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Liste des abréviations

AD: adamantane

BLS: bicouche lipidique supportée

BSA : bovin albumin serum

CD: B-cyclodextrine

Chiz, R : résidus, erreur entre les données expérimentateses données
analysées

Chit : chitosane

ConA: concanavaline A

DPPE : 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-Phosphoethanolamiiécap Biotinyl)

DOPS : Dioléylphosphatidylsérine

EDC : N-ethyl-N’-(3-diethylaminopropyl) carbodiimide

HEPES : N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N%-(2-ethanesulfoniqede)

Ka: constante d’association

Ka: constante de vitesse d’association

Kp: constante de dissociation

Kg: constante de vitesse de dissociation

Lac: lactose

Man : mannose

MAP : Multiple Antigenic Peptide

MAP-(Man) 4 : plateforme MAP présentant 4 sucres mannoses

NHS : N-hydroxysuccinimide

PNA : peanut agglutinin

POPC : 1- palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

QCM-D: microbalance a cristal de quartz avec suiviadissipation

RAFT : Regioselectively Adressable Functionnalized Tiatep

RAFT-(Lac): plateforme RAFT présentant x motifs lactose (keu 4)

RAFT-(Man) 4: plateforme RAFT présentant x motifs mannose {xot 4)

Rmax : guantité maximale d’analyte pouvant étre adsorgela surface de
ligand

RU : Réponse Unitaire (unité de résonance en SPR BI&fore

SA: streptavidine



SAM :
SPR:
SUV :
TRIS :

WB :

monocouche auto-assemblée

résonance plasmonique de surface

vésicule de petite taille

alpha, alpha, alpha-Tris-(hydroxymethyl)-metinylae

“working buffer” : tampon d’étude
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Introduction générale

Introduction générale

La communication cellulaire est un phénoméne emdegit indispensable a tous les
organismes vivants. Les processus de reconnaissangen jeu lors de la communication
cellulaire, se font par I'intermédiaire de deuxeatts principaux : le récepteur présent sur la
surface des cellules et le ligand qui peut étr&iso immobilisé sur une autre molécule ou
cellule. Les récepteurs présents sur la surfacecdisles cibles sont de nature diverse :
protéines, oligosaccharides, acides aminés. llpoat réle de recevoir les informations de
I'environnement extracellulaire, puis de les transfer en réponses intracellulaires.

Une bonne communication exige une réponse aux ktammsible et précise. Les organismes
vivants ont ainsi développé différentes partictéari(couplage des récepteurs d’'une méme
fonction a la surface des cellules, présentatiompldsieurs sites aux ligands sur un méme
récepteur) permettant alors une signalisation aficet sensiblé®. Le concept actuel
émergent serait que les récepteurs qui compossrtaraplexes communiquent les uns avec
les autreg, et facilitent ainsi la reconnaissance. Ces maaefonctionnement des récepteurs
tirent ainsi profit des interactions multivalentes, les utilisant comme un moyen simple et
hautement spécifique de communication cellulaire.

Les interactions multivalentes sont alors apparuwmss cours de ces dernieres
décennies, comme les ingrédients essentiels psés#arts la médiation de procédés
biologiques. Une compréhension fondamentale deuléivalence et des processus la faisant
intervenir est depuis lors devenue primordialenAfe mieux comprendre le fonctionnement
des procédés biologiques, I'idée actuelle est d@tgr la multivalence pour reproduire des
assemblage®’ ou des dispositifé’, analogues & ceux trouvés dans la nature. Lendgga
multivalents synthétiques, sont alors apparus comieseoutils précis pour la compréhension
et la caractérisation des fonctions des réceptdétmsplus de l'utilité de ces agents pour
examiner la fonction des récepteurs, les ligand#tivalents synthétiques présentent des
applications potentielles dans le traitement deadial Les applications médicales sont
nombreuses et vont du diagnostic via l'utilisatdebiocapteurs, a I'imagerie par l'utilisation
de sondes biologiques, en passant par la théra@poe qu ciblage de cellules malignes ou a
leur possibilité de pénétration cellulaire. Aingtude de la multivalence dans des systemes
modeles artificiels simples, mais riches en infdromg est bénéfique non seulement pour
comprendre le concept de multivalence mais égalepuir transférer les avancées obtenues

dans la science des matérid@xDans le désir de construire des nanosystémekisep plus
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élaboreés, la multivalence apparait alors jouerdl@ significatif en chimie supramoléculaire

13,14 médicinale et des matériaux.

L’objectif de ma these est ainsi de développeralds et des méthodes permettant
d’étudier et de quantifier des interactions biorooléires mettant en jeu des systemes de
reconnaissance multivalent. L’émergence de nombseuechniques de caractérisation
surfacigue, a rendu accessible I'étude de cesaietiens aux interfaces via I'immobilisation
d’'un des deux partenaires. Les études effectuées @amanuscrit ont été effectuées grace a
I'utilisation de deux techniques principales de actérisation complémentaires: la
microgravimeétrie (QCM-D) et la résonance plasmoaide surface (BIAcof8.

A la vue des diverses applications développées damsanuscrit, le premier chapitre
ne se présentera pas sous la forme d’'une étudedvdghhique au sens propre du terme. En
effet, dans le cadre de cette these, la notion wlévalence a été étudiée via l'utilisation de
ligands multivalents synthétiques a la fois danss dmocessus de reconnaissance
biomoléculaire et dans la construction d’assembkg#amoléculaire stimulable. Ainsi, au
début de chacun des chapitres sera présenté eduation le contexte et I'état de I'art de
I'étude abordée.

Le chapitre | introduira I'étude des interactions anterfaces, en donnant les notions
et les modeéles d’analyse des interactions multinteke qui vont étre le maitre mot de
lensemble de ce manuscrit. Apres une présentattms différents moyens de
fonctionnalisation de surface par des biomoléculess différentes techniques de
caractérisation de surface utilisées dans nos katent exposeées.

Les chapitres Il et 1l mettront ensuite en pragigu’utilisation des ligands
multivalents synthétiques dans les interactiongpaetsvement sucre-lectine et ligands
peptidiques-récepteurs cellulaires. En effet, pootre étude, nous avons exploité la
présentation multiple de ligands grace a une mtdéquarticuliere appelée RAFT
(Regioselective Adressable Functionnalized Templaette molécule se présente comme
une plateforme cyclodécapeptidique, qui a la paldrité de pouvoir étre fonctionnalisée sur
ses deux faces de facon indépendante et chimiquedigtimcte™ '° Grace & une méthode
d’assemblage séquentiel et regiosélectif, il estsiide de fixer sur une face du RAFT un
domaine de reconnaissance via I'immobilisation d'wu quatre biomolécules (sucre ou
ligand peptidique) et sur l'autre face un domaieedétection qui va permettre de greffer le

RAFT sur une surface (thiol, biotine, amine). Dégdés préalables effectuées sur cette
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molécule RAFT présentant quatre ligands biomolémadaligands -RGD- (-Arg-Gly-Asp-)
ou sucres ont permis de mettre en avant le potalgieette molécule multivalente comme
agent thérapeutique (vecteurs dans le ciblage dédavascularisation, imagerie de tumeurs)

17.18 at/ou de signalisation cellulaire (mimes de swfaellulaire, vaccins synthétiques anti-

tumoraux)*® %

Il est notamment clairement établi que la présent multiple des ligands a
la surface des plateformes RAFT permet d’amélioefficacement leur capacité de
reconnaissance du récepteur cible, par rapport AETRhomologue monovalent. Une
meilleure compréhension et une quantification de&canismes d’interaction mis en jeu
s’avere cependant primordiale pour rationaliserdésign moléculaire de ces ligands et
optimiser leurs propriétés.

Le chapitre Il est ainsi dédié a I'étude des intBoms sucre-lectine. Une étude
préliminaire en anisotropie de fluorescence efiéeten solution® a montré la meilleure
reconnaissance de la lectine Con A par la moléRANET présentant quatre sucres mannoses
par rapport a la molécule RAFT n’en présentant gulia preuve de la meilleure association
physique des deux partenaires de l'interactioneggdcligand multiple RAFT étant faite, nous
avons exploré, de facon plus quantitative, la fates interactions grace a la détermination
des parameétres cinétiques et thermodynamiquestzagtions.

Dans le chapitre lll, le ligand synthétiqgue RAFEt&@ mis a profit dans I'étude des
interactions entre des récepteurs cellulaires et ldgands peptidigues. Les études en
fluorescence effectuées en 2066 grace a 'immobilisation d’une sonde fluoresceste la
seconde face de chague molécule RAFT, ont permiseatige en évidence I'avantage de cette
présentation multiple des ligands -RGD- dans Iéagi de cellules cancéreuses. Dans le but
de quantifier ce phénoméne, une étude d’'adhésillulate a été réalisée sur des surfaces
présentant des ligands -RGD-. Ensuite afin d’obtemie meilleure compréhension du
processus de reconnaissance, une analyse cinétiguie le récepteur cellulaire seul,
lintégrine avB3, et les ligands -RGD- a également été menéelar S

Finalement, le chapitre IV présentera une touteaapplication de la multivalence
dans le domaine des biomatériaux. Les interactionftivalentes ont été appliquées a la
formation d’un assemblage multicouche supramoléeutie biopolyméres. Pour cette étude,
des biopolymeres de chitosane fonctionnalisés paraavités cyclodextrine et des entités
adamantane ont été utilisés. L’emploi de la teamid'auto-assemblage couche par couche,
appliguée aux interactions hoéte-invité, nous a iapsrmis d'élaborer un assemblage
multicouche de biopolymeéres sensible a des stiextérieurs comme des variations de pH ou

des variations de force ionique.
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Les difféerents aspects développés dans cette tHasmimie-physique des techniques
de fonctionnalisation et de caractérisation desramtions aux interfaces, la biologie des
systemes étudiés et des applications visées, quiesl’élaboration de matériaux stimulables,

insérent cette étude dans un réel travail inteiglisaire.
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Chapitre |. Etude des interactions biomoléculaires

I. Introduction

Les interactions biomoléculaires sont a l'origireela plupart des processus de reconnaissance
cellulaire. Ce mode de reconnaissance implique geutenaires : le récepteur et le ligand,
qui présentent entre eux une spécificité de liargsmnarquable. L’activation du récepteur par
le ligand se traduit, la majeure partie du temps,yne ou plusieurs réponses physiologiques
variables selon le type cellulaire et le récepteigren jeu.

Ces interactions biomoléculaires se font la plugartemps par 'intermédiaire non pas d’'une
interaction monovalente, c’est-a-dire ne faisanérirenir la liaison d'un seul récepteur et
d’un seul ligand, mais par I'utilisation d’'interams multivalentes qui permet d’améliorer la
spécificité et la force de la liaison entre lesxdpartenaires. Les protéines, qui font partie des
récepteurs de surface des cellules les plus ésjdséat ainsi connues et analysées pour leur
possibilité de liaison multivalente avec leurs tiga. En effet, ces dernieres se présentent la
majorité du temps sous la forme de multimére, eedire qu’elles exhibent plusieurs sites de
reconnaissance identiqgues au méme ligand, leur gttamt de s'impliquer dans des
interactions multivalentes plus fortes et de hapeificite.

Dans le but de mieux comprendre la notion d’inteoas multivalentes, pilier central de ce
manuscrit, nous allons au préalable introduireniaons et les définitions ayant trait a une
interaction simple monovalente. Une fois le modgtaple monovalent établi, nous allons
nous intéresser plus précisément a I'étude desantiens multivalentes et des modeles
existants pour les identifier et les étudier. Naglés s’effectuant via 'immobilisation d’un
des deux partenaires biomoléculaires, nous dévetopp, ensuite, les différentes méthodes
de bio — fonctionnalisation de surface. Nous tearons par la présentation des différentes
techniques de caractérisation de surface dont nous sommes servis dans le cadre de ce

manuscrit.
[l. L'interaction monovalente 1:1

L’interaction la plus simple qu'il puisse y avointee deux partenaires présentant un site de
reconnaissance spécifique I'un avec I'autre estinteeaction monovalente de type 1:1.

-11 -
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[1.1. Définitions

11.1.1 Les acteurs de l'interaction

Il est commun de penser la reconnaissance moléewdaiterme de deux composantes.
Il apparait donc essentiel, pour une bonne compséte de notre étude, de les définir. Dans
la littérature, on retrouve en effet différentaries associés en fonction du domaine d’étude
concerné. Ainsi, en biochimie, on parlera d'un péear protéinique et d'une espece
reconnaissant le récepteur pouvant étre un ligandnhibiteur, un substrat, un épitope, ou
d’autres molécules ou portion de molécule dépemdaht récepteur. Dans le langage
chimique, pour simplifier, le récepteur est la segr et le ligand la clef. Lors des études aux
interfaces, on parlera de ligand pour I'entité inmifisée et d’analyte pour I'entité en solution.
Le chapitre IV traitera plus particulierement ddrdctions hydrophobes supramoléculaires
mettant en jeu des complexes d’inclusion. Les astéle I'interaction seront alors définis
comme une espece présentant une cavité hote dpredléava pouvoir s’insérer I'entité invité

correspondante.

11.1.2 L’affinité et les constantes cinétigues de I'intgian

Une interaction monovalente décrit la liaison dendentités A et B de fonctionnalité
complémentaire. Les deux entités, une fois liéesnént ce que I'on appelle un complexe

monovalent noté AB (Figure 1).

A B AB
Ka
S+ « ——
Kqd
Récepteur Ligand Complexe
monovalent monovalent monovalent

Figure 1: Terminologie des acteurs et vitesses derfation k, et de dissociation k d’'une
interaction monovalente

La formation d’un complexe monovalent entre deukité& est réversible et se traduit par
deux constantes cinétiques : la constante de eitgsformation du complexe notégek la

constante de vitesse de dissociation du completéerg@ Le rapport de ces deux constantes
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de vitesse (Kkq) ou (kiky) fournit respectivement la constante d’associatiotée K, et la

constante de dissociatiorpKlu complexe (équation I-1).

a

B [AB] _ Kk
"OALBL K (1)
Ces deux grandeurs traduisent la force de liaistre ées deux entités. Plus ksera grand et
inversement plus K sera petit et meilleure sera la force de l'inteoac Ka ou Kp est donc
une des grandeurs thermodynamiques les plus aderetumportantes pour la quantification
des interactions entre partenaires biologiques.

L’affinité est une notion qui intervient systématémnent des que I'on parle d’interaction. Il
faut néanmoins faire attention a la terminologie.nhot affinité représente le terme qualitatif,
la constante d’affinité le terme quantitatif quagrectement nommeé, s’appelle la constante
d’association I définie ci-dessus. L’affinité se définit comme larde de liaison entre un

seul site de liaison de I'analyte et du ligand dauns forme monovalente.

[1.2. L’étude des interactions monovalentes

La caractérisation des interactions monovalenteBeg'tue par la détermination de certains
parameétres qui permettent de rendre compte destarmes de vitesse de formation de
l'interaction (étude cinétique), de la force detidraction (k) et des mécanismes mis en jeu
(étude thermodynamique). Pour ce faire, différéypes de modele existent pour analyser les
interactions monovalentes. Avant d’utiliser un goelque modéle, il est nécessaire de vérifier
gue le modele d'analyse est adapté au systemedd.éfn effet, quel que soit le modéle

utilisé, 'analyse des données expérimentales darume résultat. C’est ensuite au scientifique
de juger du résultat et de choisir un modele ermquat®on avec I'étude de linteraction

effectuée.

I1.2.1 Les isothermes de Langmuir

L’isotherme de Langmuir, développée en 1916 pamdrvLangmuir, est une méthode
empirique dérivée d'un mécanisme cinétiqgue. Cetéithade ne peut étre appliquée que pour
des études aux interfaces. L'utilisation d’une heote de Langmuir est basée sur quatre
hypotheéses :
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1) La surface de l'adsorbant est uniforme, c’edir@-que tous les sites d'adsorption
sont égaux.

2) Les molécules adsorbées n'interagissent pam&sssavec les autres.

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

4) A adsorption maximum, seule une monocouche @shdée : il n'y a pas de
formation de multicouche.
Comme a I'accoutumée, il est rare que ces quairggpsoient vérifiés expérimentalement. En
effet, il y a toujours des imperfections sur laface, le mécanisme n'est clairement pas le
méme pour les toutes premieres molécules que pemirabtres. De plus, lisotherme
d'adsorption est le fruit de mesures expérimenttiesn tant que telle, elle n'est pas parfaite :
les différents points mesurés sont fonction déiffegtion que I'on aura pu faire de I'équilibre
thermodynamique.
Cette méthode consiste a modéliser les points Empataux : Al (masse surfacique de
'analyte a I'équilibre) en fonction de la concexiion de I'analyte en solution C, selon une

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

K, [C

AT = AT XA
1+K, [C

(I-2)

Le tracé de ces isothermes d’adsorption de Langmauipermettre une détermination de la
constante d’association de l'interaction a,Kainsi que de la quantité maximale d’analyte,

AT nax qui va pouvoir étre adsorbée sur les ligands ibilises.

[1.2.2 Le modele cinétigue de Langmuir

Le modéle cinétique de Langmuir consiste en |'asmlges parametres cinétiques d’'une
interaction monovalente entre un ligand B immobilgir une surface et un analyte A en
solution selon un modele mathématique prédéfini.

Une étude cinétique est effectuée au préalableathlyte A est injecté sur une surface
fonctionnalisée par des ligands B. Les courbes sd@ation et de dissociation
expérimentales, réalisées pour différentes conagoiis en analyte A, sont alors modélisées
par un modeéle mathématique selon le mécanismaa@aet de la Figure 1.

Lorsqu'une interaction obéit a un modele simpletygee 1:1, la vitesse de l'interaction en

solution est décrite par I'équation (1-3) :
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d[AB
A2 -k [AleI -k B (1-3)
Les études cinétiques menées au cours de ce mirmuasté réalisées par SPR (BIACOre
Ainsi I'’équation cinétique (I-3) devient en terme déponse SPR, R (cf ci-apr&?2
Résonance plasmonique de surface ), I'équatiousig\(l-4).
=K C(Ru ~RI~k,R, 50t T =K, CRy - (K,C+K IR (14
ou C est la concentration molaire en analyte gk R réponse maximale de la surface en
RU (cf ci-apresv.2 Résonance plasmonique de surface ). En effetighal de résonance en

SPR BIAcoré est exprimé en unités de résonance ou RU.

Différents processus d'analyse des études cinétigueensuite été développés.

e Linéarisation
dR/dt peut étre tracé en fonction de R, et la pdatk droite obtenue kst), est égale a
+ kg. Un nouveau graphique peut donc étre réaliséepartant k en fonction de C : la pente
de la droite est égale g let l'ordonnée a l'origine & Krigure 2A)). Cette linéarisation des
données n'est valable que dans le cas d'interacsonples. Pour les interactions plus

complexes, les données transformées ne seronlintages.

* Analytique
Une méthode plus générale, basée sur lintégraiaytique (Figure 2B)) des équations
décrivant la variation de la réponse en fonctiontetaps®, a été mise a la disposition des
utilisateurs du BlAcor® dés 1993. La constante de vitesse de dissociaiqrimée en’§

est tout d'abord déterminée grace a lI'équatioraaté(I-5) :
R =Ry e (I-5)

ou R est la quantité d’analyte A adsorbé sur la surticéigand B au temps t efpRest la
guantité a I'équilibre d’analyte A adsorbé.
La constante de vitesse d'association peut enSwdecalculée par le modeéle selon I'équation

(1-6) :
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_ KCRy, (1= e ) -6)
- k.C +k,

R

ou Rnax est la quantité maximale a I'équilibre d’analyte dsorbé et C est la
concentration d’analyte en solution. L’associatites deux composants est traitée comme la

somme de deux événements indépendants, chacurt gécrune équation de la forme

précédente.

A) Linéarisation

830 dR/dt=constant - (kyC+kgIR

00 300 ¢ JOOD B kg=kqCeky
= — Y
E a0 :g 5“ B 00 o E ol kakl."-xll}‘" M1s]
P 3 =
E] - 150 g
g 300 :: E \ ..;3 2.
4
¢ 100 125 -;; 100, E s
2 &, 50 *
£ HQ\\ .

125
<00 T T T - ————y a \? T 1 e [ 100 ma
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Time [s] Relative response [RU] )

B) Intégration analytique C) Intégration numérique

160 R:Req [ ] -e-(k.Cnk, )(l:_LQ]

140 P \\‘ "

120 . R= -k (11,
/ \\R R e

100 / .

80 / S
60 T

~
40
20

0 —f

_ED-llOD =30 40 110 iSO fSO 3;20 3.0:} 4:60 S.?ifl 4::100

Temps (s)
Figure 2: Exemples des différents traitements desominées cinétiques par le modéle de
Langmuir en SPR A) par linéarisation, B) par intégration analytique et C) par intégration

numérique. Les figures sont issues deet de la société BIAcor&.

Réponse (RL)

» Intégration numérique
La méthode utilisée dans le logiciel d’évaluatianBlAcore® T100 utilisée au cours de cette

thése est plus récente. Elle s'appuie sur une mdéttdlanalyse numérique couplée a
l'ajustement global des donnéésCe moyen d’analyse a bénéficié de l'accroisserdest
puissances de calcul disponibles sur les micraaatdurs. Elle est basée sur I'algorithme de
Marquardt-Levenberd qui ajuste les données calculées et expérimentalesinimisant la

somme des résidus au carrés (notée chiz, Figure R€Xxalcul est réalisé sur l'intégralité du
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sensorgramme (c’est-a-dire la courbe d’associagibmle dissociation de l'analyte) et, si
souhaité, sur plusieurs sensorgrammes a la foie bkule valeur par parameétre est
déterminée pour tout un jeu de sensorgrammes. Getiteelle méthode de traitement est plus
sensible que les deux précédentes a la qualitéaieses.

Une fois les deux constantes de vitesse détermifeegpport de ces deux dernieres, comme
cité précédemment, donne la constante d’associatode dissociation du complexe a
I'équilibre : Ka = [ABJ/[A]-[B] exprimé en M* et Kp = 1/K = [A]-[BJ/[AB] exprimé en M.

[1.2.3 La linéarisation du modele de Langmuir (représ@made Scatchard)

Le modéle de Scatchard a été développé en 294% modéle consiste en une analyse
graphique simple des données de liaison d'unedatien entre un ligand immobilisé et un
analyte en solution. L'utilisation de la représéiota de Scatchard rend alors possible la
linéarisation du modéle de Langmuir. En effet, liatjion de Scatchard (I-7) est une fonction
linéaire extraite de la relation hyperbolique (legl permet la simplification de I'analyse des
résultats et la détermination rapide des paramelwesystéme étudié commex ket I max
L’'avantage de cette procédure est alors de validglisation du modéle de Langmuir en
vérifiant I'accord entre les courbes expérimentatde modéele mathématique.

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

gzKAn—KAF (1-7)
oul est la quantité d’analyte adsorbé a I'équilibre rfetation SPRI" correspond a &),

C est la concentration en analyte libre a I'équéibt nest le nombre de sites de liaison par

analyte.

La méthode consiste alors a tracer les points sporedant a la variation dE/C) en fonction

de I' (Figure 3). Si ces points forment une droite celanfirme que les données

expérimentales correspondent a une interaction wabewote entre I'analyte et le ligand

immobilisé.

Si linteraction est monovalente, les graphes datcBard permettent I'obtention de la

constante d’affinité Ka) donnée par I'opposé de la pente etnde, qui est donné par

'ordonnée a l'origine.
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ric

Figure 3 : Graphe de Scatchard obtenu par la linéasation de I'équation de Langmuir
correspondant a l'interaction monovalente d’un ligand avec un analyte.

Le tracé des graphes de Scatchard peut étre ag@l#iptéalyse des données obtenues par SPR
® en assimilant” & la réponse unitaire obtenue en BIAoke I'équilibre (notée R).
L’équation de Scatchard s’écrit alors :

Reg _ _ i
? - KARmax KARéq (I 8)

Dans le cadre de ce manuscrit, 'analyse des demBER, a systématiquement été faite par le

tracé des graphes de Scatchard en utilisant I'é&quét8).

L’ensemble des méthodes que nous venons de présardgst valable que pour les cas

simples d’interactions monovalentes. Cependants dancadre de cette thése, nous nous
sommes intéressés a mettre en évidence I'avanegyintéractions dites multivalentes dans
'amélioration des processus de reconnaissancelael entre partenaires biologiques. Dans
les paragraphes suivants, nous allons définir papecifiquement les interactions

multivalentes, leurs utilités ainsi que les difféie modeles dont nous nous sommes servis
pour distinguer et quantifier les phénomeénes detivalgénce dans des interactions entre

partenaires biologiques.
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lll. Les interactions multivalentes : définition et conept

La multivalence décrit la formation de liaisons tiplés de deux (ou plus) entités présentant a
leur surface des fonctionnalités complémentairesdtiples (Figure 4). L'effet « glycoside

cluster » ’

se définit comme une amélioration de [laffinitér gautilisation de ligands
multivalents comparé a linteraction similaire avesur homologue monovalent. Cette
amélioration est supérieure a un simple effet diaemgtation de la concentration. C’est

'exemple de multivalence le plus connu dans leE@ssus biologiques.

[11.1. Définitions

La valence des acteurs de l'interaction correspmunchombre de connections séparées d’'un
méme type qui peuvent étre formées avec d’autrdgcypl@s par des interactions ligands —
récepteurs. Une lectine qui présente quatre sgdgson a un sucre sera alors appelée une

lectine tétravalente.

Pl N —

Récepteur Ligand Complexe
tétravalent trivalent divalent

Figure 4 : Terminologie des valences et des acteude l'interaction multivalente. Cette
figure a été adaptée dé

Le terme d’avidité est frequemment employé, dés lgue l'on s’intéresse a des
interactions multivalentes. Il faut cependant ng lpaconfondre avec I'affinité. Par définition,
l'avidité, aussi appelée "affinité fonctionnelleg'st une mesure de la force de liaison entre
'ensemble des sites de reconnaissance de I'anelyde ligand dans leurs formes naturelles
(i.e. gu’ils soient mono ou multivalent). Elle décritraoplutét une situation physiologique
gue théorique ou expérimentale et peut se distingagement de I'affinite.

La concentration effective () est une notion importante dans la compréhension
moléculaire de I'étude des interactions multivadsnt Par définition, elle représente la
probabilité d’interaction entre deux entités réazti ou complémentaires et symbolise une
concentration « physiquement réelle » d’'une destionnalités réactives par rapport a sa

contrepartie complémentaire (Figure 5). Cette dooibé@ d’interaction a été montrée comme
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étant dépendante de la longueur du bras espacearles sites de reconnaissance de I'entité

réactive et des possibilités conformationnellesexistent entre elleS ™2

Etude en solution Etude aux surfaces

mm i

Vue de coté Vue d’en haut

@ entité adamantane

I entité cyclodextrine

Figure 5: Représentation schématique du concept d@ concentration effective d’'une
interaction bivalente entre une molécule invité (ld(adamantyle)) et un dimeére de
cyclodextrine en solution (gauche) et a une SAM dgyclodextrine (droite). Cette figure a
été adaptée dé.

Enfin, une derniere définition importante, que I'dait introduire pour la suite, est la
différence entre des interactions intra et integuolaires, mise en évidence par Jerlélen
1981.

Inter-

m moléculaire
TR, — e e,

4 4

1 Intra-
moléculaire

X

Figure 6 : Comparaison des interactions multivalergs intra et intermoléculaires. Cette
figure a été adaptée dé.

Grands agrégats
(insolubles)

Il existe, il est vrai, de nombreuses possibilidésteractions entre des entités analytes et
ligands. En effet, des liaisons multivalentes pativavoir lieu intramoléculairement, cas
classique qui découle de la définition de la malénce, mais une interaction
intermoléculaire entre deux entités multivalentes également possible (Figure 6). Alors

gu’'une interaction multivalente intramoléculaireupeonduire a des structures avec des
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géométries et des motifs de liaison définis, lessdins intermoléculaires conduisent a la
formation de grands agrégats (insolubles) et dectstres polymériques. Les liaisons ne
suivent pas nécessairement un réseau simple : odebimaisons de liaisons intra- et
intermoléculaires sont également possibles. Paeindte spécifiguement la formation de
liaison multivalente, un certain degré de desigrsgsieme est alors requis. Les aspects les
plus importants qui doivent étre pris en compte $architecture, taille et forme, des entités
multivalentes et la thermodynamique des interastion

Méme si, dans la plupart des études de phénomehaistin entre partenaires biologiques,
les récepteurs présentent plusieurs sites de hiales résultats sont classiguement analysés
avec un modéle simple d'interaction £:1° alors que rien ne le justifie. Une des causes en
est peut étre I'existence de trés peu de modettsdl qui permettent de mettre en évidence
ou d’analyser des interactions multivalentes. Tioige quelques uns sont décrits et ceux qui

nous ont servis dans ce manuscrit sont détailapras.

[11.2. Les modeles d’étude de la multivalence

I11.2.1 La représentation de Scatchard

Comme on l'a vu pour les interactions 1:1, la repriation de Scatchard est une méthode
linéaire simple qui permet d'obtenir les caractéyises principales (K et Rnay d'une
interaction monovalente. Elle peut également étisera profit pour mettre en évidence la
présence ou non d’interaction monovalente. En dftditention d'une réponse linéaire traduit
la capacité du systéme étudié a répondre a unadtiten de type 1:1. Par contre, I'obtention
d’un tracé non linéaire va rendre compte d’'unerauigon plus complexe (Figure 7). Trois
situations différentes peuvent alors étre envissagée

- la présence d’'une coopérativité négative, qui epoad a la décroissance de l'affinité
avec l'augmentation du nombre de sites occupés

- la présence de ligands hétérogénes

- la présence d'interaction multivalente (graphesaoees de Scatchard) qui se traduit
par une augmentation de l'affinité de l'analyte swmlution vis-a-vis de la présentation

multivalente de ligands immobilisés (effet chélatda I'analyte).
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A) Interaction monovalente B) Interaction bivalenteligand hétérogene

3, 3,0E: 1,

25E405] 2,5E+07 126408

1,0E+08
2,0E+05; ® 2,0E+07;

8,0E+07:
15E+05: < 1,5E+07

Réq/C (RUM)

6,0E+07:

1,0E+05: 1,0E+07
4,0E+07 \
5,0E+04: 5,0E+06;

2,0E+07;

X X LX
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 50 100 150 200 25¢

Réq (RU) Réq (RU) Réq (RU)

Figure 7 : Présentation des trois différents cas psibles obtenus lors du tracé de la
représentation de Scatchard traduisant A) la présere d’'une interaction monovalente et
B) la présence d'une interaction plus complexe : balente, ligand hétérogene.

L'utilisation des graphes de Scatchard va permettyes facilement de mettre en évidence ou
non la présence d’interaction multivalente entsepartenaires de I'étude (Figure 7).

I11.2.2 Le modele multivalent de Scatchard

[11.2.2.1. Relation linéaire

Dans les années 1980, D. J. Winzor et al. ont uékahalyse des données d’interactions
multivalente en proposant I'expression d’une carmstaintrinséque de liaisoh® via le
développement” * d’une relation analogue a I'équation de ScatcRggétuation I-6). Mais
cette derniére a été soumise a polémique. En 1993, Winzor a alors adaptée I'équation
traditionnelle de Scatchard & I'étude des inteoastimultivalentes’.

Si on considere la situation ou un analyte A, avettes de liaison se lie a un ligand B
immobilisé et que toutes les réactions entre kes sndividuels de A et de B sont gouvernées
par une seule constante de liaison intrins@&guéas, la quantité d’analyte A immobilisée sur

la surface pour un tel systéme, &écrit sous la form¥.

R =(C.' -ciic, (-11)
ou G correspond a la concentration molaire d’analyieeli c’est-a-dire la concentration
en analyte injectée sur la surface,Gat et Cg respectivement les concentrations molaires
totales (libres et liees) d’analytes et de ligamdshobilisés. En tenant compte de la relation
(I-11), I'équation de Scatchard correspondant @aaligse de liaisons multiples indépendantes

et équivalentes se transforme en I'expression I-12
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R X
= Kae ~ KR CA(f_l)/f (1-12)

1/ f
CA

~

R
ou CT/ff est I'équivalent de la notation [ligand lié/ lighrdibre] de I'équation de

A

R

Scatchard monovalente (f = 1). La représentatin@alre est obtenue en traganélf—f en

A

fonction de R,C{'"™'" La valence de linteraction peut alors étre dedein tracant des

graphes successifs a différentes valeurjaegu'a I'obtention d'un tracé linéaire.

[11.2.2.2. L’équation hyperbolique rectangulaire

Une seconde forme alternative du modeéle multivamtScatchard peut également étre
utilisée afin de faciliter I'analyse en régressimon-linéaire des données expérimentales par
des programmes informatiques standard de modélisdes données. L'équation (I-12) peut

alors étre convertie en une relation hyperbolicemangulaire % qui décrit la fonction de

liaison conventionnellg **pour une concentration libre en ligand.

*1/ f)

- KABCA

f *(f-1)/f)~1/f
(1+ fKABCA(( ) )CA )

(1-13)
En multipliant cette expression pd€ " ™'" I'expression (I-13) et en remplagant ffar sa
valeur selon la relation (I-11), on obtient aldégjuation (I-14) suivante :

(F-1)/f)~* X1/ f
(E-DIE) (~ U _ ~UFY — fCA(( : )CBKABCA( )
fCA (CA CA - f (F-1)/ f)y 1/ f
1+ fKsCa Ca')

(1-14)

Pour des études en SPR utilisant des appareilsd#Acdes études de calibration ont permis

d’établir une relation linéair€” * entre la réponse SPR,, la quantité de protéine liéa,, et

I'aire de la surface du biocapte;,, selon I'équation (I-15).
_ K,Wa

b=t (I-15)

ouk, est une constante de proportion.
La connaissance supplémentaire du volume V en coata&c la surface du biocapteur permet

ainsi de déterminer (C-Ca) 2° (équation 416).
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M,(Ch—C,) =W, /V =R /K (1-16)

ou My est la masse molaire de l'analyte A gtdst égale ai/A.

Pour I'appareil BIAcor® sur lequel nous avons travaillg, % 0,11 degré.igmm? A= 1,1
mn’et V = 40 nL, donc k' = 40 000 RU (RU = Réponse Unitaire et un déplacerde 1° de
'angle d’incidence équivaut & une variation deOD0 RU, cf sectiornVvV.2.3 Resonance
plasmonique de surface),Qeut alors facilement étre extraite des donnépérarentales.

L’analyse par régression linéaire de la dépenddedg ™' " (CM" -C}" )en fonction de
fCX'D'DC VT selon I'équation (I-13) permet alors la détermioatde G* et de la

constante d’association intrinséque de I'interactinultivalente Kg.

I11.2.3 Le modele cinétigue de I'analyte bivalent

Concernant, finalement les études possibles alaniegétigue, NoUs NOUs sommes servis
d'un modéle d’analyte bivalent mis au point parkRrlson?. Ce modéle comme son nom
'indique considéere une interaction bivalente ereligand immobilisé B et un analyte
bivalent A en solution (exemple de I'adhésion daeticarps) selon le schéma réactionnel

suivant :

k k

A+B+B —— AB+B —— ABB
kdl kd2

ou ka1, ka2 et kg1 kg2 sont respectivement les constantes de vitesstqeiné d’association
et de dissociation des complexes AB et ABB.
L’analyte A va donc pouvoir se lier a deux ligariBlsselon deux mécanismes de réaction
distincts mettant en jeu deux interactions suceessiOn appellera K = kai/kq1 la premiere
constante de d’association correspondant a la ftwmadu complexe AB et J¢ = Kadkg2 la
constante d’association associée a la formatiosedond complexe ABB. Les deux sites de
liaison de l'analyte sont supposés indépendantéagfiront de maniere équivalente avec un
ligand B.
Les équations de vitesse exprimées en termes deng€pSPR (R) et utilisées dans

I'algorithme du logiciel sont les suivantes :
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R = KuCo X (R =R = 2R) ~KyR =Ky R X (R =R =2R) +kyiR,  (117)
O KR X (Ruw =R = 2R) ~KyoR, (-18)
R, __dR (1-19)

dt dt

avec k, la constante de vitesse de la seconde assoc@timimée en RU.s?, C, est la
concentration en analyte et,RR, et Ry correspondent aux concentrations des especes AB,
ABB et B respectivement.
La seconde constante de vitesse d’associatign,ekt donnée en Rts! car la seconde
liaison de I'analyte n’induit pas de changementsdenquantité d’analyte qui adhére sur la
surface. Cette valeur ne pourra étre transformé® és” que si un facteur de conversian,
est disponible entre la réponse observée (en RUA ebncentration en analyte (M). Ce
facteur ¢ varie avec I'épaisseur et le type de surfacesé#li ainsi qu'avec l'indice de
réfraction de I'analyte en solution (cf sectidr2.3 Les études cinétiques par BIACOmage -
40 -). Par exemple; sera égal a MW*100 pour une chips CM5 dans ledeabadhésion de
protéines’™ %

[11.3. Les interactions multivalentes dans les processus mkconnaissance

cellulaire

La capacité des cellules a transmettre des sigaatie elles est un aspect essentiel de toute
vie multicellulaire. Des milliers de récepteurs asés aux membranes cellulaires et des
molécules de signalisation ont été identifiés pacdmmunauté des biologistes comme des
entités permettant la communication entre les le=llActuellement, beaucoup d’attention est
portée sur la compréhension des interactions chiesigntre les récepteurs et les ligands. En
effet, dans de nombreux cas, il a été mis en éu@epie les propriétés des événements de
liaison monovalente ne permettaient pas d’atteitel@mportement remarquable exhibé par
les protéines responsables de la signalisation ldarcllules vivantes.

De nombreuses interrogations subsistent sur le dedenctionnement des récepteurs afin de
faciliter la transmission des données. Les sciguis n'ont pas encore établis si les cellules
utilisent des microdomaines ou d’autres mécanismesr organiser et assembler les
composants de la signalisation. Cependant, deséésren microscopie et en cristallographie

aux rayons X ont révélé que les récepteurs a l@mcirdes cellules, pour de nombreuses
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classes structurales, s'assemblent en des complexisécepteurs~ La taille de ces
assemblages varie : certains sont composés de dmepteurs tandis que d'autres en
contiennent des milliers. Néanmoins, on sait peahase sur la structure de ces assemblages,
leur localisation a lintérieur des cellules etlsur localisation influence la signalisation.
Comprendre ces interrogations, pourtant, pourraitdaire a des nouvelles stratégies de
traitement thérapeutique par exemple. Une des meanide procéder actuellement est
l'utilisation de ligands synthétigues présentant dembreux motifs identiques de
reconnaissance afin de cibler au mieux ces complexdtirécepteurs pour des applications

thérapeutiques (Chapitres Il et 111).

111.3.1 Les ligands synthétigues multivalents

L'utilisation de ligands multivalents synthétiques naturels est devenue depuis le début de
ce siecle, un précieux atout, car leurs caractguiss en font a la fois de bons inhibiteurs et de
bons effecteurs des processus biologigiieka présence de multiples copies de fonction se
liant au récepteur, permet aux ligands multivaled#sse lier avec une grande affinité et
spécificité au récepteur, ce qui en fait de puissarhibiteurs” 3**° De la méme maniére, les
ligands multivalents peuvent étre des effecteurterls qui favorisent une réponse
biologique spécifique via un signal de transductfbn*? Ainsi, le potentiel d’'un ligand
multivalent dépend du mécanisme d’action selondédjwpeére.

Contrairement aux ligands monovalents qui ont aaaéts nombre limité de mécanismes de
liaison, les ligands multivalents, réciproquemeetivent interagir avec les récepteurs via de

35, 43

nombreux mécanismes (Figure®8)*> **qui incluent:

- les effets chélatant (les contacts entre le liganttivalent et les récepteurs multiples
diminuent la vitesse de dissociation et augmeaféité, Figure 8 A)

- la stabilisation stérique (la taille des liganddtimalents empéche stériquement
d’autres interactions avec les ligands)

- lare-liaison statistique (la re-liaison des ligamdultivalents est favorisée par la haute
concentration locale des fonctions de liaison, F@dgiD)

- ou encore le « clustering » de réceptétir¥ (Figure 8 C)
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A) Chélation B) Présence d’'un sous-site
A/
B ] )
N/ - % —F AN F
C) Formation de « cluster » D) Effet de proximité/statistique

e VYV Y \BZ A YV Y
Figure 8: Les différents mécanismes de liaison déghnds multivalents aux récepteurs
immobilisés sur une surface.

Ces trois derniers effets s’avérent particulierenigéressant notamment pour I'utilisation de
ces molécules multivalentes en tant qu’inhibitelintdractions non désirées ou néfastes

(cellules cancéreuses, virus). Germeiral. **

ont, par exemple, montré que l'efficacité d’'un
vaccin multivalent est influencée par sa capacitéatsemblement des récepteurs de surface
cellulaire ; et que Il'activité d'un inhibiteur deéexines Shiga pentameériques dépend de sa
capacité a occuper les sites de liaison mulfipi&

Kiessling et al.** *’ ont ainsi émis I'hypothése que comme la complesitécturale des
macromolécules multivalentes est plus grande glie des ligands monovalents, les modes
de liaison disponibles du ligand multivalent résude son architecture. On trouve alors, dans
la littérature, de nombreux exemples de ligandsh&tiques multivalents présentant des
architectures diverses et variées en fonctionajmlication pour laquelle ils sont destinés. On
peut citer ainsi parmi ces ligands multivalentss gelyméres linéaires et polydisperée4®

des dendrimére®” *° des liposomes polyméris@l des échafaudages oligomeériqiésu
encore plus récemment des glyconanoparticulesd'sr

Pour notre étude, nous avons choisi d’exploitepidésentation multivalente grace a une
molécule particuliéere appelée RAFT pour RegioselectAdressable Functionnalized
Template. Cette molécule se présente comme unefqiaie cyclodécapeptidique, qui a la

particularité de pouvoir étre fonctionnalisée sas sleux faces de facon indépendante et
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chimiquement distincte (Figure 9). Ce disposititistural permet un assemblage séquentiel et
régiosélectif d’'un cété d’un domaine de reconnaissagrace a I'immobilisation d’'une ou
guatre biomolécules sucre (Chapitre Il) ou ligae@tlique RGD (Chapitre 1) et de l'autre
d’'un domaine de détection qui va nous permettrgrdéfer le RAFT sur une surface (thiol,

biotine, amine).

Figure 9: Représentation modélisée de la moléculRAFT effectuée par M. Mutter
(Lausanne).

Ainsi, la multitude d’architectures polyvalentest fde la multivalence un phénomene tres

étudié dans de nombreux domaines.

111.3.2 L’étude des interactions multivalentes aux integfa

Du fait de leur complexité, les interactions mudtentes entre partenaires biologiques
ont tout d'abord été étudiées en solution, et est jue récemment que des études aux
interfaces ont été développées.

De grandes avanceées ont été effectuées concegmaatudes en solution. Dans ce cas, leur
compréhension, essentiellement qualitative, a cdbadudesign de nouveaux inhibiteurs basés
sur la multivalence, par exemple, pour la toxinecHaléra et des systémes analodie® >>

*8 Toutefois, une compréhension quantitative comsiéise n'a été faite que pour quelques
systemes. C'est le cas notamment pour la liaisotivalente de la toxine du choléra

pentavalente grace a [Iutilisation d'un modéle mhedynamique > ©°

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

vancomyciné’ ®?par des mesures en calorimétrie.
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Depuis ces dernieres décennies, I'émergence debmeoses techniques de
caractérisation surfacique, a permis de rendresaildle un grand nombre de nouveaux axes
de recherche. L'étude aux interfacest ainsi devenue une nouvelle facon d’analyser la
multivalence. Les interfaces d’étude se sont rapateg développées et on retrouve
maintenant une gamme multiple et variée allantrdesbranes cellulairéd, & la membrane
lipidique ®*® aux systtmes modéles de monocouches auto — désemib’™ aux
nanoparticuled® ** "?ou encore aux vésiculés™
Cependant et malgré leur grand intérét, les étdéesultivalence réalisées a une interface
sont parfois plus difficiles a interpréter qu'enwsmn. En effet, de telles interfaces, quand
elles sont fonctionnalisées avec des récepteursovatents, complexifient I'interaction en
rendant les surfaces multivalentes. Des étudesalons été effectuées en faisant varier la
concentration de ligands & I'interfa¥®’, provoquant la possibilité de distribution inégaie
altérée des ligand¥' ® Bien que souvent spéculés, de tels sujets oatmemt été étudiés
d’un point de vue quantitatif, en grande partiecpagu’il manque des modéles incorporant la
multivalence aux interfaces.

Afin de pouvoir étudier les interactions multivales aux interfaces, 'un des deux
partenaires doit alors étre immobilisé. La partig suit présente les différentes techniques

existantes de bhio-fonctionnalisation des surfaces.

V. La bio-fonctionnalisation des surfaces

IV.1. Nature des surfaces

Plusieurs types de recouvrement de surface pemeite bio-fonctionnalisation du support.
Parmi eux, les plus utilisés sont l'or, la silicele mica. Une grande majorité des études
menées aux interfaces ont lieu sur des surfaces @aout d'abord, I'or est un métal
relativement inerte et ensuite il peut facilememinfer des films minces qui peuvent étre
utilisé comme support d’étude pour différentes mégiies de caractérisation telles que la
microgravimetrie, la SPR ou encore l'ellipsométiies surfaces d’or sont principalement
modifiées par la formation d'une monocouche auserablée, notée SAM pour self -
assembled monolayer.

La silice et le mica sont des substrats utilisémcppalement parce qu’ils permettent
'obtention d'une surface hydrophile rendant pdssia fonctionnalisation de la surface par

des bicouches lipidiques supportées, notées BLIB ¢iveapres) que I'or ne permet pas.
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IV.2. Monocouche auto-assemblée (SAM)

L'or est le substrat le plus utilisé pour I'obtemtide monocouches auto-assemblées. Une
grande partie des SAM formées sur surface d’orolet @vec des thiols car I'or forme
aisément des liaisons covalentes avec les atomssufie. La fonctionnalisation de la surface
par des motifs présentant une activité biologigeeht alors simple dés lors que la molécule
présente a I'une de ses extrémités un motif thigure 10 A)). Cette bio-fonctionnalisation
peut se faire également en deux étapes : initialear I'immobilisation de molécules thiol
présentant un groupement d'ancrage a l'une de seénatés puis par l'utilisation de

« click chemistry » pour coupler de facon indireletemotif biologique’® ou autre. (Figure

10 B)).

W s

SSSSSSSSS

A) SAM B) « Click-chemistry »

Figure 10 : Représentations schématiques de deux mares de bio-fonctionnalisation d’'une
surface d'or soit A) de maniere directe par la fornation d’'une SAM ou soit B) de facon
indirecte par « click chemistry ».

La formation de SAM comme méthode de bio-fonctidisation de surface présentent de
nombreux avantages tels que la facilité de misaeeenre - par simple trempage de la solution
sur la surface -, la reproductibilité des surfacesiifiées’’, et enfin leur stabilité, que nous
avons nous méme observée, pour des périodes ddamiielques jours a plusieurs semaines
" De plus, les SAM peuvent étre facilement cari#és en électrochimie, notamment par

désorption réductrice.

IV.3. Les bicouches lipidigues supportées (BLS)

Depuis presque 20 ans, I'’émergence de nombreusbsidees de caractérisation aux
interfaces (voir section suivante) ainsi que le aligppement de méthodes de

nanostructuration « patterning %3

ont permis une recrudescence de [utilisation des
bicouches phospholipidiques déposées sur des atshstlides comme modéles de surface

cellulaire 3% Cette recrudescence provient, également, dealadgrfacilité et rapidité de
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formation des bicouches lipidiques par dép6t diddehe mono- ou bicouche lipidique sur de
nombreux types de surfaces solilés_es bicouches lipidiques « surfaciques » sorpuie
couramment utilisées comme modéles de membranegimjole et ont permis en outre d’avoir
un apercu des réactions immunes et de l'adhésibulatee. Il existe plusieurs types de
modeles de bicouches lipidiques « surfaciques weorant des différentes méthodes de dépbts
(méthode Langmuir-Blodgett, dépbts de Langmuir-Bahaétalement de vésicules). On
retrouve, ainsi, les bicouches lipidiques dépostesun « coussin » de polymé&te® des
bicouches hybride¥* * des bicouches lipidiques suspendtfe® des couches vésiculaires

supportée§™ *°et finalement notre modéle d’étude les bicouchmditiues supportée¥: 1o
103

Des études récent8&' ont prouvé le role déterminant de la nature dusttpsolide®’

(charge surfacique, structure, rugosité), des uéssdipidiquescomposition, charge, taille

et état physique), et de I'environnement aquetix**(pH, force ionique et température) dans
le procédé de dépbdt lipidique.

Il en résulte une multitude de chemins possiblas p@ formation de BLS ou méme pour
éviter leur formation afin de conserver des SUM &urface. Ainsi on formera une bicouche
lipidique sur une surface hydrophile de $&D de mica, une monocouche sur une surface d’or
rendue hydrophobe par une monocouche de thiol pamgle, tandis que les vésicules
pourraient s’adsorber sur une surface d’or tougadant leur intégrit&”® (Figure 11).

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

Formation d’'une B1) Formation B2) Vésicules intactes
BLS d’'une monocouche

Figure 11 : Schémas représentant les différentes g&ibilités de dépdt de vésicules de petite
taille sur des surfaces A) hydrophile de silice ode mica et B) d’or B1) rendue hydrophobe
par dépdét d'une monocouche de thiol et B2) or nu.

Une fonctionnalisation spécifique de la BLS estlég&nt possible, ce qui constitue une
bonne stratégie de modification de surface. Aidsiplus en plus d’études sont effectuées en

incorporant dans de simples bicouches de phosptiedipdes molécules bioactives qui
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peuvent étre soit des ligands (glycolipides) pduahibition ou I'adsorption de protéine, soit
des lipides modifiés chimiquement dans le but destaire des édifices nanocomposites.
Dans ce dernier cas, la littérature présente plusigypes de fonctionnalisation de la BLS,
notamment par des lipides maleimides qui vont pdrmde couplage covalent de ligand
présentant une fonction cystéi€. Brissonet al. ont montré la cristallisation 2D de la
streptavidine sur une BLS biotinylé® 1*°et Reviakineet al **’ celle de I'Annexine A5 sur
une BLS contenant de la dioléoylphosphatidylsé(DOPS). La possibilité d'effectuer des
assemblages 2D structurés de protéines sur un gupplade fournit alors un degré de
contrle supplémentaire dans la construction d@éekfcomplexes. Dans le cadre de cette
these, nous avons notamment utilisé I'assemblageeBtreptavidine réalisée sur une BLS
(chapitre 11). Le grand avantage des BLS est I'obt® sur une surface bio-inerte, rigide,

fonctionnalisable et parfaitement caractériséeufeid.2).

Phospholipide
fonctionnalisé

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

La formation de BLS constitue, ainsi, une méthooepke pour la transformation d’'une
surface solide en une surface biocompatible. Aldoednt, les BLS sont sujettes a des
recherches allant des études mécaniques, auxivestate compréhension des procédés
fondamentaux se déroulant dans les organismes tgiven passant par les applications
émergentes en Science du vivant, telles que lespieurs*® *° I'écrantage de drogues et

de nombreuses applications médicales.

V. Les méthodes d’étude aux interfaces

Pour des études mécanistiques des interactionsvaleiites, 'immobilisation d’un des deux

partenaires sur une surface a été réalisée. Unpdesipaux avantages a travailler aux
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interfaces est la facilité relative de préparatilenla « surface multivalente » de liaison. En
effet, des ligands monovalents lorsqu’ils sont imbitisés a des densités surfaciques élevées,
vont créer des surfaces d’étude multivalente (eféeta concentration effective, cf Figure 5
page - 20 -). lls permettent ainsi d’accroitre decé de liaison du ligand avec I'analyte en
solution. Un second avantage est que la foncticsatadn de la surface est facilement
contrOlable et quantifiable. On peut ainsi fairgimala distance entre les ligands et leur
guantité a la surface, ainsi que réaliser des mgékde ligands. Actuellement, il existe une
richesse technologique de méthodes de caractérisstirfacique basées sur une variété de
principes de détection optique et mécanique : kerascopie de fluorescence, la microscopie
d'angle de Brewster, la microscopie a force atomi¢iFM), la résonance plasmonique de
surface (SPR), I'ellipsométrie, la microgravimetf@CM-D). Pour les travaux présentés dans
ce manuscrit, nous avons employé principalemerdolabinaison de deux techniques : la
QCM-D et la SPR (BIAcorf® (chapitre Il et Ill). Les résultats ont été égadmt complétés
par I'ellipsometrie. La QCM-D et la SPR sont desghniques qui permettent une détection
en temps réel sans une nécessité de marquage thlule® a détecter. Ces trois techniques,

ainsi que leur complémentarité sont introduitedessous.

V.1. Microbalance a quartz avec mesure de la dissipatib@nergie (QCM-D)

La microbalance a quartz (QCM) est une techniqiliség depuis de nombreuses années pour
suivre le dépbt de films minces en milieu gazeuxsous vide. Ce n’est que dans les années
1990 que la techniqgue QCM couplée a la mesure dissgpation d’énergie, appelée QCM-D,
mise au point par Roda#t al.*®, fut utilisée pour des études en milieu liquide.

Depuis lors, la QCM-D est devenue un outil de dérégation de surface de couches minces
permettant a la fois la mesure de la masse adsaibgeque la détermination des propriétés
viscoélastiques. Cette technique a été brillamrapptiquée a de nombreuses études allant de

I'adhésion de protéines sur support sofitfe'**a I'adhésion cellulairé®®, en passant par le

}]/.25—129 é30—132
)

suivi de la formation d’assemblage de polyélectas
§.04—106, 109, 111, 133—1;’3%1:(:.

et de polymere par la

formation de BL
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V.1.1 Le principe de fonctionnement

Une QCM-D se compose d'un cristal de quartz, reedugur ses deux faces par des
électrodes d’or (Figure 13), d’'une chambre de meethgrmostatée présentant deux modes de

fonctionnement (voir ci apres) et d’'une unité élecigue reliée a un PC.

Gold Electrode

Quartz < y/

) Gold Electrode

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

Grace aux propriétés piezoélectriqgues du quartzjeceier peut étre excité par une tension
alternative appliquée entre les deux électrodegtablissement d’'un champ électrique
alternatif a travers le cristal de quartz provognemouvement vibrationnel a la fréquence de
résonance du quartz (5 MHz dans notre cas). Lesineesles fréquences de vibration sont
réalisées sur la premiére, la troisieme, la cingeiéet la septieme harmoniques,
correspondantan=1, 3,5, 7etab, 15, 25 &35, respectivement.

La dissipation d'un cristal est mesurée en ennegistla réponse de la décroissance de ses
oscillations aprés I'avoir excité a la fréquenceé&sonance.

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

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

Eperdue
D= F (I'ZO)

stockée

ou Bperque€St I'énergie dissipée durant un cycle d'oscillatéd Eickee€St I'€nergie totale
stockée dans le systeme. Ainsi, en collectantdsigiation d’énergieAD,) et les variations de
fréquence 4f,,) enregistrées pour la fréquence de résonanceatistal de quartz et ses trois
harmoniques (n = 3, 5, et 7), la technique de taérgation microgravimetrique peut étre
utilisée pour caractériser la formation de filmsogis a I'échelle du nanométre, constitués par

exemple de protéines, de polyméres ou de celluledes surfaces, en milieu liquide.
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V.1.2 La détermination de la masse adsorbée

La fréquence de résonance du crishdij)(est sensible a la variation totale de masse idtatr
incluant 'eau couplée a l'oscillation. Une dimiiaut deAf./n est usuellement associée a une
augmentation de la masse adsorbée sur le quartz.

L’adsorption d’'un matériau sur la surfad@n, induit une diminution de la fréquence de
résonance du quartxf. Si la masse adsorbée est faible par rapporti@ e cristal et si cette
masse est suffisamment rigide, aldké est proportionnelle @Am selon la relation de
Sauerbrey (1-21).

Cette relation se définit par :

Am = - C4f/n (1-21)

ou C est la constante de sensibilité massique powristal de quartz de 5 MHz et n = 1,

3, 5, 7 est le numéro de I'harmonique.

1/2

AX(PgHy)

. = 17,7 ng.HZ.cm?, avec A
2f;

La constante de sensibilité se définit com@e

la surface piézoélectriquement actipgla densité du quartz (2,648 g.¢nu, le module de
cisaillement (2,947 18 dynes.crif) etf, la fréquence de résonance du cristal de quartz.

En considéranpes, la densité effective de la couche déposée, ilet¢\alors possible de

donner une estimation de I'épaisseur (d) du filppad®& (équation (1-22))

_Am

d,
¥ peff

(1-22)
Cependant, dans de nombreuses situations, le fisorbé n'a pas un comportement rigide, et
'équation de Sauerbrey n’'est pas valide. En eftet, film viscoélastigue ne va pas
completement suivre I'oscillation du cristal (mesde la dissipation). Dans ce cas, I'équation
de Sauerbrey va sous-estimer la masse adsorbésuéfdae. Le film viscoélastique pourra
étre caractérisé en détail grace a la mesure éesiédnces multiples (n = 3, 5 et 7) et &
I'utilisation du modéle de Voinona et &% ¥’ Ce modéle établit ainsi une relation entre les
parametres viscoeélastiques du film (la viscositke @hodule de cisaillement) et les variations

de fréquence et de dissipation des différentes dwiques. Une routine numérique
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implémentée dans le logiciel QTools (Q-Sense, Sugazinet, a partir de la réponse QCM-
D, de remonter aux propriétés de la couche formée.

V.1.3L'eau en QCM-D

En milieu liquide, la masse de film adsorbée coastst une quantité importante d’eau. La
mesure de plusieurs fréquences et de la dissipdtidilm pour la fréquence de résonance et
ses trois harmoniques permet de déterminer sinfeddsorbé est rigide ou viscoélastique. La
guantité d’eau dans un film adsorbé peut alleryizs§5% et elle dépend du type de molécule
et du type de surface que I'on étudie.

Cependant, I'étude seule en QCM-D ne permet pamdsure directe de la quantité d’eau
présente. Pour sa détermination, une seconde tgpehnide caractérisation sera donc

nécessaire telle que I'électrochimie, la réesongmh@emonique de surface ou l'ellipsomeétrie.

V.1.4 L'appareillage d’'étude

Dans le cadre de ces études, nous avons utiliséQ@M-D D300 de chez Q-sense. Nous
allons donc présenter rapidement les modes deidomeiment ainsi que les différentes

surfaces existantes.

V.1.4.1.Les surfaces utilisables

La technique QCM-D, contrairement a des techniglesaractérisation optique, n’est pas
limitée par le type de surface mais dépend seulehercristal de quartz. On pourra alors
travailler sur plusieurs surfaces différentest,lles oxydes de silice (SiDet de titane (TiQ)

ou encore le micd®. Dans nos études, les surfaces d’or et de 8iDété employées telles
quelles ou fonctionnalisées. Leur utilisation néitesau préalable un nettoyage et/ou une
activation qui sera présenté dans les chapitressill et résumé dans la partie expérimentale.

V.1.4.2.Les modes de fonctionnement

Sur I'appareil utilisé, deux modes de fonctionnetsamt a disposition :
- le mode statique (Figure 14). Il s’agit de l'u@igon classique de la QCM-D, la
chambre de mesure se compose alors d’'une bouckof)-fui permet de thermostater les

solutions injectées afin de garantir une stabditésignal et d’une cellule de mesure ou se
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situe le cristal de quartz. Dans ce mode de mesuileguide est d’abord injecté dans la T-

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

cellule de mesure grace a un systeme de vanne u€liggction dans la chambre de mesure
nécessite 2 mL de produit et 0,5 mL pour chaquectign supplémentaire. Ce mode

d’utilisation nécessite une grande quantité de gitedce qui peut devenir un facteur limitant

lorsque I'on travaille avec des molécules onéredggsonible en faible quantité.

mlL
~ Réservoir
4

y! Sartie T-loop ".I‘EI'\I'I’& de conlrole
1 —

—

Entree

Entréa
I —
l =i
fri L - - Cellule
| -loo avec
Reéserair captaur

Figure 14 : Description schématique des deux modds fonctionnement en milieu liquide de

la QCM-D. La direction du transport de liquide est donnée par des fleches. Le mode a)
correspond au mode statique. Il consiste a I'injean (1,5 mL), grAce a une vanne, du
liquide dans un réservoir : la T-loop ou il reste @ux minutes pour étre thermostaté. Il est

ensuite envoyé (0,5 mL) dans la cellule de mesullee mode b) correspond au mode flux

continu. La T-loop est alors déconnectée et le ligge accede directement & la chambre de
mesure a I'aide d’'une pompe péristaltique.

- le mode flux continu qui consiste a court-circuieeil-loop et a injecter directement
le liquide dans la cellule de mesure via l'utilisatd’'une pompe péristaltique a lI'aval ou a
I'amont de la cellule de mesure. L'utilisation daupompe péristaltique permet de travailler a
des débits faibles et constants. Ce mode d'uiilisate permettant pas de thermostater les
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solutions, nous avons placé nos solutions danaimthermostaté a la température de mesure
(la cellule de mesure est équipée d'un systémeagqsaure un contréle trés précis de la
température a £ 0,02 °C). Ce second mode est ggieil lorsque I'on veut limiter les

problemes de transport de matiére.

V.2. Résonance plasmonigue de surface

La résonance plasmonique de surface est un outidliaostic hautement sélectif pour la
détection d’événements interfaciaux. Elle a pourcfiom de visualiser en temps réel des
interactions entre biomolécules non marquées. Lymead’interaction biomoléculaire n’est
pas limitée aux protéines. Des interactions ADN-ADOMbtéine — ADN, protéine — lipide,
antigéne-anticorps et des systemes hybrides deobéomies et de surfaces non biologiques
peuvent étre étudiés. L'analyse d’interactions lmtinulaires peut étre utilisée de plusieurs
facons. Tout d’abord, elle permet de mettre en éned’interaction entre deux partenaires,
puis de quantifier cette force d’interaction (aitén constantes de vitesse, quantité de ligand et
d’analyte immobilisés). De plus, la derniére gétiérad’'appareil permet également la
réalisation d’études thermodynamiques de l'inteoactBIAcore T100).

La résonance plasmonique de surface est donc aheiqee couramment employée des que
I'on désire obtenir des informations d’ordre cigée relatives a une interaction entre deux
partenaires biomoléculaires : vitesse d'associaébmle dissociation du complexe formé,
constante d’affinité, taux molaires et concentratiale protéines actives. Cette technique se
révele donc particulierement adaptée a nos étudest-a-dire aussi bien pour I'étude de

é 139-141

linteraction protéine-sucf et notamment pour mettre en avant la présence

d’interaction multivalente®® % 142 3que pour linteraction entre ligands peptidiqués e

cellules**14¢

V.2.1 Le principe de fonctionnement

d*’ 148 est basé sur

Le principe physique de la SPR développée par ldtHea et K. Welfor
les propriétés particulieres de I'interaction entree lumiére polarisée et une surface d’étude

qui consiste en une couche de verre recouvertefdimmince métallique (Figure 15).
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Intensité
Barrette de diodes
p Angle O
Alr \ @ Verre
Liquide "~ Film d'or

Figure 15 : Schéma illustrant le principe de foncttnnement de la technique SPR. Cette
figure est issue du site www.ifr122.cnrs.fr.

La SPR est une technique optique qui utilise lenph&ne d’onde évanescente pour mesurer
les changements d’indice de réfraction a proximééa surface métallique d’étude. Des films
d’aluminium, d’argent et d’or d’épaisseur variamt 8,5 a quelques dizaines de nm peuvent
étre utilisés.

Le phénomene de résonance plasmonique de surfadér@@e quand la lumiére polarisée,
sous des conditions de réflexion interne totalepge une couche de métal électriquement
conductrice a l'interface entre des milieux d'irelide réfraction différents : le verre de la
surface du capteur (indice de réfraction élevéds atilieu liquide (indice de réfraction bas).
Lorsque ce faisceau de lumiére polarisée monochiqueaarrive a cette interface, une partie
de la lumiere incidente est réfléchie sur I'intedat I'autre partie de la lumiére est réfractée a
travers la surface. Selon I'angle d’incidence dsdaau, toute la lumiére peut étre réfléchie.
Lorsqu’il n'y a pas de réfraction, une des comptssrélectromagnétiques de la lumiere,
'onde évanescente, se propage perpendiculaireaniinterface sur une distance équivalente
a sa longueur d’onde. La zone balayée par 'ontamselée champ évanescent.

L'onde évanescente entre en résonance avec lesroéecdélocalisés de la couche
électronique périphérique de 'or (plasmon). Unasémuence énergétique de cette résonance
est visible dans le faisceau réfléchi qui, analggéc une barrette de diodes, présente une
chute d’intensité a un angle défini. Cet angletéirsité minimum est I'angle de résonance.
varie en fonction de I'indice de réfraction du mili présent dans le champ évanescent. La
lumiére ne pénétre pas jusqu’a I'échantillon, clesturquoi les analyses peuvent donc étre
réalisées sur des échantillons opaques, colotésbades.

Pour les études d’interaction, un des réactifsligand, est immobilisé sur la surface.
L’analyte, dilué dans le tampon d’étude, est eesmiecté sur la surface fonctionnalisée. Les

changements de masse induits par I'associationaodisdsociation des complexes ligand-
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analyte modifient la réfringence du milieu et déaalla position de I'angle de résonance.
L’enregistrement de la variation de I'angle de ré&s@e permet ainsi de suivre en temps réel

la fixation des molécules injectées sur la sur{&igure 16).

V.2.2L'eau en SPR

Contrairement a la techniqgue QCM-D, ou la variatdm masse calculée correspond a la
masse totale couplée au mouvement du cristal detzque'est-a-dire la masse des
biomolécules et de I'eau d’hydratation, la techei@PR ne mesure que la masse adsorbée de
biomolécules. Ainsi, lorsque I'on travaille en sobm aqueuse, la différence entre les masses
obtenues a partir des mesures QCM-D et SPRwnet nspr permet d’obtenir la quantité
d'eau couplée dynamiquement au film adsofté*?* 4% 3% 3 combinaison de ces deux
techniques s’avere étre d’une grande utilité etneerde fournir de nombreuses informations :
cinétique d’interaction, masse de biomolécules dfss, masse d’'eau couplée, propriétés

viscoélastiques des films formés.

V.2.3 Les études cinétiques par BIAcBre

V.2.3.1.Principe

Dans le cadre de cette thése, nous avons utilisgppareil BIAcor& T100. La technologie
BlAcore® utilise le phénoméne de résonance plasmoniqueudiace pour détecter des
interactions biomoléculaires lorsqu’elles ont lidite systéme de détection optique des
appareils BIAcor® est calibré pour que le faisceau rencontre I'fat biospécifique dans
ces conditions, dites de réflexion interne totakelongueur d’onde de la lumiéere est de 760
nm.

Avec la technique BlAcofe les études sont effectuées en flux continu. lgnadi de
résonance est exprimé en unités de résonance @Ri). la plupart des biomolécules, le
changement de la réponse est proportionnel a |semdes matériel lié. L'enregistrement du
signal s’appelle un sensorgramme. Un exemple déioele cinétique effectuée avec un
appareil BIAcor& est présentée par la Figure 16. L’ensemble ded&s’effectue dans un
seul tampon de travail, noté WB, afin d’éviter légence de fort saut de signal (effet tampon)
di exclusivement a des changement de tampon dailiriétude cinétique comporte trois

étapes : les étapes d’association et de dissatiddd’analyte suivis de la régénération de la
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surface a son état initial. Afin de pouvoir effeatudes cycles d’association/dissociation
successifs a des concentrations croissantes néeegdanalyse des résultats (cf sectitr
Les modéles d’étude de la multivalence, page J2tape de régénération de la surface en

ligand, sans dégradation, est primordiale.

) ) ) ] 3 (4)
Ligne de base Etape d’association Etape de dissociation Régénération
wB A wB ©
n-5- B8 v —

A o -0

1) 3 (3) 4)
il
. Q&\&A

Time (s)

Resp. Unit (RU)

Figure 16 : Schémas et sensorgrammes - obtenu enFSEBIAcore®) — représentant les
différentes étapes d'une étude cinétique entre unnalyte en solution et son ligand
complémentaire immobilisé sur la surface d’étude.

Pour les conditions suivantes : adhésion de pmtéimr une sensor chip CM5 (voir ci-
apres), une variation de 1000 RU correspond a én&iibn de I'angle de 0,1 degré, ainsi
gu’'a une fixation de 1 ng de protéine par mm?2 déase. Pour toutes les autres conditions, la

variation en RUARU) peut étre convertie en masaengeq selon la relation suivant&" *>*:

A _ d ngitf)molecué - nbuffer _ C
Mspr = = CsprARU (-23)

Dac

avecCspr~ 0,066 ng.cii pour I'adsorption de protéine sur une surface @ldior, avec

dn/dc (rapport indice de réfraction sur la concaitn) ~ 0,18 mL/g pour une protéie
N hiomolecule€tNbuiter COrrespondent respectivement a I'indice de réfsadade la biomolécule et

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

en RU sera proportionnelle a la masse molaireat®lyte selon I'équation (I-24).

_r MW [(dn) /(dn _
Ra“a B Rﬁg MWana |:( dcjlig /( dcjana:| (I 24)

avec Rnaet Ry les quantités en RU d’analyte et de ligand, j\&t MW, les masses

molaires en ligand et en analyte et (dnfgéJn/dchna rapport des variations des indices de

réfraction en fonction de la concentration.

Les mesures en SPR permettent de suivre en terapdea® profils de reconnaissance, des
associations et dissociations d’'analyte. De cefilprdes données telles que la spécificité,
I'affinité, le comportement cinétique et la concatibn de I'échantillon peuvent étre

déterminées.

V.2.3.2.Les différentes surfaces d’étude

Les surfaces d’étude en SPR BIACO=s®Nt appelées sensor chips. Elles se composerg d’un
couche de verre recouvert d’'un mince film d'or. jlas couramment utilisée est la sensor
chip CM5 (Figure 17). Elle est formée d'une couchgdrbgel réticulé de dextran
carboxymeéthylé recouvrant le film d’or qui permdadois :

- d’agir comme un substrat sur lequel les molécutes/ent étre attachées

- de fournir un environnement hydrophile pour l'iratetion.
Il existe une grande variété de sensor chips dinctfonnalisées par d’autres matrices selon
le mode d'utilisation escompté. Pour notre étudmysnavons utilisé des sensor chips CM5,
d’or seul et C1 (Figure 17).

="cooH - cooH ~ cooH
Hooe 4
HOO M
%.Cooy = Cooyy 100C " Cooyy
Hooe Hooe _ - £ cooH
Ho 5333233533
L H B H B H Q900 o]
oo coo coo © 83808386888
— — Il 1 1 ) 1)) 1 1 ) .
Sensor chip CM5 Sensor chip C1

Figure 17 : Schémas représentant les deux principed sensor chips utilisées lors de nos
études avec le BIAcorg.
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La sensor chip C1 se compose d'une SAM présenesgrbupes carboxyméthyle. Sur ces
surfaces sont immobilisés de fagon covalente dgandis hydrosolubles dans un milieu

hydrophile (lectines, glycoconjugués, protéines temaires). Elle est préférée a la sensor
chip CM5 dans le cas des études d’interaction mietia jeu des lectines. En effet, le dextran

est un oligosaccharide qui pourrait fausser la tiiéade lectine adsorbée spécifiquement.

V.2.4 Le transport de matiéere

Par la technique BlAcofe le systéme de flux est un systéme microfluidigilepermet de
délivrer un flux constant de produits ou de tampoin la sensor chip et ce durant toute
'analyse. Cette technique permet d’injecter dansyistéeme des volumes précis au microlitre
avec des troubles minimaux de flux et une disparsimimale de I'échantillon. La possibilité
de travailler alors sur des canaux micrométriquedes cellules de mesure de 40 nL de
contenance permet un renouvellement de I'échantslar la surface de mesure de l'ordre de
plus de 600 fois par minute quand on travaille s ftlex lents de 25 pL/min. Cette propriété
permet, dans la plupart des cas, de réduire ldsémes de transport de matiere et permet

alors une analyse précise des constantes de viiessigjue.

V.3. L'ellipsométrie

L’ellipsométrie est une technique optique d'analyke surface fondée sur la mesure du
changement de I'état de polarisation de la lumaémes réflexion sur une surface plane. Les
points forts de I'ellipsométrie sont : son caraetaon destructif, sa large gamme de mesure
(mesure d'épaisseur depuis une fraction de couclmoratomique jusqu’a quelques
micrometres), sa possibilité de contriesitu permettant la mesure d’épaisseur de couche
pendant leur croissance. Il faut distinguer I'edmétrie a une seule longueur d’onde, qui est
'outil le plus simple, de I'ellipsométrie spectompique (celle que I'on utilise), qui effectue
des mesures sur tout un spectre et permet digtemprdes structures complexes :

multicouche, rugosité d’interface, homogénéité, etc

V.3.1Le principe de fonctionnement

Le principe de I'ellipsométrie a été découvert @& plus d’'un siécle. Une onde plane envoyée

sur la surface polie d’'un matériau donne lieu aamde plane réfléchie. En général, si 'onde
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incidente est polarisée suivant le plan d’'incidealte reste polarisée suivant ce méme plan.
Cependant, si I'onde d'incidence, est polariséevasii une direction quelconque I'onde
réfléchie est en général de polarisation elliptiquela est di au fait que I'onde subit un

déphasage a la réflexion, et ce déphasage dépdadinlection de la polarisation (Figure 18).

& J%@%

Figure 18 : Schéma représentant la polarisation dia lumiere pour A) une lumiéere polarisée
circulaire et B) une lumiere polarisée elliptique.

A)

2

Ce phénomeéne est traduit mathématiquement au magercoefficients de réflexion
complexes, g et  pour les polarisations paralleles (« p ») et pedpilaire (« s ») au plan
d’incidence. L’état de polarisation de la lumiesdléchie est déterminé par le rappgytss

gu’on décrit habituellement sous la forme :

rolfs = tan(y). Expa (1-25)

Cette relation deéfinit les « angles ellipsométrgjergp etA ou tan) = |rp| / |rd|, le rapport des
modules eb est la difference des déphasages des ondes réfigeiet s par rapport a 'onde
incidente.

On désigne sous le nom dellipsométrie les méthogegmettant de mesurer
expérimentalement ces quantitgsetA, qui sont dépendantes de la constitution du matéria
que I'on veut ainsi caractériser. Si I'on a affairain seul constituant, la mesure et A
permet de déterminer les parties réelle et imagindé¢ I'indice de réfraction du matériau.
Cependant, en général I'ellipsométrie est appliquéecaractérisation de matériaux stratifiés
en couches minces. Ainsi, si I'on connait I'indde substrat et celui de la couche déposée, on
peut alors déduire di etA la valeur de I'épaisseur de la couche.

Un des intéréts de l'ellipsométrie est sa senstbai de faibles variations de I'épaisseur de
cette couche : en effet, I'ordre de grandeurAdest le déphasage correspondant & un aller

retour de la lumiére dans I'épaisseur de la couchenesure de I'épaisseur se raméne ainsi a
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la mesure d’'un angle. La mesure l@vec une précision de 0,1° permet ainsi de metire
évidence des variations d’épaisseur effectivesatdre de la monocouche atomique (0,05 —
0,1 nm).

V.3.2 L'ellipsométrie a annulation

Plusieurs techniques de mesure de polarisationgflaxion existent et elles utilisent toute le
méme montage optique (source, polariseur, analystedétecteur) ; ce qui varie entre elles,
c’est I'ajout de différents éléments comme des rfaidurs, un compensateur, etc. Il existe
principalement trois types de méthode d’ellipsoimétta méthode de modulation par élément
tournant, la méthode a modulation de phase et Ithadé de zéro ou ellipsometre a
annulation que nous avons utilisée dans le cadneoddravaux (Figure 19). Cette méthode

utilise I'extinction du signal pour effectuer unesure angulaire.

Source
| Diétectsur
Paolariseur Al e
Wl
e - Il:nmpenaateur
AT 5
B -
SR
» ‘C_:i? ! - '1
‘\ "
Circulaira ‘ Echantillon
Rectiligne Rectligre
Elliptique
W S 5
Palarization

Le compensateur est orients de maniére a obtenir une polarisation
lingaire avant I'analyseur

Figure 19 : Montage schématique optique de la compition d’un ellipsométre & annulation

La polarisation, linéaire apres le polariseur, testisformée en polarisation elliptique par le
compensateur. Ce dernier est orienté de maniekdehio une polarisation linéaire apres la
réflexion sur I'échantillon ; le compensateur joalers un role symétrique a I'échantillon.
L’analyseur est ensuite orienté de maniere a &oiesé& avec la polarisation linéaire ainsi
obtenue, ce qui conduit a I'extinction du faiscedes orientations du polariseur et de
'analyseur permettent de connaitre les parametigssomeétriques de I'’échantillon selon
I'équation (I-26):
_ —tanAx(tanC —tan(P -C)

tanW).e” = 1-26
¥ 1+itanCtan(P-C) (1-26)
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avec A, C et P les angles respectifs de I'analysdurcompensateur et du polariseur
repérés par rapport au plan d’incidence. Ainsi,rpme position donnée du compensateur,
chaque couple de valeurg,(A) correspond a deux paires d'angle P et A. Cettéhoole
permet le calcul direct des anggset A. Tous ces paramétres ellipsométriques sont ensuite
exploités (modeéles optiques simples mis au poinfoagtion de I'étude) et fournissent un

grand nombre d’informations citées plus haut.

V.3.3 Les modes de fonctionnement de I'appareillagesétili

Nous avons utilisés deux modes de fonctionnemaitt a3'interface surface — air par mesure
ellipsométrique soit a l'interface surface — liguiein utilisant une cellule SPR. Le premier cas
correspond a la méthode de travail citée ci-ded3ass le second cas, on travaille avec un
prisme en utilisant exactement le principe de résoa plasmonique de surface expliqué
précédemment (cf sectidh2 Résonance plasmonique de surface). On trakeaileit en flux

continu grace a l'utilisation d’'une pompe péristple soit en mode statique selon la méme
facon de procéder que la QCM-D. Ce mode de foncdprent donne alors acces a la

possibilité de faire des études cinétiques.

VI. Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons mis en évidence faculi€ de I'étude des interactions
multivalentes aux interfaces. D’'une part, parce dee mécanismes de liaison entre
partenaires biologiques ne sont pas encore clairerdéfinis. D’autre part, parce que
immobilisation d’un des partenaires rend I'étuelecore plus complexe en rajoutant un effet
de multivalence de la surface en plus de celléashallyte en solution. De méme, la limitation
des modéles cinétique et thermodynamique existant les études quantitatives difficiles a
réaliser.

C’est pourquoi, afin de mener au mieux nos invesiogs, différents types de surface ont été
testés et les résultats ont été renforcés et coédirpar I'utilisation de deux techniques de

caractérisation complémentaires que sont la QCM{B $PR.
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Chapitre Il. Influence de la présentation multiple de sucre offie

par les RAFT sur l'interaction sucre-lectine

[. Introduction

La multivalence est devenue un sujet central echiioie' depuis qu'il est apparu clairement
gu’elle gouverne de nombreuses interactions ergge piotéines et des petites molécules,
entre des protéines ou des anticorps et des meesiailulaires, entre des virus et des
cellules, eté. Parmi elles, les interactions sucre-protéine particuliérement étudiées, parce
gu’elles jouent un réle essentiel dans les événesram reconnaissance membranaire, avec
par exemple, la liaison du virus influenza aux meanbs cellulaire$”®, ainsi que dans la
reconnaissance effectuée par «les protéines me dia sucre » : les lectinéS™*®, pour
lesquelles la concanavaline A (qui sera nommée Bamsemble de ce chapitre, Con A) sert
la plupart du temps de systéme mod&fé.

Dans ce chapitre, il sera discuté de l'effet dgrh@sentation multivalente de sucre
mannose sur l'interaction avec la lectine concalmaead. La présentation multivalente des
sucres sera assurée par l'utilisation de la modéspEcifique synthétique RAFT qui permet
I'exposition d’'une ou de quatre tétes sucres aidace.

Deux approches ont alors été utilisées : soit I'ohifisation des sucres sur la surface, soit
limmobilisation de la lectine afin de garantir umeeilleure compréhension des effets
statistique/proximité des sucres sur l'affinitéldigeraction sucre-lectine. Les études ont été
effectuées en utilisant deux techniques en temgdscainplémentaires : la QCM-D et la SPR.
Ces techniques nous ont ainsi permis de caraatéaigenctionnalisation de nos surfaces et
de suivre les cinétiques d’interaction de la lectu des architectures oligosaccharidiques.
Nous allons, au préalable, introduire des généglibncernant les interactions sucre-lectine
en définissant plus particulierement les acteurdidraction et leur implication dans les

phénomenes de reconnaissance.
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|.1. Généralités

.1.1 Les sucres

Les hydrates de carbone ou sucres constituent ldes classes de molécules les plus
abondantes, les plus largement réparties et lesvaliées fonctionnellement. Ils remplissent
des fonctions diverses et variées. Associés auRipas et aux lipides au niveau de la surface
cellulaire, ils participent aux fonctions physiolpges et pathologiqués. Les sucres les plus

étudiés pour leur interaction avec des lectines Bomannose, le galactose, le glucose, le

lactose ou encore le fucose (Figure 1)

OH
jusle Q
HO' (@]
© OH
OH
OH
OH
Mannose Lactose

Figure 1 : Structure chimique semi-développée desisres mannose et lactose.

I.1.2 Les lectines

Les lectines, définies comme des protéines se dartsucres, existent dans la plupart des
organismes vivants, allant des virus et bactéuespgantes et animaux. Elles sont impliquées
dans de nombreux procédés biologiques d’espécessdi’®, tels que I'élimination des

28 'adhésion d'agents infectieux aux cellules

glycoprotéines du systéme circulatoff
hote$®?! les interactions cellulaires dans le systéme initaire, ainsi que dans la malignité
et les métastas&s®

Chaque molécule de lectine contient typiquemeninains deux sites de liaison sucre.
elles sont di- ou polyvalentes. L'affinité des laes pour les monosaccharides est faible, avec
des constantes d’association a I'échelle du mili@ne. Pourtant I'interaction sucre-lectine
s’avere étre d'une tres haute spécificité. En eft lectines spécifiques du galactose (par
exemple la lectine PNA) ne réagiront ni avec lecgie ni avec le mannose, comme celles
spécifiqgues du mannose (la Con A) ne réagirontpagalactose. Ainsi, les lectines végétales,
sans tenir compte de leur spécificité, se lient lagands a travers les chaines latérales d’'une

constellation de trois résidus de site combinéariants, un acide aspartique, une asparagine,
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et un acide aminé aromatiqtie * ou une leuciné®. L'acide aminé aromatique joue un réle
clef dans la liaison avec le ligand ; I'acide asipae et 'asparagine participent quant a eux a
la coordination de I'ion calcium présent dans tlmssmembres de cette famille, ce qui montre
la nécessité de cet ion métallique pour la liaiswac l'oligosaccharide. La distinction du
sucre se fait alors par son orientation différef@tes les sites de combinaison des lectines. Les
lectines interagissent avec les sucres de facorcogiente et leur liaison est habituellement
réversible et de haute spécificité®

La premiere lectine pure, la concanavaline A (isteiéa cacahouete) a été isolée en 1919 par
James Sumner, qui a également montré en 1936 sa spécificitéwis du mannose et du
glucose™.

L’abondance relative de cette lectine dans la casete, sa facilité de fabrication, ainsi que le
grand nombre de saccharides avec lesquels elle ipeuagir en a fait la lectine la plus
couramment utilisée comme modéle. Cette lectinegmi® la possibilité de pouvoir se lier de
facon multiple** & des motifs mannose. A pH < 5, la lectine seqmtéssous la forme d’'un
dimére. A pH > 7, donc au pH physiologique auqualsnnous sommes placés pour nos
études, la Con A existe sous forme d’un tétrameee guatre sous unités identiques, chacune

présentant un site de reconnaissance sucre (RQure

Figure 2 : Schéma représentant la modélisation da lectine Con A (bleu) complexée avec le
sucre mannose (sphéres rouge et grise). Deux vud$&lentes sont proposeées.

Sa spécificité pour les unités noyau ayant unedmeirimannoside, localisées dans les liens
N-glycosidique des glycoprotéines souvent asso@éagssurfaces cellulaires, a fait de la Con
A un outil essentiel dans les études histochimidtieSette lectine a également été utilisée

dans une variété d’applications, telles que lededude multivalence, les analyses de liaison
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et les techniques d'affinité*>*®

Elle a aussi fait I'objet de nombreuses études de
caractérisation afin d’étudier son affinité avefféents oligosaccharides par SPR* par
AFM °% °L par ITC # (Isothermal Titration Microcalorimetry) ainsi quécemment par
microgravimétrie (QCMY2.

La partie centrale de ce chapitre a été de quantiimélioration de la force de la liaison
entre la lectine Con A et le sucre mannose présgmténaniere multiple via la molécule

RAFT.

|.2. Les interactions sucre — lectine

I.2.1 L'intérét biologique

Bien gu’'une large gamme d’événements importantsbi@togie soit controlée par des
interactions sucre-protéine, plusieurs états dadmalimpliquent un motif de reconnaissance
sucre. Des événements précoces dans les cycleienfede certaines bactéries, de virus, de
mycoplasmes (bactéries provoquant des infectioiragnaires ou génitales), et de parasites
nécessitent une reconnaissance, via l'intermédidiotigosaccharide, des hétes par le
pathogene, de la méme maniére que fonctionnenaigeriprocessus métastatiques. La
capacité de controler ces événements avec degmtiakecules sélectives et inhibitrices offre
un énorme potentiel pour les études biologiquesunDautre cété, comme on l'a vu
précédemment, beaucoup de ligands saccharidiguesvalents se lient a leur récepteur
protéinique de facon relativement faible de I'ordie 10° - 10* M. Indubitablement, le
contrélein vivo effectif de ces événements dépendant de l'interasiucre-protéine requiert
une affinité hautement plus forte. Contre cettblésise de l'interaction, le développement de
petits ligands présentant de multiples domainesedennaissance sucre pour les lectines est
apparu comme un moyen simple d’augmenter l'afficié liaison. En effet, si la nature a
circonvenu les limitations de la faiblesse desstias par la multivalence, il semble
raisonnable de penser que les ligands multivalsyshétiques devraient se lier avec une
meilleure affinité que leur homologue monovalergt €ffet mis en avant en 1995 par Lee et
al., est depuis lors connu sous le nom trés généralgiigcoside cluster effect®

Dans ce contexte, quelques petits ligands mulinigjeprésentant des entités sucre trés
proches, c'est-a-dire qui ne peuvent pas se liéag multiple a plusieurs sites d’'une méme
lectine, ont aussi démontré une efficacité meitegue leur homologue monovaléht>* >3

Cette amélioration peut étre attribuée aussi biem &ffet de concentration locale en sucre,
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i °® > qu'a un effet de « cluster » de

également défini comme un effet de proximité/dt
la lectine par le ligand multivalent, ce derniefeefayant été rarement démonfé Ces
différentes possibilités, apparentées au « glyeosidster effect », sont présentées dans la
Figure 3. Dans le cadre de ces études nous avaigéda présence d'un éventuel site

secondaire de reconnaissance des lectines.

Interaction 1:1 Chelatant Proximité/statistigue « cluster »

A) LIGANDS MULTIVALENTS EN SOLUTION

LECTINE LECTINE |f|\'ECT|NE LECTINE/.\J
T 1te?

B) LIGANDS MULTIVALENTS SUR UNE SURFACE

LECTINE I.rl\'ECTlNE LECTINE/‘\J
<_“

C) LIGANDS MONOVALENTS SUR UNE SURFACE

—  — % S —

Figure 3: Représentation schématique des différeatmeécanismes d’interaction dont les
trois principaux responsables du « glycoside clugte effect » (effets chelatant, de
proximité/statistique et « cluster ») dans le cas'dne interaction entre des lectines et A) des
ligands multivalents en solution, B) des ligands nitivalents immobilisés sur une surface et
C) des ligands monovalents immobilisés sur une sade.

Pour les études en solution (Figure 3 A)), 'antélimn de I'affinité de I'interaction entre un
ligand multivalent et une lectine (bivalente) pétie due a trois mécanismes apparentés au
« glycoside cluster effect » : c’est a dire soitaffet de chélation entre la lectine et plusieurs
motifs sucre du méme ligand, soit une effet de ijpndg des sucres qui facilite la vitesse de la
reconnaissance ou encore par un effet de « clwgdarligand multivalent sur la lectine. Ce
dernier phénomene a été rarement démontré, caffetna plupart du temps il conduit a la
précipitation des complexes formés. Pour les ligantbnovalents, le systeme devient

beaucoup plus simple, l'interaction devient monewntd et ne présente plus de « glycoside
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cluster effect ». Concernant les études aux swsfaceompris pour les ligands monovalents
on retrouve les effets chelatant (Figure 3 C)).eliet, sur une surface, I'immobilisation des
ligands a proximité les uns des autres conduitfartaation d’'une surface multivalente méme
lorsque le ligand est monovalent. Une dilutionasurface en ligand permet souvent de faire
la distinction entre ces différents effets.

C’est dans ce contexte, que nous avons utilisémuwiécule développée et synthétisée dans
notre équipe depuis plusieurs années, appelée RABUr Regioselectively Adressable
Functionalized TemplateCette molécule présente, en effet, grace auxistémorganiciens
de notre équipe, la possibilité d’'immobiliser a>pnoité et de fagcon multivalente (de 1 a 16)

des ligands a motifs biologiques (sucre, peptidg, ...

|.2.2 La molécule RAFT

[.2.2.1.Son architecture et ses aptitudes

Durant ces derniéres années, notre équipe a d@éelop nouvel outil moléculaire qui
combine des propriétés de reconnaissance et débleosdfecteur pour des applications
biologiques diverses telles que le role de vectpors le ciblage de néo-vaisseatixvoir
chapitre 1), d'imitateurs de surface cellulaffe de vaccins synthétiques anti-tumor&fou

de marqueurs de tumeu?S Notre approche utilise une plate-forme cyclodegéipique
basée sur un modéle TASP (Template Assembled SimtReoteins) qui a déja été
précédemment décrit comme un nouveau modéle desptioe de protéiné®. Ces plate-
formes topologiqgues nommeée « RAFT », exhibent deuaces » réactives différentes,
spatialement séparées et indépendamment fonctisablgs : le domaine de détection et le

domaine de reconnaissance (Figure 4).

Domaine de reconnaissance (R)
(« upper face ») R) (R) = motif de reconnaissance
%@_ K~ (sucre, RGD)
— ~/ &

K \A -
—K = Agent de détection
(biotine, fluorescéine)

P

Domaine de détection
(« lower face »)

Figure 4 : Représentation schématique de la molé@RAFT
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Ces caractéristiques structurales permettent alo@ssemblage régiosélectif et séquentiel de
ligands de base biomoléculaire (domaine de détectiet d'unités biologiquement
fonctionnelles (domaine de reconnaissafité}.

Nos collegues ont démontré récemment que la prt&ida ligands oligosaccharide présentés
a la surface des molécules RAFT garantit une resiesance spécifique et une amélioration
significative de l'affinité de la liaison avec laectine via [l'utilisation d’interactions
multivalentes en solutio”® et sur des supports solid®s ®® En solution, notamment, une
étude préliminaire en anisotropie de fluorescefieemontré que la molécule RAFT, exhibant
sur sa face de reconnaissance 4 sucres mannosd {{Rksn),, cf Figure 4), présente une
meilleure reconnaissance pour la lectine Con A spe homologue monovalent (RAFT-
(Man)). Il est cependant important de noter a ce stgde,la distance entre deux sucres
mannose d'une méme molécule RAFT, ~ 25 A (estiméenedélisation moléculaire), est
plus faible que la distance entre deux sites denreissance d’'une méme lectine Con A, ~ 65
A ®7 1l est donc physiquement impossible qu'une ménwéoule RAFT se lie de facon
multivalente a une méme lectine (effet chelatamgufe 3 A)). Il semble alors que seuls les
deux autres effets (« cluster » ou proximité/digtie, Figure 3) puissent étre a I'origine de
cette amélioration de I'affinité.

Pour les études sur support solide, des tests Ebt8&galement confirmé cette amélioration
de I'affinité de la Con A pour les surfaces fonntialisées par la molécule RAFT-(Maf)

par rapport a son homologue monovalent, la moléRAET-(Man). Cependant les études
aux interfaces, compte tenu de la faible taille lagsds sucre par rapport a la lectine et de la
proximité des ligands entre eux, font que lI'on &dera forcément sur des surfaces dites
multivalentes, méme dans le cas de ligands monaigal€ette amélioration de I'affinité
semble montrer que méme si la présentation mudtintalde ligands sucre est importante, le

contrble de la densité locale est également prirabrd

[.2.2.2.Sa synthése

Dans le but de mieux comprendre les procédés denmegssance entre des ligands
multivalents immobilisés et une lectine modeleCtan A, nous avons congu et synthétisé, au
sein de notre équipe, des molécules RAFT exposkntas des « clusters » de sucres et des
éléments d’ancrage pour permettre 'immobilisatitenla molécule sur des surfaces d’or ou

de streptavidine.
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Des molécules RAFT portant 4 sucres mannose owcrslactose (respectivement RAFT-
(Man), ou RAFT-(Lac)) ont été synthétisées grace a une stratégie de didme
chimiosélective et convergente (Figure 5). Afin \diler l'effet de la présentation
multivalente sur I'impact de la force de [linteract, les glycopeptides monovalents
correspondant ont également été synthétisés, nesgectivement RAFT-(Mangt RAFT-

(Lac). Ces derniers nous serviront alors de controle.

N,
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R g\ 5\
vog ¥ Hog ¥ ; i
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Figure 5: Synthéses de glycoclusters tétravalentsAY et monovalents (B). Réactifs et
conditions: a) Voir référence?® b) biotine-OSu, DIEA, DMF; c) BocCys(Npys)-OSu, DEA,
DMF. Afin de faciliter la lecture du manuscrit, les molécules 2, 4, 6 seront apellées RAFT-
(Man),, les molécules 8, 10 seront hommées RAFT-(Man)De la méme maniére, les
molécules 3, 5, 7 seront appelées RAFT-(La®t les molécules 9, 11 seront nommées RAFT-
(Lac),.
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L’ensemble des étapes de la synthése de la molBARd (moléculel) ne sera pas détaillé
dans ce manuscrit mais est disponible dans laditté®®. Concernant la fonctionnalisation de
la plate-forme RAFT, nous allons rapidement évodasrétapes principales de la synthése
qui a été effectuée par le Dr Olivier Renaudet.

Un décapeptide linéaire est, au préalable, systhétiir une phase solide selon la stratégie
standard FmotBBu qui utilise un synthétiseur de peptide paraljédmsuite ce dernier est
cyclisé en solution pour donner le cyclodecapeptigeotégé orthogonalement. Aprés avoir
générer des fonctions aldéhydes a partir de fom&@ine sur la face supérieure de la plate-
forme, le mannose et le lactose aminooxyl&lént alors introduits via un lien oxime pour
donner les glycocluste&set 3. Pour cette étude, le domaine de reconnaissanuenggosera
d’'une ou de quatre tétes sucres mannose ou lafkigere 5). Les sucres lactose, non
reconnaissants de la lectine Con A, serviront darote négatif afin de vérifier la spécificité
de l'interaction entre la Con A et les RAFT présamtl ou 4 mannoses.

La seconde face, le domaine de détection, seraidonalisée selon le besoin. Dans notre cas
afin de permettre I'ancrage de la molécule RAFT wswe surface, on greffera une entité qui
sera soit une biotine soit un groupement thiol (Gyss). La biotine est introduite sur les
molécules2 et 3 comme un ester actif sur la chaine latérale dedygui pointe sur la face
inférieure opposée. Cette réaction se déroule danBMF sous pH basique et permet
I'obtention des composébset5, aprés une phase de purification HPLC, avec unemedt de
'ordre de 70 %. Concernant le groupement thia, demposé et 3 sont fonctionnalisés
avec un résidus cystéine portant le groupe &8#fnitro-2-pyridinesulfenyle (Npys) sur la
chaine latérale. BocCys(Npys) est couplé a la ¢ybre comme un ester succinique dans le
DMF. Le groupe Boc est ensuite éliminé par traitei@vec une solution de TFA et par une
purification RP-HPLC et I'on obtient alors les molées6 et 7 qui peuvent étre facilement
immobilisées sur une surface d’or.

Pour une facilité de lecture du manuscrit, les ks 8,10 et 2, 4, 6 seront respectivement
appelées RAFT-(Mn);, RAFT-(Man),, et les molécules 9, 11 et 3, 5, 7 seront hommées
RAFT-(Lao); et RAFT-(Lac)s. Lorsque nous parlerons en général des RAFT piaaseh et 4
sucres mannoses ou lactoses, ils seront nommes RfRTou RAFT-Lac. Le domaine de
détection sera signalé dans chaque paragrapheépdar d’alourdir la nomenclature de la

molécule.
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[l. L'interaction lectine Con A — RAFT-Man

Dans cette premiere partie, nous avons voulu eneftr évidence l'avantage de la
présentation multivalente de sucre par la moléRAET sur I'affinité de I'interaction avec la
lectine Con A en essayant de mettre en avant ldesueffets responsables de cette
amélioration de la force de liaison. Les études @it effectuées via I'utilisation de deux
techniques de détection aux surfaces, la QCM-R 8FAR. Un des deux partenaires doit alors
étre immobilisé. La premiére approche entreprisétéal’immobilisation des glycopeptides

RAFT sur la surface.

I1.1. Etude avec le RAFT immobilisé

L’'immobilisation du RAFT sur une surface a été is&sd par deux voies de greffage du RAFT
. la premiére via un pont biotine-streptavidine J®4&la seconde via un couplage covalent de
groupements thiol sur une surface d’or.

La situation, cependant, devient d’autant plus dewm® lorsque les ligands sucre sont
immobilisés sur une surface. En effet, la surfacetionnalisée par les ligands sucre devient
multivalente. Il sera donc difficile de différenciéeffet de la présentation multivalente locale
des sucres (dans le cas d’'un ligand multivalent)etiet chelatant induit par la proximité des
ligands a la surface (Figure 3). Afin de pouvoirtiteeen avant I'effet de proximité/statistique
qui nous intéresse avec les ligands multivalers,surfaces ont donc été fonctionnalisées

avec des densités variables en ligand RAFT.

11.1.1 Etude par QCM-D

L’ensemble des expériences présentées dans cetegate réalisé a 24°C. Le premier mode
d'immobilisation des RAFT a été [utilisation d'urpont biotine-streptavidine via
I'intermédiaire d’un cristal 2D de streptavidinalgbré a la surface d’'une bicouche lipidique

supportée.
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[1.1.1.1. Immobilisation de RAFT biotinylés a la surface d’uncristal 2D de

streptavidine

Lors de nos premiéres études, nous avons décitibsg’ly comme plate-forme d’ancrage des
molécules RAFT biotinylés, un cristal 2D de streftae élaboré a la surface d’'une bicouche
lipidique supportée (notée BLS). Ce choix a étéivagbar plusieurs raisons :

- L'élaboration d'une telle plateforme, décrite entailédans la littérature, est
parfaitement reproductibld®’® Les caractéristiques géométriqgues du cristal 20 d
streptavidine sont définies, ce qui permet le ddeatrde l'orientation et de la densité
surfacique lors de la fixation des RAFT biotinylés.

- La QCM-D constitue une technique particulieremaanhtadaptée pour caractériser,
étape par étape, la construction de ce type d’ddagm

- Les BLS peuvent étre élaborées sur des surfacesode La fonctionnalisation de ce
substrat, atomiqguement plan, par les ligands RA§tTparticulierement intéressante en vue
d’études futures par microscopie de champs prosh#j.

Les BLS sont obtenues par adsorption, puis fusienvésicules unilamellaires de petites
tailles (SUV) sur des surfaces hydrophiles (sibcemica). L'utilisation de BLS dopées par
des phospholipides biotinylés permet alors la faionad'un cristal bidimensionnel de
streptavidine, a la surface duquel les RAFT bidésypeuvent étre immobilisés grace a
I'interaction forte et difficilement réversible eatles groupes biotine et la streptavidine.
Toutes les études de QCM-D effectuées dans cettie pat été faites en mode d’échange

(mode « batch »).

[1.1.1.1.1.Formation des vésicules de petite taille (SUV)

* Mise au point expérimentale

Les premiéres vésicules formées ont été des SlWWdrsposant de 100% de 1 — palmitoyl — 2
— oleoyl —sn — glycero — 3 — phosphatidylcholine (POPC) afinvddider le protocole de
formation des vésicules. Nous avons choisi d'ellife protocole de B. J. Litmafi qui
consiste en une sonication suivie d’une ultrackrgation.

Les lipides sont initialement solubilisés dans sokition de chloroforme a 10 mg/ml. 500 pL
de cette solution sont prélevés et déposés damdnm ou le chloroforme est évaporé sous

flux d’azote pendant une heure minimum. Les pholgpldes sont ensuite redispersés dans
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une solution tampon de TRIS (Tris 10 mM, NaCl 100,npH = 7,4) dégazé afin de former
une solution de concentration 2 mg/mL en phosplu#ip

Cette solution est ensuite soniquée pendant unee herec des cycles de 5 secondes de
sonication (83 Watts) et 5 secondes de refroidiss¢ra 0°C. La solution opaque blanchéatre
initiale devient au fur et a mesure de plus en plassparente. A cette étape, on a formé de
petites vésicules de taille hétérodisperse. Afimmodiogénéiser la taille des vésicules
notamment via I'élimination des vésicules multildiaiees et de celles de grande taille, la
solution est ensuite ultracentrifugée pendant 3dsea 47000 g et a 4°C. Le surnageant est
alors récupéré. On obtient alors des SUV de taibmodisperse qui sont ensuite aliquotées
dans des tubes Eppendorf et stockées au réfrigérdta dispersion est alors utilisable un
mois. La concentration de la solution de SUV récéip&era considérée égale a 2 mg/mL.
Ces SUV ont été caractérisées par diffusion dartadre et par cryoTEM afin de déterminer
la taille, la polydispersité et de vérifier 'absende vésicules multilamellaires (Figure 6).
Pour la diffusion de la lumiére, on a utilisé utasézer nano série (Malvern instrument) qui
nous a permis de déterminer par la méthode des lantauwun diamétre hydrodynamique
moyen des SUV de 29-34 nm avec un indice de pgigdssté de 0,13 environ. Cet indice de
polydispersité inférieur a 0,25 tendrait a confirngue la solution est majoritairement

monodisperse.

el
Figure 6: Image en CryoTEM de SUV composées a 100 éle POPC dans le tampon TRIS &
une concentration de 2 mg/ml.

L’étude par CryoTEM (Figure 6) montre une grandeppdion de vésicules unilamellaires
d’'un diameétre compris entre 30 et 40 nm, mais onovie également en faible quantité des
vésicules de grande taille (150 & 400 nm). Malgrépriésence d’'une faible proportion de
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vésicules de grande taille, les SUV présententtaiie assez monodisperse. Pour plus de
précaution, nous avons rajouté une heure supplé@memt’ultracentrifugation, passant ainsi

de 3 a 4 heures.

* Formation des SUV biotinylées

Une fois le protocole de formation des SUV mis ainf) nous sommes passés a la
formation des SUV mixtes composées de 95% de PQR{e &% de 1,2-dipalmitoygn
glycero-3-phosphoethanolamine-N-(cap biotinylesd)t¢nDPPE). Nous avons choisi cette
guantité de phospholipides biotinylés car il s'aéue c’est la proportion idéale pour
permettre par la suite une parfaite immobilisatienla streptavidine selon une cristallisation
2D °. Le protocole de formation des SUV reste le méme cjté précédemment (2 mL de
SUV avec une concentration en lipide de 2 mg/mlgs kolutions des deux phospholipides
dilués dans le chloroforme sont prélevées indépantant puis mélangées avant que la
solution de chloroforme ne soit évaporée. Dansase les lipides sont redispersés dans une
solution de tampon HEPES 0,1 M; NaCl 0,1 M; 1 maeCh et 1 mM MnC} ; pH = 7,2
(noté par la suite WB HBS) toujours déegazé. Ce tamgera le tampon de travail pour les
études Con A/sucre car la présence des ions cakefurmanganése est nécessaire pour cette
interaction. Les vésicules formées ont ensuite@tactérisées par diffusion de la lumiere, via
l'utilisation d’'un zétasizer nano série. Les dormédbtenues confirment la formation de
vésicules d’'une taille moyenne de 35 nm pour 97.886 SUV. Le coefficient de
polydispersité obtenu 0.205, inférieur & 0.25, caré la monodispersité de la dispersion de
SUV. Les SUV stockées au réfrigérateur sont ubliss un mois environ. L'évolution des
veésicules au cours du temps a été testée par idiffule la lumiére. Au bout de 2 mois, la
dispersion présente un coefficient de polydispérdé 0.388 évoquant la présence de deux
populations de vésicules de taille homogéne, UBE Bm (95.9 %) et l'autre & 92 nm (3.4%).
Apres une période de 10 mois, les vésicules fusionde plus en plus entre elles et I'étude en
diffusion de la lumiére montre que la seconde pafpan autour de 100 nm est de plus en plus

élevée (>10%).

11.1.1.1.2.Formation de la BLS

La formation de bicouche lipidique supportée slicesia été largement étudiée par les équipes

de A. Brisson et de B. Kasemo en QCM-D. La fornratiles BLS s’effectue par fusion de
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petites vésicules unilamellaires sur une surfackdphile, qui dans notre cas est un cristal de
quartz recouvert d’'or et d’'une fine couche de si(#0 nm).

Pour I'ensemble des études présentées dans cetiensell.1.1 Etude par QCM-D », les
surfaces ont été au préalable nettoyées et actsgdes un protocole identique qui consiste,
dans un premier temps, a une exposition de 10 misvaOzone, puis dans un second temps
a I'immersion d’un cristal de quartz recouvert diees pendant 30 min dans une solution de
SDS a 2 % (poids/volume). Les surfaces sont ensnitées abondamment a I'eau et séchées
sous flux d’azote. Une derniére exposition de 10 &nlI'UV-Ozone est finalement effectuée.
Une fois nettoyé, la surface de silice est ensmtmtée dans la chambre de mesure de la
QCM-D. Les surfaces de silice une fois fonctiorsedis et utilisées pour une étude pourront
étre, selon ce méme cycle de nettoyage mais effatdux fois, régénérées et réutilisées un
maximum de 5 fois.

La surface, une fois montée dans la chambre dermesst testée a sec puis dans le milieu
d’étude (WB HBS) afin de vérifier les bonnes répmde vibration du quartz a la fréquence
de résonance et a ses 3 harmoniques.

L’étude commence dans le WB HBS, en effectuantawnelusieurs injections de ce dernier
sur la surface jusqu’a la stabilisation des signatxet D,. Les SUV sont ensuite injectées a
une concentration de 0.2 mg/mL dans le WB HBS.

La BLS se forme alors en plusieurs étdpés(Figure 7):

- La premiere étape est I'adhésion des vésiculestedaa la surface jusqu’'a une
concentration critique. Cette étape se traduitlswgraphe par une forte augmentation de la
dissipation d’énergie et par une forte diminutienla fréequence de résonance.

- La seconde étape correspond a la fusion des vésieultre elles et a leur étalement
sur la surface. Cette derniere étape s’accompagme tibération de I'eau prisonniere entre
et a I'intérieur des vésicules, ce qui se recoraafacon caractéristique par une augmentation
de la fréquence et par une forte diminution dedaigation d’énergie.

La bicouche lipidique supportée obtenue est staiBene aprés plusieurs ringcages avec le

tampon.
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Figure 7 : Formation d’une BLS sur une surface deikce a partir de SUV biotinylées, suivie
par QCM-D. En orange les variations de dissipatiord’énergie en fonction du temps et en
bleu celles de la fréquence. En noir la modélisatiodes données obtenue par le modéle de
Voinova (cf chapitre I).

Les paramétres de formation d'une bicouche lipiefijd’, correspondent & une variation de
fréquence £f/n) de 26 Hz, une variation de dissipatiarDf) de 0,2 - 0,3.16, et & une

variation de masse selon I'équation de Sauerbfey:{e de 470 ng/cm2. Le Tableau 1
résume I'ensemble des valeurdz, Ds et Amgy,er Obtenues pour la formation de plusieurs
BLS. Ces résultats confirment la reproductibilitgssi bien de la formation des SUV que

I'obtention de bicouches lipidiques supportéeslggiet stables aprés ringcage.

Expériences | (1) @ (3 @ 6 6 (I (8 Moyenne
Af3 (Hz) 264 -258 266 26 -27 -263 266 -27|]7 -26,55
AD3 (10-6) 054 019 056 021 061 02 039 047 039625

Am sauer (ng/cm?)| 464,8 458,8 4756 462,2 4785 467,4 A471487,7| 470,8625

Tableau 1: Resumé de I'ensemble des valeurs de la masse scidae, de la frequence et de
la dissipation d’énergie de la 3" harmonique obtenues pour la formation d’'une BLS.

Les BLS s’averent donc étre une plate-forme, parf@ent contrblée et trés aisément
reproductible. Dans notre cas, la fonctionnalisatiles BLS par des biotines va nous
permettre d’utiliser le pont biotine-streptavidim®ur immobiliser les molécules RAFT

biotinylées.
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11.1.1.1.3.Formation de la surface 2D de streptavidine

La streptavidine est connue depuis de nombreusgsarpour sa réorganisation et sa capacité
de cristallisation 2037 La streptavidine est une protéine tétramériqupaiés moléculaire

60 kDa (4x15 KDa) qui reconnait de facon trés djmtm la biotine (K = 10- 10"° M™).

Sur une BLS biotinylée, son immobilisation selone ueristallisation 2D a été mise en
évidence par I'équipe de A. Brisséh 8’ On forme alors une seconde couche parfaitement
contrblée de streptavidine.

La formation de cette seconde couche est réalisgéeupe injection de la solution de
streptavidine (10 pg/mL dans WB HBS) sur la BLStibidée. La solution est laissée ensuite
en contact une heure pour permettre la cristaltisa?D de la protéine a la surface. Les
formes des courbes représentAhtet AD sont tres caracteéristiques : la fréquence diminue
brutalement au début de I'association puis dérigs tloucement pendant une quarantaine de
minutes. La dissipation, elle, augmente tres rapatd puis montre une légere diminution et
une stabilisation rapide au bout d’une dizaine drutes (Figure 8). Une fois les valeuset

AD stables, la surface est a nouveau rincée ava/BeHBS ce qui n’entraine aucun

changement sur les deux signaux.
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Figure 8: Formation d'une BLS biotinylée a partir de SUV (5% biotine) et d'une
monocouche de streptavidine (10 pg/mL dans WB HBSjuivie par QCM-D. Le graphe
montre les variations de dissipation d’énergie (cabes hautes) et de fréquence (courbes
basses) en fonction du temps.

Cette étape de I'assemblage, trés importante, petmenettre en avant I'importance de la

mesure de la dissipation d’énergie en QCM-D. Ewteffette cristallisation s’accompagne
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d’'une faible diminution de fréquence qui correspaitdpour I'équation de Sauerbrey a une

légére augmentation de masse. Cependant lorsqueséasert du modeéle viscoélastique de

Voivona, la diminution de la fréquence ne corresparaucune variation de masse ; elle n'est

que la conséquence du réarrangement de la stréipgur la surfac® (Figure 9).
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Figure 9 : Variation en fonction du temps (A) de lanasse surfacique et (B) de la viscosité du
film formé. Le modeéle de Voinova a été utilisé poucalculer ces parametres a partir des
données expérimentales de la Figure 8.

La comparaison sur I'ensemble des études (TabBapermet de confirmer la

formation d’une monocouche de streptavidine rigid&n effet, on retrouve les valeurs

caractéristiques de la littérature, c'est-a-dire wariation de fréquence d’environ 30 Hz et une

dissipation d’environ 0,6. 19 correspondant & ukm de 520 ng/cm? (modéle de Voinova).

Expériences | (1) (@ ® @ () ®© () (8] Moyenne
Af3(Hz) 335 -312 275 -289 -27 -261 -286 -342 -29625
AD3 (10-6) 016 055 087 08 06 052 088 0 0,635
Am (ng/cm2) 589,4 5554 480,1 504 463,4 4568 511 5952 5194125

Tableau 2: Valeurs de la masse surfacique, de laéiquence et de la dissipation d’énergie
pour la formation d’'une monocouche de streptavidinesur une BLS 5% biotinylée.

Les résultats obtenus confirment la formation d’'or@ocouche de streptavidine a la surface.

Cependant, le dép6t de la streptavidine (sur de&3 lBbtinylées) en monocouche se fait selon

un arrangement cristallin C222 & pH >%% La streptavidine présente quatre sites de

reconnaissance spécifigue a la biotine dont dei®s Servent a son immobilisation sur la

bicouche lipidique biotinylée. Les deux autresersdisponibles et permettent 'assemblage

ultérieur des molécules RAFT biotinylées. Dans pregniere approximation, la streptavidine
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dans sa forme de cristaux 2D peut étre vue commmeateés proches formant un arrangement
C222-2D avec des paramétres de maille a = b = Gddhre 10).

® o ® o ® o
o e o e coe
® o ® o
® o oe oe
o e ® o e o ® o
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e o ® o e o
o e o e o e

Figure 10: Dessin schématique représentant l'arragement 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 sitede reconnaissance de la biotines} et les
deux autres se retrouvent face a la solution aqueei$o).

La distance centre a centre entre deux sites adfde liaison biotine de la streptavidine est
d’environ 25 A. Comme le montre la Figure 10, unenge quantité d’espace vacant entre les
molécules de streptavidine est a l'origine d'uneudtee trés hydratée. Une simple
comparaison de la masse surfacique pour la formatione monocouche de streptavidine
obtenue par QCM-D et par SPRdonne un pourcentage de I'eau acoustiquement éeygalr
rapport a la protéine de 55 :45, avec une densfectiwe d’environ 1,15 g.ciiet une
épaisseur de 4,7 nfft @

Ainsi, cet arrangement de la streptavidine appa@itme une plate forme particulierement

bien définie pour une distribution spatiale corégdte ligands biotinylés sur la surface.

11.1.1.1.4. Immobilisation des molécules RAFT biotinylées

L'immobilisation des molécules de RAFT sur la sogade streptavidine se fait grace a la
présence d’une biotine sur la face de détectioRAET. Malgré le faible poids moléculaire
de nos molécules (de 1339 a 2209 Da), la techr@kl-D permet de détecter I'adhésion
instantanée des RAFT sur la surface. Elle se aaisetpar une tres rapide diminution de la
fréquence sans variation de la dissipation (Figdne

La fixation des RAFT se fait par une seule injettde concentration 4 pM dans WB HBS.
Cette concentration suffit a saturer la surface RA&FT. Des essais a une plus forte
concentration (8 UM) et plusieurs injections sust&s n'ont, en effet, donné aucun
changement. La stabilité de la réponse obtenue@-Q suggere que la couche de RAFT

est fortement liée a la surface de streptavidine.
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Figure 11 : Réponse en QCM-D montrant la variatiorde la fréquence (courbes basses) et de
la dissipation (courbes hautes) de la troisieme haronique pour la fixation des RAFT-
(Man); (o), RAFT-(Man)4 (o) et RAFT-(Lac); (A).

Discussion : état de surface

Afin de vérifier I'état de la surface reconnaisganhous avons comparé la quantité,
déterminée expérimentalement, de RAFT immobilisés napport a la quantité théorique
attendue. En prenant en compte la cristallisatién s&lon une géométrie C222 de la
streptavidine, on va immobiliser, a saturation siéss de reconnaissance de la biotine d’'une
streptavidine, deux molécules de RAFT par molécée streptavidine. Le calcul du
recouvrement surfacique de la streptavidine domeequantité de 4,93 x T®mol. cm?. En
considérant la proportion de 2:1 entre le RAFTaedtteptavidine, on peut déduire la quantité
théorique maximale de RAFT immobilisée attendu®,86 x 10> mol. cni®.

Dans le Tableau 3, les variations de masses expgtales des RAFT biotine obtenues par
modélisation (Voinova) sont comparées aux valebhéoriques obtenues en considérant la
variation maximale théorique de RAFT biotine subkse de I'équation de Sauerbrey. Les
différences observées entreMm théorique et expérimental peuvent étre attribaéefsit que

la variation de masse mesurée en QCM-D inclus laantpg deau couplée
hydrodynamiquement aux molécules RAFT immobilisdes.comparaison montre que les
RAFT forment une couche trés hydratée contenamOda 65 % d’eau. Cette quantité d’eau
présente dans les couches de RAFT varie en fond#éola longueur et structure des bras
sucre greffés sur les RAFT qui doit permettre leptage acoustique de plus ou moins d’eau.
En effet, le lactose est un disaccharide alors lgu@mannose n’est qu’'un monosaccharide.

Cette différence de longueur de bras peut aloétrernune des causes.
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Poids moléculaire Af QCM-D ,A.ma Am théorique
(g mol?) (Hz) exg)negrlznrgzr;tale (ng cn)°
RAFT-(Man), 1339 1,4+04 24,8 13,2 (53 %f
RAFT-(Lac) 1501 2,3+0.3 40,7 14,8 (36 %)
RAFT-(Man), 2209 35+£05 62 21,8 (35 %)

& calculés en utilisankf mesurée et I'équation de Sauerbrey

® calculés en utilisant I'équation de Sauerbrey pourecouvrement surfacique théorique 86 x
10" mol cm?

¢ la valeur entre parenthése est le rapport entrarlation de masse théorique et expérimentale.

Tableau 3: Variation de masse expérimentale et théique correspondant a I'immobilisation
des molécules RAFT sur un cristal 2D de streptavide formé sur une BLS biotinylée.

11.1.1.1.5.Etude cinétique de l'interaction de la Con A

Apres la formation d’une surface fonctionnaliséeges RAFT-Man, I'étude de I'adhésion de
la Con A a été réalisée. Toutefois, avant de congerepnette étude, nous nous sommes

assurés de I'absence d’adsorption non spécifique.

« L’élimination de l'interaction non spécifique

Il est connu que la présence d’'une monocouche @éipe, comme celle que I'on a formée
avec la streptavidine, favorise l'interaction n@edfique d’autres protéines sur sa surface
(interaction hydrophobe protéine-protéine). Afinréenédier a cela, une étape intermédiaire
d’injection d'une autre protéine, la BSA (Bovine r@a Albumin) sur la surface
fonctionnalisée en RAFT, juste avant I'étape d'assoon de la lectine Con A, permet
d’éviter une adhésion non spécifique de la lecina A. Cette étape est apparue fort efficace
car la faible fixation de la Con A observée sur gneface recouverte de RAFT-(Lad)e
lactose ne reconnaissant pas la lectine) dispgnade au blocage des sites non spécifiques par
la BSA (Figure 12). Ce nombre de sites non spaa@fgeste, néanmoins, relativement faible.
En effet, I'adhésion de la BSA sur la surface nindju’une faible variation de la fréquence
de résonance et de la dissipation (respectivem@t3 et 0.35 x 18 pour 10 mesures
moyennées). L’ensemble des résultats obtenus itk présente une étape supplémentaire
d'immobilisation de la BSA. La fixation de la leasd Con A observée correspond, alors,

seulement a de la reconnaissance spécifique.
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Figure 12 : Réponse typique de QCM-D  A) frequencaormalisée Af,/n (courbes basses)
et dissipation D, (courbes hautes) pour la troisieme harmonique (n 38) correspondant a
I'interaction de la Con A (63 puM) sur la surface de RAFT-(Lac)./streptavidine/BLS
biotinylée avec ©) et sans 1) une étape préalable d’adsorption de la BSA.

B) fréquence normaliséeAf,/n (courbes basses) et dissipation,Ocourbes hautes) pour les
trois harmoniques n =3 (1), n =5 (©©) et n = 7 Q) correspondant a l'interaction de la Con A
(63 uM) sur une surface saturée en RAFT-(Man)suivie par une étape de régénération au
mannose (10 mM). La surface est rincée avec le WBBS aprés chaque étape.

+ L'étude cinétique de la lectine Con A

L’adhésion de la lectine Con A a ensuite été émidiér des surfaces saturées en RAFT-
(Man), et en RAFT-(Many pour des concentrations croissantes en lectine ALp®,063 ;
0,1255; 0,63 et 1,255 pM. Deux injections suceesside 0,5 mL ont été effectuées
systématiqguement pour chaque concentration afimpbeher les phénomenes de déplétion.
Apres l'adsorption de la lectine, l'injection de $alution de mannose libre concentré en
solution jusqu’a 100 mM, une solution d’HCI (pH ¥d&u de NaOH (pH = 12), ou encore une
solution d’'EDTA 0,5 M a pH = 8,5 n’a pas permisréménération de la surface. De plus, la
présence de la BLS empéche l'utilisation de SDSmaensolution de régénération. Ainsi,
I'étude cinétique de I'adhésion de la lectine Cormpa@ur 'ensemble des concentrations sur
une méme surface d’étude n’est pas envisageabdeddnc fallu refaire systématiguement
une nouvelle fonctionnalisation de surface poututié d’'une seule cinétique d’adhésion a
une concentration de la lectine Con A. La Figurepi@sente une expérience compléete qui
permet de mettre en évidence I'ensemble des émmegssives d'immobilisation de chacun

des composés.
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Figure 13: Réponse typique de QCM-D, fréquence noralisée Af,/n (courbes basses) et
dissipation D, (courbes hautes) pour les trois harmoniques n =@), n =5 ) etn =7 @)
représentant une étude compléte : (a) formation dia BLS, (b) immobilisation de la SA, (c)
adhésion du RAFT-(Man), (d) étape d’injection de la BSA, (e) adhésion da lectine Con A
et (f) étape de régénération au mannose (25 mM).

L’association de la Con A sur la surface se tragaitune rapide diminution de la fréquence
suivie d’'une lente dérive de la fréquence qui fpar se stabiliser au bout de 60 minutes. La
variation de la dissipation reste faible (< 2°J,0et les réponses daAf/n et D, sont
indépendantes du numéro de I'harmonique. En premagproximation, on peut donc
considérer que I'assemblage formé se comporte conmi#m mince rigide’ 2 Le rincage

de la surface avec le WB HBS ne dissocie qu’unigeppartie de la Con A qui a adhéré sur
les surfaces de RAFT-Man, traduisant, ainsi, urreefale liaison élevée entre ces deux
derniers. Une seconde observation est que la g@al#ilectine immobilisée sur la surface de
RAFT-(Man), est plus importante que celle qui a adhéré ssuttace de RAFT-(Man)et ce

guelque soit la concentration en lectine Con Adtge (Tableau 4).
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Surface RAFT-(Man) SurfaceRAFT-(Man),
[Con A] (uM) [ sauer (NG/CNT) [ sauer (NG/CNT)
0.063 / 358
0.1255 176 476
0.63 409 932
1.255 420 881

Tableau 4 : Masses surfaciques (déterminées par dj@ation de Sauerbrey) de la lectine Con
A en fonction de sa concentration pour la surfaceasurée en RAFT-(Man), et en RAFT-
(Man)4

Une méme lectine ne peut pas se lier simultanéswantieux sucres d’'un méme RAFT. En
revanche, la distance entre les difféerentes madécde RAFT-Man immobilisées sur la
surface (Figure 14) est suffisamment faible poumgttre une liaison multivalente de la
lectine sur les surfaces de RAFT-(Mamu RAFT-(Man). On peut estimer, a partir des
données cristallographiques, que la formation dimmo@ocouche de Con A correspond a une
concentration surfacique de 3,93 x'4Gnol.cm? (voir détail de calcul page -78-). Si I'on
considére qu’au maximum, une monocouche de Cortekagit de maniere bivalente avec la
surface de RAFT-Man, cela signifie que ~ 7,9 x*4mol.cm? de résidus mannose doivent
étre présents. La comparaison avec la valeur tngorde RAFT-Man biotine immobilisé
(9,86 x 10" mol.cm® montre bien que dans les deux cas, suffisammensutre sont
présents a la surface pour que la Con A se liagenf multivalente.

A la vue de cette multivalence, la modélisationcds résultats par un modele simple de
Langmuir apparait donc inexploitable. De plus,alfaut pas oublier que la masse surfacique
mesurée en QCM-D représente a la fois la quant#écke » de lectine adsorbée ainsi que
leau couplée a la surface. Cette seconde coniibuest dépendante de la densité
d’'implantation des molécules de Con A qui variecakgeconcentration en lectine Con A et le
type de surface. Pour résumer, la valeuf gg.-mesurée (Tableau 4) n’est pas linéairement
lite au nombre de molécules de protéine a la surfme si une différence nette est
observée entre les deux surfaces de RAFT-Man aauide la quantité « totale » de lectine
immobilisée, cette différence due a une meilleweonnaissance de la surface en RAFT-
(Man), par rapport a celle en RAFT-(Many'est pas quantifiable.
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c) Con A m

Figure 14 : Dessin schématique représentant a) ursurface saturée en RAFT-(Man), b)
une surface saturée en RAFT-(Man)et c) une lectine Con A. Sur ce schéma, la lectimst
assimilée a un cube de 65 A d’aréte et elle est pahtée selon une projection mettant en
avant la possibilité d’une interaction bivalente aec la surface.

De plus, le but de I'étude étant de mettre en avamélioration de la reconnaissance par la
présentation multivalente de sucre, il aurait éighaitable d’effectuer des dilutions de RAFT
a la surface afin de pouvoir distinguer I'effet geoximité/statistique de la présentation
multivalente des sucres sur le RAFT par rapport autxes effets (cf Figure 3). Cependant,
compte tenu des problemes a la fois de régénérdionurface et de l'interprétation des
résultats, nous avons opter pour une simplificatiemotre étude en immobilisant directement

les molécules RAFT sur une surface d’or via un taygocovalent thiol — or.

11.1.1.2. Immobilisation de RAFT thiol sur une surface d’'or

Pour cette étude, nous avons toujours les mémescaoies a notre disposition RAFT a1l et 4
mannoses et a 1 et 4 lactoses, mais cette foisnodécules présentent sur leur face de
détection un groupement CysNPys, afin d'immobilisemolécule sur une surface d’or (cf
Figure 5 page - 62 -).

Les cristaux de quartz recouvert d’or sont syst&muament nettoyés selon le méme
protocole avant utilisation afin de garantir un@® fonctionnalisation de la surface. Dans un
premier temps, le quartz est rincé a I'eau puib&éous flux d’azote. Dans un second temps,
il est exposé pendant 10 min a une irradiation UAi@ afin d’oxyder toute la matiere
organique déposée sur la surface d’'or. Ensuitgudgtz est plongé pendant 15 min dans une
solution d’éthanol absolu sous agitation afin dfgfier toutes les impuretés et de réduire les
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oxydes d’or. La surface est finalement rincée ah#éol, séchée sous flux d’azote puis
plongée dans la solution fraiche de molécules d6ETRA 0.1 mM dans de I'eau ultra pure
(milliQ). La solution est laissée en contact tolat@uit et le lendemain la surface est rincée a

'eau milliQ.

Afin de vérifier la bonne fonctionnalisation dedarface par la molécule RAFT, 'ensemble
des surfaces est caractérisé par ellipsométrie geux mesures, avant et apres
fonctionnalisation. La premiére mesure, réaliséntla fonctionnalisation, permet d’obtenir
les parametres de chaque surface d’'getrk, qui sont respectivement l'indice de réfraction
et le coefficient d’extinction molaire, en analysdes propriétés ellipsométriques du substrat
d’or nu W etA) selon un modéle a deux phases (substrat/air athblaa seconde mesure,
faite aprés modification de la surface, permet cBder a I'épaisseur, d, de la couche de
RAFT formée. Les parametres ellipsométrigtegt A sont analysés selon un modeéle dit a
trois phases (substrat/couche de RAFT/air ambidant}s lequel les paramétres de la surface
d’or précédemment déterminés; @t k) sont utilisés. On considere également de maniére
classique que la couche de RAFT immobilisée possadadice de réfraction de 1,45. Les
résultats obtenus sont présentés dans le Tablddersemble des épaisseurs obtenu est, en
accord avec la taille des molécules RAFT détermpaanodélisation moléculaire, d’environ

2 nm.

Substrat modifié par le RAFT-Man

100% 33% 20% 10% 5%
(Manh (Mank] (Many (Mank|(Manh (Mank](Man) (Mank|(Manh (Man)k
ns (£ 0,011)| 0,196 0,188 0,216 0,196 0,201 0,206 0,2 0189 0,213 0,185
ks (+0,011)| 3,603 3,548 3,509 3,5{8 3,611 3,425 3,625 3]|599 3,581 B,583
d(*0,16 nm} 184 1,96T 1,87 19 226 2741 287 197 192 316

Tableau 5 : Paramétres optiques (het k) et mesure de I'épaisseur (d) de la couche de
RAFT-Man, obtenus aux différentes densités de suréa en RAFT-Man pour I'ensemble des
cristaux de quartz recouvert d'or. L'indice de réfraction de la couche de RAFT est
considéré égal a 1,45.

Afin de vérifier le temps nécessaire a la formatitme monocouche de RAFT-Man sur une
surface d’or, une étude en QCM-D a été réaliséea @insi suivi, en direct, I'association de la
molécule RAFT-(Man) (0.1 mM en solution aqueuse) sur la surface d’@tude s’effectue

en mode batch. Les mesures commencent dans I'esuammolécule 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); (0.1 mM dans HO) sur une

surface d'or. Les courbes basses montrent les vatians de fréquence Af,/n) et les hautes
celles de la dissipation (F) pour la 3™ (o) et la 7™ (A) harmoniques en fonction du temps.
B) Variation de la masse surfacique en fonction dtemps obtenue en utilisant I'équation de
Sauerbrey @) et le modeéle de Voinovad pour les trois harmoniques (n = 3, 5 et 7).

On peut observer une lente variation des fréquertates dissipations d’énergie dans le
temps, ce qui correspond a une lente associatida awlécule RAFT-(Man)sur la surface
d’or. Ce processus, tres lent, nécessite un minirdard5 heures. La dilution des molécules
RAFT-Man a la surface est effectuée par mélangesdagions de RAFT-Man avec une
solution de RAFT-(Lag) Six différentes densités de surfaces en RAFT-blanété testées :
100%, 33%, 20%, 10%, 5% et 2% molaire.

11.1.1.2.1.L'interaction de la lectine Con A avec les surfaB&sT-Man :

résultats expérimentaux

L’étude cinétiqgue de I'adhésion de la lectine Cors'éffectue a une température de 24 °C
sous un flux continu de 1Q0_.min™. Les solutions de protéine sont préparées justataeur
injection sur la surface a partir de la méme sotutnere de lectine Con A conservée dans un
bain de glace. Les solutions sont mises en tempérdans un bain thermostaté a 24 °C avant
injection. Le tampon d’étude utilisé est le méme grécédemment (WB HBS), dans lequel
0,005% de surfactant P20 a été ajouté. Ainsi, gadoet ajout de tensioactif aucune adhésion
non spécifique de la lectine PNA (Peanut Aggludimiest observée sur une surface saturée
en RAFT-Man. Le tampon sera nommé WB HBS 2.

Six concentrations de la lectine Con A ont été iéeslsur 'ensemble des surfaces : 0,049;
0,098; 0,49; 0,98; 4,9 et 9,8 uM. Nous avons dfifectes cycles d’association — dissociation
de 9 min de la lectine suivis de deux étapes déngmtion qui permettent de retrouver I'état

initial de surface apres chaque injection de lecfffigure 16).
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Figure 16 : Réponse typique en QCM-D enregistrée dant I'adsorption de la Con A sur
une surface a 100 % en RAFT-(Man) Pour plus de clarté, seules les variations de
fréquence normaliséesAf,/n (courbe basse) et de dissipation [D(courbe haute) pour la
troisieme harmonique (n = 3) sont présentées. (a)ddorption de la lectine (al) 0,049 uM ;
(a2) 0,098 uM ; (a3) 0,49 uM ; (a4) 0,98 uM ; (a®)9 uM et (a6) 9,8 uM. L'injection du TP
(0,1 M HEPES ; 0,1 M NaCl ; 1 mM C&*; 1 mM Mn*"; 0,005 % P20 ; pH = 7,2) conduit &
une dissociation partielle de la Con A. La régénéten de la surface est effectuée par
I'injection successive de solutions (b) de mannoae25 mM et (¢) de SDS a 0.05 %.

La premiere étape de régénération consiste eredlion d’'une solution de 25 mM en
mannose libre, la seconde étape en linjection e’salution a 0,05 % en sodium dodecyl
sulfate (SDS). En effet, les injections de manras®entré, méme a une concentration de 50
mM, ne suffisent pas a régénérer totalement lasearf

L'interaction de la Con A avec les surfaces prémantlifférentes densités de surface en
RAFT-Man est comparée par superposition des patigesourbes correspondant a chaque

cycle d’adsorption-désorption pour des concentnatioroissantes en Con A sur la méme

monocouche auto-assemblée (SAM) (Figure 17).

-81-



Chapitre Il. Influence de la présentation multiplde sucre offerte par les RAFT sur l'interaction stgslectine

RAFT-(Man), RAFT-(Man),

ey

100%: =

OF3/3 (Hz)

AF3:
&
5
8

0 5 10 15 20 0 5 1o 15 20
Time (min) Time (min)

33% :20 Ezu

.
-5. 54

-10. -104

20% * %/ ]

10% 520 ézu

5 5

10 -10

a5 -15.

5%
25 25

2 % 2 P

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Figure 17 : Réponses en QCM-D obtenues pour les ¢gs d’association-dissociation de la
lectine Con A (de 0,049 a 9,8 uM) sur six différees densités de surface en RAFT-(Man)
(courbes de gauche) et en RAFT-(Mag)courbes de droite). Seul leAf,/n pour la troisieme
harmonique sont présentés pour une question de cla

Une premiére analyse visuelle des courbes montie fqus recouvrements de surface en
RAFT-Man, on obtient des réponses similaires aeauvde I'association et de la dissociation
de la lectine. Dans ces conditions, il apparait cjae la densité surfacique de mannose est
suffisante pour assurer la formation d’'une monoheuwtense de Con A, et ce quel que soit le
RAFT-Man utilisé. Ce n’est qu'a partir d’'une diloti de 20% en RAFT-Man, que la
présentation locale des sucres exhibée par les RMah), et RAFT-(Man) influence les

guantités de Con A immobilisées.
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11.1.1.2.2.Discussion

Compte tenu que le facteur de dissipation resteefdinférieure a 16) lors de I'adsorption

des protéines, nous avons considéré en premierexapgtion que la couche de lectine Con

A formée présente un comportement rigide. Danscoasdlitions, les variations de fréquence

normaliséesAf/n sont linéairement liées aux variations de masden |'application de

'équation de Sauerbrey. Afin de comparer le cortggoent des différentes surfaces, les

variations de masse a I'équilibresf) correspondant a un temps d’association de 9 milad

Con A, ont été tracées en fonction de la conceatr&n Con A (Figure 18).
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Figure 18 : Variation de ¢, en fonction de la concentration en lectine Con Aus les
différentes densités surfaciques en RAFT-(Man)(courbes de gauche) et en RAFT-(Map)
(courbes de droite). Les points ont été reliés emreux pour une meilleure visualisation des
résultats.

Dans un premier temps, nous avons Vvérifié que lelo® de lectine formée sur les surfaces
denses en sucre (100 et 33%) correspond a la femediune monocouche compacte de
lectine sur la surface. La structure cristallogrgpé de la lectine Con A complexée avec le
methyl-a-D-mannopyranoside a été précédemment établig Le volume du cristal par
unité de poids moléculaire est de 2,73d&lton (dont 55% de solvant). Le volume occupé par
une Con A hydratée est alors d’environ 2,8 x°1ém>, et en premiére approximation, on
peut assimiler la Con A & un cube de 65 A de cBté.supposant que I'on forme une
monocouche compacte de Con A sur la surface de RM&T, un recouvrement surfacique
maximal d’environ 3,93 x I mol.cm? est obtenu. Ainsi, la variation de masse théorique
attendue pour la formation d’'une monocouche degdeatée de Con A peut étre estimée. En
supposant une densité similaire & celle du criétel65 g.crit), on trouve une masse

d’environ 770 ng.cm. Malgré les diverses approximations, toutefoisamnables, de ces
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calculs théoriques, on peut comparer a titre indicees valeurs a celles obtenues
expérimentalement.

Pour les surfaces a forte densité en sucre (38@&#4) que ce soit avec le RAFT-(Mamu
RAFT-(Man), une variation de masse maximalg.4) de 710 ng.crfi est obtenue, en bon
accord avec la masse théorique de 770 rg.précédemment estimée. Ce résultat confirme
gu’il y a suffisamment de sites sucre disponiblés surface, pour permettre une saturation de
la surface par une monocouche de Con A adsorbée.

Les différences entre les deux surfaces sont ensuises en valeur pour les plus fortes
dilutions en RAFT-Man dans les SAMs. En effet pdas dilutions équivalentes en RAFT-
Man, la quantité de protéine qui adhere sur les SAd RAFT-(Man) est largement
supérieure a celle observée sur les RAFT-(MaB) augmentant la dilution des RAFT-Man
dans les SAMs, les distances entre les ligands osansur la surface augmentent. A partir
d’une certaine dilution, on devrait ainsi supprirfieifet chelatant de la lectine (Figure 3 page
- 59 -) sur plusieurs molécules RAFT-Man, et metreavant I'effet de la concentration
locale en sucre. Cependant, ce seul effet ne pasitéfre responsable de la plus grande
guantité de lectine adsorbée sur les RAFT-(M#&té¢ux fois plus pour une surface a 10 % de
RAFT-(Man)) par rapport aux SAMs a RAFT-(Man)La seule explication possible a ce
phénomene serait que, malgré la faible distancee etdux sucres d’une méme molécule
RAFT (~ 2,5 nm), la molécule RAFT-(Majpermet I'immobilisation d’approximativement 2
a 3 lectines différentes.

Maintenant, une analyse plus quantitative s'avéleate a réaliser a partir des données de
QCM-D. Tout d’'abord parce que, comme pour I'étudécpdente, la variation de masse
obtenue inclue, en plus de la masse de lectinechese une contribution due a l'eau
acoustiquement liée. Ainsi, les informations cigééis et thermodynamiques ne peuvent pas
étre extraites de ces données car seule la madsetitle seche est significative pour ce type
de traitement. De plus, les courbes d’associatofadCon A obtenues présentent une portion
de courbe linéaire (premieres minutes) qui estatanatique de la présence de limitations par
le transport de masse. Bien que les expériencestseffectuées sous des conditions de flux
continu, a la fois le grand volume de la chambrengsure (~ 80 L), ainsi que le faible flux
(100 pL/min) ne permettent pas d'éviter ces linotag. C'est pour ces raisons que nous
avons décidé de compléter ces résultats par defestoomplémentaires en résonance

plasmonique de surface (SPR).
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11.1.2 Etude de I'interaction Con A/ RAFT-Man par SPR

La majeure partie des manipulations effectuées deits partie a été réalisée a 25 °C et sous
flux continu. Nous rappelons, gu'en SPR (BIAC)rel'enregistrement de la variation de
'angle de résonance permet de suivre en tempsadigiation des molécules injectées sur le
biocapteur. Le signal de résonance est expriméngasude résonance (RU). Sous certaines
conditions, cette unité de résonance peut étreectinven masse surfacique. L'enregistrement
de ce signal s’appelle un sensorgramme.

Tout comme pour I'étude en QCM-D, nous avons @ilss mémes molécules RAFT-Man
soit biotinylées soit présentant un groupement.tiimsi, deux modes de fonctionnalisation
de la surface par les RAFT, couplage streptavitingne et couplage or-thiol ont été

entrepris.

[1.1.2.1. Greffage des RAFT-Man sur des sensor chip d’or

Des essais de couplage covalent des RAFT via hadion d’une liaison or - thiol ont tout
d’abord été entrepris. Il faut rappeler ici que degmtre microcanaux d’étude disponibles en
BIAcore® ne sont pas directement présents sur la surfaieaest le contact avec la cellule
microfluidique qui forme les 4 canaux par un systeie gonflement — dégonflement. Cette
technique nécessitant la présence d'une pisteféenge, il est impossible de fonctionnaliser
les quatre canaux par des molécules différentedebors de la chambre de mesure. Comme
le montre la caractérisation de la formation surdame monocouche dense en RAFT
effectuée en QCM-D (Figure 15), il faudrait laiskesolution de RAFT thiol en contact avec
la surface d’or pendant quinze heures. Cependesm@ppareils BlAcofene permettent pas
de travailler autrement qu’'en flux continu. Méme #availlant au plus faible flux,
immobilisation de la molécule nécessiterait unaptgrande quantité de produit (~ 30 mL).
Nous avons néanmoins essayé une fonctionnalisdgola surface en laissant en contact
pendant une heure les solutions (1 mM) en RAFT-BIARAFT-Lac avec respectivement les
pistes de mesure et de référence. L'étude cinétiguadhésion de la lectine Con A a ensuite
été effectuée. Mais la présence d’une forte adhésim spécifique sur la surface de référence

(RAFT-Lac) a empéché toute continuation des études.
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[1.1.2.2. Couplage affine des RAFT via des ponts biotine - refptavidine sur
une sensor chip C1

Suite aux difficultés rencontrées pour immobilikesr RAFT-Man sur une surface d’or, nous
sommes alors revenus a l'utilisation d'un pont ibeistreptavidine. La présence de la BLS,
utilisée en QCM-D, rendant difficile la régénératide surface, nous avons directement

immobilisée la streptavidine sur la surface d’étpdele biais d’un couplage covalent.

11.1.2.2.1.Fonctionnalisation de la surface d’étude

Dans le cadre des études en BIA&orié existe une gamme de surfaces ou sensor chips
(appeléees CM3, CM4, CM5 et C1) qui sont déja prefionnalisées et qui permettent de
facon relativement accessible 'immobilisation dewée directe de protéines sur la surface.
Pour cette étude, nous avons utilisé une surfagelé® sensor chip C1 qui permet
limmobilisation covalente de la streptavidine. ©esensor chip se compose d’une fine
couche d’or fonctionnalisée par une monocoucherdapgs carboxyméthyle. Cette surface
d’étude a été préférée a une sensor CM5 (chainBextean carboxyméthylées, cf chapitre |)
afin de mieux controler la fonctionnalisation deslarface. Dans I'ensemble de ces études,
nous avons utilisé le méme tampon que pour lesestpecédentes, le WB HBS, dans lequel
a été rajouté 0.05% de surfactant P20. Ce tampmgrément différent des deux autres

tampons, sera noté WB HBS 3.

 |Immobilisation de la streptavidine

L'immobilisation de la protéine streptavidine siffue par la méthode du couplage amine
développée par pharmacia (BIAcBy€Figure 19). Cette fonctionnalisation s'effeceretrois
étapes consécutives sous un flux continu de 5 prl./mi

- La premiere consiste en l'activation des groupebme/méthyle par un mélange de
stoechiométrie 1:1 de N-hydroxysuccinimide (NHSN-ethyl-N’-(3-diethylaminopropyl)
carbodiimide (EDC) (50 mM NHS, 200 mM EDC). Cettapge consiste en une injection de 7
min.

- La seconde étape conduit a 'immobilisation destreptavidine par injection d’'une
solution a 100 pg/mL de streptavidine diluée damsampon d’acétate de sodium a 10 mM a
pH = 4,5; pH facilitant I'adhésion de la protéiser les surfaces par des attractions

électrostatiques. En effet, le pH de la solutiortaeplage de la protéine est inférieur au point
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isoélectrique de la streptavidine, ce qui conféla arotéine une charge nette positive. La
surface étant chargée négativement (groupementmgdates), les forces électrostatiques
vont alors faciliter I'interaction de la protéineex la surface.

- La derniere étape sert a la neutralisation deutéace par l'injection d'une solution
d’éthanolamine 1 M a pH = 8,5 qui permet de mastpesites ester succinimide qui n’ont

pas réagit avec la streptavidine.

o’q/\\‘o I h
EDC-NHS | NH, m

OH D a—— 0 D — NH
f=° f=° f=°

[ ]

Figure 19: Schéma représentant les deux premieresapes du couplage amine d’'un ligand,
ici la streptavidine, sur une sensor chip C1.

Afin de garantir un état de surface équivalentrpnsemble de notre étude, nous
avons immobilisé une quantité équivalente de siregine de 370 £+ 10 RU sur toutes les
pistes. Cette quantité ne correspond pas a la fmma’une monocouche compacte de
streptavidine. La variation en RWRU) peut étre convertie en massdmgpp selon la

relation suivanté® °:

A _ d nt?ifcfjmolecue - nbuffer _ C
mSPR - - SPRARU (“'1)

D

avecCspr~ 0,066 ng.crfi pour I'adsorption de protéine sur une surface @ldior, avec
dn/dc (rapport indice de réfraction sur la concaign) ~ 0,18 mL/g pour une protéife
N biomolecule€tNbutter COrrespondent respectivement a I'indice de réfsade la biomolécule et

du tampon d’étude.

La quantité de streptavidine immobilisée est estinti@prés la relation (11-1) & ~ 24,5 ng:€m
ce qui correspond environ a 2,458 x*1folécules.ci soit 10 % d’une monocouche (la
formation d’une monocouche de streptavidine a gtiénée en SPR, par Ho@k al. °, & 200
ng.cm?). Ce type d'immobilisation par couplage amine rexnget pas I'obtention d’un
arrangement cristallin 2D d’'une monocouche de &xegine. Il est donc important de noter
que les recouvrements surfacigues de RAFT-Man m§zien pourcentage ne seront pas
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equivalents entre les expériences de SPR qui duetecelles effectuées précédemment en
QCM-D. Ce faible taux d'immobilisation de streptdivie et donc de RAFT pour les études
SPR a été choisi afin de minimiser les limitatioes transport de matiere durant les
expériences cinétiques mais également afin deplog rapidement les effets de la dilution

des surfaces en RAFT-Man sur I'adhésion de larlecti

+ Immobilisation des RAFT

L’'immobilisation des RAFT-Man biotine se fait panaisimple injection de 3 min d’'une
solution a 5 uM de RAFT dans le WB HBS 3 qui suffisaturer les sites de liaison de la
streptavidine. Nous avons ainsi réalisé des swsfaghibant des densités variables en RAFT-
(Man), et en RAFT-(Man)en adsorbant des mélanges de RAFT-Man / RAFT-{l&utenus
par dilution des solutions de RAFT-Man avec deautsmis de RAFT-(Lag) aux taux
molaires désirés (100 %, 25 %, 10 % et 5 %). Léasarde référence, quant a elle, a été
fonctionnalisée par une solution a 100 % de RAFde}l. Le Tableau 6 présente les quantités
de RAFT immobilisés (exprimées en RU) sur les swsade streptavidine.

Quantité Masse molaire

Taux molaire en RAFT-man (RU) (g.mol?)
100% RAFT-4man 33,9 2209
100% RAFT-1man 3,7 1339
100% RAFT-4lac 31,6 2825
100% RAFT-1lac 6,1 1501

25% RAFT-4man75% RAFT-4lac) 32,0
25% RAFT-1man75% RAFT-4lac) 14,3
10% RAFT-4marnoo% RAFT-4lac) 26,7
10% RAFT-1marnoo% RAFT-4lac) 14,9
5% RAFT-4man9s% RAFT-4lac) 26,1

Tableau 6: Quantité de RAFT en RU immobilisé sur lasensor chip C1l-streptavidine pour
des densités différentes en RAFT-Man et en RAFT-Lac

On constate que les signaux SPR résultant de déidixdes RAFT biotinylés présentent des
variations importantes d’intensité en fonction @destructure moléculaire des RAFT. En
particulier les RAFT ne comportant qu’un seul maticre induisent une réponse 5 a 8 fois
plus faible que celles obtenues avec les RAFT cotapb4 motifs sucres. Les variations de
masse molaire (Tableau 6) ne permettent pas asalidss d’expliquer ces écarts significatifs

(chapitre |, équation 1-24, page -42-). Une expiaapossible consisterait en des valeurs de
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Cspr (équation (II-1) page -87-) différentes selon tRI®AFT soit fonctionnalisé par un seul
ou gquatre motifs sucre. Nous n'avons malheureustmpas eu le temps de vérifier cette
hypothése, en mesurant notamment I'incrément dandie réfraction, dn/dc, pour chacun des
RAFT étudiés. Etant donné la force de linteractibiotine-streptavidine, nous avons
considéré pour la suite du travail, que I'ensenaads sites des streptavidine disponibles était
complexé par un RAFT biotinylé. La diminution déponses en RU obtenues en fonction de
'augmentation du pourcentage en RAFT-(Margnfirme d’ailleurs notre hypothése.

11.1.2.2.2.L’adhésion non spécifique

Dans I'ensemble des manipulations effectuées en, &PRoyen d’éviter I'adhésion non
spécifique s’effectue par I'ajout d’'une quantitésiefactant, P20 ou tween 10, a 0.05% dans
le tampon de « course » et dans I'ensemble desi@wuinjectées sur la surface. Dans ces
conditions, l'utilisation de la BSA ne s’avére pluscessaire.

Il est alors important de vérifier le bon foncti@mment de la piste de référence et des trois
pistes de mesure. Nous avons tout d’abord vérifié kpn n’avait pas d’interaction de la
lectine Con A avec le RAFT-(Lacpuis qu’une autre lectine similaire a la Con APIHA
(protéine tétramerique de 110 kDa avec 4 siteedennaissance au galactose) n'adhérait pas
sur les surfaces fonctionnalisées par le RAFT-(MahRAFT-(Man). Les résultats n’ont fait
état d’aucune adhésion non spécifique des lectineses surfaces. Il était trés important de
s’en assurer pour étre sOr que I'adhésion obsemas due qu’'a de lI'adhésion spécifique.
L’absence d’adhésion de la lectine Con A sur lesénubes RAFT-Lac est primordiale car
nous allons nous servir de ces dernieres pour rdilee surfaces en RAFT-Man. Ces
vérifications effectuées, nous avons pu réalisgréledes cinétiques de liaison de la Con A
pour des concentrations croissantes en analytéesisemble des surfaces fonctionnalisées
par differentes densités de recouvrement en RAFaR{Met en RAFT-(Many)

11.1.2.2.3.Etude cinétique de I'adhésion de la Con A : régalexpérimentaux

L’étude cinétique a été effectuée systématiquensefdn le protocole suivant (cf partie
expéerimentale) :

- flux 25 pL/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 concentratiolssnu
La gamme de concentration de la lectine a été ¢ @ a 9800 nM pour les plus fortes
densités en RAFT (100 % et 25 %). Pour les plubldai (10 et 5 %), la gamme de
concentration a été étendue jusqu’a 78400 nM duwlés faibles K enregistrés. Les courbes

cinétiques sont présentées ci apres (Figure 20).
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Figure 20 : Courbes cinétiques représentant les dgs d’adsorption et de désorption de la
lectine Con A pour des densités en RAFT-Man A) 10%, B) 25 %, C) 10 % et D) 5 %. (1)
étape d’'association, (2) étape de dissociation &) (régénération (25 mM Mannose) de la
lectine a différentes concentrations.

Lors de cette étude, l'utilisation d'une solutioa thannose concentrée a 25 mM suffit a
permettre la régénération totale de la surfacebdeace de limitation par le transport de
matiere et le flux rapide peuvent étre responsalidesette facilité de régénération. En effet,
une étude cinétique d’association — dissociatiéteseffectuée a trois différents flux (5, 15 et
75 pL/min) et la Figure 21 montre une parfaite sppsition des courbes entre elles et atteste

'absence de limitation par le transport de matiere
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Figure 21 : Courbe d'association-dissociation de leectine Con A a 9800 nM sur une surface
fonctionnalisée par 25 % de RAFT-(Man) pour trois flux différents : 5 (o), 15 ©) et 75 A)
pL/min.

D’un point de vue global, on observe que la réparsdkU correspondant a la quantité de
Con A adsorbée sur la surface, est plus grandelpaunrface présentant le RAFT-(Mapgar
rapport a celle présentant le RAFT-(Man)Ces résultats confirment ceux obtenus
précédemment par QCM-D. Cependant, lorsque l'oartegles courbes obtenues pour les
surfaces dites « a saturation.e, a 100 % de recouvrement en RAFT-Man, on constage q
I'on a une différence bien plus prononcée entreslggaces RAFT-(Man)et RAFT-(Man)

par rapport aux résultats précédents obtenus en-QCWlela peut étre attribué a la fagon
différente de préparer la surface (voir sectlad.2.2.1 Fonctionnalisation de la surface
d’étude) aussi bien qu’a une optimisation des domr du transport de matiere grace a la
technologie BIAcor8. En plus de la dilution des RAFT induite par latdice entre les sites
de liaison de la streptavidine, l'utilisation dupdage amine conduit a une fonctionnalisation
de surface beaucoup moins structurée. Ainsi, oergbsune variation de masse maximale de
Con A respectivement d’environ 270 RU et 75 RU pme surface saturée en RAFT-(Man)
et en RAFT-(Man), ce qui correspond & 18 et 5 ngtme protéine. En comparant ces
résultats a ceux obtenus pour les expériences ai-QR®uU une monocouche de Con A
hydratée®™ ° correspondait & 770 ng.&msoit 346 ng.cii de lectine Con A séche (55 % de
solvant), on constate que I'on travaille a des dWésgle surface beaucoup plus faibles en
sucre. C’est cette forte dilution qui est a I'ongides grandes différences observées entre les
surfaces RAFT-(Man)et RAFT-(Man).
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11.1.2.2.4.Discussion

L’'analyse quantitative des sensorgrammes présentasFigure 20 nécessite le choix d'un
modéle cinétique pertinent pour décrire l'interactide la lectine Con A avec les ligands
RAFT-Man immobilisés sur la surface de la sensqu.ddans ce but, nous avons tout d’abord
analysé les quantités de lectine fixée (exprime®h a la fin de I'étape d’association, en
considérant qu’'un état proche de I'état d’équiliBtait obtenu. Si cette hypothése est bien
vérifiee (état d’équilibre atteint) a faible deésite surface, la situation est différente pour les
fortes densités de 100 % et 25 % (Figure 20) on dbserve que I'obtention d’'une réponse
stable nécessiterait des temps d’association syséé 2 minutes. Cette analyse permet
cependant, malgré cette approximation, d’obteni ddormations intéressantes pour la
compréhension du processus d’interaction.

Une premiere analyse consiste a réaliser les trdeéScatchard, c’est-a-dire le tracé de
Rs/[Con A] en fonction de R (Figure 22). Comme décrit dans la partie bibliptigue (cf
Chapitre 1), cette représentation est un moyenhjgae de mettre en évidence une interaction
simple de type 1:1 (obtention d’'une droite) ou i&&nce d’'un mécanisme plus complexe

(absence d’un tracé linéaire).
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Figure 22 : Représentation de Scatchard de l'intergion de la Con A avec des surfaces
fonctionnalisées A) par le RAFT-(Man) et B) par le RAFT-(Man); a des densités

BN

surfaciques croissantes (les pourcentages en RAFTav sont indiqués a proximité des
courbes).

La Figure 22 démontre qu’un tracé linéaire n'eshgess obtenu sauf & 10 % de densité
surfacigue de RAFT-(Manp)ou la faible courbure pourrait étre négligée. Damdte
hypothése, l'isotherme d’adsorption de la lectimen@\ sur la surface a 10 % de RAFT-

(Man), peut étre analysée selon un modéle 1:1 de Lang®@uirobtient alors une constante
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de dissociation K de 97 uM pour linteraction monovalente RAFT-(Mah)Con A. Cette
faible valeur de I'affinité est en accord avec Vedeurs rapportées dans la littérature, &
200 = 50 uM), ce qui semble indiquer que la surfacd0 % de sucres mannose est
suffisamment diluée pour interagir avec la Con & des interactions monovalentes.

Lorsque la densité surfacique des RAFT-Man augméanidistance entre les sucres mannose
diminue, favorisant ainsi la possibilité d’'une natetion multivalente de la Con A avec
plusieurs motifs mannose de la surface, au déttioiene interaction purement monovalente.
Dans cette hypothése, des tracés de Scatchardnéairés devraient étre obtenus, ce qui est
observé expérimentalement (Figure 22). Il semhdesajue pour les surfaces fonctionnalisées
en RAFT-(Man), I'apparition d’un tracé linéaire & une densitéfacique de 10 %, rend
compte de la disparition de l'effet de chelationladectine sur la surface au profit d’'une
simple interaction de type 1:1. Par contre, enuecgncernent les surfaces fonctionnalisées
en RAFT-(Man), les graphes de Scatchard sont non linéaires naéméaibles dilutions (10

et 5 %), ou l'effet de chelation de la lectine eapposé disparaitre. Ce résultat met en
évidence la présence d’un mécanisme d’interactios gomplexe entre le RAFT-(Magt la
lectine Con A a ces faibles dilutions qui pourrgiéxpliquer par l'effet « cluster » des
molécules RAFT multivalentes sur plusieurs lectines

Afin de quantifier ce processus d’interaction nudtente, nous avons appliqué le modele
multivalent de Scatchard (cf Chapitre ) aux rémen®nregistrées a la fin de I'étape
d’association (&). Ce modele développé par Winzral. " permet la détermination d'une
constante de dissociation intrinséquex Kainsi que d’'une concentration effective des sies
liaison sur la surface, s, pour des interactions multivalentes. Pour ceda, duteurs ont
utilisé une formulation multivalente de I'équatida Scatchard (cf chapitre 1), qui leur permet

d’obtenir 'équation de liaison hyperbolique redalaire suivante :

fCA* (f-1)/f KAX CX*CAllf

fCA* (f-1)/f x (CA* 1/f _ CAllf) =
1+ fCA* (f-1)/f KAX CAllf (”_2)

ou G est la concentration totale en analyte (Con Agdtg, G* la concentration totale
en analyte dans le canal d’étude, incluant la lectine immobilisée sur les sucreslae
surface, f le nombre de site de liaison de 'ama(lda Con A), kx la constante d’association
intrinseque et ¢* la concentration effective des sites d’affinit@gents sur la surface.
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Pour notre étude, la lectine Con A en solution téstavalente. Cependant, du fait de sa
géomeétrie et de la surface en sucre, nous avorsidgsé qu'il était physiquement impossible
que la lectine se lie a plus de 2 sucres différéibsis avons donc fixé f égal a 2. Apres avoir
déterminé G* (chapitre 1), nous avons calculé puis représéeségrandeurs 2¢Y4(Ca* Y2
Ca® (= Y) en fonction de 262 CAY? (= X) (Figure 23). L'équation (II-2) peut se mettr
sous la forme (11-3) :

Kax G x X
Y= —"""
1+ Ky x X

(11-3)
On reconnait alors une forme d’équation de typeehygique qui nous permet par
modélisation (Figure 23) de déterminer la constaetelissociation intrinseque pK (Kpx =
1/Kax), ainsi que la concentration effective des sitesfidité sucre sur la surface (Tableau
7).

A) 003 RAFT-(Man), B) %%  RAFT-(Man),
o 100%

—~ 0.025- 0.025-
s
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Figure 23 : Représentation hyperbolique de Scatchdrpour l'interaction de la lectine Con
A a différentes concentrations avec une surface Ale RAFT-(Man); a 100 %, 25 % et 10 %
et B) de RAFT-(Man), & 100 %, 25 %, 10 % et 5 %. Les points expérimentx ont été
calculés a partir des expressions de Y et de X (vdiexte). Les courbes représentent les
simulations calculées a partir de la relation (11-3.

Il est tout d’abord intéressant de constater qumadelele bivalent de Scatchard permet un
ajustement paramétrique idéal des données expédalasrtomme l'indique les courbes de la

Figure 23 ou le coefficient de corrélation (r) tfable présenté dans le Tableau 7.
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Ce coefficient de corrélation se définit selon liégon (lI-4) suivante :

D (x =X)Ly -y)
== (II-4)

Bo-xr 0o

i=1

Il faut rappeler que le modéle bivalent de Scatthatilisé ici, est basé sur I’hypothese que
les lectines Con A interagissent de maniéere bivalenec les motifs mannoses immobilisés
sur la surface. Si une telle hypothése peut séigush des densités surfaciques en RAFT-
(Man), élevées, nous avons en revanche démontré précéemuoe l'interaction de la Con

A avec la surface a 10 % en RAFT-(Mappuvait également étre décrite par un mécanisme
de type monovalent. De maniere plus réaliste, éasxdypes d’interactions, monovalente ou
bivalente, pourraient coexister a cette faible dénde surface. Cette remarque illustre la
difficulté du choix d’'un modele adéquat pour renclenpte des résultats expérimentaux.

RAFT-(Man) Kox (UM) Cx* (uUM)  r [||RAFT-(Man) Kox (UM) Cx* (uM)  r

100% 6.6 0.067  0.99 100% 45 0.023  0.9993
25% 34 0.049  0.996 25% 105 0.018  0.9987
10% 68 0.030  0.997 10% 154 0.012  0;9970
5% 84 0.017  0.996

Tableau 7 : Constantes de dissociation intrinséqui px) et concentration effective (G') des

sites d’affinité pour l'interaction de la lectine Con A avec les molécules RAFT-(Man)et

RAFT-(Man) ; immobilisées a différentes densités surfaciques.e€ valeurs résultent des
simulations (Figure 23) sur la base du modéle Scétard bivalent via la relation (11-3).

Dans le cas du RAFT-(Map) I'effet de proximité/statistique et I'effet « dter » sont
toujours susceptibles de se superposer a l'inierativalente de la Con A (effet chelatant)
qui, elle seule, est décrite par le modele de &eadichbivalent. Il en résulte que les valeurs des
paramétres Kx et G (Tableau 7) obtenues par le modéle bivalent detcBaal
correspondent a une réalité physique, uniqguement lgacas des densités surfaciques €élevées
(25 % et 100 %) en RAFT-(Man)Néanmoins, nous avons considéré que ces valeufsxd
et G ainsi que leur évolution en fonction de la struetdes RAFT-Man et de leur densité
surfacigue pouvaient permettre de dégager les teedajualitatives suivantes :

- L’affinité de la Con A pour la surface diminue fKaugmente) lorsque la densité
surfaciqgue en RAFT-Man diminue. En particulier démsas du RAFT-(Man)dilué a 10%,

on trouve une affinité trés faible g = 154 uM) peu compatible avec une interaction
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bivalente forte. Dans cette situation un modelatdiiaction 1:1 semble donc mieux adapté
pour décrire l'interaction.

- A densité surfacique en mannose identique, mai€ awve présentation locale
différente (100% RAFT-(Man)et 25% RAFT-(Many) une meilleure affinité de la Con A est
observée pour la surface a RAFT-(Maipox = 33,7 uM) par rapport au RAFT-(Mar(Kpx
= 44,9 uM). De méme, une quantité plus importamtéedtine Con A se fixe sur les RAFT-
(Man), (Cx* = 0,048 uM) par rapport au RAFT-(ManjCx* = 0,0231 uM). Ce résultat
suggere que les molécules de RAFT-(Mapguvent se lier a plusieurs lectines Con A
différentes et que cet effet de « cluster » pextenhéliorer I'affinité.

- A densité de surface identique en RAFT-Man, leewal de § montrent que la
guantité de Con A fixée sur la surface est syst@umament 2,5 a 3 fois supérieure sur les
surfaces a RAFT-(Man)par rapport aux surfaces a RAFT-(Mante phénomene qui est
observé méme a de faibles densités de surface dfilrfRMan suggere également qu’un

RAFT-(Man), peut se lier a plusieurs lectines.

En conclusion, [utilisation du modéle thermodyngoé de Scatchard, bien
gu’imparfaitement adapté a I'étude du RAFT-(Mandpus permet d’émettre I'hypothese que
cette molecule peut se lier a plusieurs lectinaguetcet effet de « cluster » (Figure 3 page -
59 -) améliore I'affinité de I'interaction aveclictine
Cet effet de « cluster » de la lectine Con A pamlaécule RAFT-(Man)a pu étre mis en
évidence en étudiant l'interaction de la lectinen@oavec une surface en sucre mannose en
présence de RAFT-(Mangn solution.

Afin de confirmer la capacité des molécules RAFTa(iy a se lier a plusieurs lectines
différentes, une expérience de compétition a déeetefée et suivie en SPR.

» Etude par compétition

Pour cette étude similaire a des études d’inhibjtirous avons utilisé une sensor chip C1 sur
laquelle 370 RU de streptavidine ont été immolalsséLa piste de référence est
fonctionnalisée a 100 % en RAFT-(La€]} les trois pistes d’étude présentent 100, 29 éb1
en RAFT-(Man). Des solutions de Con A a 16,33 uM mélangées descconcentrations
croissantes en RAFT-(Manpu en RAFT-(Man) sont ensuite injectées sur la surface.

L’interaction de la lectine Con A avec les surfaestsalors quantifiee par SPR. Les réponses
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obtenues a la fin du cycle d’association du mélafge A — RAFT-Man en fonction de la

concentration en RAFT-Man en solution sont repri&ensur la Figure 24.

(A) (B)
200 . 200
150+ 150+
= RAFT-(Man),
‘S 1001 100
)
o . RAFT-(Man),
(%]
[0
o
50 '\ 50 AN
- RAFT-(Man), / \
fat o r"Sf\. A -
R _H,\‘ N . RAFT-(Man),
0 ‘ S 0 \\
\ ~ N \
0 5 10 35 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
\ [RAFT-man] (uM) [RAFT-man] (UM
\ S \\

@ @&

e Ty

Figure 24 : Etude SPR de I'association de la lec#nCon A (16,33 pM) avec une surface a
(A) 100 % et (B) 10 % en RAFT-(Man) en présence de concentrations croissantes en
RAFT-(Man), et RAFT-(Man), en solution. Les valeurs représentées correspondeaux
réponses obtenues a la fin du cycle d’association thélange Con A/RAFT-Man. En dessous
des graphes, une représentation schématique des quurtements mis en jeu est présentée.

Aucun changement du signal n’est observé lorsidgdttion de la lectine Con A en présence
de RAFT-(Man) en solution, et ce quelque soit la concentratPar contre, une grande
augmentation du signal est observée lorsque laACest injectée en présence de 3 a 6 uM de
RAFT-(Man), en solution avec une réponse maximale observéeymmiconcentration de 5
KM en RAFT. On observe des réponses similaires lgsurois densités de surface en RAFT-
(Man). Il apparait alors que la molécule RAFT-(Mam®n solution au lieu d’'inhiber la
reconnaissance de la lectine, améliore fortememtrgeraction pour une certaine gamme de
proportion Con A/RAFT-(Man) Ce phénomene peut s’expliquer par la possibdeéla

molécule RAFT-(Man)a se lier & deux ou trois lectines pour formeratgggats solubles.
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Ces «agrégats » peuvent alors interagir avec uesces en RAFT-(Man) Dans cette
gamme de concentration, la molécule RAFT-(Ma® comporte alors comme un promoteur
de l'interaction Con A/RAFT-(Man)(surface), puisque les agrégats de Con A exhibent
comportement multivalent encore plus important lgselectines seules en solution. Pour des
concentrations supérieures en RAFT-(Mar)inhibition de [linteraction Con A/RAFT-
(Man), est observée comme on l'attendait.

Par contre concernant 'action de la molécule RAMEn), sur 'interaction avec la surface,
aucun comportement d’inhibiteur n’est remarquéseinble alors que l'interaction entre la
Con A et le RAFT-(Man)soit trop faible en solution et que la multivalerde la surface soit

plus attractive pour la lectine, expliquant aléab$ence de variation du signal observé.

I1.2. Conclusion

Les études de l'interaction entre la lectine ComrAsolution et les molécules RAFT-Man
immobilisées se sont avérées trés délicates asaralgn effet, I'immobilisation des ligands
RAFT-Man entraine la formation d’une surface dersunultivalente. Méme en espacant les
RAFT-Man sur la surface par co-assemblage avec AIRTR.ac non reconnaissant, il est
difficile de s’affranchir des effets chelatant de lectine multimérique. Pour cette raison,
étudier I'impact de la présentation multiple dedifsanannose par les plateformes RAFT est
un chalenge difficile. Discriminer par cette métboks influences respectives de I'effet
« cluster » et de l'effet de proximité/statistigeir I'augmentation de l'affinité de la Con A
pour le RAFT-(Many apparait également comme une entreprise encasalifficile.

Cette étude a cependant permis de confirmer gpeésentation multiple des sucres par les
plateformes RAFT permet d’accroitre I'affinité pdarlectine. Néanmoins, cet effet n'a pas
pu étre quantifié du fait de la complexité du syseétudié et donc de I'impossibilité a
modéliser, de maniére rigoureuse, linteractionlaléectine Con A avec le RAFT-(Man)
immobilisé.

Dans le cas du ligand monovalent RAFT-(Man)mmobilisé, une modélisation de
I'interaction avec la lectine Con A est possible,fdit de la moindre complexité du systeme.
Nous avons pu montrer que la constante de disgmtiantre le RAFT-(Man)et un site de la
lectine Con A est de l'ordre de 100 uM. A forte sish de RAFT-(Man) immobilise,
l'interaction avec la lectine Con A peut étre diécrau moyen du modele bivalent de
Scatchard. L'interaction bivalente de la lectinenGbd avec les RAFT-(Man)immobilisés

permet d’améliorer l'affinité de I'interaction ebassant le Kx jusqu’a 45 uM.

-908 -



Chapitre Il. Influence de la présentation multiplde sucre offerte par les RAFT sur l'interaction stgslectine

Aucun modele ne permet de rendre compte rigouresisiede I'interaction de la lectine Con
A avec le RAFT-(Man)immobilisé. Le modéle de Scatchard bivalent, &ndpnt été utilisé
pour montrer de maniere qualitative que laffindé les quantités de Con A fixée sont
systématiqguement supérieures sur les surfaces RMEN). Nous avons démontré, par le
biais d’expérience d’inhibition, que les RAFT-(Mameuvent interagir simultanément avec
deux ou trois lectines différentes (effet « clusterL’amélioration de l'affinité de la Con A
pour le RAFT-(Manj est donc une conséquence de deux effets possibis,effet

« cluster » de la lectine (que nous avons demqreod)|'effet de proximité/statistique du fait
de la concentration locale élevée des sucres marilassurface de la molécule RAFT.

Afin de pouvoir évaluer linfluence relative de cdsux effets, nous avons entrepris des
expeériences basées sur I'immobilisation de la negtce qui, comme nous allons le voir,

permet de simplifier le systeme.

11.3. Etude par SPR avec la lectine immobilisée

Afin de mettre en évidence l'effet de la préseotatimultiple des sucres (effet de
proximité/statistique) de la molécule RAFT sur téraction sucre-lectine, nous avons décidé
d'immobiliser la lectine directement sur la surfaBmns ces conditions, il est évident que
linteraction entre le RAFT-(Man) et la lectine sera de type 1:1. L'effet chelatant,
conséquence de I'immobilisation du RAFT-(Masyr une surface est en effet supprimé. Une
situation identique (absence d’effet chelatantp selstenue pour I'étude du RAFT-(Man)
Dans le cas du RAFT-(Map)il conviendra cependant de travailler avec undasa
suffisamment diluée en Con A de maniére a ce qufnakcule de RAFT-(Mag)ne puisse
pas interagir selon le processus de « cluster ¢ plsieurs lectines Con A immobilisées.
Comme le montre le schéma de la Figure 25, I'imiisdiion de la lectine permet de

simplifier le systeme.
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A) RAFT-(Man);: interaction 1:1

B) RAFT-(Man),

Effet « cluster » Effet de proximité/statistique
Surface dense en lectine Surface diluée en lectine

Figure 25 : Représentation schématique des difféerémprocessus possibles de liaison entre la
lectine Con A immobilisée et les molécules en sdl A) le RAFT-(Man); et B) le RAFT-
(Man),.

Une nouvelle molécule, appelée MAP, pour Multipletigenic Peptide (dendrimere utilisé
pour présenter plusieurs copies d'un antigene inogneme), a été également testée lors de ces
études. Cette derniere molécule permet une présentaultiple de 4 sucres sur sa surface,
mais par l'intermédiaire d'une architecture difiéte de celle de la molécule RAFT. Les 4
sucres sont alors exhibés sur la molécule ave@lusegrande proximité, leur conférant alors
une moins grande liberté de mouvement (Figure @é)te molécule a été synthétisée par le
Dr O. Renaudet et sera notée MAP-(Magpgr la suite.

Nous avons donc voulu tester si cette différence stteicture permettait également
'amélioration de l'affinité avec la lectine Con Alensemble des molécules RAFT et MAP,

utilisées dans ces études, présente un groupeméane aur leur face de détection.
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5
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$
Figure 26 : Schéma de la molécule MAP-(Mag)

L’immobilisation de la lectine Con A se fait derf&@me facon que celle de la streptavidine en
utilisant la méthode du couplage amine. Seule tase d’immobilisation varie. En effet, on
utilise cette fois-ci une chips CM5. Il s’agit d'saipport de verre recouvert d’une fine couche
d’or et d'un hydrogel réticulé de dextran carboxymy& d’'une épaisseur d’environ 100 nm.
Par rapport aux études précédentes, nous avoms utihe sensor chip CM5 parce que la
sensor chip C1 ne permet pas I'immobilisation d'guantité suffisante de lectine afin de
permettre la détection des molécules RAFT et MARadsde poids moléculaire.

Afin de garantir un état de surface identique,rambbilise, toujours par couplage amine, sur
la piste d’étude la lectine Con A et sur celle d&mence une quantité similaire en lectine
PNA. Deux densités surfaciques différentes en ComnA été effectuées. Une dilution
suffisante de la Con A immobilisée devrait, en teffeermettre de s’affranchir de I'effet de
« cluster » et d’étudier uniquement l'influencelagrésentation multiple des motifs mannose
par le RAFT-(Man) (effet de proximité/statistique) (cf Figure 25).

11.3.1 Haute densité en lectine Con A

Pour une premiere étude nous avons décidé d'imimebies lectines a une haute densité de
surface pour faciliter la détection des moléculésFR et obtenir des courbes cinétiques
exploitables. L’évolution des interactions Con A/RARMan a ensuite été comparée a une
surface plus diluée en Con A. Les solutions deifestPNA (0.2 mg/mL) et Con A (0.1
mg/mL) sont laissées en contact avec la piste pegrfid@amin a 10 pL/min, aprés activation
des sites carboxymeéthyle par le mélange EDC-NHSp&#ivement, 6433 RU et 9669 RU
de lectines sont immobilisées. Il faut noter quenc® les lectines sont diluées dans un
tampon acétate 10 mM, pH = 4.5, la lectine Con Asagrésente alors plus sous sa forme
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tétramere mais sous la forme d’'un dimere (pH delsiadation de la lectine inférieure au

point isoélectrique de la lectine).

[1.3.1.1. Résultats expérimentaux

Nous avons tout d’abord vérifié 'absence d’adhésion spécifique des molécules RAFT-
(Lac), et RAFT-(Man) sur la piste d’étude et la piste de référencgessrement. Une tres
faible adhésion non spécifique, inférieure a 10 plur une concentration maximale de 200
UM en RAFT-(Lac), est observée sur la piste d’étude. Aucune adhépar contre, n'est
mise en évidence sur la piste de référence pamlaome RAFT-(Man), méme a tres forte
concentration.

Cela étant, il faut ensuite mettre au point la négation de la surface afin de pouvoir
effectuer I'étude cinétique d’adhésion des molé&cRAFT-Man sur la surface de lectine.
L’utilisation de mannose concentré a 50 mM perragéfénération totale et sans dégradation
de la surface de lectine.

Finalement, il faut vérifier que les cinétiques s¥aciation et de dissociation ne sont pas
limitées par le transport de matiére. Nous avonscdoomme pour les études précédentes
d’adhésion de la lectine, fait varier le flux d’deu (5, 15 et 75 pL/min) pour un cycle
d’association-dissociation des trois molécules RAMan),, RAFT-(Man) et MAP-(Man), a
une concentration de 10, 100 et 10 uM respectivenmen Figure 27 montre les courbes
obtenues.

Resp. Unit (RU)

Temps (s)

Figure 27 : Vérification de I'absence de limitationpar du transport de matiére de I'adhésion
des analytes RAFT-(Man) a 10 uM (noir), RAFT-(Man); a 100 uM (vert) et MAP-(Man), &
10 pM (rose) sur la lectine immobilisée. Chaque assiation de molécules a été testée a 3
différents flux : 5 (o), 15 ©), et 75 A) pL/min et & une température de 25°C.
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Malgré un léger décalage de I'ensemble des couab@&® pL/min, 'ensemble des trois
courbes pour chacune des trois molécules se swggenmitement, traduisant alors I'absence
de limitation par le transport de matiére. Une fmés mises au point effectuées, nous avons
pu entreprendre I'étude de l'interaction entrefesécules RAFT-(Man) RAFT-(Man), et
MAP-(Man), et la Con A immobilisée.
L’ensemble des sensorgrammes présenté dans ceite paété réalisé dans les conditions
expérimentales suivantes (cf partie expérimentale)

- T=25°C

- flux de 40 pL/min

- 60 s de temps d’association et de dissociatioradallyte

- régénération par injection d’une solution de maeriss mM pendant 120 s

- une concentration doublée et 2 concentrations sinkérées dans la série

Les premiéres expériences d’'adhésion de la moléRAET-(Man), pour une gamme de
concentration allant de 10 uM a 1000 uM, ont momkes processus d'association et de
dissociation trés rapides, incompatibles avec €obon d’informations cinétiques. Seule
'analyse du signal a I'équilibre g peut étre exploitée, ce qui permet de déterminer
I'affinité de l'interaction par l'utilisation d’'unésotherme de Langmuir.

Afin d’évaluer les parametres cinétiques, il faututer un moyen de ralentir les processus
d’association et de dissociation de la molécules Possibilité est de diminuer la température
d’étude de l'interaction. Les sensorgrammes ontcdaalement été réalisés dans les mémes
conditions a 5 °C et 15 °C.

Des conditions expérimentales identiques ont éliéads pour I'étude du RAFT-(Mangt du
MAP-(Man),. Cependant, du fait des quantités de produitsodibfes, des gammes de
concentrations moins larges ont été utilisées50eM a 400 uM pour le RAFT-(Mangt de

500 nM a 200 uM pour le MAP-(Man)Ces gammes de concentration moins élevées ne
constituent pasa priori un handicap car des affinités plus élevées de noekecules
multivalentes vis-a-vis de la lectine Con A soeatlues.

La Figure 28 présente les sensorgrammes obtenudiffépentes températures pour les trois

molécules étudiées.
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A) RAFT-(Man) ,
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Figure 28: Sensorgrammes enregistrés a 25°C, 15°& 5°C lors de linteraction des
molécules A) RAFT-(Man), B) RAFT-(Man), et C) MAP-(Man), avec la lectine Con A

immobilisée a haute densité surfacique (9669 RU).aLpiste de référence est obtenue par
immobilisation de 6433 RU de lectine PNA. Le flux & de 40 pL/min. Les gammes de
concentrations utilisées sont: 10 uM — 1000 uM pode RAFT-(Man); 50 nM — 400 uM
pour le RAFT-(Man), et 500 nM — 200 uM pour le MAP-(Man).

11.3.1.2. Discussion

Une premiere analyse purement visuelle des sersorges obtenus, démontre que diminuer
la température de 25°C a 5°C permet de ralenicaafément les processus d’association et de
dissociation pour chacune des molécules étudiéass De cas du RAFT-(Man)seule
I'expérience réalisée a 5°C (Figure 28A)) permedtadtenir des informations cinétiques. Les
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molécules RAFT-(Man)et MAP-(Man), (Figure 28B) et C)) présentent des comportements
similaires avec une vitesse d’association relateanrapide et une vitesse de dissociation
beaucoup plus lente par rapport au RAFT-(Mathsemble alors que la présence des 4 sucres
permet de former un complexe beaucoup plus stalegpport au complexe RAFT-(Mart)
Con A qui se dissocie immédiatement lors du ringdigeonvient également de remarquer,
gu’'a 'opposé du RAFT-(Man) 'ensemble des sensorgrammes obtenus avec |le&cohesd
multivalentes présentent des informations cinégogieploitables, méme pour la température
la plus élevée de 25°C.

Afin de quantifier les forces d’interaction enteeléctine Con A immobilisée et les différentes
molécules oligosaccharidiques, il convient toutbdia@ d’identifier le modele d’interaction
qui permet de rendre compte des résultats expétamen

Les sensorgrammes de la Figure 28 démontrent que gi@aque concentration d’analyte
utilisé, un équilibre est obtenu a la fin de I'&@agassociation. Nous avons donc pu réaliser
les tracés de Scatchardsfffanalyte] en fonction de [analyte]) pour chacums dnolécules

étudiées (Figure 29).
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Figure 29 : Représentation de Scatchard pour l'inteaction de la lectine Con A immobilisée
a forte densité surfacique (9669 RU) avec les moldes A) RAFT-(Man),, B) RAFT-(Man),
et C) MAP-(Man),. Les données ont été analysées pour trois tempéunegs 5°C @), 15°C (o)
eta25°C (A).

L'obtention d'un tracé de Scatchard linéaire daaschs du RAFT-(Man)indique que
l'interaction de cette molécule avec la lectine Gommmobilisée peut étre décrite par un
modele d’interaction de type 1:1 (modéle de Langnuk tracé de I'isotherme d’adsorption
et sa modélisation par une isotherme de Langmuimete alors d’obtenir pour chaque
température la constante de dissociatiop) (& Rnax Ces données sont rassemblées dans le
Tableau 8.
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Température Kb Rmax Chi2
(°C) (LM) (RU)
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 @ et réponses maximales de molécules RAFT-
(Man); (Rmax) fixée lors de linteraction avec la lectine Con Ammobilisée a forte densité
surfacique. Les réponses a I'équilibre de la Figur@8A) ont été analysées au moyen d'une
isotherme de Langmuir.

Les faibles valeurs de chi2 obtenues entre les @mmexpérimentales et les valeurs simulées
attestent d’'une analyse de bonne qualité. Les rslélevées des gKdéterminés sont en
accord avec une faible affinit¢é du RAFT-(Margour la lectine Con A. Ce résultat est
caractéristique des interactions monovalentes sutaetine et parfaitement en accord avec
les résultats de la littérature. Il est intéresskntonstater que la valeur obtenue a 25°6€+K
368 uM) est du méme ordre de grandeur que cellaundedorsque le RAFT-(Map)est
immobilisé a faible densité sur la surface, & 97 ou 154 uM, cf pages - 92 - et - 95 -). La
valeur de kg, légerement supérieure obtenue ici pourrait étribbaée a la méthode de mesure
différente. Plus certainement, elle pourrait indiguque les RAFT-(Man) immobilisés
n’étaient pas suffisamment dilués sur la surfacndce cas la possibilité d’'une interaction
bivalente de la lectine avec la surface (effet afaeit) pourrait étre en mesure d’abaisser la
constante K jusqu’a 97 puM.

La légére augmentation de,R avec la température (Tableau 8) pourrait étre une
conséquence d’une variation des propriétés optiquesystéeme avec la température.

Pour la température de 5°C, nous avons égalemaiisééune analyse cinétique du
sensorgramme enregistré (Figure 28A)). L'applicatiot modéle cinétique 1:1 de Langmuir
donne une simulation des données expérimentaldsodee qualité (Figure 30) avec une
faible valeur de chiz et des résidus de qualitéeptable. Les constantes de vitesses
d’association et de dissociation sont respectivérken 2092 M'.s* et k; = 0,389 &. On en
déduit une constante d'équilibre de dissociatiop,=Kky/k, = 185,8 uM. Cette valeur, tres
proche de celle déterminée via I'isotherme d’adsonp(Kp = 203,9 uM, Tableau 8) confirme
la validité d’'un modeéle d’interaction 1:1 entre l&ctine Con A immobilisée et le RAFT-
(Man),. Ceci est également corroboré par des valeurslasies des Rax obtenus par
I'analyse thermodynamique (& = 80,4 RU, Tableau 8) et par I'analyse cinétigRgaf =
83,9 RU).
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Figure 30 : Courbes cinétiques d’association et disciation de la molécule RAFT-(Man)
avec la lectine Con A (en noir) et leur modélisatio (en rouge pointillés) par le modéle 1 :1
du logiciel BIAcore® T100 évaluation. L’étude cinétique a été faite &°E.

Dans le cas des molécules RAFT-(Mae} MAP-(Man), la non linéarité des tracés de
Scatchard (Figure 29) démontre qu’'un modéle d'atgon monovalent 1:1 ne peut rendre
compte de l'interaction. Pour interpréter ce régukous avons fait I'hnypothése que, pour un
taux de greffage de 9669 RU, les molécules de Cammiobilisées étaient suffisamment
proches les unes de autres pour que les moléc&gRvian), et MAP-(Man), puissent
interagir avec deux lectines différentes selorfde cluster » décrit a la Figure 25B).

Dans cette hypothése, nous avons tout d’abord séalgs quantités de molécules
multimeériques fixées a I'équilibre (g en appliquant le modele de Scatchard bivaleminsel
I'équation de liaison hyperbolique rectangulairgu@ion II-3). Les résultats de cette analyse

sont présentés dans le Tableau 9.

RAFT-(Man) MAP-(Man)s
Température Kox (UM)  Cx* (UM) r Température Kox (UM) Cx* (UM) r
5°C 13,9 1,7201 0,980P 5°C 11,6 1,5713 0,9791
15°C 18,8 1,728 0,987 15°C 14,1 1.5287 0.9841
25°C 28,1 1,772 0,983B 25°C 21,6 1,5453 0,9982

Tableau 9 : Constantes de dissociation intrinséqui px) et concentration effective (G') des
sites d’'affinité pour linteraction du RAFT-(Man) , et MAP-(Man), avec la lectine Con A
immobilisée a forte densité (9669 RU). Ces valeurgsultent de I'analyse des réponses a
I'équilibre des sensorgrammes de la Figure 28 au rgen du modele de Scatchard bivalent
selon I'équation de liaison hyperbolique rectanguliae (équation 11-3).

Les concentrations effectives y({§ des sites d'affinité de la lectine immobiliséentblent
légérement supérieures pour le RAFT-(Maneci pourrait étre une conséquence des
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structures différentes du RAFT et du MAP. Il pourggalement s’agir d’'une conséquence
des gammes de concentrations différentes utilipées étudier linteraction de ces deux

molécules avec la lectine Con A.

Comme le montrent les simulations de la Figure t3gsvaleurs élevées des coefficients de

corrélation, le modele bivalent de Scatchard permet rendre compte des résultats

expérimentaux.
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Figure 31: Représentation hyperbolique de Scatchardselon un modéle d’interaction
bivalente entre A) le RAFT-(Man), et B) le MAP-(Man), avec la lectine Con A immobilisée a
forte densité surfacique (9669 RU) pour les troisempératures : 5 °C ¢), 15°C (A) et 25 °C
(o). Ces tracés ont été effectués a partir des répa@ssa I'équilibre des sensorgrammes de la
Figure 28. Les points représentent les valeurs exp@entales et les courbes sont obtenues
par ajustement paramétrique au moyen de I'équatiorde la liaison hyperbolique (équation
11-3).
Les valeurs de Kx restent comprises entre 10 et 30 uM et sont dams din ordre de
grandeur plus faibles que celles enregistrées ®/eRAFT-(Man) (Kp ~ 200 uM). Ce
résultat est donc parfaitement en accord avec rotpethése que le RAFT-(Mangt le
MAP-(Man), peuvent interagir simultanément avec plusieursines immobilisées (effet
« cluster »), ce qui renforce la force de l'intéi@at. Les valeurs similaires depK observées
pour le RAFT-(Man) et le MAP-(Man) suggérent que la différence de structure entre ces
deux composés n'influence que faiblement leur aéinis-a-vis de la lectine Con A pour ce
type d’interaction bivalente. Une analyse cinétigiee I'interaction des molécules RAFT-
(Man), et le MAP-(Man) est également possible tout comme le RAFT-(Ma8guls les
sensorgrammes obtenus a 5°C (Figure 28) ont falijdt d’'une telle étude. La Figure 32

compare les sensorgrammes expérimentaux avecresrgeammes simulés au moyen d’un
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modele d’analyte monovalent (Figure 32A)) et au emyl'un modéle d’analyte bivalent
(Figure 32B)).
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Figure 32: Analyse cinétique de linteraction du RAFT-(Man), avec la lectine Con A
immobilisée a forte densité surfacique (9669 RU) amoyen d’un modele A) de Langmuir et
B) de l'analyte bivalent. Les courbes noire et roug correspondent respectivement aux
sensorgrammes expérimentaux et simulés. Les résiddifférence entre le modéle et la
courbe expérimentale) sont également présentés.

Comme attendu, le modéle de Langmuir ne permeteasndre compte des sensorgrammes
expérimentaux (Figure 32A)). En revanche des sitiina de meilleure qualité (résidus et
chi2 plus faibles) sont obtenues avec le modéelealige bivalent (Figure 32B)). Les résultats

de cette modélisation cinétique sont présentésldans
Tableau 10.

Analytes Ikal(M-l.S—l) kd1 (s1) kdykal (uUM) ka2 (RU-1.s1) kd2(s1) Rmax (RU) chi?

RAFT-(Man) 6726 0,1123 16,70 0,00038 0,00579 132,5 1.99
MAP-(Man) 4 740/ 0,0932: 12,59 0,0006° 0,007¢ 117,8( 1t
RAFT-(Man) 2092 0,389 185,80

Tableau 10: Résumé des paramétres cinétigues etetmodynamiques obtenus par la
modélisation cinétique (modéle d’'analyte bivalentides courbes d’association-dissociation
des molécules RAFT-(Man) et MAP-(Man), avec la lectine Con A immobilisée a forte
densité surfacique (9669 RU), pour une températurde 5°C. Les valeurs des parameétres
obtenus avec le RAFT-(Man) (modéle cinétique de Langmuir) sont également préatés

pour comparaison.
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Le modele cinétique d’analyte bivalent semble détre un modele bien adapté, en accord
avec l'analyse thermodynamique effectuée au moyemddéle de Scatchard bivalent. On
constate que les deux molécules RAFT-(Mat)le MAP-(Man) présentent des constantes
cinétiques analogues, confirmant que les différerstricturales entre ces deux composeés ne
sont pas suffisantes pour influencer notablemémielaction avec la Con A immobilisée sur
cette surface.

La comparaison des constantes cinétiqugsek ky; de la premiere étape du mécanisme
d’analyte bivalent avec les constantes cinétiqismues pour l'interaction du RAFT-(Man)
(mécanisme 1:1) s’avére particulierement intérassadn observe en effet que la constante
de vitesse k est environ 3,5 fois plus élevée que la valgwlservée pour le RAFT-(Man)
Cette augmentation de la vitesse d’association, gaums ambiguité, étre attribuée a un effet
de concentration locale en mannose plus élevé léacss des ligands exhibant 4 mannoses
(effet de proximité/statistique). A linverse, orbserve des constantes de vitesse de
dissociation kg environ 4 fois plus faible que celles observéescde RAFT-(Man). Cette
diminution du l pourrait s’expliquer également par I'effet de prnoité/statistique qui
pourrait favoriser un processus local de re-liaiSdas deux effets cinétiques se combinent
pour aboutir a I'obtention d'une constante d’édui de dissociation dg inférieure par plus
d’un ordre de grandeur a celle obtenug)(gour le RAFT-(Man).

Il apparait donc clair que les deux effets appopés les molécules RAFT (ou MAP)
multivalentes, I'effet cluster et I'effet de dermsibcale en sucre, joue un rdle important dans
'amélioration de I'affinité de la lectine Con A.fiA de mettre en évidence uniquement le
second effet de densité locale en sucre, nous aéalisé d’'autres expériences a une plus
faible densité surfacique en lectine Con A immagigi.

11.3.2 Faible densité en lectine Con A

Lors de nos premiéres études, nous avons immold&d RU de lectine Con A sur la
surface de dextran. A ce taux d’immobilisation, lEgtines présentent une proximité telle que
les molécules RAFT-(Man)et le MAP-(Man) peuvent se lier de facon multivalente a
plusieurs lectines de la surface. Pour cette secétutle, nous avons donc voulu nous placer
a une densité de recouvrement en lectine faibléetle sorte que la distance entre deux
lectines rende impossible ces interactions mukiples molécules RAFT-(Mangt le MAP-
(Man),. Nous avons alors décidé d'immobiliser une quéndé lectine environ trois fois

inférieure au taux précédent. En effet, il faut idiner la densité de lectine pour espacer au
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maximum les lectines tout en gardant une quantitésante pour permettre la détection des
petites molécules RAFT-Man et MAP-Man. 3193 RU&32 RU, respectivement, de lectines
Con A et PNA ont donc été immobilisée sur une seakip CM5 par couplage amine sur les

pistes d’étude et de référence.

[1.3.2.1. Résultats expérimentaux

Les mémes études cinétiques que précédemment mfféttuées sur les trois molécules
RAFT-(Man), RAFT-(Man), et le MAP-(Man), mais cette fois sur deux températures (5 et
25°C). Les cycles d’association-dissociation deslyges sont de 120 s chacun, avec une
régénération de 120 s par injection d’une solutiermannose 50 mM. L’ensemble de I'étude
a été réalisé a un flux constant de 40 puL/min. Ainvérifier la conservation du méme état de
surface tout au long de I'expérience une conceatrad systématiquement été doublée, et
deux concentrations nulles (tampon) ont été eftectles concentrations utilisées sont les
mémes que précédemment pour les RAFT-(Mat) RAFT-(Man), par contre pour la
molécule MAP-(Man), par manque de produits nous n’avons pu monter {00 puM.

Les sensorgrammes obtenus a 5 et 25°C sont repésela Figure 33.
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Figure 33 : Sensorgrammes enregistrés a 5°C et 25t@s de l'interaction des molécules A)
RAFT-(Man);, B) RAFT-(Man), et C) MAP-(Man), avec la lectine Con A immobilisée a
faible densité surfacique (3193 RU). La piste de férence est obtenue par immobilisation de
2832 RU de lectine PNA. Le flux est de 40 uL/min.ds gammes de concentrations utilisées
sont : 10 uM — 1000 uM pour le RAFT-(Man); 50 nM-400 uM pour le RAFT-(Man), et 500
nM — 100 pM pour le MAP-(Man),.
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[1.3.2.2. Discussion

Les sensorgrammes obtenus a 25°C présentent ¢es étassociation et de dissociation trés
rapides qui empéchent toute analyse cinétique.disakment de la température a 5°C ralentit
suffisamment les processus d’interaction pour ger’'analyse cinétique soit possible dans le
cas du RAFT-(Many)et le MAP-(Man). Dans tous les cas, un état d’équilibre est obéelau

fin de I'étape d’association, ce qui permettra analyse thermodynamique de I'interaction.
Afin de vérifier la présence ou l'absence d'intéi@ts multivalentes entre les ligands
mannose et la lectine Con A immobilisée, les reprteions de Scatchard ont été tracées et

sont représentés a la Figure 34.
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Figure 34 : Représentation de Scatchard pour l'inteaction de la lectine Con A immobilisée
a faible densité surfacique (3193 RU) avec les moildes RAFT-(Man), (A), MAP-(Man)4
(m) et RAFT-(Man), (o) a A) 5°C et B) 25°C.

L'obtention d’'une légére courbure sur I'ensembles dieacés de Scatchard linéaires
correspondant a I'interaction des molécules RAFBiiMet MAP-(Man), avec la lectine Con
A semble indiquer la présence persistante d’'unerantion plus complexe que la simple
interaction 1:1 attendue. Cela peut s’expliquer y@ proximité encore trop importante des
lectines immobilisées a la surface. Une secondboatipn pourrait étre simplement I'effet de
proximité/statistique due a la présentation degesusur les molécules RAFT-(Mangt
MAP-(Man),, qui fait que I'on aura forcément une interactmns complexe que le modele
d’interaction 1:1. Des expériences complémentairpkus faible densité de Con A serait donc
nécessaire pour permettre d'élucider l'origine @e faible courbure sur les tracés de
Scatchard.
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Compte tenu de la quantité faible de la lectinelawurface et de la faiblesse de la courbure
des tracés de Scatchard, nous avons décidé deyerégés interactions multivalentes et de
traiter les données expérimentales a I'aide de teedEinteraction de type 1:1.

Le tracé des isothermes d’adsorption et leur msdiétin au moyen d’'une isotherme 1:1 de
Langmuir donne acces aux parametres thermodynamapiéinteraction entre les molécules
RAFT-(Man),, RAFT-(Man) et MAP-(Man) et la lectine Con A immobilisée (Tableau 11).

Analyte Temp (°C) Kb (UM)  Rmax(RU) chi2
RAFT-(Man)k 5 325,7 24,4 0,292
RAFT-(Man) 5 21,6 61,6 5,43
MAP-(Many 5 14,4 34,4 0,677
RAFT-(Man)k 25 366,7 29,4 0,664
RAFT-(Mank 25 44,7 70,7 4,15
MAP-(Many 25 23,1 37,8 1,79

Tableau 11 : Constante de dissociation () et quantité maximale de molécule RAFT-Man

et MAP-(Man), (Rmax) fixée lors de l'interaction avec la lectine Con Ammobilisée a faible

densité surfacique (3193 RU). Les réponses a I'étibre des sensorgrammes (Figure 33) ont
été analysées au moyen d’'une isotherme de Langmuir.

Dans le cas des expériences réalisées a 5°C awaH&-(Man), et le MAP-(Man), une
analyse cinétique des sensorgrammes est egaleimssible, selon un modele de Langmuir
(Tableau 12). En revanche, la qualité médiocresgesorgrammes obtenus avec le RAFT-
(Man), a faible densité surfacique de lectine Con A nmengé pas cette analyse cinétique.

Une simulation satisfaisante (chi2 < 5) des senmsonges expérimentaux est obtenue pour les

deux molécules.

Analyte | Temp (°C) ka(M-1/s) kd(s-1) Ko (uM) Rmax(RU)  chi
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 parameétres cinétiques obtemn par la modélisation cinétique
(modéle de Langmuir) des courbes d’association-dissiation des molécules RAFT-(Many)
et MAP-(Man), avec la lectine Con A immobilisée a faible densitgéurfacique (3193 RU),
pour une température de 5°C.

La qualité de cette analyse cinétique est égalensdintée par le fait quegk ks =12,5 uM et
12 uM, respectivement pour les molécules RAFT-(MahMAP-(Man), est trés proche des
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valeurs des constantes de dissociatiog, K21,6 uM et 14,4 uM issues de l'analyse
thermodynamique.

Afin de faciliter la discussion nous avons rass@mihns le tableau 13, les informations
cinétiques et thermodynamique obtenues a 5°C poterbction des molécules RAFT-Man

et MAP-Man avec la lectine Con A immobilisée adoet a faible densité surfacique.

Con A Nature de k, @ ky @ Kg/Ka Kp®
(RVL) linteraction (M-1.s?) (sh (LM) (LM)
1:1
RAFET-(Man) 9669 2092 0,389 185,8 203,9
3193 1:1 /© /© /© 325,7
RAFT-(Man) 9669 bivalente 6726 0,112 16,7 /
3193 1:1 6595 0,0824 12,5 21,6
MAP-(Man), 9669 bivalente 7404 0,093 12,6 /
3193 1:1 9209 0,11 12,0 14,4

@ dans le cas d'une interaction bivalenteek k; correspondent a I1a™'1 étape du mécanisme
(Kaz et kyr)

®)K,, est obtenu par I'analyse de I'isotherme d’adsorpsielon un modéle de Langmuir

© |a qualité des sensorgrammes ne permet pas ulysacinétique

Tableau 13 : récapitulatif des constantes cinétiqueeet thermodynamiques a 5°C relatives a
l'interaction des molécules RAFT-Man et MAP-Man ave la lectine Con A immobilisée.

En effet, pour cette température de 5°C, nous avénssi a mesurer I'ensemble des
constantes cinétiques et thermodynamiques. Duléala cohérence des valeuggkk et Kp,
nous pouvons estimer les affinités des moléculeF RMan et MAP-Man en calculant la
valeur moyenne de ces deux grandeurs. Ainsi lataotesde dissociation est de 240 uM pour
le RAFT-(Man), de 17 uM pour le RAFT-(Mapkt de 12,3 uM pour le MAP-(Man)La
présentation multiple offerte par la plateforme RA¢t MAP améliore I'affinité d’un facteur
14 et 19 respectivement, soit d’'un facteur 3,5 &54si I'on raisonne a concentration
constante en motif mannose (3,5 = 14/4 et 4,75 /4)1€ette amélioration par un facteur
minimal de 3,5 est la conséquence de la concemratocale élevée (effet de
proximité/statistique) offerte par le RAFT-(Maret le MAP-(Man). C’est cet effet, conjugué
a la possibilité de se lier a plusieurs lectind®intes (effet « cluster ») qui rend plus forte

l'interaction des ligands RAFT (ou MAP) multivalesec les lectines.
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I1.4. Conclusion

L'immobilisation de la lectine Con A permet une piification nette du probleme de la
multivalence de la surface et permet de distindj@eesemble des processus rendant compte
d'un «glycoside cluster effect ». Ces études amtcdpermis de mettre en évidence la
présence d’'un effet de proximité/statistique dle présentation multivalente des RAFT. Cet
effet combiné a un effet de « cluster » des mo&TRAFT est responsable de I'amélioration
de la reconnaissance de la lectine par les mole&®Wd-T-(Man) par rapport a la molécule
homologue RAFT-(Man) monovalente. Les résultats similaires obtenus lfgdude de
'adhésion de la molécule MAP montre que la stectde la plate forme de la molécule
RAFT n’'influence pas les processus de reconnaissaingue seule la proximité des sucres en
est responsable.

La concordance des analyses cinétiques et therraodgoes, ainsi que le mode
d'immobilisation des lectines (qui induit une régah des molécules Con A rendue
« positive ») devraient assurer que cette améimrate I'affinité est due, exclusivement, a la
présentation multivalente des sucres sur la maéRMAFT ou la molécule MAP. Cependant,
les tracés de Scatchard mettent en avant la peeskmae |égére courbure traduisant alors la
présence d'une interaction plus complexe. Afin daficmer ces résultats obtenus, une
dilution supplémentaire de la densité en Con A Isuisurface pourrait étre envisagée.
Cependant, une dilution supplémentaire de la sarfec garantirait pas pour autant que les
lectines s'immobilisent, toutes, éloignées les udesautres. De plus la détection des
molécules deviendrait de plus en plus difficiledant 'analyse des données trées complexe et
peu fiable. Cette présence de la légére courbuest peut étre que, tout simplement,
I'expression de la présence de l'effet de proxifsttdistique des molécules RAFT-(Mar)
MAP-(Man),.

lIl. Conclusion du chapitre

Le but des études présentées dans ce chapitredétaiémontrer les avantages de la
présentation multiple des mannoses offert par l&ooute RAFT sur 'amélioration de la force
de linteraction avec la lectine Con A. Pour cadaideux techniques de caractérisation aux

interfaces différentes ont été utilisées. Cepentlahide des interactions entre partenaires
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biologiques multivalents, RAFT et lectines, a l&rface solide-liquide s’est avérée étre d’'une
grande complexité.

La premiére approche entreprise qui consiste a iiliser les molécules sucre sur une
surface rend le systeme d'étude hautement dekaateffet, la petite taille des molécules
RAFT-Man par rapport aux lectines multimériques permettre de créer des surfaces
d’interaction multivalente en plus de la présentatmultiple des sucres sur la molécule
RAFT-(Man),.. Afin de simplifier le systeme d’étude, les sugamnt été diluées en sucre
mannose. Cette maniere de procéder nous a alomsspde démontrer que les molécules
RAFT-(Man), présentent une meilleure affinité avec la leci®en A par rapport a leur
homologue monovalent via deux effets : I'effet wster » et I'effet de proximité/statistique
ou de densité locale en sucre. Finalement une é@adsompétition a permis de confirmer
I'effet « cluster » de la molécule RAFT-(Margui va jouer alors un role d'effecteur sur la
reconnaissance de la lectine Con A avec des ssréaddférentes densités en sucre mannose.
La seconde approche, qui consiste a immobiliseledéine sur la surface, a ensuite été
entreprise afin de distinguer I'importance de ceaxdeffets sur I'amélioration de la force
d’interaction. Nous avons ainsi pu démontrer lasenée d’'un effet de proximité/statistique
di a la présentation multiple des sucres a la sairé®e la molécule RAFT ou MAP, qui
permet une amélioration de la force de l'interactitun facteur 14 et 19 respectivement, soit
d’'un facteur 3,5 et 4,75 si I'on raisonne a conedign constante en motif mannose.

Pour la suite des études, une voie de synthéseessente pourrait étre de combiner la
présence de bras court et de bras long biologigoereif sur la molécule RAFT. Cela
pourrait permettre d’améliorer encore plus I'afénde I'interaction en alliant les effets de
proximité/statistique du RAFT avec la possibili « chelater » plusieurs sites d’'une méme

lectine.
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Chapitre lll. Les interactions ligand peptidique - récepteur

cellulaire

[. Introduction

Les architectures supramoléculaires et les matérmaaléculaires de taille nanométrique
présentent un intérét majeur dans le développemeeds nanosciences et des
nanotechnologies, avec de nombreuses applicatiotentelles, et en particulier dans le
domaine médical. Ce domaine en plein essor s’apgpuwida grande capacité d’ingénierie
moléculaire des chimistes a concevoir et élaboesrsdructures moléculaires fonctionnelles
pour relever les nouveaux challenges technologidpasss sur I'étude et l'utilisation des
propriétés de la matiére a I'échelle nanométridiree stratégie prometteuse consiste alors a
combiner les propriétés structurales et dynamigigeses matériaux moléculaires associées a
celles des molécules biologiques afin d’assurer fonetion spécifique dans un dispositif
nanotechnologique.

Dans le cadre de ce manuscrit, nous nous sommas derl’architecture moléculaire offerte
par le RAFT (cf chapitre 1) afin de permettre l@gentation multiple d’'un ligand peptidique
biomoléculaire, le cyclopentapeptide RGDfK. Cettgueence -RGD- est reconnue de fagon
spécifigue par une protéine transmembranaire stregp a la surface de cellules
cancéreuses, les intégrines/33, impliquées notamment dans l'angiogenése tumorale

I'invasion tumorale et les métastasés

[.1. L’angiogenése tumorale

L’angiogenéese est un processus bien connu quigadaimigration et I'adhésion des cellules
endothéliales sur la matrice extracellulaire pdofanation de nouveaux vaisseaux sanguins.
Actuellement, le ciblage de la néo-angiogenese tal@@st une voie de recherche privilégiée
pour le diagnostic et pour le traitement des tumeamlides. Les cellules endothéliales des
néovaisseaux tumoraux surexpriment certains marguspécifiques tels que lintégrine
avB3. Dans l'angiogenése, les cellules en besoin dg, s@crétent des ligands qui stimulent
les cellules endothéliales des vaisseaux sanguiperenettent la formation de nouveaux
vaisseaux. L'interaction qui a donc lieu entre ligands naturels de I'angiogenese et les

récepteurs des cellules endothéliales est hauteafiéme avec un K de I'ordre de 1 nM-.
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L’inhibition de cette interaction conduit a 'apoge (mort cellulaire) des cellules vasculaires
angiogéniques proliférantes. Ainsi, les deux ppaok axes d'étude actuels sont de trouver
un puissant ligand qui pourrait soit étre en coitipétavec les ligands naturels et ainsi lutter
contre la prolifération des cellules cancéreuse® (Hnérapeutique), soit permettre, via
I'utilisation de sonde, la détection et le ciblatgeecancer précoce ou non (axe imagerie). Une
solution prometteuse est de créer des moléculdsstejue des polypeptides ou des
oligosaccharides avec des tailles d’environ 5-10a,kbomme la molécule RAFT. Ces
molécules apparaissent alors suffisamment grandes tplérer une sonde fluorescente, et
suffisamment petites pour étre rapidement excrégéégsour pouvoir passer a travers les

orifices des cellules.

[.2. Les intégrines

1.2.1 Structure

Les intégrines sont des récepteurs d’adhésionlaedihétérodimériques qui facilitent
la communication entre une cellule et son enviramer . Elles consistent en deux sous-
unités polypeptidiques transmembranaicegt 3, associées de fagcon non-covalente (Figure
1). La famille des intégrines chez les mammiferes catepb8 membres de la chaiaest 8
de la chaing3, qui peuvent s’assembler pour former 24 réceptéétérodimeriques. La
corrélation de ces deux sous - unitest 3 dicte la spécificité de liaison de l'intégrinessat
fonction biochimique finale. La sous-uniéécontient 1100 résidus. Elle est caractérisée par
la présence dans le domaine extracellulaire, aimpitikde I'extrémité N-terminale, de 3 a 4
régions contenant entre 12 et 15 résidus, capdbls@ssocier a des cations divalents'@a
Mg?* °. Celle-ci est également ramifiée au voisinage alepartie transmembranaire par
I'établissement d'un pont disulfure. La sous-unfi¢ plus petite, contient typiqguement
environ 800 résidus. Elle présente, a proximiteddmaine transmembranaire, 4 domaines
d’environ 40 résidus hautement conservés et rigdresystéine. La partie N-terminale,
exposée vers le milieu extracellulaire, est repdittrme une large boucle. Ces deux chaines
o et 3 contiennent de courtes parties transmembranadresrén 20-30 résidus) constitués
essentiellement de résidus hydrophobes permetiast Beur ancrage a l'intérieur des
membranes biologiques ou dans des bicouches liymdigartificielles. Les régions
intracellulaires, contenant au plus 20 a 50 résidaatiennent les extrémités C-terminales

des deux chaines.
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Les voies de signalisation faisant intervenir latgrines sont impliquées dans la
régulation des grandes fonctions cellulaires, natant la régulation du cycle cellulaire et la

migration des cellules.

Matrice de liaison
[ |

Cation
divalent

Chainef

Domaines riches
en cystéine

g Membrane
paris plasmique

Figure 1: Représentation schématique d’une intégria (adapté du schéma du Dr Bukowski,
CancerPublications.com)

|.2.2 Le r6le des cations dans les relations propri&édtion des intégrines

Bien que le mécanisme de liaison des intégrinex dgs ligands ne soit pas encore
clairement établi, il est connu que cette liaiseh @épendante de la présence ou non de
cations bivalents tels que €at Mg*. Chaque intégrine hétérodimeérique présentent 3 & 5
sites de liaison aux cations divalents. Ces sigebaison sont relativement de faible affinité
(du pM* au mM?Y), cependant ils exercent, en fonction de leur patian, de profonds effets
sur la liaison de I'intégrine avec son ligand. Bfete I'action collective de liaison des ions
divalents sur I'intégrine en plus du ligand, peait favoriser la liaison de ce dernier (cations
= promoteurs), soit I'inhiber (cations = antagoe$3t soit encore changer la spécificité de la
liaison du ligand (cations = sélecteurs). Les déifés réles de chaque cation sur la liaison des
ligands avec les intégrines n'ont pas encore éie Ibgen établis. En effet, il semble que leur
implication soit dépendante de leur concentratinrselution, ainsi que de leur proportion
relative’.

La plupart du temps, Gaest connu pour inhiber les interactions, tandis lgs cations Mg

et Mrf* stimulent la liaison de I'intégrine avec son ligarC'est le cas notamment pour
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lintégrine a5B1 avec le fibrinogéné® et dans linteraction de l'intégrineivp3 avec
I'osteopontine’ ou le fibrinogéné. Dans d’autre cas, la présence dé*Gavorise la liaison,
par exemple entre l'intégrirmlibp3 et le fibrinogéné®.

Chaque cas apparait étre un cas particulier pauieldl faut trouver les conditions

idéales permettant I'obtention de la meilleurerdaf entre I'intégrine et le ligand.

|.2.3L'intégrine avRB3 - Fonction

Les intégrinesiv33 sont a l'origine de I'attachement des celluldsua environnement
et en particulier au réseau de protéines de la iceatextracellulaire (vitronectine,
fibronectine, collagene, laminine...). Elles se lieaix ligands extracellulaires via les
domaines N-terminaux de leurs sous-undést 3. Elles sont d'importants médiateurs de la
communication cellulaire et participent a la trafssion de signaux mécaniques et chimiques
de facon bidirectionnelle dans la membrane celeldtn réponse a I'activation cellulaire,
une signalisation intracellulaire dite « inside-eutontrole le niveau d’affinité de la liaison
des ligands sur l'intégrine. En effet, les cellulégulent la fonction de leurs intégrines par un
contrble spatio-temporel (changement rapide etrséiMe de la conformation des intégrines)
de leur affinité envers les liganés permettent ainsi le passage de I'état d’uneileeiion-
adhérente a un état d’adhérence. Une fois actliiggrine interagissant avec son ligand
integre des signaux extracellulaires et les trahsind’intérieur de la cellule, c'est la
signalisation « outside-in », responsable des gusis d’agrégation, d’adhérence, et de

migration.

Cette intégrine av33 est apparue comme une cible tres attrayante pour le
développement d’agents anti-cancéreux. Ce n'ests,aljue depuis ces derniéres années que
les chercheurs ont commencé, notamment dont noipes’, & s'intéresser & la synthése de
molécules permettant I'expression d'un ou de plusiemotifs -RGD- dans un but
thérapeutiqué®™*

[.3. Le motif RGD comme marqueur de I'intégrinev33

Au début des années 1990, il a été mis en évidargmecificité des peptides possédant
la séquence tripeptidique -RGD- (-Arg-Gly-Asp-) aomligand de I'intégrineivf3 *> *° Ce

motif commun est présent sur la plupart des pregde la matrice extracellulaire comme la
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vitronectine, la fibronectine, I'ostéopontine, lmambospondine, ainsi que sur le fibrinogéne
(protéine sanguine soluble). De nombreuses intégrianviron la moitié des hétérodimeres)
reconnaissent et interagissent avec leurs subgtratéigues via la séquence -RGD-. C’est
particulierement le cas des intégrinedb33, récepteur plaquettaire du fibrinogén&1,
récepteur endothélial de la fibronectine, ainsi qugd3, récepteur endothélial de la
vitronectine. L’ensemble de ces substrats ont @emoon le motif -RGD- mais présentent des
affinités distinctes pour les différentes intégsnBien que la spécificité d’'une intégrine a un
substrat soit attribuée a la conformation du m&ED- dans la protéine, ainsi qu’a celle des
résidus adjacents, le mécanisme d’action des mlelaiblant l'intégrineavf3 reste non
élucideé.

L’'approche que nous avons employée consiste &artila molécule RAFT comme
plateforme permettant d'un coté de rendre accesaild surface cellulaire les ligands -RGD-
et de l'autre coté de greffer soit un ligand petargt 'immobilisation du RAFT sur une
surface pour I'étude des interactions aux intedaseit une sonde fluorescente pour la

détection de tumedf ™ (cette derniére partie a fait I'objet d’autres/arax).

I.4. L'interaction RGD-intégrine av/33 a I'interface solide - liquide

Depuis le début du XXf"siécle, I'étude du mode de fonctionnement de neaimsance des
intégrines, ainsi que I'étude de son interactioecales ligands -RGD- a fait I'objet de
nombreuses recherches. Grace au développementatesques d’étude aux interfaces, de
nombreux physico-chimistes se sont donc intéreaséseux comprendre cette interaction
grace a I'immobilisation de I'un des deux parteesir

- L'immobilisation des molécules présentant les nsoiRGD- apparait étre la
solution la plus facile d’acces. Difféerents moyenxsstent ensuite pour veérifier I'interaction
de I'intégrine avec les ligands -RGD- : soit erseevant de la reconnaissance par les cellules
surexprimant I'intégriné® ** 120 21 sqjt par I'utilisation directe des intégrinesraites des
cellules et purifiées. Les intégrines sont utilss@asuite tout simplement diluées dans une
solution adapté&é®

- La seconde facon d’étudier l'interaction est d’inbitigser I'intégrine sur la surface.
Deux procédés ont alors été mis au point : soifr@mobilisant l'intégrine par couplage

25-31

covalent amine (cf chapitre II) soit en insérant les intégrines dans une bicouche
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lipidique (modéle de membran¥) 3**ce qui leur permet de conserver leur environnement
naturel.

Concernant spécifiquement l'interaction de I'iniégravp3 avec le ligand peptidique -
RGD-, un certain nombre de caractérisations ora dé& effectuées. Dans la littérature, on
retrouve, par exemple, des études de tests ELTSA * 2° de résonance plasmonique de
surface (SPRY)' % 2> 27 2 de cytométrie en flux (fluorescenck) ** de spectroscopie de
fluorescence plasmoniqu& *ou encore en microscopie de fluoresceri¢d L'ensemble de
ces études a ainsi permis de mettre en avant tdfisfié des ligands -RGD- a l'intégrine,
l'inhibition de la reconnaissance des protéinedadenatrice extracellulaire (ECM) par le
ligand -RGD- ou encore I'amélioration de la recdesance par l'utilisation de ligands
peptidigues multimériques.

Dans notre équipe, des études in vivo en microscaol@ fluorescence ont été
effectuées’*°par nos collégues O. Renaudet et P. Dumy. Ces$tuut permis de mettre en
evidence l'efficacité de la présentation multivadedes motifs -RGD- grace a la molécule
RAFT sur la détection et le ciblage de cellulescéaeuses. Cependant, aucune donnée
guantitative concernant la force de la liaison é@ pour le moment déterminée. En effet, la
petite taille de ces ligands peptidiques les refiititement détectables.

Dans ce chapitre, nous avons essaye de mettradamég 'augmentation de la spécificité
et de l'affinité de la liaison -RGD- / intégrineage a la présentation multiple des sites de
reconnaissance -RGD- a la surface d’'une moléculETRAue I'on nommera RAFT-(RGR)
Deux approches ont été envisagées :

La premiére consiste en l'étude de l'interactiors d®AFT-(RGD) avec des cellules
surexprimant l'intégrineavf3 réalisée en suivant par microgravimetrie 'adbésie ces
cellules sur des surfaces de RAFT.

La seconde approche utilisée a été I'étude parnegs® plasmonique de surface
(BlAcore®) de linteraction entre lintégrinev3 immobilisée et la molécule RAFT-
(RGD).

ll. Etude en microgravimetrie : immobilisation de la mdécule RAFT

Cette étude initiale a pour but, dans un premiapgede vérifier la spécificité de I'interaction
de cellules cancéreuses surexprimant I'intégnn@3 sur une surface fonctionnalisée par des

ligands peptidiques -RGD-. Afin de pouvoir, dans sgtond temps, essayer de mettre en
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evidence que la présentation multivalente de ligaeqatidique -RGD- par la molécule RAFT
permet une amplification de I'adhésion cellulaiex papport a l'utilisation d’'un monomere -
RGD-.

[1.1. Etat de l'art : adhésion cellulaire suivie par QCND-

La technigue QCM-D a déja été utilisée pour carase les cellules vivantes dans leur
processus d’adhésion sur une surfate Toutefois, une analyse quantitative de cette
adhésion cellulaire apparait plus délicate. Enteffians le cas de l'adsorption d'une
monocouche de cellules, I'équation de Sauerbreiyrédate la proportionnalité de la masse
déposée avec la variation de fréguence) n’est gladevdu fait de la trop grande viscosité des
cellules adsorbées a la surface. De plus, I'analyse le modéle de Voinova n’est également
pas applicable. En effet, la longueur d’onde (-5Qu21) pour 'onde d’ondulation dans I'eau
a 5 MHz est considérablement plus petite que lméiee typique d’une cellule (10 pfth)
C’est pourquoi, I'on ne détectera, par les variaide fréquence, qu’une fraction de la masse
des cellules qui adhérent a la surface ; c'esteaglie chaque cellule qui adhére, ne pourra
étre regardée que comme l'ajout d’'une masse eftecjui est beaucoup moins importante
gue la masse réelle de la cellule. L'augmentati@surée de la dissipation d’énergie résulte
essentiellement de la détection d’'une petite régienla cellule, proche de la surface de
I'électrode™.

La sensitivité latérale de la QCM-D pour les changets a la fois de la fréquence de
résonance Af, et du facteur de dissipatiod\D, est proportionnelle a I'amplitude de
l'oscillation *’. La sensibilité varie selon les fonctions gaussésnde méme largeur, centrées
sur le milieu de I'électrode active. A partir deit@ela, le seul moyen qui reste a disposition
pour essayer de caractériser I'adhésion celluksted’utiliser le rapport entr&D et Af qui

eux sont indépendants de la position de l'adhésits cellules sur [I'électrode.
Dynamiquement AD/Af sera tributaire de la masse déposée effectivesede propriétés
viscoélastiques, de la structure interne et damdsrdes cellules individuelles, ainsi que, de
I'évolution de ces caractéristiques dans le temyard les interactions avec la surfate

-131 -



Chapitre Il : Les interactions ligand peptidique ¥écepteur cellulaire

[1.2. Préparation des surfaces d’étude

Deux molécules RAFT thiol,.e. présentant un groupement thiol sur leur face dectién,

ont été utilisées : I'une présentant 4 motifs RGDagitre exposant 4 motifs RAD (Figure 2).
Le motif RAD est également une séquence d’acidemésmArginine-Alanine-Aspartate)
mais cette derniére est non spécifique de la détedes intégrinesv33 étudiées. Ces deux

molécules ont été immobilisées sur un cristal detguecouvert d’or.

A) RAFT(c[-RGDfK-]) , B) RAFT(c[-RADfK-]) ,
G—0D G D A—D A—D
[ SIS

AN / \ /, N 7/ \
PRk P E{ ,A D\K AR
R /f% ?e A R % ?a /
%{ ~a—K P
ll,/K\ /K\ / é
SH SH

Figure 2 : Schémas des molécules A) RAFT(c-[RGDfK]et B) RAFT(c-[RADfK]) 4

Les conditions de fonctionnalisation des surfaces plar les molécules RAFT-(RGP et
RAFT-(RAD), ont été basées sur celle d’'une étude effectu@el&boration avec le Pr J.C.
Moutet et Dr C. Bucher (équipe Chimie Inorganiquedl®, DCM). Ces études utilisant des
RAFT thiol présentant non pas 4 RAD ou RGD maistrgugroupements ferrocéne, appelé
RAFT-(Fc) (Figure 3), ont été suivies en QCM-D et en élettimie (these de Charles

Devillers, soutenue en 2006). Les résultats de éttide sont décrits ci-apres.

L)Fe ) w Pew KE <&
< O

o HN o=( HN
TR
/G%/K\A K —p
P/K\K/K\G/

; NH;

Figure 3 : Schéma de la molécule RAFT-(Fg)
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11.2.1 Nettoyage et activation du cristal de quartz reeoud’or

Les surfaces d’or sont nettoyées et activées astamjue greffage selon le protocole de
nettoyage suivant :
- rincage a I'eau du quartz et séchage de ce deyoier azote.
- exposition de 10 min a 'UV-Ozone
- immersion pendant 15 min dans une solution d'éthabsolu sous agitation puis
séchage du quartz toujours sous flux d’azote.
La surface fraichement activée est alors immediatemise en contact avec les solutions de

RAFT.

[1.2.2 Optimisation des conditions d'immobilisation

L’optimisation des conditions d’'immobilisation desolécules RAFT thiol sur une surface
d'or a été réalisée par une étude précédente VRAIET-(Fc). La Figure 4 montre les
courbes expérimentales obtenues par QCM-D correspona 'adhésion de la molécule
RAFT-(Fc) sur le cristal de quartz recouvert d’or. L'étudéta faite a 20,7 °C en mode

statique.

RAFT

L A7
AJ5 n=5
- n=

Fn/n (Hz)
e - ST =TT T

solvant

Temps (min

Figure 4 : Suivi du greffage du RAFT-(Fc) (1 mM dans le solvant 50/50 KD-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 harmaues n =5 et 7. Les fréquences sont
normalisées par rapport au numéro de I’harmoniquel’étude a été effectuée a 20,7 °C.
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La caractérisation a été effectuée en milieu 56150 — CHCN (v/v) afin de solubiliser la
molécule RAFT-(Fc¢) (Figure 4). Ce milieu n’étant pas tres adaptértaices constituants de
la chambre de mesure, on peut observer une déngaire et continue dAf, et AD, sur
I'ensemble de I'expérience. Cette dérive peut &ociée a une modification progressive par
I'acétonitrile des propriétés mécaniques du joamigue utilisé pour maintenir le quartz dans
la chambre de mesure. En tenant compte de cettatidévlinéaire, I'étude et 'analyse de
'adhésion de la molécule RAFT thiol sur or ont péanmoins, étre effectuées en utilisant
les harmoniques 5 et 7 (la troisieme harmoniquentéteop sensible aux problémes
meécaniques liés au quartz).

Le graphique montre que I'adhésion des moléculeB R@c), (1 mM dans le mélange,b+
CH3CN) sur I'or est tres rapide (<1 min) et semblédkapres rincage.

L’adhésion finale des RAFT correspond a une vateub,3 et 5,9 Hz respectivement pour
I'harmonique 5 et 7. La trés faible variation dediasipation d’énergie, inférieure a0
indiqgue que la couche auto-assemblée de RAFT (§&)comporte comme un film fin et
rigide, ce qui a permis d’appliquer I'équation dau&rbrey afin de déterminer la masse
surfacigue et, ainsi, de vérifier qu’'une monocoudbase a bien été formée. On trouve alors
une variationAm = 99 ng/cm?, ce qui équivaut & une couvertursutéace de 4,33.18
mol/cm2 (RAFT-(Fc) = 2287,4 g/mol) et une surface moléculaire de 884en supposant
gue la différence de masse mesurée n'est due @ahésion de RAFT a la surface. Cette
valeur, comparée a l'aire théorique estimée pamaesures en modélisation moléculaire de
225 A2, tendait a confirmer le bon accord avecdanftion d’une monocouche dense de
RAFT-(Fc), sur la surface du quartz recouvert d’or.

Cette étude apparait, cependant, en désaccordlevaésultats de I'adhésion du RAFT-
(Man), CysNPys effectuée dans le chapitre précédent itchal) qui indique que la
formation d’'une monocouche nécessite 15h de comtacla solution a 0,1 mM avec la
surface d'or. Les différences observées peuvenixpbtpier par des conditions
expérimentales distinctes entre les deux types pé®eance (concentration, solvant,
groupement thiol). Pour des problemes expérimentguaporation de la solution, faible
guantité en produit), il nous est apparu non egé@ahle de laisser la solution en présence de
la surface d’or plus d’'une heure. Suite a cettengree étude de I'adhésion du RAFT-(kdg
temps de contact entre les solutions des RAFT-(R@DRAFT-(RAD), étudiés et la surface

d'or a été fixée a 15 min.
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[1.2.3 Immobilisation RAFT-(RGD) et RAFT-(RAD),

Les deux molécules RAFT thiol utilisées (RAFT-(RGEB) RAFT-(RAD)), non totalement
solubles en solution aqueuse, ont été diluées ulamsélange eau — acétonitrile (80-20) a 1
mM. Les surfaces sont laissées au contact de lagi@olpendant 15 min, et sont ensuite
rincées par un mélange eau — acétonitrile (80-2%) g&chées sous flux d’azote. Les cristaux
de quartz modifiés sont ensuite montés dans la loleamle mesure de la QCM-D. Deux
études ellipsométriques sont systématiquementsé&ali sur la surface : la premiere, sur la
surface d’or vierge venant juste d’étre nettoyétaeteconde, sur la méme surface apres le

greffage des molécules RAFT. La Figure 5 montrediférences observées entre les deux

états de surface au niveau des deux angles ellgisguesy etA.

150 T = + 44,4

130 +
+ 442

[
[
o

Vak
WYor modifié
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Aor m/c’)ﬁ\
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Figure 5 : Valeurs expérimentales de¥ et de A (ligne continue) et du meilleur fit (points)
mesurés sur un substrat d’or nu (rouge) et un subsit modifié par la molécule RAFT-

(RGD), (bleu).

Les angles ellipsométriques du substrat d’or'de(A) sont analysées en utilisant un modele
a deux phases (substrat/air ambiant), ce qui pedobtenir les propriétés optiques de la
couche d’or par l'intermédiaire de deux valeug®ehk;,, qui sont respectivement l'indice de

réfraction et le coefficient d’extinction molairee da surface (s) (cf Chapitre I). Ces deux
valeurs sont spécifiques de la surface étudiéarent d’'une surface a I'autre. Ces valeurs
sont, ensuite, utilisées pour analyser les dondéesubstrat modifié par le composé RAFT,
sur la base d’'un modéle dit a trois phases (suligiteche de RAFT/air ambiant). En utilisant
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la valeur fixe de gmarr = 1.45, valeur correspondant a l'indice de réfaactd’'une couche
organique, on détermine les caractéristiques opsigle la couche de RAFT grid¢r et
I'épaisseur garr. L’analyse des résultats donne une épaisseuratbgp@our le greffage des
RAFT-(RGD), et RAFT-(RAD), de 1,94 + 0,16 nm et 2,21 + 0,16 nm. Ces valeursccord
avec la taille des molécules RAFT, semblent comabbhypothése de la formation d’'une
monocouche de RAFT sur les surfaces d’or. Il n@iscependant, impossible d’affirmer que
la couche formée correspond a celle d'une mono@ulgmseet compactales molécules

RAFT a la surface.

[1.3. L’adhésion des cellules

Deux types de cellules ont été utilisés a une auraton de 1 million de cellules par
millilitre.

- les cellules 3LL (Lewis lung carcinoma). Il s’agiun type de cellule de cancer du
poumon chez la souris. Elles seront appelées eslinégatives (-) car elles présentent trés
peu d’intégrinenv3 a leur surface.

- les cellules HEKB3, pour Human Embryonic Kidney. Ces cellules surexent
lintégrine avB3 a leur surface. Ces dernieres seront donc agpeleersement les cellules
positives (+).

Les cellules 3LL et HEK33 ont été cultivées et fournies par I'équipe dué&an-Luc Coll de
l'institut Albert Bonniot de Grenoble.

La QCM-D a été utilisée en mode flux continu aveaébit constant de 100 pL/min a 30 °C.
L’ensemble des solutions est maintenu dans la glhogis, seulement avant leur utilisation,

dans un bain thermostaté a 30° et sous agitatinrdaviter la sédimentation des cellules.

11.3.1 Résultats expérimentaux

11.3.1.1. Surface RAFT-(RGD),

La Figure 6 montre les étapes successives nécessair suivi de I'adhésion cellulaire en
QCM-D. La premiere étape de I'étude consiste actejesur la surface une solution de
tampon PBS, pH =7,4 (0,01 M pHPO,; 0,137 M NaCl et 0,0027 M KCI), qui sert de ligne
de base. Ce tampon était utilisé, a la base, pautrds types d’études et avait deux utilités :
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la premiere était de limiter la quantité de milieellulaire consommeée (fort colt) et la
seconde de rincer et neutraliser I'appareil.

Une fois les signaux de fréquence de résonance atigsipation stables, on injecte une
solution de milieu cellulaire sans sérum, DMEM (Bedco’s Modified Eagle Medium). Il
s’agit du milieu cellulaire dans lequel sont dilsides cellules et qui permet d’apporter a ces
dernieres les nutriments essentiels a leur suriagdition du milieu cellulaire DMEM induit
une variation aussi bien @é (8 Hz) que de la dissipation qui passe a 1;7(E@ure 6). Ces
variations rapides peuvent étre en grande paftidw@ates a une plus grande viscosité de la
solution du milieu cellulaire injectée par rappara solution précédente. Il se peut que I'on
ait, en plus de cet effet tampon, une Iégére aasoride produits présents dans le milieu
cellulaire. En effet, ce dernier contient une gitérimportante de sels inorganiques, d’acides
aminés et de vitamines qui peuvent faiblementeseslir la surface de facon non spécifique.
Quoigu’il en soit ces variations ne correspondeats @ l'association d’'une quantité

importante de matériaux sur la surface d’étudeet sonsidérées comme négligeables.

Milieu
cellulaire
0 Cellules (+) 60
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-40{ Cellules (-) 140
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200 i 50
-220 40
-240] 30
-260] 38
-280] 0

20 40 60 80 100 120 140 160 180
Temps (s)

Figure 6: Courbes expérimentales obtenues en QCM-[Zorrespondant a I'adhésion
cellulaire, sur une surface d’or fonctionnalisée pal5 min de greffage du RAFT-(RGD) a
0,1 mM, de cellules négatives 3LL et de cellules gitves HEK 3.
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Une fois la stabilisation des signaux atteintggriemiere catégorie de cellules est injectée sur
la monocouche de RAFT-(RGP)On commence par les cellules 3LL négatives. eitipn
des cellules se traduit par une faible et progvesdiminution des fréguences de résonance,
qui s’accompagne d’'une augmentation également l@esedissipations d’énergie pour les
trois harmoniques. Au bout, d'une vingtaine de rtesu’ensemble des signaux se stabilise
aux valeurs\f, ~ - 24-26 Hz et Pcomprisentre 7 et 11,7.10 En premiére observation, la
faible diminution de la fréquence associée a umgnamtation de la dissipation, ainsi que la
dépendance des signaux en fonction de I'harmonitjaduisent une faible association de
matiere trés visqueuse sur la surface. Il semiges @jue I'on ait une tres faible association
non speécifique des cellules 3LL sur la surface ddR(RGD),. Le rincage au milieu
cellulaire n’induit, ensuite, aucun changement.

Les cellules positives HER3 sont ensuite injectées. Une forte diminutionad&réquence et
une forte augmentation de la dissipation sont oéest Dans ce cas la, I'adhésion des
cellules est beaucoup plus importante. Les cellglest laissées en contact 1h30 sans
atteindre une stabilisation du signal. Par la suiée rincage au milieu cellulaire ne
s’accompagne d’aucun décrochement et permet ldissdion des réponses.

La derniere étape consiste au retour dans le miitigial d’étude : le tampon PBS. Seul un
faible décrochement des fréquences de résonamies elissipations est observé. Les cellules
positives ne semblent pas se décrocher de la su@atte surface d’étude est ensuite extraite
de la chambre de mesure et plongée directementuthensolution d’éthanol absolue pendant
15 min afin de figer les cellules sur la surfaces Lsurfaces sont ensuite observées en
ellipsométrie grace a une caméra CCD (Figure 7&fficacité du processus d’adhésion
cellulaire sur la monocouche auto assemblée de RRED), est clairement révélée par la
vue au microscope de la surface du quartz recodv@rtapres I'expérience en QCM-D. De

nombreuses cellules sont présentes sur la sureaBRABT-(RGD).

- 138 -



Chapitre Il : Les interactions ligand peptidique ¥écepteur cellulaire
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Figure 7 : A) Photo prise en ellipsométrie de la stace d’or fonctionnalisée par le RAFT-
(RGD), apres I'étude de 'adhésion des cellules en QCM-IB) Zoom de la partie encadrée
de la photo A).

Dans le cadre d'une premiere analyse, il semble lgque ait la présence d'une faible
association non spécifique des cellules négativesasmonocouche de RAFT-(RGPCela

est facilement compréhensible du fait de la présenc les cellules d’'une faible quantité des
récepteurs cellulaires : les intégrimeg33. Cette adhésion des cellules n’est néanmoins pas
comparable avec celle des cellules positives suregpt I'intégrineavf3. Concernant les
cellules positives, les variations de fréquencdeetissipation observées (-250 Hxfgn< -

174 Hz et 84.18 <D,< 148.1¢F) correspondent bien & I'adhésion d’une quantitgairante

de cellules (fortAf/n) sur la surface. La valeur élevée dy &insi que la non superposition

desAf./n et Dy pour les 3 harmoniques indiquent que le film foesétrés visqueux.

[1.3.1.2. Surface RAFT-(RAD),

Le cristal de quartz recouvert d’or est fonctioms®l(décrit precédemment) par les molécules
RAFT-(RAD),. La surface est, ensuite, montée dans la chambremdsure a sec.
L’expérience consiste, comme précédemment, erettign sur la surface de la solution de
PBS, suivie par celle du milieu cellulaire sansuséret enfin de l'injection des cellules

négatives puis positives. La Figure 8 montre lesltats obtenus.
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Figure 8: Courbes expérimentales obtenues en QCM-Ixorrespondant a I'adhésion

cellulaire de cellules négatives 3LL et de cellulgmsitives HEK 3 sur une surface d'or de
RAFT-(RAD),a 0,1 mM,.

On observe, comme pour I'étude précédente, unetianri faible deAf, et AD, due a
l'injection du milieu cellulaire puis a I'adhésidaible des cellules négatives ILAfg/n ~ 6

Hz etAD, ~ 2,36.1F). De méme, l'injection des cellules HEB3 s’accompagne d’une
diminution élevée duAf,/n denviron 200 Hz qui s’accompagne d'une augmt@nia
conséquente du facteur de dissipatiB,{~ 117.1¢). Ces valeurs sont également en accord
avec lI'adhésion des cellules positives sur la serfie RAFT-(RAD). Cette surface n’a pas

été observée en ellipsométrie a la fin de I'expage

11.3.2 Discussion

Nous avons obtenu un comportement tres similairadeésion des deux types de cellules,
gue ce soit sur la surface fonctionnalisée pamesifs -RGD- ou -RAD-. || semble alors
difficile d’affirmer, que les fortes variations deéquence et de dissipation observées sur la

surface de RAFT-(RGDR) ne soit dues qu'a de la reconnaissance spécifiggeintégrines
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avB3 sur les récepteurs -RGD-. L'adhésion de ces mé&milades sur la surface de RAFT-
(RAD), peut étre alors attribuée soit :

1) a I'hydrophobicité de la couche d’or inférietirep proche

2) soit a I'absence d’'une monocouche compacte deTRA

3) ou a la sédimentation des cellules sur la sarfac

Comme mentionné au paragraph#.X Etat de I'art : adhésion cellulaire suivis fRECM-
D », le facteuAD/Af peut étre un moyen de caractériser I'adhésidnlegle sur la surface. Il
permet dans notre cas de soulever des interrogati@mms I'adhésion des cellules.

La Figure 9 présente le grapA®/Af pour I'adhésion des cellules positives HBR sur la

surface.
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Figure 9 : Graphe représentant les variations de ldissipation d’énergie en fonction de celle
de la frequence correspondant a I'adhésion des adlks HEK B3 (+) sur la monocouche de
RAFT-(RGD).,.

En fonction des fluctuations de la droite obtenae Ip tracé déAD/Af, on peut mettre en
evidence pour notre étude deux régimes. Une prengéape lente de 15 min puis une
seconde beaucoup plus longue. D’autres études é@saath cellulaire effectuées en QCM-D
décrivent le processus de reconnaissance cellidairteois étape®” *®selon les différentes

variations de la pente de la dratB/Af (Figure 10).
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Figure 10 : Figures issues dé® montrant A) les variations de fréquence et de digsation
enregistrées lors de I'adhésion de cellules sur dedcepteurs surfaciques et B) le graphe
AD/Af correspondant et permettant la distinction des étpes d’adhésion cellulaire.

La premiére consiste au contact des cellules ssui@ce qui vont ensuite « rouler » sur la
surface jusqu’a trouver un point d’attache et celat-étre, grace au regroupement des
intégrines sur la surface de la cellule. La secoftdpe se caractérise par I'étalement des
cellules. Et enfin, la troisieme étape correspoimchala prolifération des cellules sur la
surface qui se traduit par une stabilisation d&dquence et de la valeur de la dissipation
d’énergie. Un des buts actuel est d’ailleurs d'gssde relier les variations de f et de D aux
différents comportements d’adhésion des cellulesise surface spécifique.

Dans notre cas, au bout d’1h30 d’association ddkileg® on observe toujours une
augmentation aussi bien d& que de D, qui semblerait indiquer que les ceflute
proliferent pas sur la surface. Il semble que Bdtnencore soit de I'association des cellules,
soit des changements de comportement des cellutda surface, ou soit la sédimentation
des cellules sur la surface (d0 au mode d’injectles cellules par QCM-D). Le processus
d’adhésion cellulaire étant trés long (environ8keures§®, dans notre cas, il se peut que les
cellules n'aient pas été laissées assez de tempsnéact avec la surface. Le dernier régime,
c’est-a-dire la prolifération des cellules n'a dgras pu étre atteint. Une autre hypothése est
gue cette derniére étape n’'est pas observée damea@rce que l'adhésion des cellules ici
enregistrée ne correspond peut étre pas a de $emthgpécifique des cellules sur les motifs -
RGD-. D’autre part, 'absence de sérum, donc deetacde croissance, dans le milieu

cellulaire ne favorise pas la prolifération dedutes.
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[1.4. Conclusion et perspectives

A la vue de ces résultats expérimentaux, aucunelwsion ne peut étre établie concernant la
mise en évidence de la spécificité de la liaisgarid RGD / intégrineiv3. Toute tentative
pour mettre en évidence l'amélioration de la reedssance grace a la présentation
multivalente des RGD semble compromise en gardantonditions expérimentales.

Une des perspectives en cours de développemenndineséquipe est 'utilisation de SAMs
mixtes PEG/RAFT-RGD. Le polyéthylene glycol est, effiet, une des rares molécules
connues qui limite fortement I'adhésion non spdoié des cellules sur une surface. Les
premieres études s’averent concluantes et fonjefabiune autre these (thése de Ludivine
Sandrin sous la responsabilité de L. Guérente &oluryn).

Une seconde fagcon de pouvoir mettre en avant lianadion de la spécificité de la liaison
entre l'intégrine et le RAFT-(RGR)est de déterminer la constante d’affinité entre deux
partenaires et de la comparer a celle déja détéarentre l'intégrine et le monomere cyclo-
RGDfK-. Dans ce cas, la SPR s’avere étre la teclendjétude par excellence qui permet

I'accés a ce type de données.

lll. Interaction RAFT-(RGD) 4/ intégrine av33 — Etude par SPR

Afin d’obtenir une estimation de la constante déagsstion entre le récepteur membranaire,
lintégrine avp3 (Figure 1) et les RAFT-(RGRYu le monomere cyclo-RGDfK-, des études
en résonance plasmonique de surface ont été draeprCela nécessite alors
immobilisation sur la surface de lI'un des deuxrtpaaires de I'étude: le RAFT ou
l'intégrine. Bien que I'immobilisation des molécal®AFT semble étre la solution la plus
facile d'acces, le fort colt des intégrines empgéohaheureusement, I'étude cinétique des
intégrines en tant qu’analyte en solution.

Comme mentionnés dans l'introduction, il existexdptocédés permettant 'immobilisation
des intégrines sur une surface. Le premier congigteffer de facon covalente I'intégrine par
couplage amine sur une surface présentant deseagraunis carboxyles. Le second repose sur
l'insertion des intégrines dans des vésicules dadg taille puis a leur fusion sur une surface
en une bicouche lipidique suspendue. Cependant, giesi études en BIAcdtele faible
poids des molécules RAFT-(RGPD)et du monomere cyclo-RGDfK- nécessite
immobilisation d’'une quantité suffisante d'intéges sur la surface empéchant I'emploi de
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cette seconde facon de procéder. L'immobilisatinecte de lintégrine, méme si cette
derniére ne se présente pas dans son environner@emel, apparait étre la seule solution
satisfaisante ; d’autant plus que des études peé@té&sl ont montrées que les intégrines, une

fois immobilisées par cette méthode, gardent letivigg " 2"°

[11.1. Fonctionnalisation de la surface

Différents tampons de course ont été utilisésgsmbtera:
- RB1: 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 0,005% P20, 1 mM Mn@l mM MgCh, 1
mM CaCl}, pH=7,4
- RB2: 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 0,005% P20, 0,1 mM MnG,1 mM MgC}
pH=7,4
- RB3: PBS (0.01 M NgHPQ,, 0.137 M NaCl et 0.0027 M KCI), 1 mM Mg&£l
0,005% P20, pH=7.4
- RB4:50 mM TRIS, 15 mM NaCl, 1mM Mngl2 mM MgCh, 0,005% P20, pH=7.4
Le nom du tampon de course sera nommeé a chaque étud
L’'immobilisation des intégrines se fait sur unepshiCM5 selon la méthode classique de
couplage amine développée par pharmacia (BlAcdmehapitre 11). Elle a été effectuée a 10
pL/min. La température d’étude est de 25 °C et pesduits sont stockés dans le

compartiment & échantillons a 10 °C.

I11.1.1 Les intégrines utilisées

Les intégrinesavB3 et a5B1 ont été étudiées. Ces deux intégrines présentersite de
reconnaissance au motif -RGD-. Compte tenu du dmill n'existe pas d’intégrine
commerciale qui ne reconnaisse pas le motif -RGDHegrine as5bl a été utilisée, par
comparaison avec l'intégrin@v33 pour vérifier la viabilité des intégrines immabdes de

maniére non naturelle (voir ci apres).

I11.1.2 Les pistes de référence

La piste de référence doit, dans le meilleur des gaesenter un état de recouvrement

identique par rapport aux surfaces d’études. Cegggncbmme on I'a vu précédemment, il
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n’existe pas d’intégrine commerciale qui ne présgrds de reconnaissance pour le motif -
RGD-.
Pour nos études, deux types de surface de réféommété effectués :

- une « blank immobilisation ». Deux tests de viabitle I'intégrineav33 ont été
réalisés avec des protéines de la matrice exthalaiet. Pour ces études, afin d’éviter toute
reconnaissance non spécifique, la piste de réeférencté désactivee en effectuant un
couplage amine de I'éthanolamine, ce que l'on dppahe « blank immobilisation »
(pratigue courante utilisée en SPR lorsque legjiintés sont immobilisées). Cela consiste a
activer la surface par le mélange EDC-NHS (0,2 M),85 M) puis a la désactiver
directement par le couplage covalent de I'éthanolanilM, pH=8,5) sur les groupements
carboxylates.

- pour I'étude cinétique d’adhésion des molécules RAER piste de référence a
ete fonctionnalisée par la lectine Con A. L’absed@elhésion non spécifique des molécules
sur cette derniere a été vérifiece. En effet, laeedt@n de petites molécules nécessite de
travailler sur des pistes (référence et étude)emtést un état de surface similaire, afin de
limiter au maximum la détection des effets tamposiatifs a cette différence d'état de
recouvrement entre les deux pistes.

L’'immobilisation de la lectine s’est faite par cdage amine exactement de la méme facon
gue dans le chapitre Il. L’adhésion finale corregp@ un recouvrement de 13950 RU de

lectine Con A a la surface (cf chapitre ).

I11.1.3 Les pistes d’étude

L'immobilisation des deux intégrinasv33 eta5B1 se fait par couplage amine. La piste est
activée par un meélange 0,2 M EDC — 0,05 M NHS pehdanin. Les intégrines sont ensuite
injectées, chacune sur une piste, a une concemtrddi 0,1 mg/mL diluées dans le TP acétate
10 mM pH = 4,0 avec 1 mM en M 2CI et 28 mM en octyp-D-glucopyranoside (due & la
dilution du tensioactif présent dans la solutiomoterciale de l'intégriné) Les intégrines
sont laissées en contact avec la surface des tesmjpbles (inférieurs a 3 min) afin d’obtenir
des surfaces présentant entre 5000 et 10 000 Ritégfines (de 5 a 10 ng/mm?). Le tableau

ci aprés résume les quantités d’intégrines immesei.
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Quantité immobilisée (RU)
Expériences (1) (2) (3) 4)*
Intégrineav3 10088 5242 9222 6751
Intégrineas5p1 12689 4864 10651 /

* dans ce cas une piste présentant la lectine Cseridde piste de référence et a été immobilisg9d71 RU

Tableau 1: Quantité d’intégrines avB3 et a5B1l immobilisées sur les différentes pistes
d’étude en fonction des expériences réalisées.

Une solution d’éthanolamine (1M, pH = 8,5) est déesmise en contact avec la surface afin
de bloquer les sites activés par [& Btape mais qui n‘ont pas réagi lors de I'ajout de
l'intégrine.

Enfin, deux courtes injections d'une minute de 2@ BDTA, 1M NaCl dans le TP de course

sont effectuées afin d’éliminer les intégrines melisont pas associées de fagon covalente.

[11.2. Tests de viabilité

Une fois les intégrines immobilisées, il est impott de vérifier que ce mode
d'immobilisation, peu conventionnel, de l'intégrine détériore pas leur conformation et leur
activité. En effet, la chaine de ces dernieres présente un pont disulfure qui pte
facilement coupé (Figure 1 page - 127 -) et la maagssance du motif RGD nécessite la
proximité des deux sous-unitéset . Cette bonne conformation de l'intégrinef33 peut
étre vérifiée rapidement grace a l'utilisation thnticorps spécifique de l'intégrine : appelé
LM609.

[11.2.1 Test de conformation de I'intégrine : adhésion’deticorps LM609

Les anticorps sont des glycoprotéines qui se ptésesous la forme d'un Y. lls ont la
capacité de reconnaitre et de se fixer de manp&efggue sur un antigene. Cette spécificité
est conférée par la présence de domaines extrémgar@bles aux extrémités des anticorps.
L’intégrine avPB3 a été démontrée comme étant l'antigene spécifideel’anticorps
monoclonal LM609. La liaison qui se forme ensuitgre I'anticorps et l'antigene est
hautement affine et difficilement réversible. L'i@motps, spécifique a l'intégrinav33, ne

présentera donc aucune reconnaissance enverolalsdotégrinex531.
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Figure 11 : Etude en SPR correspondant a I'associah spécifique de I'anticorps LM 609
sur la surface fonctionnalisée par les intégrinesvB3 (ligne épaisse) par opposition a
I'absence de reconnaissance de ce dernier sur larfaice présentant les intégrinesa581
(ligne fine).

Nous avons testé la reconnaissance de l'anticonpseaconcentration de 62,5 nM sur les
surfaces d’études de I'expérience n°3 présentant’isbégrine avp3 soit I'intégrinea5p1
(Figure 11). Nous avons utilisé le tampon d’étud&Rar sa composition est couramment
utilisée dans des études d'interaction similairécarps LM609 / intégrinavp3 ** *2 Les
résultats obtenus montrent la spécificité de lamaaissance de I'anticorps uniquement sur la
piste fonctionnalisée par l'intégrin@v3 confirmant ainsi que ce mode d'immobilisation
conserve, au moins pour une partie des protéiaelspmne orientation et conformation des

intégrines en deux sous-unités céte a cote.

I11.2.2 Test de I'activité : adhésion de la vitronectine

L’activité des intégrines sur la surface a ensuté vérifiée en étudiant la cinétique
d’adhésion de la vitronectine (VN), une glycopro&ide la matrice extracellulaire, qui
présente une affinité spécifique connue avec les ddéégrines. La vitronectine présente un

poids moléculaire de 75 kDa et est constituée @erd&idus d’acides aminés.

L’étude présentée a été faite sur les pistes dgdigence n°2 avec RB1 comme tampon

d’étude. Des résultats similaires ont été obtemustiéisant les autres tampons d’étude. On a
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fait varier les concentrations en VN de 20 nM a B&Q avec un temps d’association et de
dissociation de 5 min. Aprés chaque cycle d’assiotialissociation, la surface est régénérée
par deux injections de 2 min d’'une solution a 100 en EDTA, pH = 8,5. La Figure 12
montre les courbes cinétiques d’association etislodiation entre la VN et l'intégrirmev3
obtenues par SPR. L’analyse cinétique effectuéeaidel du logiciel BlAcore T100
evaluation, en utilisant un modele d’interactiorii,la permis de déterminer une affinité de

I'ordre de 80 nM qui est en accord avec les valdormées dans la littératuregi 100 nM)
22
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Figure 12 : Sensorgrammes enregistrés lors de I'éde cinétique, effectuée en SPR, de
I'adhésion de la protéine ECM, la vitronectine, sufa surface fonctionnalisée par l'intégrine
avp3.

Cette seconde analyse nous a donc permis de cenfgoe I'immobilisation de l'intégrine
par couplage covalent conserve I'activité d’'unetipadies intégrines immobilisées. On peut
déterminer la quantité d’intégrines immobiliséesrgste active grace a la quantité maximale
de VN qui adhére. On trouve, en effef,aR= 113,5 RU, c'est-a-dire une masse surfacique de
0,1135 ng/mm? soit 1,51.76 mol.cm? (1 RU = 1000 pg.mif). Comme il s'agit d’'une
interaction de type 1:1 entre la VN et l'intégrimeB3, on aura également 1,51 ¢Gnol.cm?
d’intégrines a la surface qui sont orientées danbdn sens, hétérodimériques et actives
(Chapitre I). Cette quantité d’intégrine activerespondrait ainsi a une valeur de 356,6 RU,
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sachant que la masse molaire de la vitronectinedest5 000 Da et celle de l'intégrine
237 000 Da. Initialement, on avait immobilisé sette surface d’étude 5242 RU d’intégrine.

Il semble alors que I'on ait qu’une tres faibletfades intégrines « actives » a la surface et a
la vue de ce résultat il risque d'étre tres diféicde pouvoir détecter et donc observer
'adhésion des molécules RAFT et du monomeére cRREEDK- sur la surface d’intégrine.
Toutefois, compte tenu des spécificités de I'appatdisé, BIAcore® T100, une étude a été

entreprise.

[11.3. Etude cinétique de l'interaction intégrin@vB3ligand peptidique -RGD-

111.3.1 Présence d’effet tampon

Les premieres études en cinétique, effectuéesesyristes des expériences n° 1, 2 et 3, qui
utilisaient une « blank immobilisation » comme réfice, ont mis en évidence des problemes
d’effet tampon. En effet, on obtenait une constatisdfinité entre l'intégrine et le RAFT-
(RGD), ou le cyclo-RGDfK- de I'ordre de 0,1 mM (relatifule interaction trés faible) et un
Rmax supérieur a 100 RU (Figure 13). Les intégrines ahiisées sur les pistes d'étude
utilisées lors de chacune des expériences onteStées au préalable par l'injection de

vitronectine.

90 -
701
@ injection
2 5 RAFT-4RGD tampon
> Y
ol l 1000
4 A
L 30 :
101 = ' 50 pg/mL
-10 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 300 350
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Figure 13 : Exemple des courbes d'association/digsation représentant I'étude cinétique
du RAFT-(RGD), sur la surface d’'intégrinesavf3 par SPR.

Des calculs théoriques, en utilisant le méme faadeuconversion RU/masse surfacique que

pour les protéines (dn/dc des molécules RAFT mpast connu), permettent d’obtenir des
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valeurs approximatives de la quantité maximale d&aules attendue. Ces calculs montrent
gue pour le RAFT-(RGDR)(masse molaire du RAFT-(RGP> 4278 Da) et le cyclo-RGDfK-
(masse molaire du c-RGDfK- = 831,7 Da), une quamiaximale respective d’environ 6 RU
et 2 RU est estimée. Les « quantités » mesuréasisan trop €levées pour correspondre a
'adhésion des molécules RAFT-(RGD)

De méme, des tests de compétition entre les RAFIBE(Ret la vitronectine ont été réaliseés,
afin d’essayer de mettre en évidence la force dffiflité entre le RAFT-(RGD) et les
intégrines. La Figure 14 montre I'adhésion de la & Nifférentes concentrations lorsqu’on la
mélange avec 117 uM de RAFT-(RGDl.es courbes plus fines correspondent a I'adhésion
de la VN a 35 (rouge), 75 (vert) et 150 nM (bleells et les courbes plus épaisses a
I'association et dissociation de la VN aux mémeasceatrations mélangées avec 117 uM de
RAFT-(RGD),. Les résultats montrent gu’aucun changement olestrvé dans I'association
et la dissociation de la VN par la présence ded&oule RAFT-(RGD). Cette étude semble
confirmer que le seul effet apporté par la solutiten RAFT est un effet tampon, car on
retrouve a chaque fois le méme saut qui correspaerd a l'injection de la solution RAFT-
(RGD), a 117 uM seule (courbe noire).

wiis VN 150 nM

M VN 75 nM
; \“"m VN 35 nM

+
o woom RAFT-4RGD
117 M

Resp. Unit (RU)

KR
o

T T T T T T T T
0 100 200 300 400
Temps (S)
Figure 14 : Courbes d’association — dissociation dia VN seule (courbes fines) et d’'un
mélange (courbes épaisses) de VN et de RAFT-(RGE1L17uM) pour trois concentrations

en VN: 35 nM (rouge), 75 nM (vert) et 150 nM (bleu La courbe noire correspond a
I'association et la dissociation du RAFT-(RGD)seul a 117 puM.
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111.3.2 La piste de référence

En SPR, la présence d’effet tampon peut avoir deigines, soit un état de surface différent
entre la piste de référence et la piste d’étudeuse différence entre le tampon de course et
le tampon ou est dilué I'analyte. Dans notre casampon de course est le méme que le
tampon d’étude, par contre les états de surfacetstaiement différents vu que la piste de
référence ne présente rien a sa surface. L'idéaltaété d'immobiliser exactement le méme
type de molécule ou protéine sur les deux pistasnr@e il n'existe aucune intégrine
commerciale qui ne présente pas de site de remamame au motif -RGD-, on a alors décidé
d'immobiliser la lectine Con A sur la piste de méfgce. Compte tenu que la lectine Con A
présente un poids moléculaire plus faible que celai I'intégrine, nous avons donc
immobilisée deux fois plus de lectine Con A quentgrines (Tableau 1), afin d’établir un
recouvrement en protéines identique sur les destesi Une quantité SPR de 6 751 RU
d’intégrine avPB3 et de 13 957 RU de lectine Con A a donc été imimséb. L'étude
cinétique de la molécule RAFT-(RG/y ensuite été effectuée. La Figure 15 montre ‘que |

a réussi a éliminer une grande partie des effetpda mais I'on n'observe toujours pas de
cinétique d’association — dissociation de la mdisur la surface d’intégrine.

30+
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Figure 15: Courbes cinétiqgues d'association et disciation du RAFT-(RGD), pour des
concentrations variant de 100 a 500 pg/mL.
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[11.3.3 Tentative d’alourdissement de la molécule RAFT-(R&D

Une tentative d’alourdissement de la molécule dé&-RA été réalisée afin de permettre une
détection plus facile. Compte tenu que nous aveom®tre disposition la molécule RAFT-
(RGD), avec un groupement biotine sur sa face de détedimthése réalisée par Ludivine
Sandrin), nous avons mélangé la molécule RAFT e avec la streptavidine afin

d’obtenir un complexe RAFT/streptavidine (Figurg.16

RAFT-(RGD) , biotinylé RAFT-Streptavidine

RN
\ /S

R D K—
\ f

Figure 16 : Structure de la molécule RAFT-(RGD) biotinylée et schéma réactionnel
montrant le mélange de la molécule RAFT-(RGD)avec la streptavidine

Les sensorgrammes obtenus ne présentent pas déesowinétiques d’association-
dissociation exploitables. La faible solubilité aeelécules biotine RAFT-(RGRYans notre
tampon d’étude pourrait expliqué I'absence de faiwnades complexes RAFT-streptavidine.

Nos études se sont arrétées a ce niveau.

V. Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons essayé de mettradanég d’'une part la spécificité de liaison
de cellules cancéreuses sur une surface de RAFDJR& d’autre part de quantifier cette
spécificité en montrant I'avantage d’utiliser la ltiualence pour améliorer la détection des
cellules cancéreuses par la molécule RAFT-(RGBIien que les objectifs fixés n’aient pu
étre atteints, les résultats obtenus ont permizoder la base des études actuelles qui sont en

cours de réalisation au laboratoire (these de linei$andrin).
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Dans la premiere partie de ce chapitre, 'immoailen des molécules RAFT seules sur une
surface d’'or s’est avérée étre non adaptée poutlees d’adhésion cellulaire. Il semble, en
effet, que la monocouche formée ne soit pas agsegse ou dense pour empécher I'adhésion
non spécifique des cellules sur la surface. Le ntbidemobilisation des ligands RAFT-RGD

a donc été repenseé et les études en cours, utilsarSAMs mixte PEG/RAFT-RGD, sont en
bonne voie pour atteindre ce premier objectif.

Ensuite, dans la seconde partie de ce chapitreplplage amine, choisi comme mode
d'immobilisation de l'intégrine pour les études SRRmontré son efficacité au niveau de
l'activité et de I'adéquate conformation de l'intég sur la surface. Toutefois, le trop faible
poids des molécules RAFT-(RG/)u du monomére cyclo-RGDfK- empéche toute détactio
des molécules méme avec un des appareils le phsibke de sa génération (BIAcSre
T100). Le second mode dimmobilisation de lintégri dans une bicouche lipidique
suspendue ne permettra pas une meilleure détedtisrarchitectures -RGD-. En effet, ce
mode d’'immobilisation permet d’exposer seulemerg taible quantité d’intégrine dans la
bicouche lipidique, d'autant plus que la moitié ades dernieres se retrouveront
statistiguement avec leur matrice de liaison oéenters la solution, et I'autre moitié vers le
support ne permettant pas l'adhésion du ligandn A2 mener a terme cette étude, il est
nécessaire d’alourdir la molécule RAFT. La tenwmtavec le complexe RAFT-(RGD)
biotine/streptavidine n'ayant pas fonctionnée, an&re approche envisageable est d’'insérer
les molécules RAFT dans des vésicules de petitdestgFigure 17 A)). Cela nous
permettrait d’avoir des objets de poids moléculaoevenable ce qui rendrait alors possible
des études aussi bien en QCM-D qu’en SPR.

Cette insertion des molécules RAFT dans des ve&siqourrait également s’avérer utile dans
le cadre de I'étude d’adhésion cellulaire par QCNHyure 17 B)). On pourrait, en effet, se
servir de ces dernieres pour former une bicoughdidjue fonctionnalisée par les molécules
RAFT sur une surface. Les bicouches lipidiques stgps sont bien connues pour leur état
de surface inerte, empéchant ainsi I'adhésion péciique des cellules sur la surface. Elles

pourraient donc étre un bon substitut a 'utilisatdes SAMs de PEG.
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Détection par

QCM-D ou SPR

Intégrines incorporées Vésicules fonctionnalisées
dans une BL suspendue par RAFT-4RGD

Détection par

QCM-D
RAFT incorporés Vésicules fonctionnalisées
dans une BLS par des intégrines
Ou
Cellules HEK33

Figure 17 : Présentations des deux différentes vaied’étude en perspective : A) par

détection en SPR ou QCM-D de l'adhésion de vésicgldonctionnalisées par des RAFT-
(RGD), sur une bicouche lipidique suspendue présentant géntégrines et B) par détection

QCM-D de l'adhésion de cellules cancéreuses ou désicules fonctionnalisées par des
intégrines sur une BLS présentant des RAFT-(RGD)
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Chapitre IV. Films multicouches basés sur des interactions héte
invité
[. Introduction : la multivalence en milieu supramolé&ulaire

Lors des chapitres précédents, nous avons vu aenteractions multivalentes étaient
impliquées dans une grande variété de procédésgmjoles. La possibilité, apportée par les
liaisons multivalentes, de fournir des propriétégalijfativement et quantitativement
différentes de celles de leur homologue monovalémt des événements de liaison
multivalents un phénomene tres attractif dans wtevehamp de domaines de la chimie et de
la biologie. Ainsi ces derniéres années, la chimipramoléculairé’ 2, notamment, s'est
particulierement intéressée a tirer profit des radBons multivalentes. En effet, la
multivalence offre une voie d’auto-assemblage eaffe; directionnelle et sélective, qui
confere un comportement thermodynamique et cinétiqunigue aux complexes
supramoléculaires. Contrairement a la plupart desactions multivalentes en biochimie, les
interactions multivalentes supramoléculaires saléialies pour obtenir une compréhension
fondamentale et quantitative de la multivalenceleaombre d’interactions est simplifié.

Bien que le concept de multivalence soit utilisé dnimie supramoléculaire depuis de
nombreuses années, ce n'est que récemment quehil@sstes se sont intéressés aux
avantages qu'’ils pourraient extraire des interastimultivalentes pour des applications en
machinerie moléculaifeou en nanofabricatiof® notamment. En effet, la multivalence
constitue un procédé d’auto assemblage qui contbirtes les caractéristiques attractives de
ce dernierj.e. la réversibilité, I'auto-tri, 'auto correctionjresi que la possibilité d’atteindre
une stabilité d’auto-assemblage thermodynamiquel €ihétique aux concentrations nano ou

méme picomolaires

[.1. Interaction hote-invité : études en solution

Dans la littérature, on trouve de nombreux motifdtivalents supramoléculaires qui ont été
largement employés afin de mettre en avant l'intéie la multivalence pour des études
d’interaction en solution. Notamment, J. Rao etMs.Whitesides ont intensivement étudié
l'interaction multivalente entre la vancomycine tudlente et les motifs multivalents-

alanineb-alanine PADA) ou D-alanine-lactateffALac)’ %, La vancomycine est un membre
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important du groupe des antibiotiques glycopeptjdesont actifs contre la bactérie gram-
positive. L'utilisation des interactions multiplesa des dimeres de vancomycine permet
d'obtenir des propriétés différentes de reconnaigsanvers les bactéries. En effet, certaines
bactéries sont devenues résistantes a la vancoegwmomerique par le remplacement des
séquence®ADA carboxyles terminales sur la paroi des cellules -des principaux points
d'accroche de la vancomycine — par le mddbfALac. Les auteurs ont ainsi montré
importante amélioration de l'affinité entre lesnpenaires multivalents par rapport a leurs
homologues monovalents envers les m@#DA et DALac.

Un autre motif intensivement utilisé est la molédiicyclodextrine (notég—CD), qui est
probablement un des plus anciens motifs et desqalusciencieusement utilisés pour I'étude
de systemes multivalents. I3CD (Figure 1) est une molécule qui offre une cahitde
hydrophobe sélective et affine aux substrats hyubps. L'utilisation de multimeres de

B-CD a permis d'accroitre considérablement cettectéig et cette affinité?

HO
OH HO®
o)
OH
o) HO OH
o(n; on o Lo
HO
o]
HO

Figure 1 : Structure de lap-cyclodextrine.

Des effets similaires ont été observés concernamide entre des dimeres d&-CD,
présentant une propriété de chélation de métatiest molécules invitées chargéésou
contenant un métal®. Les pseudorotaxanés™’, la famille des oligoméres linéaires, les
porphyrines de Zint®, pour ne citer qu’eux sont encore d'autres typesndtifs multivalents
supramoléculaires qui ont intensivement servis deéte aux études de la multivalence en

solution.
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[.2. Interaction hote-invité : études aux interfaces

Bien qu’une quantité importante d’étude de la malgénce en chimie supramoléculaire ait été
faite en solution, des études de ces interactiombivialentes a l'interface solide — liquide
commencent de plus en plus a se développer. Notatues chimistes, comme J. Huskens,
ont commencé a voir un certain nombre d'avantages @udes mécanistiques des
interactions multivalentes aux surfaces par rappor systemes modeles en solution. En
effet, les substrats métalliques, tel que I'or,npettent par exemple des études en résonance
plasmonique de surface ou encore en spectrosceprésbnance plasmonique de surface,
donnant alors accés a la caractérisation du coemerit cinétique de [linteraction
multivalente. Un autre avantage intéressant dailfaw sur une surface est que la structure, la
densité ainsi que I'environnement des fonctions ahifisées en monocouches sont connues.
De ce fait, ces dernieres caractéristiques peldteatfacilement contrélables et modifiables,
permettant, alors, des études systématiques camteta multivalence, la concentration
effective et I'influence des fonctions compétitiss la vitesse de dissociation des complexes
multivalents. Dans la littérature pour ce type akigs, une foule d’exemples importants sont
recensés dans le domaine de la biochimie. Pareg;ahéxiste trés peu d’études effectuées sur
les interactions multivalentes supramoléculaires iaterfaces. Seuls deux des motifs cités
précédemment, la vancomycifte'® et lap-cyclodextrine (développé ci aprésY: ont fait
'objet de quelques recherches. Dans les deux &, résultats ont montré que
immobilisation des entités sur une surface perrd&méliorer fortement I'affinité de
l'interaction multivalente par rapport aux étudasikires effectuées en solution. Il semble
alors gqu’'une augmentation relative de la conceptaffective des entités fonctionnelles a la
surface en soit responsable (cf Chapitre 1); et qat accroissement de ['affinité soit

essentiellement d0 a la diminution de la vitessdisgociation du complexe formé.

Pour notre étude, nous avons exploité les intenasthote-invité multivalentes aux surfaces
en utilisant des polymeres de chitosane fonctioséslpar des motifs—CD ou d’adamantane

dans le but de former un auto-assemblage multieaapramoléculaire.
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lI. Les films multicouches auto-assemblés de biopolynes

[1.1. Introduction

Les hydrogels présentant des modifications de leamportement (gonflement —
dégonflement) en réponse a de faibles variationta dempérature de I'environnement, du
pH, de la force ionique ou a des molécules spémfigparmi d’autres stimuli, ont attirés une
attention considérable ces dernieres années. k&, e type de matériaux présente de
nombreuses applications potentielles dans les dwmwaie la biochimie et du biomédical.
Tres récemment, il y a eu un intérét dans le d@pelment de gels actifs aux stimuli
présentant une dimension confinée tels que lesfie substrat) supportés. En réduisant les
transitions de volume de phase de ces systemesglasitaibles dimensions, il est possible de
créer des surfaces actives aux stimuli, sur lesggigles interactions avec des molécules
biologiques ou des tissus pourraient étre modulkesxiste de nombreuses méthodes qui
permettent d’élaborer des films minces structurésorctionnels, et parmi elles, I'auto-
assemblage électrostatique couche par couche (Odtde méthode développée par R. ller en
196622 s’est imposée comme une technique efficace, \ilersattrés simple de formation de
films multicouche. Ce processus, basé sur I'adeorpalternée de particules de charges
opposées, a été adapté par G. Decher aux polydiees®. Elle a également été étendue
avec succes a d’autres forces attractives telledeguliaisons hydrogérié » les interactions
de type transfert de chard® %', la reconnaissance de molécules spécifidtiéinteraction
sucre- lectine ou biotine-avidine) ou les interasi hote-invité?.

Dans le cadre de nos travatix nous nous sommes intéressés a la possibilitseti#siage
entre deux polyméres de chitosane, I'un présentemtavité§-cyclodextrine (noté chit-CD)
et I'autre des fonctions adamantane (chit-AD), ezitamt a profit des interactions hote-invité
comme technique d’auto-assemblage couche par cobches nous sommes ainsi servis de
I’hydrophobie des entités adamantane qui vont cergsl en milieu aqueux, les cavités CDs
hydrophobes. Compte tenu de son comportement d® gelmilieu liquide, ainsi que de ses
possibilités de réponse aux stimuli (gonflementesddigmement en fonction de la force

ionique du milieu), cet assemblage aux interfaeesbéait prometteur.
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[1.2. Etat de 'art

I1.2.1 Les interactions hote-invité de Bacyclodextrine aux interfaces

La cavité de la cyclodextrine est connue pour lB@stlation de molécules hydrophobes qui
permet de protéger ces dernieres contre I'oxydatodaugmenter leur solubilité en milieu
aqueux. Elle est donc couramment utilisée - commd’aovue précédemment en solution
principalement, et de plus en plus pour des anslyse surface - pour des études
d’interactions hotes et invités. Dans le cadre d#tec étude, nous nous sommes
particulierement intéressés a l'analyse des intiera multivalentes effectuées a l'interface
solide-liquide mettant en jeu des interactions {@&é. On ne trouve, alors, que peu
d’exemples dans la littérature. Ravebal. ont étudié I'interaction multivalente entre des
vésicules de cyclodextrines et des polymeres dg(gmte isobutylmaléique) modifiés par
des groupes adamantyle ou tert-butylphéASléduskenset al. ont également intensivement
étudié les interactions multivalentes entre des SAM[(-cyclodextrine (CD SAMSs) et des
molécules modifiées par de multiples fonctions téwi hydrophobes®, ferrocéne,
adamantane.... Récemment, ils ont réalisé des btsggs multicouches de dendrimeéres
d'adamantane (AD) et de nanoparticules d'or fonnttisées par des cyclodextrin8sDes
assemblages multicouches avec des molécules indiled ont également été élaborés et
étudiés par microbalance a cristal de quartz (Q@kc des diméres de cyclodextrine et des

poly(allylamines) modifiées par des ferrocérfes

[1.2.2 Les films multicouches « hote - invité » de polymer

Concernant les films multicouches hoéte-invité ddymeres, dans la littérature, peu de
publications des auteurs cités précédemment ssgént a l'adsorption de polymére
d'adamantane sur une surface modifiée paBmglodextrines. lls observent que la couche
de polymére adsorbée via les interactions hétevitéin’est de maniére irréversible. Les
auteurs suggerent que la liaison est donc fortgiettous ou presque les sites "invité" AD du
polymere sont engagés dans une interaction mudtital avec la surface qg@CD. Cette
hypothése a été vérifiee par la non adsorptiof-d&D libre en solution et de nanoparticules
fonctionnalisées par d@sCD sur la couche de polymére AD adsorfée

Bien que quelgues exemples de films multicouchegdbaur des complexes d’inclusion et

élaborés a partir de molécules seules ou de naimpes fonctionnalisées (décrit ci-dessus)
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sont relatés dans la littératute % 8 ce travail représente & notre connaissance taigre
exemple d'un assemblage de films multicouchessaatifk stimuli fondé sur des interactions

hoéte et invité entre des polyméres uniquement.

[1.3. Les molécules d’'étude

Deux types de molécules ont été utilisées lorsedeédtudes : des polymeres de chitosanes
modifiés par des entités soit CD soit AD. Des malgs d’adamantane thiol et d’éthane thiol

ont permis la fonctionnalisation de la surface dimint d’ancrage de notre assemblage.

11.3.1 Les polymeéres de chitosane

11.3.1.1. Origine

La chitine, polyB-(1— 4)-N-acetylb-glucosamine), est un polysaccharide naturel d'une
importance majeure dans les organismes vivants.a&fité le premier polysaccharide identifié
en 1884 (Figure 2). Ce biopolymére est synthéteséum nombre conséquent d’organismes

vivants, ce qui en fait le polymere le plus aborndgumes la cellulose.

CH>OH

0 H
0 0
HO
NH
o=C :
(1) CH; (b

Figure 2: Structure chimique des unités répétéesed(a) la chitine poly(N-acétylB-D-
glucosamine) et (b) du chitosane poly(D-glucosamipe

Quand le degré de désacétylation de la chitinanatt&% (dépendant de lorigine du
polymere), elle devient soluble en milieu aqueuxi@@t on I'appelle alors le chitosane. La
solubilisation a lieu par protonation de la fonaotieNH, sur la position C-2 de l'unité répétée
D-glucosamine, par laquelle le polysaccharide eswvexdi en un polyélectrolyte en milieu
acide. Le chitosane est le seul polymere cationjgeadonaturel. Il trouve de nombreuses

applications qui découlent de ses caractéristignegues : floculant pour le recouvrement des
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protéines, dépollution, etc... Grace a sa solébdit milieu aqueux, le chitosane est largement

utilisé pour différentes applications en tant qokeitson, gel, film ou fibre.

11.3.1.2. Les polymeres de chitosane modifié utilisés : ch@D et chit-AD

Pour notre étude, les polymeres de chitosane oitf@tctionnalisés par des motifs
adamantane ef-cyclodextrine par le Pr Rachel Auzély (CERMAV, @Goble). Les
chitosanes utilisées pour la synthese, sont deSamlels commerciales de Pronova (Norway).
lls présentent un poids moléculaire de 195 000 bAwec un degré d’'N-acétylation de 0,12.
lls sont purifiés par solubilisation dans une dolutaqueuse d’acide acétique puis par une re-
précipitation dans une solution d’hydroxyde de sodjusqu’a pH neutre. Le polysaccharide
est finalement lavé avec de I'eau distillée puid’édanol et est séché. lacyclodextrine a
été aimablement fournie par le groupe RoquetteeBréLestrem, France). La synthése
complete des chitosanes greffés par des motifoodggtrine (degré moyen de substitution
(DS) = 0,07 ; vérifié par spectroscopie RMN) etradatane (DS = 0,05) et a été décrite
précédemment® *° La Figure 3 montre les structures et les reptésiens schématiques,

utilisées dans cette étude, des deux polymerebittssane modifiés obtenus.

R= Hw R=
OH OH
0 NHR "o ndo{ YoH
G LS O o . .
OH NHR = =
Chitosane polycationique

3-CD-chit AD-chit
Figure 3: Structures et représentations schématicgs des deux polymeres de chitosane
modifiés, chit-CD et chit-AD.
11.3.1.3. Leurs propriétés en milieu aqueux

Des études du comportement rhéologique des sofupolymeriques ont été précédemment
effectuées au CERMAV par R. Auzély via l'utilisatiad’un rhéométre AR 1008". Ces
études ont montré que le mélange des deux polynmireshitosane, chit-CD et chit-AD,
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conduit & une grande augmentation de la viscosii&éée par la complexation spécifique par
inclusion des entités CD et A, La stabilité de ces points réversibles de réitoh est liée
a la constante de stabilité du complexe CD-AD fariiéuto-assemblage de ces polyméres

modifiés est spécifique (Figure 4).

Figure 4 : Représentation schématique de la rétication des deux polyméres de chitosane
en milieu aqueux.

Les premiers résultats ont indiqué un comportemistbélastique qui se caractérise par une
grande augmentation du module élastique sur uge lgamme de fréquence. Ce systéme de
comportement de gel est réversible et le retoureasmlution visqueuse s’effectue en présence

d’un exceés des molécules CD ou AD libres.

[1.3.2 Synthése de 'adamantane acetamidoethanethiol (AP-S

La synthése a été effectuée par le Pr Rachel AuiéRERMAYV (Grenoble). Elle est relatée
ici a titre d’information.

A une solution d’acide acétique d’adamantane (Q,2,§7 mmol) dans du DMF sec (15 mL),
de I'hydroxybenzotriazole (0,35 g; 2,57 mmol), duéthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)
carbodiimide (0,64 g; 3,35 mmol) dissout dans ddFD(5mL) avec la présence de N-
éthyldiisopropylamine (1,05 mL; 6,18 mmol) et dhlorhydrate de cystéamine sont
successivement ajoutés sous azote. Aprés 14 htatiagi sous azote et a température
ambiante, le solvant est évaporé sous vide. L’hiéduelle est ensuite dissoute dans du
diéthyléther (200 mL) et la phase organique réatdtast lavée avec,bl (2x30 mL et 1x20
mL) et séchée (N&8Q,). Le solvant est alors évaporé sous vide et orembtine poudre
blanche de AD-SH (0,38 g ; 1,50 mmol). L’étude dadre obtenu lors d’'une étude de RMN

C13 confirme la bonne composition et structureadeablécule AD-SH (Figure 5).
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P

Iz

Figure 5: Structure chimique de la molécule d’adarantane acetamidoéthanethiol notée
AD-SH.

[ll. L'auto assemblage couche par couche : étude en QCM-

L’ensemble des études effectuées dans cette parée réalisé en mode statique (mode
« batch ») a 24°C. Le tampon d’étude est le soluantl du chitosane : 0,3 M GEIOOH /
0,03 M CHCOONa, il sera noté solvant A. Ce solvant se troétre le plus approprié a
I'élution du chitosane, empéchant les phénomeénagrégatiort™ “> *? Du sel est ajouté afin
d’écranter les répulsions électrostatiques entseldagues chaines de chitosane chargées
positivement. Un temps minimum de 12h, a tempéeaambiante, est nécessaire afin de
permettre une dilution correcte des polysacchareiés par les entités CD et AD.

La premiére étape de I'assemblage est la fonctimatimn de la surface d’or par une
premiere couche de groupements adamantyle. Cetigigne couche se fait par un couplage
covalent thiol-or, des espéces adamantane acetatha®thiol (AD-SH) sur un cristal de
guartz recouvert d’'une couche d’'or. Une fois Istatide quartz recouvert d’or fonctionnalisé,
'auto-assemblage des polymeéres de chitosane astcsuche par couche par une étude en
QCM-D. L'impact de la composition de cette surfak@ncrage sur 'assemblage a été étudie

en utilisant différents taux de greffage.

[11.1. La fonctionnalisation de la surface, base de |'assglage

La surface d'or, avant fonctionnalisation, est oyde et activée selon le protocole de
nettoyage suivant®: aprés une exposition de 10 min & 'UV-Ozonectistal de quartz
recouvert d’une couche d’or est immergé dans umetisn 1:1:6 (v/v/v) de NH (25%),
d’'H.0, (30%) et d’eau milliQ et le tout est chauffé a 7qf€hdant 10 min. La surface est,

ensuite, rincée a I'eau milliQ et séchée sous azutis plongée dans la solution de greffage.
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Les cristaux de quartz recouverts d’'une couche didrété fonctionnalisés a trois densités
différentes en entités adamantane. Les SAMs samt goéparées en diluant les molécules
AD-SH avec du mercapto éthanol (Et-SH) aux ratiogames désirés 5, 25 et 50 % en entités
adamantane. Les cristaux de quartz sont plongés daa solution éthanolique avec le
mélange de thiol souhaité pour 18 heures a tempérambiante. Les solutions de thiols sont
préparées avec des solutions meres de 1 mM en Et®H AD-SH. Bien que la fraction
molaire d’AD-SH adsorbée sur la surface soit ddfée de celle en solution, la fraction
molaire surfacique est supposée augmenter avex\aadlimique et ce sur toute la gamme de
concentration®®. Ainsi, pour simplifier la lecture du chapitre,sledensités en SAM
adamantane mentionnée sont les concentrations eBHDans les solutions de greffage.

Le quartz est, finalement, rincé a I'éthanol absskché sous flux d’azote et monté dans la

chambre de mesure de la QCM-D.

[11.2. Résultats expérimentaux

[11.2.1 La formation de I'assemblage

Les études en QCM-D commencent par l'injection,lesilSAMs d’adamantane, du solvant A
(tampon de « course ») jusqu’a la stabilisatiorsignal. Cela prend en général une dizaine de
minute. Il semble, en effet que la mise en contlgcta surface avec la solution aqueuse du
solvant induit une légére modification de la suefdbydratation de la couche). Ensuite, la
formation de I'assemblage s’effectue par l'injentide maniére alternative des solutions de
polyméres de chit-CD, de chit-AD, de chit-CD, etgusqu’a ce que I'un des deux polymeéres
n'adhérent plus sur la surface. Plusieurs injestides solutions de polyméres sont effectuées
afin de surmonter les phénoménes de déplétion. pagmeres sont injectés a des
concentrations croissantes (de 0.05 a 1 g/L) adirs’dssurer de la saturation de la surface
initiale et de chacune des couches successivessAgitaque injection de polymeres, la
surface est systématiquement rincée avec le solaafin 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 ds fréquences normaliséeAf./n (bleu-

violet) et des dissipations B (orange) pour les trois harmoniques (n=3, 5 et @nregistrée

durant la construction multicouche chit-CD/chit-AD sur une SAM fonctionnalisée par un
mélange 50-50 en adamantane thiol et en mercaptohénol. B) Schéma représentant la
formation de [lauto-assemblage multicouche des patyéres chit-CD et chit-AD

correspondant a la figure A).

On suit ainsi en QCM-D, grace a la variation ddrémuence et de la dissipation d’énergie,
pour la fréquence de résonance du quartz et seshomoniques (n=3, 5 et 7), la formation
de l'assemblage couche par couche. La Figure 6 mmamt exemple des graphes que I'on
obtient. L’adsorption de la premiére couche de-€idt conduit pour les trois différentes
densités en surface en AD-SH a une grande dimimakgd\f/n et une forte augmentation de
D,. Ces grandes variations de signal, ainsi que diatxs de superposition des réponses de
Af/n et Oy pour les trois harmoniques indiquent la formatitencouches visqueuses sur les
trois surfaces. Les variations de magde, pour chaque adsorption et pour chaque densité en

surface ont été obtenues en utilisant le modékoéiastique de Voinova.

Le Tableau 1 présente I'ensemble des données ari@ion de la mass@l), la valeur de la
viscosité de la couche adsorbgg €t la valeur du module d’élasticité de la coufdrenée (1)

— obtenues en modélisant les données expérimermatesspondant a I'adsorption des trois
premiéres couches de polyméres de chitosane modfié les trois SAMs de densités

différentes en adamantane.
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Ratio molaire d'AdSH dans la solution de greffage

50 % 25 % 5 %

n n Ar n H Ar n il AT
(kg.ms1) (Pa) (ng.cm?) (kgms') (Pa) (ng.cm?) (kg.ms?) (Pa) (ng.cm?)
1 Chit-CD 1.38x103 5.73x103 1368  1.34x10-3 559x10-3 907 1.34x103 559x103 951
2  Chit-AD 1.30x103 4.98x103 530 1.31x10-3 5.06x10-3 657 1.31x103 506x10-3 946
3 Chit-cD 1.36x10-3 5.35x10-3 -288  1.25x103 4.44x103 437 125x103 4.44x103 85

Couche Polymere

Tableau 1: Résumé des différentes valeurs obtenuesn modélisation les données
expérimentales (modéle de Voinova) correspondant Badsorption de trois couches de
polyméres de chitosane modifiés sur les trois SAMgrésentant 5, 25 et 50% d’entités
adamantane.

Les valeurs de masse obtenues sur les trois SANemant les entités AD, apres I'adsorption
du chit-CD et le ringcage de la surface avec leadlvindiquent la formation d’'une couche de
chit-CD. De plus, les valeurs de la viscosité dedache de chit-CD obtenues sont bien en
accord avec la formation d'une couche d’hydrogedb(€au 1) que lI'on trouve dans la
littérature®®. La couche de chit-CD formée sur les trois SAMwéte de plus étre bien stable

apres plusieurs ringcages au solvant.

[11.2.2 Validation de l'interaction hbte-invité comme bakel'assemblage

Avant de continuer la discussion sur les résulbhtenus, nous avons, au préalable, vérifié
gue I'adhésion des polyméres de chitosane obsestdaien due a la formation de complexe
d’inclusion entre les entités adamantanB-eyclodextrine. Deux tests ont alors été effectués,
afin de vérifier la spécificité de I'adsorption dgmlyméres chit-CD sur la SAM

d’adamantane.

» L’adhésion non spécifique

Pour cela nous avons fonctionnalisé la surfaceud&td’or par une monocouche dense et
compacte de mercapto éthanol, c'est-a-dire seltne memenclature a 0 % en adamantane.
On forme alors une surface hydrophile. Une adhésion spécifique des polymeéres de

chitosane CD non négligeable de 460 n¢faur la surface a été observée.

» Compétition sur la premiere couche

Dans un second temps, des expériences de compédiiec une solution a 5 mM €

cyclodextrine libre ont été menées sur les diffiremouches de chit-CD formées sur les trois
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SAMs d’adamantane 5, 25 et 50%. Les couches deCéhibnt été formées par adsorption

d’'une solution de polymére de 1 g/L ou 2 g/L (scefa 50 % en ADSH) sur les différentes

SAMs. L’injection, ensuite, d’'une solution ¢cyclodextrine libre concentrée sur les trois

surfaces, crée une compétition entre les CD libresolution et les entités CD greffées sur le
polymére adsorbé sur les surfaces. Sur les trofacas, seule une désorption partielle de la
couche de chit-CD est observée. Une derniere @éapecage avec le solvant est effectuée.
Les masses restantes de chit-CD sur les differ&adés en fonction des taux d’adamantane
des SAMs sont représentées sur la Figure 7.

1200

1000 -

Al / ng.c
(e} (0]
8 8

400 m

200+

0 T T T T

0 20 40 60 80 100
Taux molaire en adamantyl / %

Figure 7 : Masses de chit-CD restantes apres I'injgion d’'une solution de 5 mM enp-CD
libre et le ringage par le solvant, sur des couchete chit-CD formées par I'adsorption de 1

g/L ou 2 g/L (50 %) de solution de polymere sur quae différentes SAMs (5, 25, 50 et 100
%)

La Figure 7 montre que linjection d'une forte centration enf3-CD libre n’agit que
faiblement comme compétiteur sur la différentefam@s AD/chit-CD. Cette absence de
dissociation des polymeres de chit-CD traduit lacsfrité de I'interaction entre les entités

adamantane invités et les cavités cyclodextrinéssho
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[11.3. Discussion

111.3.1 Assemblage basé sur des interactions hote-invité

Les résultats obtenus grace aux deux derniers ggijgerent que deux phénomenes ont lieu
durant le processus d’adsorption des polyméreshite@D. Le premier est la présence
incontestable d’'une adsorption non spécifique d#gnperes de chitosane sur la surface. Le
second phénomeéne, en plus de cette adsorptionpgaifigue, met en évidence que la partie
des polyméres adsorbés est fortement ancrée surfiece recouverte d’entités adamantane
via des interactions multivalentes spécifiques hdtéé. En effet, la présentation multiple
des sites hotes offerts par le polymere induitseaiblablement une plus haute affinité a la
surface par comparaison aux molécules homologuemwvatentes dg-CD ** ** *® Cela
semble expliquer la masse restante sur la surfa@s aincage avec la solution @e€CD- qui

est supérieure a celle de I'interaction non spgedi De plus, 'augmentation de cette masse
avec le taux molaire en entités adamantane de Isl A spécialement pour les SAMs
présentant de forte concentration en AD-SH estaord avec la présence d’interactions
multivalentes hote-invité.

Ces résultats confirment ainsi que I'assemblaggestipalement basé sur des interactions
entre des sites d'inclusion de la cyclodextrine gedymeres chit-CD et des entités

adamantane invité immobilisées sur la surface.

[11.3.2 Formation de I'assemblage

Lorsque I'on compare les masses surfaciques dgmpots de chit-CD adsorbés sur les trois
différentes SAMs (Tableau 1), on obtient des réssilsimilaires. Il semble alors, de prime
abord, que le taux initial d’entités adamantandf@es sur la surface n’a aucune incidence sur
la formation de la premiere couche de I'assembl@gtte observation peut s’expliquer par le
fait qu’il y ait suffisamment, dans tous les cas,dites d’ancrage hydrophobes adamantane
offerts par la surface pour former la premiére tmucia des interactions hote-invité

Comme mentionné précédemment, la difficulté dandlalboration de I'assemblage
multicouche basé sur des interactions hote-inatdi€e a la disponibilité des entités hotes ou
invités, couplée au probleme de répulsion de clsargdre les polymeres. Nos résultats
montrent que sur la premiére couche de chit-CD, semnde couche de chit-AD peut étre
adsorbée, passant ainsi outre la répulsion éleatigpge entre les polyméres de chitosane

-172 -



Chapitre IV : Films multicouches basés sur des irdgetions hote-invité

chargés positivement (Tableau 1). Ces résultats firommt que I'assemblage
supramoléculaire est basé sur des interactions kobtevités entre les polymeres de chit-CD
et de chit-AD.

Contrairement aux résultats obtenus pour la prem@uche, les masses des secondes
couches adsorbées de chit-AD sont fonction dealetibn molaire initiale en adamantane de
la SAM. Plus il y a d’entités adamantane sur ldasg, moins il y a de polymeres chit-AD qui
adhérent sur la premiére couche de chit-CD (Tablgatluisque la couche de chit-AD est
séparée de la SAM par la couche de chit-CD, celtedstonduit & la conclusion que les
premieres couches ancrées sur les trois differeB@bls ne sont pas identiques et
présenteraient des organisations distinctes. L&grelices de masse obtenues pour les
secondes couches adsorbées peuvent étre explinaéda disponibilité variable des sites

hotes offerts par la premiere couche de polyméiteGib (Figure 8).

Y
)
1T T3 mJ
A) 50% B) 25% C) 5%

Figure 8 : Schéma représentant I'influence des deités en adamantane des trois différentes
SAMs sur la croissance de l'auto-assemblage : A) bia B) moyen et C) faible taux molaire
exhibés par la SAM.

Les polyméres de chit-CD semblent adapter leuraromdition a la densité en adamantane

présente sur la SAM ; une faible proportion desditéte du polymeére chit-CD est engagée sur
une surface diluée en adamantane, signifiant quange proportion de sites est alors encore

disponible pour d'autre complexatione. pour lI'ancrage des entités adamantane de la
seconde couche. (Figure 8(C)). Par comparaisonjrsaisurface a haute densité en AD-SH,

le contraire est observé. Ainsi, la majorité désssd’inclusion CD de la premiéere couche de

polymére héte sont engagés dans la complexatida gerface, laissant alors seulement une

guantité relativement faible de sites libres paurcbmplexation de la seconde couche de
polymere chit-AD (Figure 8(A)).

L’adhésion du polymére de chit-CD, qui forme laigi®me couche, corrobore notre

hypothése sur le rble majeur joué par la proporties sites héte ou invité disponibles pour
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I'élaboration de la multicouche. Sur les deux casckichit-CD/chit-AD) formées sur une
surface fonctionnalisée a 50%, le polymére de Chitagit comme un compétiteur. Au lieu
de former une troisieme couche, le polymeéere de@bitconduit a la désorption partielle (~
288 ng.crif) de la seconde couche de chit-AD (Tableau 1).eCeliservation peut étre
attribuée a la faible quantité de complexes d’isidn engagés dans l'adhésion entre la
premiére et la seconde couche de polymeéres (cfé&@gju

De plus, la méme déposition alternative est réal@é une surface fonctionnalisée a 5% et
elle conduit cette fois, non pas a la désorptionadeeconde couche comme précédemment,
mais a la faible adsorption de la troisieme coudoafirmant la stabilité de la liaison des
deux couches de polyméres précédentes. En effainsuSAM greffée a 5% en adamantane,
le chit-CD qui constitue la premiére couche n’eas pmmobilisée sur la surface par une
grande quantité de complexes d’inclusion. La plupas cavités cyclodextrine va alors étre
engageée dans la complexation de la seconde cowlohidAD. Cette seconde couche ne
présente alors plus suffisamment d'entité adamantibre pour une complexation
supplémentaire et donc pour la formation d’'unestésne couche de chit-CD.

L’ensemble de ces résultats indique qu'il existemai taux molaire optimum d’entité
adamantane a greffer sur la surface, taux qui pémitela meilleure élaboration de
'assemblage multicouche. Cette étude semble moqtre la valeur optimale est proche de
25%. En effet, pour cette surface, la complexaties sites entre chaque couche est bien
distribuée, permettant la meilleure adsorptionoetnfaition d’'une troisieme couche (Tableau
1).

[11.4. La variation de la force ionique

Suite a ces études et aux comportements des pagmeargés positivement, observés en
solution (gonflement/dégonflement des gels), naumsa testé I'effet de 'augmentation de la
force ionique sur les assemblages trois couchestreiis sur les surfaces a 5% et 25% en

adamantane (Figure 9).
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Figure 9 : Variation de la masseAl's des assemblages trois couches construit sur lesNs&\
de densité 5% ¢) et 25% (¢) en adamantane lorsque I'on expose des solvants diéérentes
forces ioniques.

Nous avons alors injecté alternativement sur lasc digms multicouches le solvant A et un

solvant B, composé de 0,3 M AcOH et de 0,1 M AcOQdla présente une force ionique

plus forte. Comme représenté sur le Tableau 2refaskigure 9, on observe une diminution
duArl s lorsque I'on passe du solvant A au solvant B. Gegtions de masse du film indique

clairement la capacité de gonflement/dégonflemest multicouches (Tableau 2 et Tableau
3).

ATg (ng.cnT?)

Surface a 25% Surface a 5%
en adamantane en adamantane

Solvant A 0 0
Solvant B -403 -67
Solvant A 173 98
Solvant B -385 -53
Solvant A 208 141
Solvant B -584

Solvant A 662

Tableau 2 : Variation de masseAl's des assemblage trois couches construits sur les NbA
fonctionnalisées a 5 et 25% en adamantane, selorexposition aux solvants A et B de
différentes forces ioniquesArlsest la difféerence de masse entre 'assemblage pocinaque
exposition aux solvants et 'assemblage initial danle solvant A.
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Comme le montre les résultats du Tableau 2, cepadité apparait étre conditionnée par le
taux molaire surfacigue en entités adamantane messur la SAM. En effet, la comparaison
des deux densités surfaciques montrent une capdeigbnflement-dégonflement beaucoup
plus importante pour la surface a 25% en entit@snattane qui, comme nous venons de le
voir, permet la formation d’un meilleur assemblagelticouche. Il semble alors que la seule
différence entre les deux surfaces, qui pourraie &sponsable de cette différence de
comportement, soit le nombre de paires de comptexatdte-invité des différentes couches

de I'assemblage (Figure 8).

n (kg-ms?) W (Pa) A" (ng.cn1?)

Solvant A 1.42x16° 6.72x16° /

Solvant B 1.846x106° 1.31x16° -403
Solvant A 1.42x10° 6.89x1C° 576
Solvant B 1.847x16° 1.26x10° -557
Solvant A 1.42x10° 6.90x10° 592
Solvant B 1.852x1C° 1.25%10°3 -584
Solvant A 1.43x16° 6.84x10° 662

Tableau 3 : Variation des paramétres caractéristiges de la multicouche, formée sur une
SAM a 5% en adamantane, en fonction de la force igque du solvant Al la variation de
masse surfaciquep le module élastiquen la viscosité de la couche adsorbéeleta masse de
I'assemblage complet (3 couches))

La diminution de la masse observée dans le sokalitt B suggere la compression des films,
qui se produit par la libération de I'eau emprisemrdans la multicouch€. De plus, la
viscosité de la multicouche est plus élevée dasslieant salin B, ~ 1.8 x Tkg.m.s?, que
dans le solvant A ou elle est environ égale & 114rkkg.m.s* (Tableau 3). Ce résultat est
en accord avec le dégonflement d'un film hydra&téLes solvants présentant des forces
ioniques plus hautes, contribuent certainementrandier I'effet répulsif électrostatique entre
les couches, en écrantant les charges positivepalgseres. Par ailleurs, 'augmentation de
la force ionique comme nous l'avons fait, condgéalément & une augmentation de pH. Ainsi,
la fraction molaire de la forme cationique des gements amine des polymeéres chit-CD et
chit-AD a diminuée, diminuant également les rémuisiélectrostatiques entre les polymeres.
Les deux effets, augmentation de la force ioniquaugmentation du pH, vont donc dans le

méme sens. Toutefois, compte tenu des conditiorsolddilité restreintes du polymeére chit-
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AD, il ne nous a pas été possible de dissociep#ichdes deux effets par des expériences ou
par exemple la force ionique est diminuée tout@rservant le pH constant.

Un autre point a souligner est la bonne réversibde la réponse offerte par les assemblages
formés sur chacune des deux surfaces (Tableaue2fleghier point montre la stabilité des
assemblages multicouches aux stimuli (ou stressgrienrs. Bien que les répulsions
électrostatiques entre les polyméres de chitosahgationique soient compensées par la
complexation par inclusion entre les résidus refigsestadamantane et de cyclodextrine, elles

jouent un role crucial dans I'auto-assemblagepétislement modulent son épaisseur.

IV. Conclusion du chapitre

Bien que la technique d’auto-assemblage électiqaatcouche par couche (LbL) se soit
imposée comme une technique versatile pour la foomae film multicouche de polyméres,
son utilisation se limite aux polyélectrolytes dbares opposées. Ainsi, l'utilisation
d'interactions héte-invité présenterait l'avantag&tendre la construction de films
multicouches a des polymeres non chargés, voirseptant des charges électrostatiques
identiques (comme c'est le cas dans notre étuds).ir@eractions sont toutefois complexes a
mettre en ceuvre dans les assemblages supramalésulzar contrairement aux interactions
électrostatiques, elles demandent pour avoir Bece que les deux sites complémentaires de
complexation soient libres et accessibles. De itg dacun exemple de films multicouches
basés sur des complexes d'inclusion et faisantvan@ deux polyméres n'était jusqu'a
présent relatés dans la littérature.

Cette étude a ainsi permis d'établir la faisabitigé la formation d’'un auto-assemblage
multicouche basé sur des interactions hydropholbés ét invité entre deux polyméres de
chitosane, I'un modifiés par des entités adamargahiautre par des cavit@scyclodextrine.
L'assemblage est réalisé par le dép6t successthieCD et de Chit-AD sur une surface
présentant des groupements adamantyles. Si lditétald 'auto assemblage est conférée par
la complexation multivalente qui a lieu a chaquapétde la construction, nos résultats
révelent que la croissance de I'assemblage estipalement gouvernée par la disponibilité
des sites de complexation offerts par chacune dashes. La répartition des sites hote et
invité entre chaque couche est ainsi régie paetaité surfacique en groupement adamantyle
exhibée par la surface initiale, support de I'atdage.

Un autre point trés intéressant des assemblagascoudhes de chitosane présentés dans
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ce chapitre est leur capacité de gonflement/dégorght générée par la présence des charges
similaires sur les deux polymeéres utilisés. Enteffassemblage décrit dans cette partie
dissocie les deux types d'interactions :

- les interactions héte-invité comme base de lrabtsge

- les interactions électrostatiqgues comme moyemndduler les propriétés de I'assemblage

(épaisseur)

Cette étude a donc permis de mettre en avant lssilplités prometteuses des
assemblages multicouches basés sur les interatti@asnvité. D'autres points sont encore a
étudier afin de mieux comprendre et développersgsgemes comme par exemple d'évaluer
leur capacité réversible de réponse a d'autresubt{wH, température) ou encore de tester

leur stabilité en présence de molécules hote atgimompétitrices.
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Conclusion générale

L’objectif de ce travail de thése a été le dévedmpent d’outils et de méthodes visant
a la compréhension ainsi qu'a la quantification ldmpact de la multivalence sur des
processus de reconnaissance aux interfaces. Dgextasont été développés. Le premier
concerne l'exploitation de ligands synthétiques tmalents dans deux phénomenes
d’interactions biomoléculaires : les interactiongre-lectine et ligand peptidique-récepteurs
cellulaires. Le second aspect reléeve d'une nouvelee délaboration d’assemblages
multicouches de biopolymeéres basée sur des inienachdte invité. Pour mener a bien ces
études, nous avons mis a profit deux techniquesplmentaires de caractérisation aux
interfaces, la microgravimétrie et la résonancesmianique de surface. En effet, ces deux
meéthodes offrent la possibilité de suivre en temg® et sans marquage des événements
interfaciaux.

Aprés un chapitre |, qui pose les notions et lexléles d’études des interactions
multivalentes aux interfaces, nous nous sommeeesgés dans les chapitres Il et Ill a I'étude
d’interactions qui sont améliorées par la présemainultiple de ligands offerte par une
plateforme moléculaire appelée RAFT. L'étude derdémonnaissance entre la lectine
concanavaline A et les molécules RAFT présentardwiquatre sucres a été détaillée dans le
chapitre 1l. La possibilité pour les deux parteeside linteraction de s’engager dans des
interactions multiples, conduit rapidement a 'otiten de systemes hautement complexes.
En effet, trois types d’interactions peuvent coexisors de I'interaction entre une molécule
RAFT multivalente et la lectine multimérique : kctine peut interagir avec plusieurs RAFT
(effet chélatant), un RAFT peut interagir avec uss lectines (effet cluster), et la
concentration locale en sucre offerte par un RARItiralent peut conditionner l'interaction
avec un site de liaison de la lectine (effet dexpnaé/statistique). Deux approches ont donc
été développées pour simplifier les systemes etamr dans des cas limites qui permettent
'étude d’un seul type d’interaction. L'immobilisah des RAFT sur une surface conduit au
systeme le plus complexe, puisque dans ce cagsdmseffets peuvent coexister. A forte
concentration surfacique, I'effet chélatant préduenice qui se traduit par une affinité élevée
de la lectine pour la surface saturée en motifesudne dilution des RAFT sur la surface
permet de supprimer l'effet chélatant et de montree la lectine présente une meilleure
affinité pour les surfaces modifiées par les RARTItivalents. Des expériences d’interactions

compétitives de la lectine avec le RAFT multivalentsolution et les sucres immobilisés ont
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démontré gu'une molécule RAFT pouvait se lier asigurs lectines simultanément (effet
cluster). L'immobilisation de la lectine sur unerfage conduit a un systeme simplifié car
seuls les effets de proximité/statistique et detelusont physiqguement possibles. Une dilution
de la lectine immobilisée permet alors de suppribediet cluster et de caractériser I'apport
de la concentration locale en sucre offerte parR&$T multivalents. Nous avons ainsi
démontré que les deux effets, effet cluster et eféeproximité, permettent une amélioration
conséquente de la force de la liaison RAFT-(Mdnon A par rapport a l'interaction
homologue monovalente. Ainsi, la molécule synthatigmultivalente RAFT, grace sa
capacité de former des clusters avec les lectpmsyait étre envisagée comme un activateur
du signal de transduction.

La présentation multiple de ligands offerte paplateforme moléculaire RAFT, peut
également étre mise a profit dans I'analyse deefaction entre les peptides —RGD- et des
récepteurs cellulaires. Des études visant a la tiication de cette interaction ont été
développées dans le chapitre Ill. Une premiére aabyer globale a concerné I'adhésion de
cellules, surexprimant le récepteur cible, sur sndace fonctionnalisée par les molécules
RAFT-RGD. Les résultats ont permis de mettre erdehie les difficultés, notamment
d’adhésion cellulaire non spécifique, liées a getg’'étude. Ces premieres investigations ont
ainsi posés les bases des investigations en ceursatisation au laboratoire consistant en la
réalisation d'une surface de ligands -RGD- bio#®melJne autre approche concernant plus
spécifiguement l'étude de la force de linteractientre les ligands RAFT-RGD et le
récepteur cellulaire, I'intégrinav33, a été entreprise. Le mode d’'immobilisation chdis
l'intégrine, couplage amine covalent, s’est avéificace en permettant de conserver une
partie des intégrines active sur la surface. Eranmehe, le faible poids moléculaire des
molécules RAFT-RGD n’a pas rendu possible la gtiaation de cette interaction par SPR.
L’alternative proposée, serait « d’alourdir » la léoonle RAFT en linsérant dans des
vésicules. Cette facon de procéder pourrait égalegtee appliquée aux intégrines afin de les
inclure dans un environnement proche de leur milturel. De plus, ces vésicules
fonctionnalisées rendraient accessible I'immohtiigad’'un des deux partenaires en bicouche
lipidique supportée pour constituer une surfaceirgote.

La derniere application des interactions multintds présentée dans ce
manuscrit (chapitre IV), concerne la formation dassemblage supramoléculaire stimulable.
Cette étude a démontré, pour la premiere fois,alaabilité de la construction de films
multicouches basés sur des interactions multivegehbte et invité entre deux biopolyméres.

L’assemblage a été réalisé par dépot successiigube polymeres de chitosane, I'un modifié
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par des entités adamantane et l'autre par desésd¥ityclodextrine sur des surfaces
présentant différentes densités en groupementsaadgie. La stabilité de 'assemblage est
assurée par des interactions multivalentes cyctodexadamantane. La qualité de
'assemblage, quant a elle, dépend de la dispitéilikes sites de complexation offerts par
chacune des couches, cette disponibilité dépenddetméme de la densité en groupements
adamantyle de la surface initiale. De plus, lesxdbiopolyméres chargés positivement
conferent a 'assemblage des propriétés réversitdagonflement/dégonflement en réponse a
des variations de force ionique et/ou de pH. dessfmulticouches nouveaux, basés sur des
complexes d’inclusion, présentent des capacités@iteuses dans le domaine des nano- et
bio-matériaux.

Cette thése, portant sur I'étude des interactiooffivalentes dans les processus de
reconnaissance interfaciaux, releve d'un réel travderdisciplinaire. Pour chacune des
applications développées, une analyse approfondie® anenée pour la quantification et la

compréhension, au niveau moléculaire, des phénasmargeen jeu.
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Annexe 1 : Partie expérimentale

I. Microbalance a quartz avec suivi de la dissipatidiénergie : QCM-D

l. 1. Appareillage

Les expériences de microgravimetrie ont été rédisur un appareil Q-Sense D300. Les
quartz d’or (QSX 301 de Q-Sense) et de silice (@83 de Q-Sense) sont recouverts d’or sur
chaque face et, pour les quartz de silice, d'ungcle de Si@ de 40 nm d’épaisseur. La
surface active de ces cristaux de quartz est deng?2

Les mesures sous flux continu ont été effectuéesayen d’'une pompe péristaltique a 12
galets, de chez Ismatec, modéle ISM 597.

Le principe de fonctionnement de I'appareil a &eealoppé dans le chapitre I.

La modélisation des données par le modele de Vaireoeté réalisée grace au logiciel Q-
Tools (Q-Sense, Suede).

l. 2. Nettoyage des cristaux de quartz

Les quartz ont été nettoyés, entre autre, paraitetnent 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

l. 2. 1. 1.Etudes dans le Chapitre Il et Il : interactionscse-lectine et RGD-

intégrine
Les surfaces ont été systématiquement nettoyéas lsetycle suivant :

v" Rincage a I'eau milliQ et séchage sous azote

Exposition de 10 min a 'UV-Ozone

Immersion pendant 15 min dans une solution d’éthalnsolu sous agitation
Rincage a I'éthanol et séchage a I'azote

AR NERNEEN

Immersion dans les solutions de fonctionnalisaidnmM en RAFT-Man/Lac
(toute la nuit) ou RAFT-RGD ou RAD (15 min)
Les cristaux de quartz sont finalement rincés auleséchés a l'azote et montés dans la

chambre de mesure.
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s7 7 7

Les surfaces fonctionnalisées ont ensuite été é&§éa 4 fois selon le méme protocole mais
en rajoutant une étape, avant I'immersion danbd@l, de sonication pendant 1 a 2 minutes

du cristal de quartz dans une solution d’éthansbhb

l. 2. 1. 2.Etudes dans le Chapitre IV : interaction hote-igvit

Les surfaces ont été systématiquement nettoyéas legprotocole suivant :

v" Rincage a I'eau milliQ et séchage sous azote

v' Exposition de 10 min a 'UV-Ozone

v" Immersion dans une solution 1:1:6 (v/v/v) de N@5%), d’HO, (30%) et
d’eau milliQ, le tout chauffé a 70°C pendant 10 min

v" Rincage a I'eau milliQ et séchage a l'azote

v Immersion dans les solutions mixtes (1mM dans #@éth) AD-SH/Et-SH
toute la nuit.

Le cristal de quartz est ensuite rincé a I'éthasé@thé et monté dans la chambre de mesure.

I. 2. 2. Cristaux de quartz recouvert d’'une fine couche deikce (Chapitre I1)

Les surfaces ont été systématiquement nettoyéas legprotocole suivant :

v" Rincage a I'eau milliQ puis séchage sous azote

v' Exposition de 10 min a 'UV-Ozone

v" Immersion pendant 30 min dans une solution de SP% &aous agitation

v" Rincage a I'eau milliQ et séchage a I'azote
Le cristal de quartz est ensuite monté dans la bhaumour subir leur fonctionnalisation in-
situ, c’est-a-dire immobilisation d’une BLS, dedauche 2D de streptavidine puis finalement
I'adhésion des molécules biotinylées RAFT-Man/Lac.
Les surfaces fonctionnalisées ont ensuite été égéa au maximum 8 fois selon le méme

cycle de nettoyage.
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ll. Résonance plasmonique de surface (BIACBELO0)

II. 1. Appareillage

Les expériences en résonance plasmonique de soriaédé effectuées sur un appareil T100
de chez BIAcor Les mesures ont été réalisées a 25 °C. L'ensed@si@oroduits est stocké
pendant les différentes études (immobilisationdétwinétique, test de du transport de
matiere) dans un compartiment a échantillon thetatés 10 °C.

Le principe de fonctionnement de I'appareil a &ealioppé dans le chapitre |.

Les sensor chips utilisées C1, CM5 et Au (SIA Au),kainsi que le surfactant P20
proviennent de la société BIAcSreLe détail de ces surfaces est donné dans ledtreisapet

Il. 2. Etude cinétique en BIAcoré

L’obtention de sensorgrammes corrects et expla@tgblec la technique SPR en BIACbre

s’effectue selon un protocole rigoureux.

I. 2. 1. La piste de référence

Les études en BIAcofautilisent une piste de référence qui va étre saitetd ou aux pistes
d’étude. Cette piste de référence doit présentatainde surface proche des pistes d’étude et

doit étre inerte a I'analyte injecté et a la salntde régénération.

Il. 2. 2. Conservation et régénération de la surface d’étude

Sur les pistes d’étude, il est essentiel de treraslvec un état de surface fonctionnalisé avec
le ligand rigoureusement identique tout au lond'@éede. En effet, il faut s’assurer que pour
chacune des concentrations injectées en analytsoleion, la surface soit correctement
régénéreée et surtout sans dégradation (activitdéigiesls toujours identique). C’est pourquoi
avant toute étude cinétique, il est nécessaire eltrerau point une méthode de régénération
totale de la surface. Les conditions de régénéradi@mblies, I'étude cinétique peut étre
réalisée ; elle consiste en un cycle d’adsorptésddotion pour différentes concentrations en
analyte. Toutefois, pour s’assurer de la consesmati de la bonne régénération de I'état de

surface tout au long de I'étude cinétique, une eatration en analyte a systématiquement été
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doublée, une premiére injection au début de lae giriconcentration et une a la fin de cette

série.

Il. 2. 3. Suppression des effets tampon

Pour supprimer les effets tampon dus aux changenaentiscosité de la solution injectée en
analyte en fonction de sa concentration, deux reatdibns du signal enregistré sur la piste
d’étude sont effectuées :

- le signal de la piste de référence est sousti@ua enregistrés aux pistes d’étude

- le signal moyenné enregistré lors de I'injectionsd&utions de concentration nulle est

soustrait.

lll. Ellipsometre a annulation spectroscopique

Les expériences en ellipsométrie ont été effectsdesun appareil EPSE de la société
Nanofilm Technology GmbH.

Le principe de fonctionnement de I'appareil a &eealoppé dans le chapitre I.

Les mesures ont été réalisées a une longueur dodde630,2 nm a température ambiante et
a des angles d’incidence variables de 50° a 80°.

Les modélisations optiques ont été obtenues eisautil le logiciel EP3View de la société
Nanofilm Technology GmbH. Un modeéle « trois couchesubstrat/couche organique/air
ambiant a éteé utilisé pour analyser les donnéespt@priétés optiques de chacun des cristaux

de quartz recouvert d’or ont été, au préalable unéss

V. Les autres méthodes de mesures

- Les clichés de microscopie a transmission éledaides SUV ont été pris par
Jean-Luc Putaux du CERMAYV, a Grenoble.

- Les mesures en diffusion de la lumiere ont étéis@aé sur un appareil Zetasizer

Nano series de chez Malvern Instrument au CERMAVGranoble 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 manganése

Acros Organics

Chlorure de potassium

Acros organics

Chlorure de sodium

Roth

Concanavaline A Sigma Aldrich
EDC BlAcore’
Ethanolamine 1 M BlAcore
HEPES Euromedex
Hydroxyde de sodium Laurylab
IntégrinesavB3 eta5p1 Chemicon
Mannose Sigma Aldrich
NHS BlAcoré’
Peanut Agglutinine (PNA) Sigma Aldrich
POPC Avanti Polar
Sodium dodecyl sulfate Panreac

Sodium phosphate dibasique Acros organics
Streptavidine Sigma Aldrich
Surfactant P20 BlAcofe
TP acétate 10 mM BlAcofe
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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Multilayer films based on host-guest interactions btween biocompatible polymers
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Guérente, Pascal Dumy et Pierre Labbé, Organic Biotholecular Chemistry
accepté avec révisions majeures.
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by Regioselectively Addressable Functionalized Tengtes (RAFT)

3) Marie Wilczewski, Angéline Van Der Heyden, Pascainiy, Olivier Renaudet, et
Pierre Labbé, en cours de préparation.
New insight in the effects induced by multiple ligad on sugar-lectin recognition : a

surface plasmon resonance study
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RESUME

Titre : Les interactions multivalentes : leurs rbles dansek processus de reconnaissance
biomoléculaire et leur application dans la construton d’assemblage supramoléculaire

Ce travail décrit une étude quantitative de plusiesystemes de reconnaissance
biomoléculaire impliquant des interactions multeraes.

Deux chapitres sont axés sur [lutilisation de ptatmes supramoléculaires
cyclodécapeptidiques appelées RAFT (Regioselegtivalressable Functionnalized Template)
permettant la présentation multiple de ligand saddiue ou cyclopeptidique. Une étude cinétique
et thermodynamique des interactions entre les digdRAFT-saccharide et une lectine modeéle, la
concanavaline A, a permis de démontrer que dewanignes moléculaires sont a l'origine de la
meilleure affinité des RAFT multivalents par rappaieurs homologues monovalents : d’'une part
un effet de « proximité-statistique » d0 a la coridion locale élevée en motif sucre et d’'autre
part la capacité des RAFT multivalents a se lipiugsieurs lectines selon un effet « cluster ». Des
études préliminaires ont également concerné I'aealye linteraction entre RAFT-RGD et des
récepteurs cellulaires.

Dans un dernier chapitre, nous avons démontré, laqaremiéere fois, la formation de films
multicouches grace a des interactions de type ingte entre deux biopolymeres de chitosane, I'un
fonctionnalisés par des cavitBscyclodextrine et l'autre par des entités adamant&ien que la
stabilit¢ de l'assemblage soit assurée par degatitens de complexation multivalentes, la
croissance de I'assemblage, quant a elle, dépetaddigponibilité des sites de complexation offerts
par chacune des couches. De plus, les deux polgmeéhnargés positivement conferent a
'assemblage des propriétés de gonflement-dégoefieren réponse a des variations de force
ionique et pH.

Mots clefs :interaction multivalente, bio-fonctionnalisation durface, interactions sucre-lectine et
ligand RGD-récepteur cellulaire, film multicouclateraction héte-invité, SPR, QCM-D.

ABSTRACT

Title: Multivalent interactions: their role in biomolecular recognition processes and their
application to the construction of supramolecular asembly

This work deals with a quantitative study of seldsmmolecular recognition systems
involving multivalent interactions.

Two chapters focuse on the use of supramoleculdodgcapeptidic platform called RAFT
(Regioselectively Addressable Functionnalized Teng)] which allows the presentation of
multiple carbohydrate or cyclopeptidic ligands. &ic and thermodynamic studies of the
interaction between the ligands RAFT-carbohydratd a model lectin, concanavalin A, have
demonstrated that two molecular mechanisms aremegige for the better affinity of multivalent
RAFT molecule compared to their monovalent couradgy on one hand a "proximity-statistical”
effect due to the high local concentration of sugdities and on the other hand thanks to a "aluste
effect” which confers the ability of multivalent A to bind several lectins. Preliminary studies
have also involved the analysis of the interacietween RAFT-RGD and integrin cell receptors.

In a last chapter, we have demonstrated, for s fime, polymer multilayer formation
based on host-guest interaction between two déredtchitosans biopolymers, one, wifa
cyclodextrin cavities and the other with adamantglieties. While stability of the self-assembly is
conferred by multivalent complexation occuring aclke step of the construction, the assembly
growth is mainly governed by the availability ofetitomplexation sites offered by each layer.
Moreover, the two positively charged polymers confe the assembly swelling/deswelling
properties in response to changes in ionic streagthpH.

Keywords: multivalent interaction, surface bio-functionatiba, carbohydrate-lectin and RGD
ligand-cell receptor interactions, multilayer filimpst-guest interaction, SPR, QCM-D.
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