

RGD-. D’autre part, l’absence de sérum, donc de facteur de croissance, dans le milieu 

cellulaire ne favorise pas la prolifération des cellules. 
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II.4.  Conclusion et perspectives 

A la vue de ces résultats expérimentaux, aucune conclusion ne peut être établie concernant la 

mise en évidence de la spécificité de la liaison ligand RGD / intégrine αvβ3. Toute tentative 

pour mettre en évidence l’amélioration de la reconnaissance grâce à la présentation 

multivalente des RGD semble compromise en gardant ces conditions expérimentales.  

Une des perspectives en cours de développement dans notre équipe est l’utilisation de SAMs 

mixtes PEG/RAFT-RGD. Le polyéthylène glycol est, en effet, une des rares molécules 

connues qui limite fortement l’adhésion non spécifique des cellules sur une surface. Les 

premières études s’avèrent concluantes et font l’objet d’une autre thèse (thèse de Ludivine 

Sandrin sous la responsabilité de L. Guérente et D. Boturyn). 

Une seconde façon de pouvoir mettre en avant l’amélioration de la spécificité de la liaison 

entre l’intégrine et le RAFT-(RGD)4 est de déterminer la constante d’affinité entre ces deux 

partenaires et de la comparer à celle déjà déterminée entre l’intégrine et le monomère cyclo-

RGDfK-. Dans ce cas, la SPR s’avère être la technique d’étude par excellence qui permet 

l’accès à ce type de données. 

III.  Interaction RAFT-(RGD) 4 / intégrine ααααvββββ3 – Etude par SPR 

Afin d’obtenir une estimation de la constante d’association entre le récepteur membranaire, 

l’intégrine αvβ3 (Figure 1) et les RAFT-(RGD)4 ou le monomère cyclo-RGDfK-, des études 

en résonance plasmonique de surface ont été entreprises. Cela nécessite alors 

l’immobilisation sur la surface de l’un des deux partenaires de l’étude : le RAFT ou 

l’intégrine. Bien que l’immobilisation des molécules RAFT semble être la solution la plus 

facile d’accès, le fort coût des intégrines empêche, malheureusement, l’étude cinétique des 

intégrines en tant qu’analyte en solution.  

Comme mentionnés dans l’introduction, il existe deux procédés permettant l’immobilisation 

des intégrines sur une surface. Le premier consiste à greffer de façon covalente l’intégrine par 

couplage amine sur une surface présentant des groupements carboxyles. Le second repose sur 

l’insertion des intégrines dans des vésicules de grande taille puis à leur fusion sur une surface 

en une bicouche lipidique suspendue. Cependant, pour des études en BIAcore®, le faible 

poids des molécules RAFT-(RGD)4 et du monomère cyclo-RGDfK- nécessite 

l’immobilisation d’une quantité suffisante d’intégrines sur la surface empêchant l’emploi de 
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cette seconde façon de procéder. L’immobilisation directe de l’intégrine, même si cette 

dernière ne se présente pas dans son environnement naturel, apparaît être la seule solution 

satisfaisante ; d’autant plus que des études précédentes ont montrées que les intégrines, une 

fois immobilisées par cette méthode, gardent leur activité 7, 27-30.  

III.1.  Fonctionnalisation de la surface 

Différents tampons de course ont été utilisés, on les notera: 

- RB1 : 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,005% P20, 1 mM MnCl2, 1 mM MgCl2, 1 

mM CaCl2, pH=7,4  

- RB2 : 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,005% P20, 0,1 mM MnCl2, 0,1 mM MgCl2 

pH=7,4  

- RB3 : PBS (0.01 M Na2HPO4, 0.137 M NaCl et 0.0027 M KCl), 1 mM MgCl2, 

0,005% P20, pH = 7.4 

- RB4 : 50 mM TRIS, 15 mM NaCl, 1mM MnCl2, 2 mM MgCl2, 0,005% P20, pH = 7.4 

Le nom du tampon de course sera nommé à chaque étude.  

L’immobilisation des intégrines se fait sur une chips CM5 selon la méthode classique de 

couplage amine développée par pharmacia (BIAcore, cf chapitre II). Elle a été effectuée à 10 

µL/min. La température d’étude est de 25 °C et les produits sont stockés dans le 

compartiment à échantillons à 10 °C. 

III.1.1 Les intégrines utilisées 

Les intégrines αvβ3 et α5β1 ont été étudiées. Ces deux intégrines présentent un site de 

reconnaissance au motif -RGD-. Compte tenu du fait qu’il n’existe pas d’intégrine 

commerciale qui ne reconnaisse pas le motif -RGD-, l’intégrine α5b1 a été utilisée, par 

comparaison avec l’intégrine αvβ3 pour vérifier la viabilité des intégrines immobilisées de 

manière non naturelle (voir ci après).  

III.1.2 Les pistes de référence 

La piste de référence doit, dans le meilleur des cas, présenter un état de recouvrement 

identique par rapport aux surfaces d’études. Cependant comme on l’a vu précédemment, il 
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n’existe pas d’intégrine commerciale qui ne présente pas de reconnaissance pour le motif -

RGD-.  

Pour nos études, deux types de surface de référence ont été effectués :  

- une « blank immobilisation ». Deux tests de viabilité de l’intégrine αvβ3 ont été 

réalisés avec des protéines de la matrice extra cellulaire. Pour ces études, afin d’éviter toute 

reconnaissance non spécifique, la piste de référence a été désactivée en effectuant un 

couplage amine de l’éthanolamine, ce que l’on appelle une « blank immobilisation » 

(pratique courante utilisée en SPR lorsque les intégrines sont immobilisées). Cela consiste à 

activer la surface par le mélange EDC-NHS (0,2 M – 0,05 M) puis à la désactiver 

directement par le couplage covalent de l’éthanolamine (1M, pH=8,5) sur les groupements 

carboxylates.  

- pour l’étude cinétique d’adhésion des molécules RAFT, la piste de référence a 

été fonctionnalisée par la lectine Con A. L’absence d’adhésion non spécifique des molécules 

sur cette dernière a été vérifiée. En effet, la détection de petites molécules nécessite de 

travailler sur des pistes (référence et étude) présentant un état de surface similaire, afin de 

limiter au maximum la détection des effets tampons relatifs à cette différence d’état de 

recouvrement entre les deux pistes.  

L’immobilisation de la lectine s’est faite par couplage amine exactement de la même façon 

que dans le chapitre II. L’adhésion finale correspond à un recouvrement de 13950 RU de 

lectine Con A à la surface (cf chapitre II). 

III.1.3 Les pistes d’étude  

L’immobilisation des deux intégrines αvβ3 et α5β1 se fait par couplage amine. La piste est 

activée par un mélange 0,2 M EDC – 0,05 M NHS pendant 7 min. Les intégrines sont ensuite 

injectées, chacune sur une piste, à une concentration de 0,1 mg/mL diluées dans le TP acétate 

10 mM pH = 4,0 avec 1 mM en Mn2+, 2Cl- et 28 mM en octyl-β-D-glucopyranoside (due à la 

dilution du tensioactif présent dans la solution commerciale de l'intégrine)29. Les intégrines 

sont laissées en contact avec la surface des temps variables (inférieurs à 3 min) afin d’obtenir 

des surfaces présentant entre 5000 et 10 000 RU d’intégrines (de 5 à 10 ng/mm²). Le tableau 

ci après résume les quantités d’intégrines immobilisées. 
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 Quantité immobilisée (RU) 

Expériences (1) (2) (3) (4)* 

Intégrine αvβ3 10088 5242 9222 6751 

Intégrine α5β1 12689 4864 10651 / 

* dans ce cas une piste présentant la lectine Con A sert de piste de référence et a été immobilisé à 13957 RU 

Tableau 1 : Quantité d’intégrines ααααvββββ3 et αααα5ββββ1 immobilisées sur les différentes pistes 
d’étude en fonction des expériences réalisées. 

Une solution d’éthanolamine (1M, pH = 8,5) est ensuite mise en contact avec la surface afin 

de bloquer les sites activés par la 1ère étape mais qui n’ont pas réagi lors de l’ajout de 

l’intégrine. 

Enfin, deux courtes injections d’une minute de 20 mM EDTA, 1M NaCl dans le TP de course 

sont effectuées afin d’éliminer les intégrines qui ne sont pas associées de façon covalente.  

III.2.  Tests de viabilité 

Une fois les intégrines immobilisées, il est important de vérifier que ce mode 

d’immobilisation, peu conventionnel, de l’intégrine ne détériore pas leur conformation et leur 

activité. En effet, la chaîne α de ces dernières présente un pont disulfure qui peut être 

facilement coupé (Figure 1 page - 127 -) et la reconnaissance du motif RGD nécessite la 

proximité des deux sous-unités α et β. Cette bonne conformation de l’intégrine αvβ3 peut 

être vérifiée rapidement grâce à l’utilisation de l’anticorps spécifique de l’intégrine : appelé 

LM609. 

III.2.1 Test de conformation de l’intégrine : adhésion de l’anticorps LM609 

Les anticorps sont des glycoprotéines qui se présentent sous la forme d’un Y. Ils ont la 

capacité de reconnaître et de se fixer de manière spécifique sur un antigène. Cette spécificité 

est conférée par la présence de domaines extrêmement variables aux extrémités des anticorps. 

L’intégrine αvβ3 a été démontrée comme étant l’antigène spécifique de l’anticorps 

monoclonal LM609. La liaison qui se forme ensuite entre l’anticorps et l’antigène est 

hautement affine et difficilement réversible. L’anticorps, spécifique à l’intégrine αvβ3, ne 

présentera donc aucune reconnaissance envers la seconde intégrine α5β1.  
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Figure 11 : Etude en SPR correspondant à l’association spécifique de l’anticorps LM 609 
sur la surface fonctionnalisée par les intégrines ααααvββββ3 (ligne épaisse) par opposition à 
l’absence de reconnaissance de ce dernier sur la surface présentant les intégrines αααα5ββββ1 
(ligne fine).  

Nous avons testé la reconnaissance de l’anticorps à une concentration de 62,5 nM sur les 

surfaces d’études de l’expérience n°3 présentant soit l’intégrine αvβ3 soit l’intégrine α5β1 

(Figure 11). Nous avons utilisé le tampon d’étude RB4 car sa composition est couramment 

utilisée dans des études d’interaction similaire anticorps LM609 / intégrine αvβ3 14, 32. Les 

résultats obtenus montrent la spécificité de la reconnaissance de l’anticorps uniquement sur la 

piste fonctionnalisée par l’intégrine αvβ3 confirmant ainsi que ce mode d’immobilisation 

conserve, au moins pour une partie des protéines, la bonne orientation et conformation des 

intégrines en deux sous-unités côte à côte.  

III.2.2 Test de l’activité : adhésion de la vitronectine 

L’activité des intégrines sur la surface a ensuite été vérifiée en étudiant la cinétique 

d’adhésion de la vitronectine (VN), une glycoprotéine de la matrice extracellulaire, qui 

présente une affinité spécifique connue avec les deux intégrines. La vitronectine présente un 

poids moléculaire de 75 kDa et est constituée de 459 résidus d’acides aminés. 

L’étude présentée a été faite sur les pistes de l’expérience n°2 avec RB1 comme tampon 

d’étude. Des résultats similaires ont été obtenus en utilisant les autres tampons d’étude. On a 
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fait varier les concentrations en VN de 20 nM à 500 nM, avec un temps d’association et de 

dissociation de 5 min. Après chaque cycle d’association-dissociation, la surface est régénérée 

par deux injections de 2 min d’une solution à 100 mM en EDTA, pH = 8,5. La Figure 12 

montre les courbes cinétiques d’association et de dissociation entre la VN et l’intégrine αvβ3 

obtenues par SPR. L’analyse cinétique effectuée à l’aide du logiciel BIAcore T100 

evaluation, en utilisant un modèle d’interaction 1 :1, a permis de déterminer une affinité de 

l’ordre de 80 nM qui est en accord avec les valeurs données dans la littérature (KD = 100 nM) 
22.    
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Figure 12 : Sensorgrammes enregistrés lors de l’étude cinétique, effectuée en SPR, de 
l’adhésion de la protéine ECM, la vitronectine, sur la surface fonctionnalisée par l’intégrine 
ααααvββββ3. 

Cette seconde analyse nous a donc permis de confirmer que l’immobilisation de l’intégrine 

par couplage covalent conserve l’activité d’une partie des intégrines immobilisées. On peut 

déterminer la quantité d’intégrines immobilisées qui reste active grâce à la quantité maximale 

de VN qui adhère. On trouve, en effet, Rmax = 113,5 RU, c'est-à-dire une masse surfacique de 

0,1135 ng/mm² soit 1,51.10-11 mol.cm-² (1 RU = 1000 pg.mm-2). Comme il s’agit d’une 

interaction de type 1:1 entre la VN et l’intégrine αvβ3, on aura également 1,51.10-11 mol.cm-2 

d’intégrines à la surface qui sont orientées dans le bon sens, hétérodimèriques et actives 

(Chapitre I). Cette quantité d’intégrine active correspondrait ainsi à une valeur de 356,6 RU, 
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sachant que la masse molaire de la vitronectine est de 75 000 Da et celle de l’intégrine 

237 000 Da. Initialement, on avait immobilisé sur cette surface d’étude 5242 RU d’intégrine. 

Il semble alors que l’on ait qu’une très faible partie des intégrines « actives » à la surface et à 

la vue de ce résultat il risque d’être très difficile de pouvoir détecter et donc observer 

l’adhésion des molécules RAFT et du monomère cyclo-RGDfK- sur la surface d’intégrine. 

Toutefois, compte tenu des spécificités de l’appareil utilisé, BIAcore® T100, une étude a été 

entreprise. 

III.3.   Etude cinétique de l’interaction intégrine ααααvββββ3333/ligand peptidique -RGD- 

III.3.1 Présence d’effet tampon 

Les premières études en cinétique, effectuées sur les pistes des expériences n° 1, 2 et 3, qui 

utilisaient une « blank immobilisation » comme référence, ont mis en évidence des problèmes 

d’effet tampon. En effet, on obtenait une constante d’affinité entre l’intégrine et le RAFT-

(RGD)4 ou le cyclo-RGDfK- de l’ordre de 0,1 mM (relatif à une interaction très faible) et un 

Rmax supérieur à 100 RU (Figure 13). Les intégrines immobilisées sur les pistes d’étude 

utilisées lors de chacune des expériences ont été testées au préalable par l’injection de 

vitronectine. 
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Figure 13 : Exemple des courbes d’association/dissociation représentant l’étude cinétique 
du RAFT-(RGD)4 sur la surface d’intégrines ααααvββββ3 par SPR.  

Des calculs théoriques, en utilisant le même facteur de conversion RU/masse surfacique que 

pour les protéines (dn/dc des molécules RAFT n’est pas connu), permettent d’obtenir des 
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valeurs approximatives de la quantité maximale de molécules attendue. Ces calculs montrent 

que pour le RAFT-(RGD)4 (masse molaire du RAFT-(RGD)4 = 4278 Da) et le cyclo-RGDfK- 

(masse molaire du c-RGDfK- = 831,7 Da), une quantité maximale respective d’environ 6 RU 

et 2 RU est estimée. Les « quantités » mesurées sont donc trop élevées pour correspondre à 

l’adhésion des molécules RAFT-(RGD)4.  

De même, des tests de compétition entre les RAFT-(RGD)4 et la vitronectine ont été réalisés, 

afin d’essayer de mettre en évidence la force de l’affinité entre le RAFT-(RGD)4 et les 

intégrines. La Figure 14 montre l’adhésion de la VN à différentes concentrations lorsqu’on la 

mélange avec 117 µM de RAFT-(RGD)4. Les courbes plus fines correspondent à l’adhésion 

de la VN à 35 (rouge), 75 (vert) et 150 nM (bleu) seule et les courbes plus épaisses à 

l’association et dissociation de la VN aux mêmes concentrations mélangées avec 117 µM de 

RAFT-(RGD)4. Les résultats montrent qu’aucun changement n’est observé dans l’association 

et la dissociation de la VN par la présence de la molécule RAFT-(RGD)4. Cette étude semble 

confirmer que le seul effet apporté par la solution de RAFT est un effet tampon, car on 

retrouve à chaque fois le même saut qui correspond bien à l’injection de la solution RAFT-

(RGD)4 à 117 µM seule (courbe noire).  
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Figure 14 : Courbes d’association – dissociation de la VN seule (courbes fines) et d’un 
mélange (courbes épaisses) de VN et de RAFT-(RGD)4 (117µM) pour trois concentrations 
en VN : 35 nM (rouge), 75 nM (vert) et 150 nM (bleu). La courbe noire correspond à 
l’association et la dissociation du RAFT-(RGD)4 seul à 117 µM.  
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III.3.2 La piste de référence 

En SPR, la présence d’effet tampon peut avoir deux origines, soit un état de surface différent 

entre la piste de référence et la piste d’étude, soit une différence entre le tampon de course et 

le tampon où est dilué l’analyte. Dans notre cas, le tampon de course est le même que le 

tampon d’étude, par contre les états de surface sont totalement différents vu que la piste de 

référence ne présente rien à sa surface. L’idéal aurait été d’immobiliser exactement le même 

type de molécule ou protéine sur les deux pistes. Comme il n’existe aucune intégrine 

commerciale qui ne présente pas de site de reconnaissance au motif -RGD-, on a alors décidé 

d’immobiliser la lectine Con A sur la piste de référence. Compte tenu que la lectine Con A 

présente un poids moléculaire plus faible que celui de l’intégrine, nous avons donc 

immobilisée deux fois plus de lectine Con A que d’intégrines (Tableau 1), afin d’établir un 

recouvrement en protéines identique sur les deux pistes. Une quantité SPR de 6 751 RU 

d’intégrine αvβ3 et de 13 957 RU de lectine Con A a donc été immobilisée. L’étude 

cinétique de la molécule RAFT-(RGD)4 a ensuite été effectuée. La Figure 15 montre que l’on 

a réussi à éliminer une grande partie des effets tampon mais l’on n’observe toujours pas de 

cinétique d’association – dissociation de la molécule sur la surface d’intégrine.  
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Figure 15 : Courbes cinétiques d’association et dissociation du RAFT-(RGD)4 pour des 
concentrations variant de 100 à 500 µg/mL. 
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III.3.3 Tentative d’alourdissement de la molécule RAFT-(RGD)4  

Une tentative d’alourdissement de la molécule de RAFT a été réalisée afin de permettre une 

détection plus facile. Compte tenu que nous avions à notre disposition la molécule RAFT-

(RGD)4 avec un groupement biotine sur sa face de détection (synthèse réalisée par Ludivine 

Sandrin), nous avons mélangé la molécule RAFT biotinylée avec la streptavidine afin 

d’obtenir un complexe RAFT/streptavidine (Figure 16).  
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Figure 16 : Structure de la molécule RAFT-(RGD)4 biotinylée et schéma réactionnel 
montrant le mélange de la molécule RAFT-(RGD)4 avec la streptavidine 

Les sensorgrammes obtenus ne présentent pas de courbes cinétiques d’association-

dissociation exploitables. La faible solubilité des molécules biotine RAFT-(RGD)4 dans notre 

tampon d’étude pourrait expliqué l’absence de formation des complexes RAFT-streptavidine. 

Nos études se sont arrêtées à ce niveau. 

IV.  Conclusion du chapitre 

Dans ce chapitre, nous avons essayé de mettre en évidence d’une part la spécificité de liaison 

de cellules cancéreuses sur une surface de RAFT-(RGD)4 et d’autre part de quantifier cette 

spécificité en montrant l’avantage d’utiliser la multivalence pour améliorer la détection des 

cellules cancéreuses par la molécule RAFT-(RGD)4. Bien que les objectifs fixés n’aient pu 

être atteints, les résultats obtenus ont permis de poser la base des études actuelles qui sont en 

cours de réalisation au laboratoire (thèse de Ludivine Sandrin).  
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Dans la première partie de ce chapitre, l’immobilisation des molécules RAFT seules sur une 

surface d’or s’est avérée être non adaptée pour les études d’adhésion cellulaire. Il semble, en 

effet, que la monocouche formée ne soit pas assez épaisse ou dense pour empêcher l’adhésion 

non spécifique des cellules sur la surface. Le mode d’immobilisation des ligands RAFT-RGD 

a donc été repensé et les études en cours, utilisant des SAMs mixte PEG/RAFT-RGD, sont en 

bonne voie pour atteindre ce premier objectif.  

Ensuite, dans la seconde partie de ce chapitre, le couplage amine, choisi comme mode 

d’immobilisation de l’intégrine pour les études SPR, a montré son efficacité au niveau de 

l’activité et de l’adéquate conformation de l’intégrine sur la surface. Toutefois, le trop faible 

poids des molécules RAFT-(RGD)4 ou du monomère cyclo-RGDfK- empêche toute détection 

des molécules même avec un des appareils le plus sensible de sa génération (BIAcore® 

T100). Le second mode d’immobilisation de l’intégrine dans une bicouche lipidique 

suspendue ne permettra pas une meilleure détection des architectures -RGD-. En effet, ce 

mode d’immobilisation permet d’exposer seulement une faible quantité d’intégrine dans la 

bicouche lipidique, d’autant plus que la moitié de ces dernières se retrouveront 

statistiquement avec leur matrice de liaison orientée vers la solution, et l’autre moitié vers le 

support ne permettant pas l’adhésion du ligand. Afin de mener à terme cette étude, il est 

nécessaire d’alourdir la molécule RAFT. La tentative avec le complexe RAFT-(RGD)4 

biotine/streptavidine n’ayant pas fonctionnée, une autre approche envisageable est d’insérer 

les molécules RAFT dans des vésicules de petites tailles (Figure 17 A)). Cela nous 

permettrait d’avoir des objets de poids moléculaire convenable ce qui rendrait alors possible 

des études aussi bien en QCM-D qu’en SPR.  

Cette insertion des molécules RAFT dans des vésicules pourrait également s’avérer utile dans 

le cadre de l’étude d’adhésion cellulaire par QCM-D (Figure 17 B)). On pourrait, en effet, se 

servir de ces dernières pour former une bicouche lipidique fonctionnalisée par les molécules 

RAFT sur une surface. Les bicouches lipidiques supportées sont bien connues pour leur état 

de surface inerte, empêchant ainsi l’adhésion non spécifique des cellules sur la surface. Elles 

pourraient donc être un bon substitut à l’utilisation des SAMs de PEG. 
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Figure 17 : Présentations des deux différentes voies d’étude en perspective : A) par 
détection en SPR ou QCM-D de l’adhésion de vésicules fonctionnalisées par des RAFT-
(RGD)4 sur une bicouche lipidique suspendue présentant des intégrines et B) par détection 
QCM-D de l’adhésion de cellules cancéreuses ou de vésicules fonctionnalisées par des 
intégrines sur une BLS présentant des RAFT-(RGD)4. 
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Chapitre IV.   Films multicouches basés sur des interactions hôte-

invité 

I.  Introduction : la multivalence en milieu supramoléculaire 

Lors des chapitres précédents, nous avons vu que les interactions multivalentes étaient 

impliquées dans une grande variété de procédés biologiques. La possibilité, apportée par les 

liaisons multivalentes, de fournir des propriétés qualitativement et quantitativement 

différentes de celles de leur homologue monovalent, font des événements de liaison 

multivalents un phénomène très attractif dans un vaste champ de domaines de la chimie et de 

la biologie. Ainsi ces dernières années, la chimie supramoléculaire 1, 2, notamment, s’est 

particulièrement intéressée à tirer profit des interactions multivalentes. En effet, la 

multivalence offre une voie d’auto-assemblage efficace, directionnelle et sélective, qui 

confère un comportement thermodynamique et cinétique unique aux complexes 

supramoléculaires. Contrairement à la plupart des interactions multivalentes en biochimie, les 

interactions multivalentes supramoléculaires sont idéales pour obtenir une compréhension 

fondamentale et quantitative de la multivalence car le nombre d’interactions est simplifié.  

Bien que le concept de multivalence soit utilisé en chimie supramoléculaire depuis de 

nombreuses années, ce n’est que récemment que les chimistes se sont intéressés aux 

avantages qu’ils pourraient extraire des interactions multivalentes pour des applications en 

machinerie moléculaire3 ou en nanofabrication 4-6 notamment. En effet, la multivalence 

constitue un procédé d’auto assemblage qui combine toutes les caractéristiques attractives de 

ce dernier, i.e. la réversibilité, l’auto-tri, l’auto correction, ainsi que la possibilité d’atteindre 

une stabilité d’auto-assemblage thermodynamique et/ou cinétique aux concentrations nano ou 

même picomolaires 1. 

I.1. Interaction hôte-invité : études en solution 

Dans la littérature, on trouve de nombreux motifs multivalents supramoléculaires qui ont été 

largement employés afin de mettre en avant l’intérêt de la multivalence pour des études 

d’interaction en solution. Notamment, J. Rao et G. M. Whitesides ont intensivement étudié 

l’interaction multivalente entre la vancomycine multivalente et les motifs multivalents D-

alanine-D-alanine (DADA) ou D-alanine-lactate (DALac)7-11. La vancomycine est un membre 
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important du groupe des antibiotiques glycopeptide qui sont actifs contre la bactérie gram-

positive. L’utilisation des interactions multiples via des dimères de vancomycine permet 

d'obtenir des propriétés différentes de reconnaissance envers les bactéries. En effet, certaines 

bactéries sont devenues résistantes à la vancomycine monomèrique par le remplacement des 

séquences DADA carboxyles terminales sur la paroi des cellules - un des principaux points 

d’accroche de la vancomycine – par le motif DALac. Les auteurs ont ainsi montré 

l’importante amélioration de l’affinité entre les partenaires multivalents par rapport à leurs 

homologues monovalents envers les motifs DADA et DALac.  

Un autre motif intensivement utilisé est la molécule β-cyclodextrine (notée β−CD), qui est 

probablement un des plus anciens motifs et des plus consciencieusement utilisés pour l’étude 

de systèmes multivalents. La β−CD (Figure 1) est une molécule qui offre une cavité hôte 

hydrophobe sélective et affine aux substrats hydrophobes. L’utilisation de multimères de 

β−CD a permis d’accroître considérablement cette sélectivité et cette affinité 12. 
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Figure 1 : Structure de la ββββ-cyclodextrine. 

Des effets similaires ont été observés concernant l’étude entre des dimères de β−CD, 

présentant une propriété de chélation de métal, et des molécules invitées chargées 13 ou 

contenant un métal 14. Les pseudorotaxanes 15-17, la famille des oligomères linéaires, les 

porphyrines de Zinc 18, pour ne citer qu’eux sont encore d’autres types de motifs multivalents 

supramoléculaires qui ont intensivement servis de modèle aux études de la multivalence en 

solution.  
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I.2.  Interaction hôte-invité : études aux interfaces 

Bien qu’une quantité importante d’étude de la multivalence en chimie supramoléculaire ait été 

faite en solution, des études de ces interactions multivalentes à l’interface solide – liquide 

commencent de plus en plus à se développer. Notamment des chimistes, comme J. Hüskens, 

ont commencé à voir un certain nombre d’avantages aux études mécanistiques des 

interactions multivalentes aux surfaces par rapport aux systèmes modèles en solution. En 

effet, les substrats métalliques, tel que l’or, permettent par exemple des études en résonance 

plasmonique de surface ou encore en spectroscopie de résonance plasmonique de surface, 

donnant alors accès à la caractérisation du comportement cinétique de l’interaction 

multivalente. Un autre avantage intéressant de travailler sur une surface est que la structure, la 

densité ainsi que l’environnement des fonctions immobilisées en monocouches sont connues. 

De ce fait, ces dernières caractéristiques peuvent être facilement contrôlables et modifiables, 

permettant, alors, des études systématiques concernant la multivalence, la concentration 

effective et l’influence des fonctions compétitives sur la vitesse de dissociation des complexes 

multivalents. Dans la littérature pour ce type d’études, une foule d’exemples importants sont 

recensés dans le domaine de la biochimie. Par contre, il existe très peu d’études effectuées sur 

les interactions multivalentes supramoléculaires aux interfaces. Seuls deux des motifs cités 

précédemment, la vancomycine 8, 19 et la β-cyclodextrine (développé ci après)20, 21, ont fait 

l’objet de quelques recherches. Dans les deux cas, les résultats ont montré que 

l’immobilisation des entités sur une surface permet d’améliorer fortement l’affinité de 

l’interaction multivalente par rapport aux études similaires effectuées en solution. Il semble 

alors qu’une augmentation relative de la concentration effective des entités fonctionnelles à la 

surface en soit responsable (cf Chapitre I); et que cet accroissement de l’affinité soit 

essentiellement dû à la diminution de la vitesse de dissociation du complexe formé.  

Pour notre étude, nous avons exploité les interactions hôte-invité multivalentes aux surfaces 

en utilisant des polymères de chitosane fonctionnalisés par des motifs β−CD ou d’adamantane 

dans le but de former un auto-assemblage multicouche supramoléculaire.  
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II.   Les films multicouches auto-assemblés de biopolymères  

II.1.  Introduction 

Les hydrogels présentant des modifications de leur comportement (gonflement – 

dégonflement) en réponse à de faibles variations de la température de l’environnement, du 

pH, de la force ionique ou à des molécules spécifiques, parmi d’autres stimuli, ont attirés une 

attention considérable ces dernières années. En effet, ce type de matériaux présente de 

nombreuses applications potentielles dans les domaines de la biochimie et du biomédical. 

Très récemment, il y a eu un intérêt dans le développement de gels actifs aux stimuli 

présentant une dimension confinée tels que les films (de substrat) supportés. En réduisant les 

transitions de volume de phase de ces systèmes à de plus faibles dimensions, il est possible de 

créer des surfaces actives aux stimuli, sur lesquelles des interactions avec des molécules 

biologiques ou des tissus pourraient être modulées. Il existe de nombreuses méthodes qui 

permettent d’élaborer des films minces structurés et fonctionnels, et parmi elles, l’auto-

assemblage électrostatique couche par couche (LbL). Cette méthode développée par R. Iler en 

1966 22 s’est imposée comme une technique efficace, versatile et très simple de formation de 

films multicouche. Ce processus, basé sur l’adsorption alternée de particules de charges 

opposées, a été adapté par G. Decher aux polyélectrolytes 23. Elle a également été étendue 

avec succès à d’autres forces attractives telles que les liaisons hydrogène 24, 25, les interactions 

de type transfert de charge 26, 27, la reconnaissance de molécules spécifiques 28-31(interaction 

sucre- lectine ou biotine-avidine) ou les interactions hôte-invité 32.  

Dans le cadre de nos travaux 33, nous nous sommes intéressés à la possibilité d’assemblage 

entre deux polymères de chitosane, l’un présentant des cavités β-cyclodextrine (noté chit-CD) 

et l’autre des fonctions adamantane (chit-AD), en mettant à profit des interactions hôte-invité 

comme technique d’auto-assemblage couche par couche. Nous nous sommes ainsi servis de 

l’hydrophobie des entités adamantane qui vont complexer, en milieu aqueux, les cavités CDs 

hydrophobes. Compte tenu de son comportement de gel 34 en milieu liquide, ainsi que de ses 

possibilités de réponse aux stimuli (gonflement-dégonflemement en fonction de la force 

ionique du milieu), cet assemblage aux interfaces semblait prometteur.  
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II.2.  Etat de l’art 

II.2.1 Les interactions hôte-invité de la β-cyclodextrine aux interfaces 

La cavité de la cyclodextrine est connue pour l’encapsulation de molécules hydrophobes qui 

permet de protéger ces dernières contre l’oxydation et d’augmenter leur solubilité en milieu 

aqueux. Elle est donc couramment utilisée - comme on l’a vue précédemment en solution 

principalement, et de plus en plus pour des analyses en surface - pour des études 

d’interactions hôtes et invités. Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes 

particulièrement intéressés à l’analyse des interactions multivalentes effectuées à l’interface 

solide-liquide mettant en jeu des interactions hôte-invité. On ne trouve, alors, que peu 

d’exemples dans la littérature. Ravoo et al. ont étudié l’interaction multivalente entre des 

vésicules de cyclodextrines et des polymères de poly(acide isobutylmaléique) modifiés par 

des groupes adamantyle ou tert-butylphényle 20. Huskens et al. ont également intensivement 

étudié les interactions multivalentes entre des SAMs de β-cyclodextrine (CD SAMs) et des 

molécules modifiées par de multiples fonctions invités hydrophobes 35, ferrocène, 

adamantane.... Récemment, ils ont réalisé des assemblages multicouches de dendrimères 

d'adamantane (AD) et de nanoparticules d'or fonctionnalisées par des cyclodextrines 36. Des 

assemblages multicouches avec des molécules individuelles ont également été élaborés et 

étudiés par microbalance à cristal de quartz (QCM) avec des dimères de cyclodextrine et des 

poly(allylamines) modifiées par des ferrocènes 32.  

II.2.2 Les films multicouches « hôte - invité » de polymère 

Concernant les films multicouches hôte-invité de polymères, dans la littérature, peu de 

publications des auteurs cités précédemment s’intéressent à l'adsorption de polymère 

d'adamantane sur une surface modifiée par des β-cyclodextrines. Ils observent que la couche 

de polymère adsorbée via les interactions hôte - invité l’est de manière irréversible. Les 

auteurs suggèrent que la liaison est donc forte et que tous ou presque les sites "invité" AD du 

polymère sont engagés dans une interaction multivalente avec la surface de β-CD. Cette 

hypothèse a été vérifiée par la non adsorption de β−CD libre en solution et de nanoparticules 

fonctionnalisées par des β-CD sur la couche de polymère AD adsorbée 37. 

Bien que quelques exemples de films multicouches basés sur des complexes d’inclusion et 

élaborés à partir de molécules seules ou de nanoparticules fonctionnalisées (décrit ci-dessus) 
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sont relatés dans la littérature 32, 36, 38, ce travail représente à notre connaissance le premier 

exemple d’un assemblage de films multicouches actifs aux stimuli fondé sur des interactions 

hôte et invité entre des polymères uniquement. 

II.3.  Les molécules d’étude 

Deux types de molécules ont été utilisées lors de ces études : des polymères de chitosanes 

modifiés par des entités soit CD soit AD. Des molécules d’adamantane thiol et d’éthane thiol 

ont permis la fonctionnalisation de la surface d’or, point d’ancrage de notre assemblage. 

II.3.1 Les polymères de chitosane 

II.3.1.1. Origine  

La chitine, poly(β-(1→ 4)-N-acetyl-D-glucosamine), est un polysaccharide naturel d’une 

importance majeure dans les organismes vivants. Elle a été le premier polysaccharide identifié 

en 1884 (Figure 2). Ce biopolymère est synthétisé par un nombre conséquent d’organismes 

vivants, ce qui en fait le polymère le plus abondant après la cellulose.  

 

Figure 2 : Structure chimique des unités répétées de (a) la chitine poly(N-acétyl-ββββ-D-
glucosamine) et (b) du chitosane poly(D-glucosamine). 

Quand le degré de désacétylation de la chitine atteint 50% (dépendant de l’origine du 

polymère), elle devient soluble en milieu aqueux acide et on l’appelle alors le chitosane. La 

solubilisation a lieu par protonation de la fonction –NH2 sur la position C-2 de l’unité répétée 

D-glucosamine, par laquelle le polysaccharide est converti en un polyélectrolyte en milieu 

acide. Le chitosane est le seul polymère cationique pseudonaturel. Il trouve de nombreuses 

applications qui découlent de ses caractéristiques uniques : floculant pour le recouvrement des 
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protéines, dépollution, etc... Grâce à sa solubilité en milieu aqueux, le chitosane est largement 

utilisé pour différentes applications en tant que solution, gel, film ou fibre.  

II.3.1.2. Les polymères de chitosane modifié utilisés : chit-CD et chit-AD 

Pour notre étude, les polymères de chitosane ont été fonctionnalisés par des motifs 

adamantane et β-cyclodextrine par le Pr Rachel Auzély (CERMAV, Grenoble). Les 

chitosanes utilisées pour la synthèse, sont des molécules commerciales de Pronova (Norway). 

Ils présentent un poids moléculaire de 195 000 g/mol avec un degré d’N-acétylation de 0,12. 

Ils sont purifiés par solubilisation dans une solution aqueuse d’acide acétique puis par une re-

précipitation dans une solution d’hydroxyde de sodium jusqu’à pH neutre. Le polysaccharide 

est finalement lavé avec de l’eau distillée puis de l’éthanol et est séché. La β-cyclodextrine a 

été aimablement fournie par le groupe Roquette Frères (Lestrem, France). La synthèse 

complète des chitosanes greffés par des motifs cyclodextrine (degré moyen de substitution 

(DS) = 0,07 ; vérifié par spectroscopie RMN) et adamantane (DS = 0,05) et a été décrite 

précédemment 39, 40. La Figure 3 montre les structures et les représentations schématiques, 

utilisées dans cette étude, des deux polymères de chitosane modifiés obtenus.  
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Figure 3 : Structures et représentations schématiques des deux polymères de chitosane 
modifiés, chit-CD et chit-AD. 

II.3.1.3. Leurs propriétés en milieu aqueux 

Des études du comportement rhéologique des solutions polymèriques ont été précédemment 

effectuées au CERMAV par R. Auzély via l’utilisation d’un rhéomètre AR 1000 41. Ces 

études ont montré que le mélange des deux polymères de chitosane, chit-CD et chit-AD, 
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conduit à une grande augmentation de la viscosité causée par la complexation spécifique par 

inclusion des entités CD et AD 40. La stabilité de ces points réversibles de réticulation est liée 

à la constante de stabilité du complexe CD-AD formé. L’auto-assemblage de ces polymères 

modifiés est spécifique (Figure 4).  

 

 

Figure 4 : Représentation schématique de la réticulation des deux polymères de chitosane 
en milieu aqueux.  

Les premiers résultats ont indiqué un comportement viscoélastique qui se caractérise par une 

grande augmentation du module élastique sur une large gamme de fréquence. Ce système de 

comportement de gel est réversible et le retour à une solution visqueuse s’effectue en présence 

d’un excès des molécules CD ou AD libres.  

II.3.2 Synthèse de l’adamantane acetamidoethanethiol (AD-SH) 

La synthèse a été effectuée par le Pr Rachel Auzély du CERMAV (Grenoble). Elle est relatée 

ici à titre d’information.  

A une solution d’acide acétique d’adamantane (0,5 g ; 2,57 mmol) dans du DMF sec (15 mL), 

de l’hydroxybenzotriazole (0,35 g ; 2,57 mmol), du 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) 

carbodiimide (0,64 g ; 3,35 mmol) dissout dans du DMF (5mL) avec la présence de N-

éthyldiisopropylamine (1,05 mL ; 6,18 mmol) et du chlorhydrate de cystéamine sont 

successivement ajoutés sous azote. Après 14 h d’agitation sous azote et à température 

ambiante, le solvant est évaporé sous vide. L’huile résiduelle est ensuite dissoute dans du 

diéthyléther (200 mL) et la phase organique résultante est lavée avec H20 (2×30 mL et 1×20 

mL) et séchée (Na2SO4). Le solvant est alors évaporé sous vide et on obtient une poudre 

blanche de AD-SH (0,38 g ; 1,50 mmol). L’étude du spectre obtenu lors d’une étude de RMN 

C13 confirme la bonne composition et structure de la molécule AD-SH (Figure 5).  
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Figure 5 : Structure chimique de la molécule d’adamantane acetamidoéthanethiol notée 
AD-SH. 

III.  L’auto assemblage couche par couche : étude en QCM-D 

L’ensemble des études effectuées dans cette partie a été réalisé en mode statique (mode 

« batch ») à 24°C. Le tampon d’étude est le solvant usuel du chitosane : 0,3 M CH3COOH / 

0,03 M CH3COONa, il sera noté solvant A. Ce solvant se trouve être le plus approprié à 

l’élution du chitosane, empêchant les phénomènes d’agrégation 39, 40, 42. Du sel est ajouté afin 

d’écranter les répulsions électrostatiques entre les longues chaînes de chitosane chargées 

positivement. Un temps minimum de 12h, à température ambiante, est nécessaire afin de 

permettre une dilution correcte des polysaccharides greffés par les entités CD et AD. 

La première étape de l’assemblage est la fonctionnalisation de la surface d’or par une 

première couche de groupements adamantyle. Cette première couche se fait par un couplage 

covalent thiol-or, des espèces adamantane acetamidoethanethiol (AD-SH) sur un cristal de 

quartz recouvert d’une couche d’or. Une fois le cristal de quartz recouvert d’or fonctionnalisé, 

l’auto-assemblage des polymères de chitosane est suivi couche par couche par une étude en 

QCM-D. L’impact de la composition de cette surface d’ancrage sur l’assemblage a été étudié 

en utilisant différents taux de greffage. 

III.1.  La fonctionnalisation de la surface, base de l’assemblage 

La surface d’or, avant fonctionnalisation, est nettoyée et activée selon le protocole de 

nettoyage suivant 43 : après une exposition de 10 min à l’UV-Ozone, le cristal de quartz 

recouvert d’une couche d’or est immergé dans une solution 1:1:6 (v/v/v) de NH3 (25%), 

d’H2O2 (30%) et d’eau milliQ et le tout est chauffé à 70°C pendant 10 min. La surface est, 

ensuite, rincée à l’eau milliQ et séchée sous azote, puis plongée dans la solution de greffage. 
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Les cristaux de quartz recouverts d’une couche d’or ont été fonctionnalisés à trois densités 

différentes en entités adamantane. Les SAMs sont donc préparées en diluant les molécules 

AD-SH avec du mercapto éthanol (Et-SH) aux ratios molaires désirés 5, 25 et 50 % en entités 

adamantane. Les cristaux de quartz sont plongés dans une solution éthanolique avec le 

mélange de thiol souhaité pour 18 heures à température ambiante. Les solutions de thiols sont 

préparées avec des solutions mères de 1 mM en Et-SH et en AD-SH. Bien que la fraction 

molaire d’AD-SH adsorbée sur la surface soit différente de celle en solution, la fraction 

molaire surfacique est supposée augmenter avec celle volumique et ce sur toute la gamme de 

concentration 44. Ainsi, pour simplifier la lecture du chapitre, les densités en SAM 

adamantane mentionnée sont les concentrations en AD-SH dans les solutions de greffage.  

Le quartz est, finalement, rincé à l’éthanol absolu, séché sous flux d’azote et monté dans la 

chambre de mesure de la QCM-D.  

III.2.  Résultats expérimentaux 

III.2.1 La formation de l’assemblage 

Les études en QCM-D commencent par l’injection, sur les SAMs d’adamantane, du solvant A 

(tampon de « course ») jusqu’à la stabilisation du signal. Cela prend en général une dizaine de 

minute. Il semble, en effet que la mise en contact de la surface avec la solution aqueuse du 

solvant induit une légère modification de la surface (hydratation de la couche). Ensuite, la 

formation de l’assemblage s’effectue par l’injection de manière alternative des solutions de 

polymères de chit-CD, de chit-AD, de chit-CD, etc… jusqu’à ce que l’un des deux polymères 

n’adhèrent plus sur la surface. Plusieurs injections des solutions de polymères sont effectuées 

afin de surmonter les phénomènes de déplétion. Les polymères sont injectés à des 

concentrations croissantes (de 0.05 à 1 g/L) afin de s’assurer de la saturation de la surface 

initiale et de chacune des couches successives. Après chaque injection de polymères, la 

surface est systématiquement rincée avec le solvant A, afin de vérifier la stabilité de la couche 

formée et d’estimer la masse adsorbée. 
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Figure 6 : A) Réponse typique en QCM-D, variation des fréquences normalisées ∆∆∆∆fn/n (bleu-
violet) et des dissipations Dn (orange) pour les trois harmoniques (n=3, 5 et 7) enregistrée 
durant la construction multicouche chit-CD/chit-AD sur une SAM fonctionnalisée par un 
mélange 50-50 en adamantane thiol et en mercapto éthanol. B) Schéma représentant la 
formation de l’auto-assemblage multicouche des polymères chit-CD et chit-AD 
correspondant à la figure A). 

On suit ainsi en QCM-D, grâce à la variation de la fréquence et de la dissipation d’énergie, 

pour la fréquence de résonance du quartz et ses trois harmoniques (n=3, 5 et 7), la formation 

de l’assemblage couche par couche. La Figure 6 montre un exemple des graphes que l’on 

obtient. L’adsorption de la première couche de chit-CD conduit pour les trois différentes 

densités en surface en AD-SH à une grande diminution de ∆fn/n et une forte augmentation de 

Dn. Ces grandes variations de signal, ainsi que l’absence de superposition des réponses de 

∆fn/n et Dn pour les trois harmoniques indiquent la formation de couches visqueuses sur les 

trois surfaces. Les variations de masse, ∆Γ, pour chaque adsorption et pour chaque densité en 

surface ont été obtenues en utilisant le modèle viscoélastique de Voinova 45. 

Le Tableau 1 présente l’ensemble des données – la variation de la masse (∆Γ), la valeur de la 

viscosité de la couche adsorbée (η) et la valeur du module d’élasticité de la couche formée (µ) 

– obtenues en modélisant les données expérimentales correspondant à l’adsorption des trois 

premières couches de polymères de chitosane modifiés sur les trois SAMs de densités 

différentes en adamantane.  
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Chit-CD

50 %

∆Γ

(ng.cm-2)

907

657

437

∆Γ

(ng.cm-2)

907

657

437

25 % 5 %

Ratio molaire d’AdSH dans la solution de greffage

η

(kg.ms-1)

1.38×10-3

1.30×10-3

1.36×10-3

η

(kg.ms-1)

1.38×10-3

1.30×10-3

1.36×10-3

µ

(Pa)

5.73×10-3

4.98×10-3

5.35×10-3

∆Γ

(ng.cm-2)

1368

530

-288

∆Γ

(ng.cm-2)

1368

530

-288

η

(kg.ms-1)

1.34×10-3

1.31×10-3

1.25×10-3

η

(kg.ms-1)

1.34×10-3

1.31×10-3

1.25×10-3

µ

(Pa)

5.59×10-3

5.06×10-3

4.44×10-3

η

(kg.ms-1)

1.34×10-3

1.31×10-3

1.25×10-3

η

(kg.ms-1)

1.34×10-3

1.31×10-3

1.25×10-3

µ

(Pa)

5.59×10-3

5.06×10-3

4.44×10-3

∆Γ

(ng.cm-2)

951

946

85

∆Γ

(ng.cm-2)

951

946

85
 

Tableau 1 : Résumé des différentes valeurs obtenues en modélisation les données 
expérimentales (modèle de Voinova) correspondant à l’adsorption de trois couches  de 
polymères de chitosane modifiés sur les trois SAMs présentant 5, 25 et 50% d’entités 
adamantane.  

Les valeurs de masse obtenues sur les trois SAMs contenant les entités AD, après l’adsorption 

du chit-CD et le rinçage de la surface avec le solvant, indiquent la formation d’une couche de 

chit-CD. De plus, les valeurs de la viscosité de la couche de chit-CD obtenues sont bien en 

accord avec la formation d’une couche d’hydrogel (Tableau 1) que l’on trouve dans la 

littérature 46. La couche de chit-CD formée sur les trois SAMs s’avère de plus être bien stable 

après plusieurs rinçages au solvant.  

III.2.2 Validation de l’interaction hôte-invité comme base de l’assemblage 

Avant de continuer la discussion sur les résultats obtenus, nous avons, au préalable, vérifié 

que l’adhésion des polymères de chitosane observée est bien due à la formation de complexe 

d’inclusion entre les entités adamantane et β-cyclodextrine. Deux tests ont alors été effectués, 

afin de vérifier la spécificité de l’adsorption des polymères chit-CD sur la SAM 

d’adamantane. 

• L’adhésion non spécifique 

Pour cela nous avons fonctionnalisé la surface d’étude d’or par une monocouche dense et 

compacte de mercapto éthanol, c'est-à-dire selon notre nomenclature à 0 % en adamantane. 

On forme alors une surface hydrophile. Une adhésion non spécifique des polymères de 

chitosane CD non négligeable de 460 ng.cm-2 sur la surface a été observée.  

• Compétition sur la première couche 

Dans un second temps, des expériences de compétition avec une solution à 5 mM en β-

cyclodextrine libre ont été menées sur les différentes couches de chit-CD formées sur les trois 
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SAMs d’adamantane 5, 25 et 50%. Les couches de chit-CD ont été formées par adsorption 

d’une solution de polymère de 1 g/L ou 2 g/L (surface à 50 % en ADSH) sur les différentes 

SAMs. L’injection, ensuite, d’une solution de β-cyclodextrine libre concentrée sur les trois 

surfaces, crée une compétition entre les CD libres en solution et les entités CD greffées sur le 

polymère adsorbé sur les surfaces. Sur les trois surfaces, seule une désorption partielle de la 

couche de chit-CD est observée. Une dernière étape de rinçage avec le solvant est effectuée. 

Les masses restantes de chit-CD sur les différentes SAMs en fonction des taux d’adamantane 

des SAMs sont représentées sur la Figure 7.  
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Figure 7 : Masses de chit-CD restantes après l’injection d’une solution de 5 mM en ββββ-CD 
libre et le rinçage par le solvant, sur des couches de chit-CD formées par l’adsorption de 1 
g/L ou 2 g/L (50 %) de solution de polymère sur quatre différentes SAMs (5, 25, 50 et 100 
%) 

La Figure 7 montre que l’injection d’une forte concentration en β-CD libre n’agit que 

faiblement comme compétiteur sur la différentes surfaces AD/chit-CD. Cette absence de 

dissociation des polymères de chit-CD traduit la spécificité de l’interaction entre les entités 

adamantane invités et les cavités cyclodextrines hôtes.  
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III.3.  Discussion 

III.3.1 Assemblage basé sur des interactions hôte-invité 

Les résultats obtenus grâce aux deux derniers tests, suggèrent que deux phénomènes ont lieu 

durant le processus d’adsorption des polymères de chit -CD. Le premier est la présence 

incontestable d’une adsorption non spécifique des polymères de chitosane sur la surface. Le 

second phénomène, en plus de cette adsorption non spécifique, met en évidence que la partie 

des polymères adsorbés est fortement ancrée sur la surface recouverte d’entités adamantane 

via des interactions multivalentes spécifiques hôte-invité. En effet, la présentation multiple 

des sites hôtes offerts par le polymère induit vraisemblablement une plus haute affinité à la 

surface par comparaison aux molécules homologues monovalentes de β-CD 12, 47, 48. Cela 

semble expliquer la masse restante sur la surface après rinçage avec la solution de β-CD- qui 

est supérieure à celle de l’interaction non spécifique. De plus, l’augmentation de cette masse 

avec le taux molaire en entités adamantane de la SAM et spécialement pour les SAMs 

présentant de forte concentration en AD-SH est en accord avec la présence d’interactions 

multivalentes hôte-invité.  

Ces résultats confirment ainsi que l’assemblage est principalement basé sur des interactions 

entre des sites d’inclusion de la cyclodextrine des polymères chit-CD et des entités 

adamantane invité immobilisées sur la surface. 

III.3.2 Formation de l’assemblage 

Lorsque l’on compare les masses surfaciques des polymères de chit-CD adsorbés sur les trois 

différentes SAMs (Tableau 1), on obtient des résultats similaires. Il semble alors, de prime 

abord, que le taux initial d’entités adamantane greffées sur la surface n’a aucune incidence sur 

la formation de la première couche de l’assemblage. Cette observation peut s’expliquer par le 

fait qu’il y ait suffisamment, dans tous les cas, de sites d’ancrage hydrophobes adamantane 

offerts par la surface pour former la première couche via des interactions hôte-invité 37.  

Comme mentionné précédemment, la difficulté dans l’élaboration de l’assemblage 

multicouche basé sur des interactions hôte-invité est liée à la disponibilité des entités hôtes ou 

invités, couplée au problème de répulsion de charges entre les polymères. Nos résultats 

montrent que sur la première couche de chit-CD, une seconde couche de chit-AD peut être 

adsorbée, passant ainsi outre la répulsion électrostatique entre les polymères de chitosane 
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chargés positivement (Tableau 1). Ces résultats confirment que l’assemblage 

supramoléculaire est basé sur des interactions hôtes – invités entre les polymères de chit-CD 

et de chit-AD. 

Contrairement aux résultats obtenus pour la première couche, les masses des secondes 

couches adsorbées de chit-AD sont fonction de la fraction molaire initiale en adamantane de 

la SAM. Plus il y a d’entités adamantane sur la surface, moins il y a de polymères chit-AD qui 

adhérent sur la première couche de chit-CD (Tableau 1). Puisque la couche de chit-AD est 

séparée de la SAM par la couche de chit-CD, ce résultat conduit à la conclusion que les 

premières couches ancrées sur les trois différentes SAMs ne sont pas identiques et 

présenteraient des organisations distinctes. Les différences de masse obtenues pour les 

secondes couches adsorbées peuvent être expliquées par la disponibilité variable des sites 

hôtes offerts par la première couche de polymère chit-CD (Figure 8).   

 

 
 

 

A) 50% B) 25% C) 5%

 
 

 

A) 50% B) 25% C) 5%
 

Figure 8 : Schéma représentant l’influence des densités en adamantane des trois différentes 
SAMs sur la croissance de l’auto-assemblage : A) haut, B) moyen et C) faible taux molaire 
exhibés par la SAM.  

Les polymères de chit-CD semblent adapter leur conformation à la densité en adamantane 

présente sur la SAM ; une faible proportion de sites hôte du polymère chit-CD est engagée sur 

une surface diluée en adamantane, signifiant qu’une large proportion de sites est alors encore 

disponible pour d’autre complexation, i.e. pour l’ancrage des entités adamantane de la 

seconde couche. (Figure 8(C)). Par comparaison, sur une surface à haute densité en AD-SH, 

le contraire est observé. Ainsi, la majorité des sites d’inclusion CD de la première couche de 

polymère hôte sont engagés dans la complexation de la surface, laissant alors seulement une 

quantité relativement faible de sites libres pour la complexation de la seconde couche de 

polymère chit-AD (Figure 8(A)).  

L’adhésion du polymère de chit-CD, qui forme la troisième couche, corrobore notre 

hypothèse sur le rôle majeur joué par la proportion des sites hôte ou invité disponibles pour 
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l’élaboration de la multicouche. Sur les deux couches (chit-CD/chit-AD) formées sur une 

surface fonctionnalisée à 50%, le polymère de chit-CD agit comme un compétiteur. Au lieu 

de former une troisième couche, le polymère de chit-CD conduit à la désorption partielle (~ 

288 ng.cm-2) de la seconde couche de chit-AD (Tableau 1). Cette observation peut être 

attribuée à la faible quantité de complexes d’inclusion engagés dans l’adhésion entre la 

première et la seconde couche de polymères (cf Figure 8).  

De plus, la même déposition alternative est réalisée sur une surface fonctionnalisée à 5% et 

elle conduit cette fois, non pas à la désorption de la seconde couche comme précédemment, 

mais à la faible adsorption de la troisième couche, confirmant la stabilité de la liaison des 

deux couches de polymères précédentes. En effet, sur une SAM greffée à 5% en adamantane, 

le chit-CD qui constitue la première couche n’est pas immobilisée sur la surface par une 

grande quantité de complexes d’inclusion. La plupart des cavités cyclodextrine va alors être 

engagée dans la complexation de la seconde couche de chit-AD. Cette seconde couche ne 

présente alors plus suffisamment d’entité adamantane libre pour une complexation 

supplémentaire et donc pour la formation d’une troisième couche de chit-CD.  

L’ensemble de ces résultats indique qu’il existerait un taux molaire optimum d’entité 

adamantane à greffer sur la surface, taux qui permettrait la meilleure élaboration de 

l’assemblage multicouche. Cette étude semble montrer que la valeur optimale est proche de 

25%. En effet, pour cette surface, la complexation des sites entre chaque couche est bien 

distribuée, permettant la meilleure adsorption et formation d’une troisième couche (Tableau 

1).  

III.4.  La variation de la force ionique 

Suite à ces études et aux comportements des polymères, chargés positivement, observés en 

solution (gonflement/dégonflement des gels), nous avons testé l’effet de l’augmentation de la 

force ionique sur les assemblages trois couches construits sur les surfaces à 5% et 25% en 

adamantane (Figure 9). 
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Figure 9 : Variation de la masse ∆Γ∆Γ∆Γ∆Γs des assemblages trois couches construit sur les SAMs 
de densité  5% (○) et 25% (●) en adamantane lorsque l’on expose des solvants de différentes 
forces ioniques.  

Nous avons alors injecté alternativement sur les deux films multicouches le solvant A et un 

solvant B, composé de 0,3 M AcOH et de 0,1 M AcOONa, qui présente une force ionique 

plus forte. Comme représenté sur le Tableau 2 et sur la Figure 9, on observe une diminution 

du ∆ΓS lorsque l’on passe du solvant A au solvant B. Ces variations de masse du film indique 

clairement la capacité de gonflement/dégonflement des multicouches (Tableau 2 et Tableau 

3).  

Surface à 5% 
en adamantane

∆Γs (ng.cm-2)

Solvant A

Solvant B

Solvant A

Solvant B

Solvant A

Solvant B

Solvant A

0

-67

98

-53

141

Surface à 25% 
en adamantane

0

-403

173

-385

208

-584

662
 

Tableau 2 : Variation de masse ∆Γ∆Γ∆Γ∆Γs des assemblage trois couches construits sur les SAM 
fonctionnalisées à 5 et 25% en adamantane, selon l’exposition aux solvants A et B de 
différentes forces ioniques. ∆Γ∆Γ∆Γ∆Γs est la différence de masse entre l’assemblage pour chaque 
exposition aux solvants et l’assemblage initial dans le solvant A. 
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Comme le montre les résultats du Tableau 2, cette capacité apparaît être conditionnée par le 

taux molaire surfacique en entités adamantane présentes sur la SAM. En effet, la comparaison 

des deux densités surfaciques montrent une capacité de gonflement-dégonflement beaucoup 

plus importante pour la surface à 25% en entités adamantane qui, comme nous venons de le 

voir, permet la formation d’un meilleur assemblage multicouche. Il semble alors que la seule 

différence entre les deux surfaces, qui pourrait être responsable de cette différence de 

comportement, soit le nombre de paires de complexation hôte-invité des différentes couches 

de l’assemblage (Figure 8).  

µµµµ (Pa)

6.72×10-3

∆Γ (ng.cm-2)ηηηη (kg.ms-1)

1.42×10-3Solvant A

Solvant B

Solvant A

Solvant B

Solvant A

Solvant B

Solvant A

1.846×10-3

1.42×10-3

1.847×10-3

1.852×10-3

1.43×10-3

1.42×10-3

1.31×10-3

6.89×10-3

1.26×10-3

6.90×10-3

1.25×10-3

6.84×10-3

/

-403

576

-557

592

-584

662
 

Tableau 3 : Variation des paramètres caractéristiques de la multicouche, formée sur une 
SAM à 5% en adamantane, en fonction de la force ionique du solvant (∆Γ∆Γ∆Γ∆Γ la variation de 
masse surfacique, µµµµ le module élastique, ηηηη la viscosité de la couche adsorbée et ΓΓΓΓ la masse de 
l’assemblage complet (3 couches))  

La diminution de la masse observée dans le solvant salin B suggère la compression des films, 

qui se produit par la libération de l’eau emprisonnée dans la multicouche 49. De plus, la 

viscosité de la multicouche est plus élevée dans le solvant salin B, ~ 1.8 × 10-3 kg.m-1.s-1, que 

dans le solvant A où elle est environ égale à 1.4 × 10-3 kg.m-1.s-1 (Tableau 3). Ce résultat est 

en accord avec le dégonflement d’un film hydraté 46. Les solvants présentant des forces 

ioniques plus hautes, contribuent certainement à diminuer l’effet répulsif électrostatique entre 

les couches, en écrantant les charges positives des polymères. Par ailleurs, l’augmentation de 

la force ionique comme nous l'avons fait, conduit également à une augmentation de pH. Ainsi, 

la fraction molaire de la forme cationique des groupements amine des polymères chit-CD et 

chit-AD a diminuée, diminuant également les répulsions électrostatiques entre les polymères. 

Les deux effets, augmentation de la force ionique et augmentation du pH, vont donc dans le 

même sens. Toutefois, compte tenu des conditions de solubilité restreintes du polymère chit-
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AD, il ne nous a pas été possible de dissocier l'impact des deux effets par des expériences où 

par exemple la force ionique est diminuée tout en conservant le pH constant. 

Un autre point à souligner est la bonne réversibilité de la réponse offerte par les assemblages 

formés sur chacune des deux surfaces (Tableau 2). Ce dernier point montre la stabilité des 

assemblages multicouches aux stimuli (ou stress) extérieurs. Bien que les répulsions 

électrostatiques entre les polymères de chitosane polycationique soient compensées par la 

complexation par inclusion entre les résidus respectifs d’adamantane et de cyclodextrine, elles 

jouent un rôle crucial dans l’auto-assemblage, et spécialement modulent son épaisseur. 

 

IV.  Conclusion du chapitre 

Bien que la technique d’auto-assemblage électrostatique couche par couche (LbL) se soit 

imposée comme une technique versatile pour la formation de film multicouche de polymères, 

son utilisation se limite aux polyélectrolytes de charges opposées. Ainsi, l'utilisation 

d'interactions hôte-invité présenterait l'avantage d'étendre la construction de films 

multicouches à des polymères non chargés, voire présentant des charges électrostatiques 

identiques (comme c'est le cas dans notre étude). Ces interactions sont toutefois complexes à 

mettre en œuvre dans les assemblages supramoléculaires, car contrairement aux interactions 

électrostatiques, elles demandent pour avoir lieu, à ce que les deux sites complémentaires de 

complexation soient libres et accessibles. De ce fait, aucun exemple de films multicouches 

basés sur des complexes d'inclusion et faisant intervenir deux polymères n'était jusqu'à 

présent relatés dans la littérature.  

Cette étude a ainsi permis d'établir la faisabilité de la formation d’un auto-assemblage 

multicouche basé sur des interactions hydrophobes hôte et invité entre deux polymères de 

chitosane, l'un modifiés par des entités adamantane et l'autre par des cavités β-cyclodextrine. 

L'assemblage est réalisé par le dépôt successif de chit-CD et de Chit-AD sur une surface 

présentant des groupements adamantyles. Si la stabilité de l’auto assemblage est conférée par 

la complexation multivalente qui a lieu à chaque étape de la construction, nos résultats 

révèlent que la croissance de l’assemblage est principalement gouvernée par la disponibilité 

des sites de complexation offerts par chacune des couches. La répartition des sites hôte et 

invité entre chaque couche est ainsi régie par la densité surfacique en groupement adamantyle 

exhibée par la surface initiale, support de l'assemblage. 

Un autre point très intéressant des assemblages multicouches de chitosane présentés dans 
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ce chapitre est leur capacité de gonflement/dégonflement générée par la présence des charges 

similaires sur les deux polymères utilisés. En effet, l'assemblage décrit dans cette partie 

dissocie les deux types d'interactions :  

- les interactions hôte-invité comme base de l'assemblage 

- les interactions électrostatiques comme moyen de moduler les propriétés de l'assemblage 

(épaisseur) 

 

Cette étude a donc permis de mettre en avant les possibilités prometteuses des 

assemblages multicouches basés sur les interactions hôte-invité. D'autres points sont encore à 

étudier afin de mieux comprendre et développer ces systèmes comme par exemple d'évaluer 

leur capacité réversible de réponse à d'autres stimuli (pH, température) ou encore de tester 

leur stabilité en présence de molécules hôte ou invité compétitrices.  
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Conclusion générale  

 
L’objectif de ce travail de thèse a été le développement d’outils et de méthodes visant 

à la compréhension ainsi qu’à la quantification de l’impact de la multivalence sur des 

processus de reconnaissance aux interfaces. Deux aspects ont été développés. Le premier 

concerne l’exploitation de ligands synthétiques multivalents dans deux phénomènes 

d’interactions biomoléculaires : les interactions sucre-lectine et ligand peptidique-récepteurs 

cellulaires. Le second aspect relève d’une nouvelle voie d’élaboration d’assemblages 

multicouches de biopolymères basée sur des interactions hôte invité. Pour mener à bien ces 

études, nous avons mis à profit deux techniques complémentaires de caractérisation aux 

interfaces, la microgravimétrie et la résonance plasmonique de surface. En effet, ces deux 

méthodes offrent la possibilité de suivre en temps réel et sans marquage des événements 

interfaciaux.   

 Après un chapitre I, qui pose les notions et les modèles d’études des interactions 

multivalentes aux interfaces, nous nous sommes intéressés dans les chapitres II et III à l’étude 

d’interactions qui sont améliorées par la présentation multiple de ligands offerte par une 

plateforme moléculaire appelée RAFT. L’étude de la reconnaissance entre la lectine 

concanavaline A et les molécules RAFT présentant un ou quatre sucres a été détaillée dans le 

chapitre II. La possibilité pour les deux partenaires de l’interaction de s’engager dans des 

interactions multiples, conduit rapidement à l’obtention de systèmes hautement complexes. 

En effet, trois types d’interactions peuvent coexister lors de l’interaction entre une molécule 

RAFT multivalente et la lectine multimérique : la lectine peut interagir avec plusieurs RAFT 

(effet chélatant), un RAFT peut interagir avec plusieurs lectines (effet cluster), et la 

concentration locale en sucre offerte par un RAFT multivalent peut conditionner l’interaction 

avec un site de liaison de la lectine (effet de proximité/statistique). Deux approches ont donc 

été développées pour simplifier les systèmes et se placer dans des cas limites qui permettent 

l’étude d’un seul type d’interaction. L’immobilisation des RAFT sur une surface conduit au 

système le plus complexe, puisque dans ce cas les trois effets peuvent coexister. A forte 

concentration surfacique, l’effet chélatant prédomine, ce qui se traduit par une affinité élevée 

de la lectine pour la surface saturée en motif sucre. Une dilution des RAFT sur la surface 

permet de supprimer l’effet chélatant et de montrer que la lectine présente une meilleure 

affinité pour les surfaces modifiées par les RAFT multivalents. Des expériences d’interactions 

compétitives de la lectine avec le RAFT multivalent en solution et les sucres immobilisés ont 
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démontré qu’une molécule RAFT pouvait se lier à plusieurs lectines simultanément (effet 

cluster). L’immobilisation de la lectine sur une surface conduit à un système simplifié car 

seuls les effets de proximité/statistique et de cluster sont physiquement possibles. Une dilution 

de la lectine immobilisée permet alors de supprimer l’effet cluster et de caractériser l’apport 

de la concentration locale en sucre offerte par les RAFT multivalents. Nous avons ainsi 

démontré que les deux effets, effet cluster et effet de proximité, permettent une amélioration 

conséquente de la force de la liaison RAFT-(Man)4 / Con A par rapport à l’interaction 

homologue monovalente. Ainsi, la molécule synthétique multivalente RAFT, grâce sa 

capacité de former des clusters avec les lectines, pourrait être envisagée comme un activateur 

du signal de transduction.  

La présentation multiple de ligands offerte par la plateforme moléculaire RAFT, peut 

également être mise à profit dans l’analyse de l’interaction entre les peptides –RGD- et des 

récepteurs cellulaires. Des études visant à la quantification de cette interaction ont été 

développées dans le chapitre III. Une première approche globale a concerné l’adhésion de 

cellules, surexprimant le récepteur cible, sur une surface fonctionnalisée par les molécules 

RAFT-RGD. Les résultats ont permis de mettre en évidence les difficultés, notamment 

d’adhésion cellulaire non spécifique, liées à ce type d’étude. Ces premières investigations ont 

ainsi posés les bases des investigations en cours de réalisation au laboratoire consistant en la 

réalisation d’une surface de ligands -RGD- bio-inerte. Une autre approche concernant plus 

spécifiquement l’étude de la force de l’interaction entre les ligands RAFT-RGD et le 

récepteur cellulaire, l’intégrine αvβ3, a été entreprise. Le mode d’immobilisation choisi de 

l’intégrine, couplage amine covalent, s’est avéré efficace en permettant de conserver une 

partie des intégrines active sur la surface. En revanche, le faible poids moléculaire des 

molécules RAFT-RGD n’a pas rendu possible la quantification de cette interaction par SPR. 

L’alternative proposée, serait « d’alourdir » la molécule RAFT en l’insérant dans des 

vésicules. Cette façon de procéder pourrait également être appliquée aux intégrines afin de les 

inclure dans un environnement proche de leur milieu naturel. De plus, ces vésicules 

fonctionnalisées rendraient accessible l’immobilisation d’un des deux partenaires en bicouche 

lipidique supportée pour constituer une surface bio-inerte.  

 La dernière application des interactions multivalentes présentée dans ce 

manuscrit (chapitre IV), concerne la formation d’un assemblage supramoléculaire stimulable. 

Cette étude a démontré, pour la première fois, la faisabilité de la construction de films 

multicouches basés sur des interactions multivalentes hôte et invité entre deux biopolymères. 

L’assemblage a été réalisé par dépôt successifs de deux polymères de chitosane, l'un modifié 
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par des entités adamantane et l'autre par des cavités β-cyclodextrine sur des surfaces 

présentant différentes densités en groupements adamantyle. La stabilité de l’assemblage est 

assurée par des interactions multivalentes cyclodextrine-adamantane. La qualité de 

l’assemblage, quant à elle, dépend de la disponibilité des sites de complexation offerts par 

chacune des couches, cette disponibilité dépendant  elle-même de la densité en groupements 

adamantyle de la surface initiale. De plus, les deux biopolymères chargés positivement 

confèrent à l’assemblage des propriétés réversibles de gonflement/dégonflement en réponse à 

des variations de force ionique et/ou de pH. Ces films multicouches nouveaux, basés sur des 

complexes d’inclusion, présentent des capacités prometteuses dans le domaine des nano- et 

bio-matériaux.  

Cette thèse, portant sur l’étude des interactions multivalentes dans les processus de 

reconnaissance interfaciaux, relève d’un réel travail interdisciplinaire. Pour chacune des 

applications développées, une analyse approfondie a été menée pour la quantification et la 

compréhension, au niveau moléculaire, des phénomènes mis en jeu.  
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 Annexe 1 : Partie expérimentale   

I.  Microbalance à quartz avec suivi de la dissipation d’énergie : QCM-D  

I. 1.  Appareillage 

Les expériences de microgravimètrie ont été réalisées sur un appareil Q-Sense D300. Les 

quartz d’or (QSX 301 de Q-Sense) et de silice (QSX 303 de Q-Sense) sont recouverts d’or sur 

chaque face et, pour les quartz de silice, d’une couche de SiO2 de 40 nm d’épaisseur. La 

surface active de ces cristaux de quartz est de 0,2 cm².  

Les mesures sous flux continu ont été effectuées au moyen d’une pompe péristaltique à 12 

galets, de chez Ismatec, modèle ISM 597.  

Le principe de fonctionnement de l’appareil a été développé dans le chapitre I.  

La modélisation des données par le modèle de Voinova a été réalisée grâce au logiciel Q-

Tools (Q-Sense, Suède).  

 

I. 2.  Nettoyage des cristaux de quartz 

Les quartz ont été nettoyés, entre autre, par un traitement UV-Ozone au moyen d’un appareil 

UVO-Cleaner n° 42-220 de chez Jelight Company, Inc.  

I. 2. 1. Cristaux de quartz recouvert d’une couche d’or 

I. 2. 1. 1. Etudes dans le Chapitre II et III : interactions sucre-lectine et RGD-

intégrine  

Les surfaces ont été systématiquement nettoyées selon le cycle suivant : 

� Rinçage à l’eau milliQ et séchage sous azote 

� Exposition de 10 min à l’UV-Ozone 

� Immersion pendant 15 min dans une solution d’éthanol absolu sous agitation 

� Rinçage à l’éthanol et séchage à l’azote 

� Immersion dans les solutions de fonctionnalisation 0,1 mM en RAFT-Man/Lac 

(toute la nuit) ou RAFT-RGD ou RAD (15 min) 

Les cristaux de quartz sont finalement rincés à l’eau, séchés à l’azote et montés dans la 

chambre de mesure.  
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Les surfaces fonctionnalisées ont ensuite été régénérées 4 fois selon le même protocole mais 

en rajoutant une étape, avant l’immersion dans l’éthanol, de sonication pendant 1 à 2 minutes 

du cristal de quartz dans une solution d’éthanol absolu.  

 

I. 2. 1. 2. Etudes dans le Chapitre IV : interaction hôte-invité 

Les surfaces ont été systématiquement nettoyées selon le protocole suivant : 

� Rinçage à l’eau milliQ et séchage sous azote 

� Exposition de 10 min à l’UV-Ozone 

� Immersion dans une solution 1:1:6 (v/v/v) de NH3 (25%), d’H2O2 (30%) et 

d’eau milliQ, le tout chauffé à 70°C pendant 10 min  

� Rinçage à l’eau milliQ et séchage à l’azote 

� Immersion dans les solutions mixtes (1mM dans l’éthanol) AD-SH/Et-SH 

toute la nuit.  

Le cristal de quartz est ensuite rincé à l’éthanol, séché et monté dans la chambre de mesure.  

 

I. 2. 2. Cristaux de quartz recouvert d’une fine couche de silice (Chapitre II)  

Les surfaces ont été systématiquement nettoyées selon le protocole suivant : 

� Rinçage à l’eau milliQ puis séchage sous azote 

� Exposition de 10 min à l’UV-Ozone 

� Immersion pendant 30 min dans une solution de SDS à 2% sous agitation 

� Rinçage à l’eau milliQ et séchage à l’azote 

Le cristal de quartz est ensuite monté dans la chambre pour subir leur fonctionnalisation in-

situ, c’est-à-dire immobilisation d’une BLS, de la couche 2D de streptavidine puis finalement 

l’adhésion des molécules biotinylées RAFT-Man/Lac. 

Les surfaces fonctionnalisées ont ensuite été régénérées au maximum 8 fois selon le même 

cycle de nettoyage.  
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II.  Résonance plasmonique de surface (BIAcore® T100) 

II. 1.  Appareillage 

Les expériences en résonance plasmonique de surface ont été effectuées sur un appareil T100 

de chez BIAcore®. Les mesures ont été réalisées à 25 °C. L’ensemble des produits est stocké 

pendant les différentes études (immobilisation, étude cinétique, test de du transport de 

matière) dans un compartiment à échantillon thermostaté à 10 °C.  

Le principe de fonctionnement de l’appareil a été développé dans le chapitre I.  

Les sensor chips utilisées C1, CM5 et Au (SIA Au kit), ainsi que le surfactant P20 

proviennent de la société BIAcore®. Le détail de ces surfaces est donné dans les chapitres I et 

II.  

 

II. 2.   Etude cinétique en BIAcore® 

L’obtention de sensorgrammes corrects et exploitables avec la technique SPR en BIAcore® 

s’effectue selon un protocole rigoureux.  

II. 2. 1. La piste de référence 

Les études en BIAcore® utilisent une piste de référence qui va être soustraite à ou aux pistes 

d’étude. Cette piste de référence doit présenter un état de surface proche des pistes d’étude et 

doit être inerte à l’analyte injecté et à la solution de régénération.  

II. 2. 2. Conservation et régénération de la surface d’étude 

Sur les pistes d’étude, il est essentiel de travailler avec un état de surface fonctionnalisé avec 

le ligand rigoureusement identique tout au long de l’étude. En effet, il faut s’assurer que pour 

chacune des concentrations injectées en analyte en solution, la surface soit correctement 

régénérée et surtout sans dégradation (activité des ligands toujours identique). C’est pourquoi 

avant toute étude cinétique, il est nécessaire de mettre au point une méthode de régénération 

totale de la surface. Les conditions de régénération établies, l’étude cinétique peut être 

réalisée ; elle consiste en un cycle d’adsorption/désorption pour différentes concentrations en 

analyte. Toutefois, pour s’assurer de la conservation et de la bonne régénération de l’état de 

surface tout au long de l’étude cinétique, une concentration en analyte a systématiquement été 
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doublée, une première injection au début de la série de concentration et une à la fin de cette 

série.  

II. 2. 3. Suppression des effets tampon 

Pour supprimer les effets tampon dus aux changements de viscosité de la solution injectée en 

analyte en fonction de sa concentration, deux modifications du signal enregistré sur la piste 

d’étude sont effectuées : 

- le signal de la piste de référence est soustrait à ceux enregistrés aux pistes d’étude 

- le signal moyenné enregistré lors de l’injection de solutions de concentration nulle est 

soustrait. 

 

III.  Ellipsomètre à annulation spectroscopique  

Les expériences en ellipsométrie ont été effectuées sur un appareil EP3-SE de la société 

Nanofilm Technology GmbH.  

Le principe de fonctionnement de l’appareil a été développé dans le chapitre I.  

Les mesures ont été réalisées à une longueur d’onde λ de 630,2 nm à température ambiante et 

à des angles d’incidence variables de 50° à 80°.  

Les modélisations optiques ont été obtenues en utilisant le logiciel EP3View de la société 

Nanofilm Technology GmbH. Un modèle « trois couches », substrat/couche organique/air 

ambiant a été utilisé pour analyser les données. Les propriétés optiques de chacun des cristaux 

de quartz recouvert d’or ont été, au préalable, mesurés.  

 

IV.   Les autres méthodes de mesures 

- Les clichés de microscopie à transmission électronique des SUV ont été pris par 

Jean-Luc Putaux du CERMAV, à Grenoble.  

 

- Les mesures en diffusion de la lumière ont été réalisées sur un appareil Zetasizer 

Nano series de chez Malvern Instrument au CERMAV, à Grenoble avec le concours de 

Annabelle Varrot.    
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V.  Réactifs et solvants 

V. 1. Réactifs 

Produit fournisseur 

Anticorps LM 609 Chemicon 

Bovine serum albumin Sigma Aldrich  

DPPE cap-biotinylé Avanti Polar 

Chlorure de calcium VWR prolabo 

Cholure de manganèse Acros Organics 

Chlorure de potassium Acros organics 

Chlorure de sodium Roth 

Concanavaline A Sigma Aldrich  

EDC BIAcore® 

Ethanolamine 1 M BIAcore® 

HEPES Euromedex 

Hydroxyde de sodium Laurylab 

Intégrines αvβ3 et α5β1 Chemicon 

Mannose Sigma Aldrich 

NHS BIAcore® 

Peanut Agglutinine (PNA) Sigma Aldrich  

POPC Avanti Polar 

Sodium dodecyl sulfate Panreac 

Sodium phosphate dibasique Acros organics 

Streptavidine Sigma Aldrich 

Surfactant P20 BIAcore® 

TP acétate 10 mM BIAcore® 

TRIS Sigma Aldrich 

Vitronectine Chemicon 
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V. 2.  Solvants 

Produit Fournisseur 

Acide chlorhydrique 1CN Biomedicals, Inc 

Chloroforme HPLC grade Aldrich 

eau MilliQ 

Ethanol absolu SDS 
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Annexe 2 : Publications 

Ce travail de thèse a fait l’objet de plusieurs publications : 

1) Angéline Van Der Heyden, Marie Wilczewski, Pierre Labbé et Rachel Auzély, 

Chem. Commun., 2006, 3220-3222.  

Multilayer films based on host-guest interactions between biocompatible polymers 

 

2) Marie Wilczewski, Angéline Van Der Heyden, Olivier Renaudet, Liliane Coche-

Guérente, Pascal Dumy et Pierre Labbé, Organic and Biomolecular Chemistry 

accepté avec révisions majeures.  

Promotion of sugar – lectin recognition through multiple sugar presentation offered 

by Regioselectively Addressable Functionalized Templates (RAFT) 

 

3) Marie Wilczewski, Angéline Van Der Heyden, Pascal Dumy, Olivier Renaudet, et 

Pierre Labbé, en cours de préparation.  

New insight in the effects induced by multiple ligand on sugar-lectin recognition : a 

surface plasmon resonance study 
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RESUME  
 

Titre :  Les interactions multivalentes : leurs rôles dans les processus de reconnaissance 
biomoléculaire et leur application dans la construction d’assemblage supramoléculaire 

Ce travail décrit une étude quantitative de plusieurs systèmes de reconnaissance 
biomoléculaire impliquant des interactions multivalentes. 

Deux chapitres sont axés sur l’utilisation de plateformes supramoléculaires 
cyclodécapeptidiques appelées RAFT (Regioselectively Adressable Functionnalized Template) 
permettant la présentation multiple de ligand saccharidique ou cyclopeptidique. Une étude cinétique 
et thermodynamique des interactions entre les ligands RAFT-saccharide et une lectine modèle, la 
concanavaline A, a permis de démontrer que deux mécanismes moléculaires sont à l’origine de la 
meilleure affinité des RAFT multivalents par rapport à leurs homologues monovalents : d’une part 
un effet de « proximité-statistique » dû à la concentration locale élevée en motif sucre et d’autre 
part la capacité des RAFT multivalents à se lier à plusieurs lectines selon un effet « cluster ». Des 
études préliminaires ont également concerné l’analyse de l’interaction entre RAFT-RGD et des 
récepteurs cellulaires. 

Dans un dernier chapitre, nous avons démontré, pour la première fois, la formation de films 
multicouches grâce à des interactions de type hôte-invité entre deux biopolymères de chitosane, l’un 
fonctionnalisés par des cavités β-cyclodextrine et l’autre par des entités adamantane. Bien que la 
stabilité de l’assemblage soit assurée par des interactions de complexation multivalentes, la 
croissance de l’assemblage, quant à elle, dépend de la disponibilité des sites de complexation offerts 
par chacune des couches. De plus, les deux polymères chargés positivement confèrent à 
l’assemblage des propriétés de gonflement-dégonflement en réponse à des variations de force 
ionique et pH. 

Mots clefs : interaction multivalente, bio-fonctionnalisation de surface, interactions sucre-lectine et 
ligand RGD-récepteur cellulaire, film multicouche, interaction hôte-invité, SPR, QCM-D.     

 
ABSTRACT 

 
Title:  Multivalent interactions: their role in biomolecular recognition processes and their 
application to the construction of supramolecular assembly 

This work deals with a quantitative study of several biomolecular recognition systems 
involving multivalent interactions.  

Two chapters focuse on the use of supramolecular cyclodecapeptidic platform called RAFT 
(Regioselectively Addressable Functionnalized Template), which allows the presentation of 
multiple carbohydrate or cyclopeptidic ligands. Kinetic and thermodynamic studies of the 
interaction between the ligands RAFT-carbohydrate and a model lectin, concanavalin A, have 
demonstrated that two molecular mechanisms are responsible for the better affinity of multivalent 
RAFT molecule compared to their monovalent counterparts: on one hand a "proximity-statistical" 
effect due to the high local concentration of sugar entities and on the other hand thanks to a "cluster 
effect" which confers the ability of multivalent RAFT to bind several lectins. Preliminary studies 
have also involved the analysis of the interaction between RAFT-RGD and integrin cell receptors. 

In a last chapter, we have demonstrated, for the first time, polymer multilayer formation 
based on host-guest interaction between two derivatized chitosans biopolymers, one, with β-
cyclodextrin cavities and the other with adamantyl moieties. While stability of the self-assembly is 
conferred by multivalent complexation occuring at each step of the construction, the assembly 
growth is mainly governed by the availability of the complexation sites offered by each layer. 
Moreover, the two positively charged polymers confer to the assembly swelling/deswelling 
properties in response to changes in ionic strength and pH. 

Keywords: multivalent interaction, surface bio-functionalization, carbohydrate-lectin and RGD 
ligand-cell receptor interactions, multilayer film, host-guest interaction, SPR, QCM-D.     


	page de garde.pdf
	blanc.pdf
	page de garde2.pdf
	blanc2.pdf
	Remerciements.pdf
	SOMMAIRE-page-garde.pdf
	table-matiere-finale.pdf
	Glossaire-final.pdf
	Page-garde-Intro-gene-finale.pdf
	intro-generale-finale.pdf
	page-garde-chap1.pdf
	chapitreI-version-finale.pdf
	page-garde-chap2.pdf
	CHAPITRE II-version-finale-01.pdf
	Page-garde-chap3.pdf
	ChapitreIII-version-finale.pdf
	page-garde-chap4.pdf
	Chapitre-IV-version-finale.pdf
	page-garde-conclusion GENERALE.pdf
	Conclusion generale-finale.pdf
	page-garde-partie expe.pdf
	Partie expérimentale.pdf
	Annexe 2-publications.pdf
	blanc2.pdf
	RESUME-these-anglais.pdf

