universite
“BORDEAUX

THESE PRESENTEE

POUR OBTENIR LE GRADE DE

DOCTEUR DE

L’UNIVERSITE DE BORDEAUX

ECOLE DOCTORALE DES SCIENCES CHIMIQUES

SPECIALITE CHIMIE ORGANIQUE

Par Claire SOUM

Conception, synthese et évaluation de nouveaux édifices
supramoléculaires : dosages et diagnhostics pour

I’'angiogenése tumorale

Sous la direction de Jean GUILLON
et Thomas BERTHELOT

Soutenue le 15 décembre 2014

Membres du jury :

M. SERVANT Laurent Professeur a I'Université de Bordeaux

M. SONNET Pascal Professeur a I'Université de Picardie Jules Verne
M. VIDAL Michel Professeur a I'Université Paris Descartes

M. GUILLON Jean Professeur a I'Université de Bordeaux

M. BERTHELOT Thomas Chargé de Recherche - HDR au CEA de Saclay

Président
Rapporteur
Rapporteur
Directeur de these
Co-Encadrant



Conception, synthese et évaluation de nouveaux édifices supramoléculaires :
dosages et diagnostics pour I'angiogenése tumorale

Actuellement, il n’existe pas de techniques fiables pour la détection de marqueurs du cancer ou
le suivi de 'administration de médicaments tels que les anticorps monoclonaux. Cette détection est
essentielle pour réaliser un diagnostic précoce et ainsi améliorer le pronostic de survie des patients, et
d’autre part adapter la posologie et un traitement personnalisé a chaque patient. L’objectif majeur de
ce travail a été de concevoir et de développer des systéemes dits biocapteurs répondant a ces
problématiques : d’'une part, la détection et la quantification de l'activité des métalloprotéinases
matricielles (MMP) en tant que nouvel outil de diagnostic de la progression et du développement
tumoral; et d’autre part, le dosage d’'un anticorps anti-VEGF, le bevacizumab, impliqué dans les
biothérapies antiangiogéniques. La quantification de [l'activité métalloprotéasique a été rendue
possible grace a la conception d’un biocapteur basé sur un édifice supramoléculaire. Celui-ci est
constitué de substrats peptidiques fluorogéniques des MMP et d’une surface fonctionnalisée par des
cyclodextrines. Une détection par fluorescence a alors permis d’évaluer I'efficacité et la spécificité de
ce systeme a quantifier I'activité des MMP in vitro et ex vivo en conditions de biopsie tumorale. D’autre
part, nous avons congcu des biocapteurs basés sur un mime peptidique du VEGF, permettant le
dosage du bevacizumab. L'utilisation de ce mime en remplacement du VEGF humain a été
démontrée, et plusieurs systemes supramoléculaires fonctionnalisés par ce peptide ont été
synthétisés, en vue de la conception d’une plateforme de détection régénérable des interactions
peptide/protéine par transduction acoustique.

Mots clés : Angiogenése tumorale, Métalloprotéinases matricielles, Facteur de croissance de
'endothélium vasculaire, Bevacizumab, Fonctionnalisation de surface, Edifices supramoléculaires,
Cyclodextrines, Ondes acoustiques de surface.

Design, synthesis and evaluation of new supramolecular assemblies:
guantification and diagnosis for tumoral angiogenesis

Nowadays, there are no reliable techniques for detecting biomarkers of cancer or for monitoring
therapeutic drugs such as monoclonal antibodies in blood samples. This detection is essential in order
to highlight the early onset of a disease prior to the appearance of clinical symptoms and therefore
ensure a greater therapeutic effect, but also to provide a personalized treatment for each patient. The
major goal of this thesis work was to design and develop plateforms of detection called biosensors
answering these problematics: on one hand, detection and monitoring of matrix metalloproteinases
(MMP) activities as a new tool for the diagnosis of tumoral progression, and on the other hand,
guantification of an anti-VEGF antibody named bevacizumab, involved in antiangiogenic therapies.
Monitoring of MMP activities was made possible by the design of a biosensor based on a
supramolecular assembly between fluorogenic susbtrates of MMP and cyclodextrins functionalized
surface. Fluorescence detection has enabled to evaluate the efficacity and specificity of this system to
quantify MMP activities in vitro and ex vivo in tumoral biopsy conditions. On the other hand, we have
designed biosensors based on a cyclopeptide mimicking human VEGF for the monitoring of
bevacizumab. The ability of this peptide to substitute the human protein has been demonstrated and
several supramolecular assemblies functionalized by this peptide have been synthesized in order to
create a regenerable biosensor screening peptide/protein interactions by acoustic transduction.

Keywords: Tumoral angiogenesis, Matrix Metalloproteinases, Vascular endothelium growth factor,
Bevacizumab, Surface functionalization, Supramolecular assembly, Cyclodextrins, Surface acoustic
wave.
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Introduction géneérale

Les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit ont été co-financés par une bourse de
thése du CNRS et du Conseil Régional d’Aquitaine. lls ont été réalisés au sein de |'équipe de
Pharmacochimie FRE 3396 CNRS de I'Université Bordeaux Segalen (puis U869 INSERM ARNA),
spécialisée dans I'élaboration de bio-vecteurs ciblant les processus d’angiogenése tumorale. Ces
travaux ont été menés en étroite collaboration avec I'équipe du Laboratoire d’Innovation en Chimie
des Surfaces et Nanosciences (LICSEN) du CEA de Saclay, spécialisée dans la chimie de surface.

Les biocapteurs ont connu des progrés fulgurants ces derniéres décennies en raison de leurs
nombreuses applications potentielles que ce soit dans le domaine médical, de |'agro-alimentaire ou
celui du controle et de la protection de I'environnement, de la défense etc. Malgré un important
marché potentiel des biocapteurs dans ces vastes domaines, trés peu de réalisations commerciales
ont vu le jour en dépit d'un nombre important de travaux de recherche effectué dans le monde. En
effet, un fossé existe toujours entre les développements académiques de biocapteurs et leurs
applications pratiques. En particulier, dans le secteur de la santé, le développement de nouveaux
biocapteurs permettrait le suivi de 'administration de médicaments ou la détection de marqueurs de
maladies telles que le cancer qui constituent de réelles problématiques.

En effet de nos jours, de nombreux travaux portent sur la recherche de nouvelles thérapies
ciblant le cancer. Le développement de ces biothérapies se traduit par |'utilisation de plus en plus
fréquente d’anticorps ou de biomolécules. Néanmoins, les résultats thérapeutiques observés avec ce
type de biothérapie sont parfois aléatoires et nécessitent des techniques de dosage performantes
pour leur optimisation. Par ailleurs, la recherche pharmaceutique de nouvelles entités dans ce
domaine implique la découverte de modulateurs des interactions protéine/protéine. Dans ce
contexte, nous proposons le développement d’un systéme innovant et régénérable de détection, de
quantification et de caractérisation des interactions protéine/protéine fondé sur la présentation de
peptides sélectifs de ces interactions.

Plus précisément dans le cadre de ce projet de thése, nous nous sommes concentrés sur le
dosage du bevacizumab, anticorps anti angiogénique commercialisé par la société Roche-Genentech
sous le nom d’Avastin®. Cet anticorps cible le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), une
protéine humaine surexprimée au niveau des cellules endothéliales des vaisseaux tumoraux. Dans ce
cas précis, la modulation de posologie du bevacizumab requiert la maitrise de son dosage, reposant
sur la détection d'interactions entre I'anticorps et le VEGF. A I’heure actuelle, 'ensemble des dosages
du bevacizumab est réalisé par des techniques immunologiques de type ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Ces systémes, s’ils restent automatisables, demeurent onéreux en raison du
colt trés élevé du VEGF. Aujourd’hui, il n'existe donc pas de systémes alternatifs commerciaux
permettant le dosage clinique de I'anticorps.

Notre projet a pour objectif premier de proposer une technologie innovante de dosage clinique
du bevacizumab. Ce systeme pourra alors étre applicable a d'autres anticorps utilisés comme dérivés
de biothérapie, ainsi qu’au screening des interactions protéine/protéine, dans le cadre de la
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recherche pharmaceutique de candidats médicaments ou dans le domaine du diagnostic. Notre
systeme repose sur l'utilisation d’'un senseur peptidique de faible masse moléculaire qui mime les
zones d'interactions entre le VEGF et le bevacizumab. Le mode de liaison entre ce mime peptidique et
le transducteur se fait par assemblage supramoléculaire entre des cyclodextrines greffées (molécules
hotes) sur un support et le biorécepteur présentant d’une part des adamantanes (molécules invitées)
et d’autre part le peptide pour l'interaction. La possibilité de régénérer la surface du systéme par
lavage avec une solution de cyclodextrines représente un argument fort d'innovation technique et
économique.

D’autre part, notre second objectif a porté sur I"élaboration d’un nouvel outil de diagnostic de la
progression et du développement tumoral. Lors de I'angiogenése tumorale, la tumeur fait intervenir
des protéases MMP (Matrix Metalloproteinases) qui dégradent la matrice extracellulaire.
L'expression des MMP varie selon les étapes de la progression tumorale, et plus particulierement, les
MMP voient leur niveau d’expression augmenté au cours de I'angiogenése tumorale. Ainsi, quantifier
I'expression et l'activité de ces protéases permettrait de déterminer I'état d’avancement et
l'agressivité des tumeurs. Dans ce contexte, nous avons entrepris la conception d’un nouveau
biocapteur en utilisant des traceurs biologiques qui sont des peptides substrats des MMP et
incorporant un systeme de FRET (Férster Resonance Transfert Energy) via deux coumarines greffées.
La fonctionnalisation de surface par des cyclodextrines permet alors d’'immobiliser par assemblage
supramoléculaire les peptides substrats des MMP. Lévolution de la fluorescence permettra de
détecter et de quantifier I'activité métalloprotéasique, et ainsi d’obtenir un nouvel outil de diagnostic
de la progression et du développement tumoral.

Dans la premiére partie de ce manuscrit, nous présenterons une étude bibliographique détaillée
concernant les différents types de biocapteurs et leurs caractéristiques. Nous traiterons en particulier
des biocapteurs dits régénérables et une attention particuliere sera donnée aux interactions
multivalentes mises en jeu dans le cadre de la conception de biocapteurs. Enfin, un état de l'art
concernant les biocapteurs visant a détecter I'activité des MMP d’une part et a doser le bevacizumab
d’autre part sera reporté.

La seconde partie sera consacrée a la présentation des résultats obtenus lors de ce travail de
recherche. Un premier chapitre traitera de la conception des nouveaux édifices supramoléculaires
incorporant nos substrats de MMP, ainsi que I'évaluation de ce biocapteur a détecter l'activité des
MMP. Le deuxieme chapitre portera sur la conception et I'évaluation d’un biocapteur a usage unique
permettant le dosage du bevacizumab via I'immobilisation covalente d’'un mime du VEGF. Le
troisieme chapitre présentera enfin la conception et la synthése de structures supramoléculaires
fonctionnalisées par le mime du VEGF. L'évaluation de ce biocapteur régénérable pour le dosage du
bevacizumab sera entreprise.

Enfin, une troisieme et derniere partie présentera les conditions expérimentales des syntheses
peptidiques et chimiques, ainsi que I'immobilisation des biomolécules sur surface. Nous décrirons
également les conditions expérimentales des études de transduction et des tests biologiques réalisés,
ainsi que les instruments et appareils utilisés.
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Introduction

Un biocapteur est un systéme analytique alliant des technologies différentes issues par exemple
de la biologie moléculaire, la microélectronique, I'optique et l'informatique. Il se compose d’un
élément biologique, appelé « ligand » ou biorécepteur, lui-méme lié a un transducteur. Le
biorécepteur reconnait spécifiquement une molécule du milieu, appelé « analyte » et l'information
biologique qui en résulte est convertie par le transducteur dont le réle est de transformer un signal
biochimique en un signal physico-chimique quantifiable (Figure 1).

Historiquement, le premier biocapteur a été mis au point par Clark en 1962 pour la détection du
glucose." Il s’agissait alors d’un biocapteur ampérométrique constitué de la glucose oxydase (GOXx)
piégée a la surface d’une électrode de platine par une membrane a dialyse permettant la diffusion
des substrats et produits a/de la couche enzymatique. Depuis, les biocapteurs n‘ont cessé d’évoluer
pour étre utilisés aujourd’hui dans des domaines trés variés : médecine, biologie, agro-alimentaire,
agriculture, industries, défense, microbiologie.

Signal d’entrée Signal de sortie

‘ Electrochimique:
ampérométrie, potentiométrie,
conductimétrie
- Optique : fluorescence, SPR,
guides d’'ondes optiques...
Acoustique : QCM, SAW,
cantilevers

Récepteurs
Antigénes
Anticorps

Enzymes
Protéines
Acides nucléiques

X Analyse des
Analyte Biorécepteur Transducteur
données

Figure 1 : Représentation schématique d’un biocapteur

Dans la mesure ou le biocapteur associe des éléments de nature différente, nous pouvons
envisager trois étapes pour sa réalisation :

(i) choix de la biomolécule de reconnaissance
(ii) choix du transducteur
(iii) immobilisation de la biomolécule sur le transducteur.

En effet, le biorécepteur est un élément tres important des plateformes de détection, puisqu’il
assure linterface entre analyte et transducteur. Un biorécepteur doit étre capable d’interagir
spécifiqguement avec l'espéce a détecter : anticorps, enzymes isolées, organites, peptides, acides
nucléiques, lipides, micro-organismes, tissus cellulaires, etc. Une grande variété de biorécepteurs est
ainsi utilisée, permettant d’interagir avec les analytes selon différents principes biochimiques.
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De méme, il existe de nombreux types de transducteur. Le transducteur est I'élément physique
qui sert a exploiter la modification biochimique issue de linteraction entre l'analyte et le
biorécepteur pour le transformer en un signal quantifiable. Le type de transducteur est choisi en
fonction des transformations biochimiques au niveau du biorécepteur. Le signal ainsi obtenu doit
avoir un bruit de fond minimal pour assurer un seuil de détection bas et améliorer les performances
du biocapteur.

D’autre part, pour permettre au transducteur d’interpréter de maniere efficace les interactions
du biorécepteur avec le milieu d’étude, il est important de bien choisir le type de couplage mis en jeu
pour immobiliser ce biorécepteur. Le procédé d'immobilisation, incorporation dans un polymére par
exemple, ou greffage chimique, doit conserver l'intégrité ou du moins la spécificité de la molécule de
reconnaissance ainsi que son accessibilité, tout en garantissant une bonne stabilité de I'édifice
moléculaire en résultant.

Ainsi, de maniere générale, les caractéristiques d’un biocapteur tendent a obéir un certain
nombre de critéres :

v la sélectivité : il s’agit de I'aptitude du biocapteur a détecter sélectivement l'espéce cible dans
le milieu. Elle est étroitement liée a la nature du récepteur choisi. Elle doit étre effective pour
éviter les fausses réponses du capteur;

v' la sensibilité et la limite de détection;

v la rapidité : capacité a délivrer une réponse fiable (détection ou concentration) en un temps
réduit compatible avec l'application. En effet, I'utilisateur recherche en général un temps de
réponse court, qui peut étre limité par le systéeme de transduction et le traitement du signal;

v' la stabilité : le systétme doit étre congu pour une utilisation répétitive allant de quelques
heures a plusieurs mois. Le récepteur doit donc étre stable et régénérable rapidement par

dissociation du complexe ou élimination du ligand;

v l'automatisme, un biocapteur doit étre capable d'effectuer toutes les opérations pour
lesquelles il a été congu sans intervention humaine.
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I. Les méthodes d’études aux interfaces dédiées a la
biologie

Un biocapteur est un outil ou un systéme analytique permettant de traduire une reconnaissance
biologique spécifique en un signal mesurable. D'aprés Gronow?, un biocapteur est alors constitué
d'un composé biologique immobilisé, appelé « ligand », relié a un transducteur qui transforme le
signal biochimique en un signal physique quantifiable. De nos jours, il existe une richesse
technologique de systémes de transduction basés sur des principes bien différents. Le choix du
transducteur va dépendre de plusieurs facteurs tels que I'utilisation du capteur (applications
biomédicales, biocapteurs a usage unique), le type de réaction, ou encore la substance libérée ou
consommée (modification de charges, de pH, variations de fluorescence...). Dans ce chapitre, nous
décrirons les principaux types de transducteurs et plateformes de détection utilisés pour des
applications de type biocapteur. Trois types de plateformes sont ainsi distingués : les plateformes
électrochimiques, optiques, et acoustiques.

A. Plateformes électrochimiques

Les plateformes électrochimiques sont basées sur la modification des parametres électriques
d’une solution chimique de référence dans laquelle est réalisée la détection. En effet, le principe de
base d’une mesure électrochimique repose sur le fait que certaines substances électroactives en
solution (molécules ou ions) peuvent échanger des électrons avec une électrode, ceci dans des
conditions analytiques bien définies. Selon le paramétre mesuré, nous pouvons distinguer différents
types de plateformes : les transducteurs ampérométriques (variation de courant avec une tension
imposée), potentiométriques (variation de tension avec un courant imposé) et conductimétriques
(variation de conductivité).

1. Lampéromeétrie

Une détection ampérométrique est basée sur la mesure, a potentiel fixe, de I'’évolution du
courant traversant une solution chimique entre deux électrodes. La mesure est effectuée entre une
électrode de référence et une électrode redox. Le courant électrique traversant le systeme est alors
proportionnel aux concentrations chimiques des constituants de la solution (Figure 2). Le courant
ainsi obtenu dépend de plusieurs éléments : nature, état de surface et température des électrodes,
potentiel de travail, nature de la solution. La performance de ces capteurs dépend des matériaux de
I'électrode de travail. Les capteurs ampérométriques sont principalement utilisés pour détecter des
enzymes a la surface d’électrodes métalliques (argent, graphite, platine, or).
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Electrode de
référence

oo B |

Figure 2 : Principe de la transduction par ampérométrie

Par exemple, Singh et al® ont mis au point un immunocapteur ampérométrique pour la
détection de I'ostéoprotéogérine (OPG), un inhibiteur de I'ostéoporose (Figure 3). Des nanoparticules
d’or ont été déposées sur un polymére conducteur puis ont été fonctionnalisées de facon covalente
par des anticorps anti-OPG. L'électrode est alors plongée dans une solution d’'OPG marqués par I'HRP
(horseradish peroxidase). UHRP catalyse la réduction de I'eau oxygénée en oxygene. Cette réduction
catalytique peut donc étre suivie par ampérométrie. Lors de lI'ajout d’'OPG non marqués, il y a
compétition entre ces deux antigénes pour le méme anticorps. Cette compétition entraine une
diminution de la concentration des OPG marqués liés aux anticorps, et donc une diminution du signal
ampérométrique. Ainsi, cet immunocapteur a permis la détection d’'OPG dans des échantillons de
sérums humains.

HZOZ
AuNP Antibody Blocking
electro- covalent with 0.3%
" bondin, casein
deposition 2
i H,0
PolyTTCA AuNPs/PolyTTCA/ Anti-OPG HRP-OPG/Anti-
IGCE GCE AuNPs/PolyTTCA/ OPG/AuNPs/PolyTTCA/
GCE GCE

Figure 3 : Représentation schématique de la fabrication de 'immunocapteur d'opG®

2. La potentiométrie

Une détection potentiométrique repose sur la mesure de |‘évolution de la différence de
potentiel aux bornes de deux électrodes (loi de Nernst) : celle de référence, a potentiel fixe, et celle
de travail, a potentiel variable. Cette différence de potentiel est proportionnelle a la concentration
des espéces a étudier présentes dans la solution. Les transducteurs potentiométriques ont un grand
domaine d'applications dans de larges gammes de concentration. Parmi ces transducteurs, nous
pouvons mettre en avant les ISFET (/lon Selective Field Effect Transistor). L'ISFET est un transistor a
effet de champ (FET), dont la grille est constituée d’'une membrane ionique sensible (biorécepteur) et
plongée dans une solution d’analyse. Le courant de sortie pour une force électromotrice appliquée
entre I"électrode de la solution et I'électrode de référence est ainsi fonction des interactions entre
I'analyte et la membrane sensible (Figure 4). Les capteurs a base d'ISFET permettent ainsi de réaliser,
entre autre, la détection de créatine® ou d'urée’.
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Electrode de
référence

-y

Figure 4 : Principe de fonctionnement d’un ISFET par transduction potentiométrique

3. Limpédancemétrie ou conductimétrie

Les capteurs impédancemétriques ou conductimétriques reposent sur la mesure de la
conductivité entre deux plaques plongées dans une solution. La mesure est effectuée a l'aide d’un
courant alternatif afin d’éviter toutes électrolyses, perturbations de polarisation des électrodes. Les
électrodes sont fonctionnalisées afin d’interagir avec les especes a détecter. Cette interaction au
niveau des électrodes modifie la conductance du systeme (Figure 5). Contrairement aux
transducteurs ampérométriques et potentiométriques, la simplicité de fabrication provient de
I'absence d’électrode de référence. La limite de détection est de I'ordre du ppm a quelques ppb
suivant les espéces chimiques a détecter et le matériau utilisé.

teurs
e

Figure 5 : Principe de la transduction par conductimétrie

Ce type de transducteur a permis a I'équipe d'Escamilla-Gémez et al® de réaliser un
immunocapteur pour la détection de bactéries E. coli a I'aide d'un dispositif a base de surfaces auto-
assemblées (SAM) et d'électrodes en or. Des anticorps anti-E. coli ont été immobilisés sur des
électrodes en or. La performance de ce modele a été évaluée par conductimétrie en présence du
couple redox [Fe(CN)s>"1/[Fe(CN)s*].

Le développement de ce type de biocapteurs présente de nombreux avantages: un temps
d’analyse rapide, I'utilisation de faibles quantités de solution et un faible co(t. En revanche, parmi ces
trois modes de transduction électrochimiques décrits ci-dessus, seule la mesure de conductimétrie
permet de suivre en temps réel I'évolution d'une réaction biomoléculaire. Par ailleurs, aucun des trois
systéemes n'est régénérable, et la spécificité des réponses est souvent limitée par le tampon utilisé, la
diffusion ou la migration des charges sur I'électrode.
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B. Plateformes optiques

Les capteurs optiques font partis des biocapteurs les plus répandus du fait de leur sélectivité et
de leur sensibilité. Nous distinguerons plusieurs types de biocapteurs optiques, notamment ceux
basés sur une lecture optique comme la fluorescence, ceux basés sur la propagation des plasmons de
surface ou encore ceux basés sur I'éllipsométrie. Dans tous les cas, la détection est réalisée grace a
des changements des propriétés optiques.

1. La fluorescence

Les biocapteurs basés sur la détection de fluorescence sont non seulement tres répandus mais
aussi trés divers. Une molécule fluorescente (fluorophore ou fluorochrome) possede la propriété
d’absorber une énergie lumineuse (lumiere d’excitation) et de la restituer rapidement sous forme de
lumiere fluorescente (lumiére d’émission). Le principe du capteur par fluorescence repose alors sur
I'association de la molécule a détecter avec une autre molécule fluorescente, appelée « marqueur »
fluorescent. Par exemple, la GFP (Green Fluorescent Protein), molécule fluorescente produite de
maniére naturelle par certains organismes marins est souvent utilisée.” Ainsi, pour la réalisation de
dosage de biomolécules, de nombreuses techniques utilisant le principe de fluorescence existent
déja:

Par exemple, la technique de FRET (Férster ou Fluorescence Resonance Energy Transfer) utilise
deux fluorochromes portés par deux sites moléculaires. Ce transfert d’énergie non radiatif ou
résonant, découvert par Forster dans les années 50, est un phénomene qui permet d’accéder aux
interactions entre deux fluorophores proches dans I'espace. Il ne peut se produire que si le spectre
d’émission du fluorophore donneur recouvre partiellement le spectre d’absorption du fluorophore
accepteur afin qu’il existe une correspondance en énergie entre des transitions vibroniques du
donneur et des transitions vibroniques de I'accepteur (Figure 6).

DONNEUR  ACCEPTEUR

1 T 1

i
abs. em. abs. em.

longueur d'onde

Figure 6 : lllustration du recouvrement spatial entre le spectre d’émission du donneur et le spectre d’absorption de
I'accepteur

Lorsque les deux fluorophores sont éloignés dans |'espace, I'excitation du fluorophore donneur
résulte en une émission de fluorescence de celui-ci. Dans le cas ou il se trouve a proximité d’un
fluorophore accepteur, un transfert d’énergie de fluorescence du donneur vers I'accepteur entrainera
une diminution du signal de fluorescence du donneur et une augmentation de I'émission de
fluorescence de I'accepteur (Figure 7).
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Energy transfer

light light

................
......
,,,,,

or

B P PR >
distance quenching of light

Figure 7 : Principe du FRET

Un des parametres importants en FRET est l'efficacité de transfert d’énergie E. E est
proportionnel a 1/R,° ou R, est la distance critique (ou rayon de Forster) ol I'efficacité de transfert E
vaut 50% pour un couple donneur/accepteur donné dans un milieu particulier.

Le FRET possede plusieurs avantages, c’est une technique rapide, spécifique, sensible, et qui
permet de localiser le site d’interaction et la concentration des espéces cibles. Des exemples de
détection d’activités enzymatiques utilisant le FRET seront explicités dans le chapitre suivant.

Au sein des biocapteurs basés sur la mesure de la fluorescence, des sondes fluorescentes
appelées Quantums dots ou Qdots peuvent étre utilisées.® Ce sont des nanocristaux semi-
conducteurs qui se comportent comme des fluorophores. La modification de leur diamétre permet
d'adapter la longueur d’onde de fluorescence et ainsi de générer un spectre trés large d’émission a
partir d’'une seule source lumineuse d’excitation (Figure 8).

—473

-
.

Normalized Fluorescence
Intensity
o
[4,]

Wavelength (nm)

B

Figure 8 : (A) Spectre de fluorescence des Qdots en fonction de leur taille (B) lllustration des tailles relatives de particules.
De gauche a droite, les diameétres des particules sont 2.1 nm, 2.5 nm, 2.9 nm, 4.7 nm et 7.5 nm. (Issue de Smith et o1l.)9

Les Qdots sont tres brillants, solubles dans I'eau, et permettent de réaliser en temps réel le suivi
de molécule et de réactions chimiques. De par leur petite taille, les quantum dots peuvent étre
fonctionnalisés et ainsi utilisés comme marqueurs fluorescents dans des applications de biodétection.
Par exemple, Jokerst et al.'® ont mis au point un biocapteur utilisant des Qdots fonctionnalisés a I'aide
d'anticorps. Cette technique leur a permis de détecter trois biomarqueurs de cancer,
carcinoembryonic antigen (CEA), cancer antigen 125 (CA125), et Her-2/Neu (C-erbB-2). Cependant,
bien que ces quantum dots soient prometteurs, les applications biomédicales sont entravées en
raison de leur haute toxicité pour notre organisme.™
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Parmi les biocapteurs utilisant la fluorescence, un exemple commercialisé et couramment utilisé
est la biopuce a ADN. Il s’agit de supports de verre ou de silicium, de petite taille, sur lesquels sont
synthétisés directement ou greffés apres synthése des milliers de séquences d’ADN appelées sondes.
Les accroches spécifiques des brins d’ADN extraits de I'échantillon et équipés d'un marqueur avec les
brins sondes sont ainsi observées par fluorescence lors de I'hybridation des séquences (Figure 9)."
Lanalyse de cette carte de fluorescence permet le séquencage de brins d’ADN inconnus. L'avantage
de ces puces est de permettre une étude quantitative automatisée, simultanée et systématique, sur
des milliers de génes avec un large spectre de marqueurs.

Figure 9 : Exemple d’un biocapteur a ADN utilisant deux fluorophores

2. Les ondes évanescentes

Le phénomeéne d’évanescence se produit lorsqu’une onde lumineuse est réfléchie a I'interface
séparant deux milieux d’indices de réfraction différents (fibre optique, prisme, guide d'onde). Lorsque
cette onde lumineuse est réfléchie, une partie infime pénetre I'interface et son amplitude décroit
exponentiellement avec I'épaisseur. Confinée au voisinage de l'interface, cette onde évanescente
permet de sonder en temps réel les parameétres optiques et physiques des substrats, classiquement
sur plusieurs dizaines de nanomeétres. Il existe un grand nombre de biocapteurs basés sur les
propriétés de confinement des modes évanescents. Nous décrirons de maniére générale les trois
systemes les plus répandus qui composent cette famille : les dispositifs a SPR (Surface Plasmon
Resonance ou Résonance de Plasmons de Surface), les guides d’'ondes optiques et I'interférometre de
Mach-Zehnder.

a. La Résonance de Plasmons de Surface (SPR)

Le phénomene optique de résonance des plasmons de surface est tres utilisé comme mode de
transduction optique. Il s’agit d’'une technique optique qui utilise le phénomeéne d’onde évanescente
pour mesurer les changements d’indice de réfraction a proximité de la surface métallique d’étude
composée d’'un prisme. La SPR est un outil de diagnostic hautement sélectif pour la détection
d’événements interfaciaux. Elle permet de visualiser en temps réel des interactions entre
biomolécules non marquées. Son principe est le suivant :

Lorsqu'une lumiere monochromatique polarisée arrive a l'interface entre deux milieux d'indice
de réfraction différents, et que cette interface est recouverte d'une fine couche métallique, I'intensité
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de la lumiere réfléchie est nettement réduite pour un angle d'incidence particulier. Ceci provient du
fait qu'une composante électromagnétique de la lumiere, l'onde évanescente, se propage
perpendiculairement a l'interface. L'angle de résonance varie notamment en fonction de l'indice de
réfraction, donc en fonction de la masse des molécules situées au voisinage de la surface (Figure 10).
Par conséquent, un suivi de I'angle SPR en fonction du temps permet de suivre en temps réel
I'association et la dissociation entre le ligand fixé sur la surface métallique et l'analyte. Le signal
obtenu est enregistré : il s'agit d’un sensorgramme. Il est quantifié en unités de résonance (RU). Une
variation de 1000 RU correspond a un déplacement de l'angle de 0,1° et équivaut a une fixation de 1
ng de protéine par mm?>.

(a) Light source
Detector

Intensif!

i R

Response
| e‘*;j

Sensor chip o Zriatd |
-
- .
/ ¥ Ligand
., & Analyte

—
Flow
channel

"
/
i

(b)

Buffer

Complex

Injection end

Sample response

Response Unit (RU)

Time((s)
Figure 10 : Configuration de base d’un systéme Biacore (Issue de Gopinath et al)?

Il est a noter que différents métaux ont été étudiés afin d’optimiser la sensibilité des capteurs
SPR. Il en résulte que l'argent confere au capteur la meilleure sensibilité, mais celui-ci est tres
facilement oxydable en milieu aqueux. Lor, beaucoup plus stable, est donc le meilleur métal pour un
capteur biologique.™

Le phénomeéne de résonance plasmon est complétement non spécifique et ne distingue
aucunement les réactions en tant que telles. La spécificité d'analyse réside dans la sélection de paires
de molécules réagissant exclusivement ou non entre elles (I'une étant greffée a la surface du métal).
Chaque paire de substances qui présente des interactions spécifiques peut étre analysée par cette
méthode rapidement et sans traitement préalable des échantillons.

Cette technologie SPR a été commercialisée pour la premiere fois en 1990 sous le nom de
BIACORE®."™ La technologie BIACORE® a été révolutionnaire du fait qu’elle a rassemblé en un seul
instrument des systemes micro-fluidique et optique performants, un type de surface permettant une
chimie d'accroche simple et un niveau d'automatisation intéressant afin de faciliter I'étude des
interactions entre biomolécules. La majorité des publications utilisent ce genre de plateformes,
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117 |es applications de cette technologie sont

maintenant commercialisées par GE Healthcare.
multiples ;™ la sélection d’aptaméres, I'étude des interactions acides nucléiques-ligands, protéines-
protéines, lipides-protéines, les analyses des interactions de petits ligands, la cartographie d’épitopes,

le suivi cinétique des interactions, etc.

b. Les guides d'ondes optiques

Equipés d’une couche de fonctionnalisation, les guides d’ondes planes peuvent étre utilisés pour
réaliser des biocapteurs. En effet, un guide d'ondes diélectrique est composé d'un film appelé
structure guidante d'indice de réfraction élevé, encadré de deux milieux d'indices plus faibles. Les
deux milieux encadrant la structure guidante sont le substrat sur lequel est déposé le film mince, et le
milieu couvrant le guide, dans lequel se produiront les interactions biomoléculaires (Figure 11).
Lorsqu'un faisceau lumineux est injecté dans ce guide, une onde évanescente se propage aux deux
interfaces de la structure guidante. Si la surface du guide d’onde est fonctionnalisée par des
molécules spécifiques d’intérét, la couche sensible causera un changement d’indice de réfraction et la
vitesse de phase du mode guidé diminue.

— — ._-analytes

» 5 .
h 'I ’ » '
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e I B Ne } Guide d'ondes

AZgI Ng } Substrat

Figure 11 : Propagation d'une onde lumineuse dans un guide d'épaisseur e et d'indice de réfraction n., avec une
biofonctionnalisation du milieu couvrant

La sensibilité d'un tel capteur est inversement proportionnelle a I'épaisseur effective du guide
d'ondes. En effet, plus I'épaisseur du guide est importante et moins la pénétration du champ AZ dans
la sonde est grande. Ceci implique que le champ évanescent est moins perturbé par les interactions
biomoléculaires qui ont lieu dans la sonde, d'ou une diminution de la sensibilité de détection.

Ainsi par cette méthode, Wildeboer et al. ont réalisé des immunocapteurs pour l'étude
d’activités enzymatiques. En immobilisant de maniere covalente des anticorps fluorescents IgG a la
surface de guides d’ondes, l'exposition de cette surface optique a des protéases résulte en la
digestion des molécules d’anticorps fluorescents et donc en la diminution proportionnelle de
fluorescence détectable, et de vitesse de phase.18

c. Linterféromeétre Mach-Zehnder

Ce type de capteur est lui aussi basé sur l'interaction d'une onde guidée avec des biomolécules
dans la région du champ évanescent. En effet, dans une configuration typique de l'interférométre
Mach-Zehnder (MZI pour Mach-Zehnder Interferometer), la lumiére issue de la source est divisée en
deux branches par I'intermédiaire d’une jonction Y. Une branche fonctionnalisée avec les molécules
d’intérét est utilisée comme bras sensible, tandis que l'autre sert de branche de référence. A la sortie,
la lumiere propagée dans les deux branches est réunie dans une deuxiéme jonction Y, et il en résulte
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la génération d’'un phénomeéne d’interférence des deux champs en sortie de I'interférométre (Figure
12). Uintensité de la lumiére obtenue est mesurée par un détecteur photoélectrique. Un changement
au niveau de la surface du capteur provoque un changement de I'indice de réfraction de la branche
contenant I'élément sensible. Il en résulte alors un changement de l'intensité de la lumiére détectée.

Branche de référence Couche de gaine

Source il =m—m————TT e e
de lnmiiere » - NGO )

dérecteur

Branche sensible

Figure 12 : Schéma du principe d’un capteur a base d’interférométre Mach-Zehnder

Ainsi, Shew et al. ont fabriqué un interférométre de Mach-Zehnder pour la détection de
biomolécules via I'immobilisation d’anticorps IgG de lapins a la surface de I'interférométre.™ Il faut
cependant noter qu'un des principaux défauts de cet interférometre est que les variations mesurées
peuvent étre dues a des variations d'indice effectif de I'un ou de I'autre des bras du Mach-Zehnder
sans pouvoir les différencier.

3. Capteurs a éllipsométrie

Lellipsométrie est une technique optique d’analyse de surface fondée sur la mesure du
changement de I'état de polarisation de la lumiére apres réflexion sur une surface plane. C'est lors de
I'interaction de I'analyte avec la couche sensible de la surface que I'état de polarisation de I'onde
réfléchie est modifié et mesuré (Figure 13). En général, si 'onde incidente est polarisée suivant le plan
d’incidence elle reste polarisée suivant ce méme plan. Cependant, si 'onde d’incidence est polarisée
suivant une direction quelconque, I'onde réfléchie est en général de polarisation elliptique : cela est
dd au fait que l'onde subit un déphasage a la réflexion, et ce déphasage dépend de la direction de la
polarisation.

Lapparition des capteurs a ellipsométrie est trés récente et repose ainsi sur la mesure de
variation d’épaisseur des composés présents a la surface d’un substrat. En utilisant ce type de
capteur, I'équipe de Bae et al. est parvenue a créer un immunocapteur pour la détection de bactéries
Legionella pneumophila.”
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Figure 13 : Représentation schématique du principe de I’éllipsométrie (issue de Garipcan et al.)21

Les points forts de l'ellipsométrie sont : sa sensibilité a de faibles variations de I'épaisseur de
couche, sa large gamme de mesure (mesure d’épaisseur depuis une fraction de couche mono-
atomique jusqu’a quelques micrométres), sa possibilité de contréle in situ permettant la mesure
d’épaisseur de couche pendant leur croissance. Néanmoins, cette technique nécessite un
équipement sophistiqué. De plus, un des désavantages majeurs dans ce type de biocapteur est la
nécessité de conception d’'un modele optique pour l'analyse des données. Par ailleurs, la taille du
faisceau lumineux utilisé pour I'éllipsométrie peut constituer un probléme, en effet, en général
constitué de plusieurs millimeétres, cela entraine une faible résolution spatiale de la mesure.

Dans I'ensemble, les biocapteurs optiques présentent une bonne implantation dans le monde
industriel. En effet, des systemes basés sur des mesures de fluorescence ou SPR sont devenus des
instruments privilégiés pour la mesure en temps réel de toute interaction biomoléculaire.
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C. Plateformes acoustiques

Les capteurs acoustiques sont des dispositifs gravimétriques qui mesurent la variation de masse
d’un échantillon déposé sur la surface d’'un matériau par l'intermédiaire de la fréquence de
résonnance caractéristique. En effet, les interactions biologiques se déroulant a la surface d’un
détecteur acoustique entrainent une variation de la masse a la surface du matériau, ce qui induit une
diminution de sa fréquence de vibration. Le suivi de ces variations en temps réel permet alors
d’observer les interactions entre molécule cible et molécule immobilisée a la surface.

Les matériaux piézoélectriques représentent la majorité de ces transducteurs acoustiques. En
effet, ils permettent de convertir une onde acoustique en un signal électrique et inversement. Plus
précisément, |'effet piézoélectrique direct correspond au phénomeéne qui a lieu lorsque certains
solides cristallins sont soumis a une contrainte mécanique appliquée sur leurs faces. La déformation
du cristal s'accompagne d'une polarisation électrique dont I'amplitude croit avec la contrainte
appliquée. La piézoélectricité traduit donc l'interdépendance des propriétés électriques et
mécaniques de certains matériaux. A l'inverse, si une différence de potentiel est appliquée entre les
faces d'un matériau piézoélectrique, cela fait apparaitre des contraintes au sein du matériau qui
induisent une déformation : c'est I'effet piézoélectrique inverse. Nous allons décrire ici deux capteurs
acoustiques basés sur la piézoélectricité : les capteurs a ondes de volume et les capteurs a ondes de
surface. Par ailleurs, nous décrirons également le développement d’un autre type de biocapteur
acoustique consistant a mesurer les variations de masse résultant de I'interaction biomoléculaire a la
surface d’'un micro levier.

1. Capteurs a ondes de volume ou BAW (Bulk Acoustic Wave)

Les biocapteurs a ondes de volume, appelés communément microbalance a quartz (QCM, pour
Quartz Crystal Microbalance), sont typiquement constitués de deux électrodes en contact avec un
cristal de quartz, I'une recouverte d’'un biorécepteur (Figure 14). L'application d'un champ électrique
sur les faces du cristal de quartz provoque sa déformation. Si le champ électrique est alternatif, le
cristal se met a vibrer et une onde acoustique est générée au sein du matériau. Quand le quartz est
inséré dans un circuit électronique approprié, la vibration peut étre entretenue et le circuit mis en
résonance. Lors de la fixation d’un analyte sur le biorécepteur, une variation de la fréquence de
résonance due notamment a une augmentation de la masse a la surface des électrodes est observée,
nous obtenons alors un systéme appelé microbalance a quartz.

ELECTRODE
QUARTZ

Figure 14 : Capteur a ondes BAW
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Plusieurs matériaux possédent ces propriétés de piézorésistance mais le quartz est privilégié
pour plusieurs raisons. Il offre une faible résistance a la propagation des ondes, il est assez facile d’en
obtenir des cristaux trés pures et il est stable chimiquement, notamment au contact des solutions.

Ce systeme est donc largement commercialisé. Aussi de nombreuses couches bioréceptrices ont
été étudiées pour détecter divers composés chimiques ou biologiques. Plusieurs équipes utilisent
ainsi des QCM pour la réalisation d'immunocapteurs : Michalzik et al. ont reporté I'application d’un
systeme QCM miniaturisé comme biocapteur afin de déterminer l'affinité de la protéine rhBMP-2
(recombinant human bone morphogenetic protein-2) pour son récepteur (BMPR-IA) et pour un
anticorps spécifique monoclonal anti-humain BMP-2.2 D’autre part, Saitakis et al. ont réalisé un
capteur QCM pour I'étude des liaisons entre les récepteurs membranaires d'une cellule biologique
entiere et un ligand immobilisé a la surface du QCM.?

Bénéficiant d’'une technologie relativement simple, la microbalance a quartz atteint ses limites
dans certaines applications nécessitant un seuil de détection particulierement bas. En effet, la
sensibilité des QCM dépend de la fréquence de résonance, de la densité de masse et du module de
cisaillement du cristal de quartz. Pour un QCM typique de fréquence de 5 MHz, la masse détectée est
d’environ 20 ng par cm? par Hz. Une fréquence de résonance plus élevée entrainera une meilleure
sensibilité du QCM, mais nécessitera une épaisseur encore plus mince du cristal déja fin, ce qui
rendrait par conséquent le cristal extrémement plus fragile.

2. Capteurs a ondes de surface ou SAW (Surface Acoustic Wave)

Dans le cas des capteurs a ondes de surface, deux paires d’électrodes interdigitées (IDT) sont
déposées sur un matériau piézoélectrique, I'une pour l'excitation des ondes, l'autre pour leur
détection aprés propagation. Les fréquences sont beaucoup plus élevées que dans les dispositifs a
onde de volume. Les fréquences des ondes utilisées sont dans la bande (30-500MHz). Les ondes de
surface sont issues de déformations mécaniques a l'interface solide-air. Le dispositif est complété par
le dépot d’une couche sensible (biorécepteur) sur le trajet de 'onde entre les deux électrodes, qui
permet l'adsorption de composés particuliers (Figure 15). Comme dans les microbalances a quartz,
cette adsorption induit une augmentation de masse de la couche sensible, ce qui provoque une
variation de la propagation de l'onde et donc de la fréquence de résonance pouvant directement étre
mesurée a l'aide d'un oscilloscope ou d'un analyseur de spectre. Cet effet de masse est souvent
accompagné d'une modification de certains parametres, notamment viscoélastiques dont I'effet se
superpose.

[ - Couche sensible

Couche guidante

T'ransducteur interdigidité
IDT
Quartz

Figure 15 : Vue schématique d’un capteur SAW

Les ondes acoustiques de surface ont été intensivement étudiées depuis leur découverte en
1885 par Lord Rayleigh. De nombreux types d’ondes ont ainsi été identifiés, notamment les ondes
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guidées de Love mises en évidence par Augustus Edward Hough Love (Figure 16). Cette onde a une
polarisation purement transverse, c’est-a-dire que le mouvement du solide est perpendiculaire au
déplacement de l'onde. Lamplitude de cette onde décroit exponentiellement lorsqu’elle rentre dans
le solide. Le choix d’une onde de Love est judicieux dans le cas d’un biocapteur travaillant en milieu
liquide, puisque comme sa polarisation est purement transverse, les pertes d’énergie dans le fluide
sont limitées étant donné qu’elles ne sont que d’origine viscoélastique. Les ondes de Love sont alors
tout indiquées pour réaliser un biocapteur capable de quantifier en temps réel I'adsorption d’espece
biochimique a sa surface.

IBEEEENERENN SN NN |'II-I--||||i|i=I-:l . 11 :.--,l’
Cndes de Love -

Figure 16 : L'onde de Love. L'onde de Love se propage perpendiculairement au déplacement du solide

Les premiers capteurs fonctionnels en milieu liquide sont apparus en 1987.**% Par la suite, ce
type de plateforme a permis la détection de protéines, de sucres, d’/ADN, de virus, de bactéries et de
cellules. De nombreuses possibilités d'amélioration font aujourd’hui I'objet d'investigations, en
particulier pour favoriser I'immobilisation des espéces en surface ou augmenter leur influence sur la
réponse du transducteur. Par exemple, Lange et al. ont fonctionnalisé la surface d'un capteur SAW
avec une couche intermédiaire d'hydrogel couplée a des ligands biologiques afin de réaliser un

biocapteur pouvant étre spécifique.”®?’

De méme, Saitakis et al. ont mis au point un capteur SAW
capable de détecter des cellules biologiques de maniére spécifique a I'aide d'une couche de
fonctionnalisation constituée d'un complexe protéine G - anticorps HLA se liant aux récepteurs HLA

des cellules biologiques.?

3. Capteurs a bras de levier

Le principe de cette technique acoustique alternative consiste a mesurer les variations de masse
résultant de la fixation d’'une biomolécule cible en surface d’un micro-levier appelé aussi
« cantilever ». Ces structures peuvent étre exploitées selon deux modes de fonctionnement: en
mode statique, la modification des contraintes se traduit par une variation de la courbure du micro-
levier (déflexion du bras de levier nanométrique). En mode dynamique, la variation de masse liée a la
fixation d’espéces cibles provoquera une variation de la fréquence de résonance de la structure.” Par
exemple, dans le cas des interactions anticorps/antigéne, la reconnaissance spécifique entraine une
augmentation de la masse déposée sur la surface supérieure du bras de levier.”>*° La tension exercée
sur cette surface augmente et le bras de levier s’infléchit. La mesure de cette déflexion, directement
proportionnelle aux variations de contraintes de surface, par I'intermédiaire d’un microscope a force
atomique permet de suivre le déroulement de l'interaction. Par ailleurs, en mode dynamique, le
dépot de masse modifie aussi la fréquence de vibration propre du bras de levier. Une excitation
mécanique ou électromagnétique permet ainsi d’évaluer cette variation et de remonter a la masse
déposée (cantilevers piézorésistifs ou optiques).*
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Par exemple, de nombreuses équipes ont utilisé ce dispositif de cantilever afin d’observer
I’hybridation de ’ADN, représentée par la figure suivante (Figure 17).*

i oligonucleotide A % hybridization a B

£

Figure 17 : Représentation schématique de cantilevers sur lesquels siége I’hybridation d’ADN. (A) Chaque cantilever est
fonctionnalisé de chaque c6té par un type de monobrin différent (rouge ou bleu) (B) Apreés injection du monobrin
complémentaire (vert), 'hybridation de la séquence correspondante (rouge) a lieu, provoquant 'augmentation du signal
Ax.
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D. Conclusions

La problématique fondamentale lors de I'interaction d’'une biomolécule présente a la surface
avec une autre entité biologique est la conservation de son activité biologique. Nous avons vu dans
ce chapitre plusieurs techniques permettant de détecter ces interactions tout en conservant leur
activité biologique : les transducteurs électrochimiques, optiques et acoustiques. Les sensibilités
attendues pour tous les capteurs présentés sont tres proches (Tableau 1).

Limite de | Nombre de
Technologie | Nom commercial | détection canaux
(ng/cm?) | paralléles

Volume
d’échantillon®

SPR optique Biacore 4000 0.01 16 60 ul
Guides d'ondes | e OWLS210 0.5 1 20-250 ul
optiques
Qcm acoustique E4 Auto 0.5 4 400 pl
SAW acoustique Sam5 0.05 5 40-80 pl

Tableau 1 : Tableau présentant les caractéristiques de biocapteurs commerciaux, inspiré de Nirschl et al.33, e

d’échantillon minimum nécessaire pour suivre une interaction biomoléculaire

: Volume

Certaines techniques semblent cependant plus difficiles a mettre en ceuvre que d’autres. Par
exemple, les inconvénients majeurs de la détection par fluorescence sont la nécessité de marquer les
biomolécules. La fonctionnalisation des molécules requiert des étapes supplémentaires de
préparation dans les protocoles a mettre en ceuvre et est susceptible de modifier I'affinité des sites
des reconnaissances et donc ne garantit pas la conservation de son activité biologique. Les capteurs
électrochimiques eux, s’affranchissent d’un marquage fluorescent, mais la reconnaissance
moléculaire nécessite l'utilisation d’'un médiateur redox. Quelques avantages et inconvénients des
plateformes de détection décrites précédemment sont reportés dans le tableau suivant (Tableau 2).

29



Etude Bibliographique

Type de biocapteur

Avantages

Limitations

Ampérométrie

Electrochimique Potentiométrie

Conductimétrie

Pas de marquage nécessaire
Faible colt
Simplicité

Nécessité d’'un médiateur redox
Peu stable a long terme
Faible sélectivité

Fluorescence

SPR

Haute sensibilité

Gamme spectrale élevée
Pas de marquage nécessaire
Mesure en temps réel
Haute sensibilité

Nécessité de marquage

Détection non spécifique

. X Non influencé par le champ Seuil de détection bas
Optique Guides d'ondes |, . . .
X électrique Perturbation possible par la
optiques . . . . .
Pas de signal de référence nécessaire  lumiére naturelle
Mesure du nm au pm Analyse indirect
Mesure en temps réel Nécessité d’'un modele optique
Ellipsométrie Mesure rapide pour
I'analyse des informations
Résolution spatiale faible
Qcm Faible encombrement Seuil de détection bas
Pas de marquage nécessaire Sensibilité aux perturbations
Mesure en temps réel électriques et mécaniques
Acoustique SAW Haute sensibilité
Simplicité
Faible encombrement
. Haute sensibilité Calibration nécessaire
Cantilever

Simplicité

Tableau 2 : Avantages et limitations des différents biocapteurs

Chaque type de transducteur présente donc ses avantages et ses inconvénients. Dans le cadre de
nos travaux, deux transducteurs différents ont été employés : la détection par fluorescence et plus

particulierement I'utilisation du systéme de FRET d’une part, et le transducteur a ondes acoustiques

de surface d’autre part.
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II. Les systemes d’'immobilisation sur surface

Nous venons de décrire en détails les principales méthodes de détection de biomolécules
utilisées dans le cadre de la conception de biocapteurs. Maintenant, pour permettre au transducteur
d’interpréter de maniere efficace les interactions de la biomolécule avec le milieu d’étude, il est
important de bien choisir le type de couplage mis en jeu pour immobiliser la biomolécule a la surface
du capteur. En effet, la procédure d'immobilisation ne doit pas altérer les propriétés biologiques de la
molécule immobilisée. En particulier, elle doit assurer une bonne accessibilité aux sites catalytiques
ou de reconnaissance et étre stable afin de conserver l'activité de la biomolécule pour un temps
suffisamment long pour effectuer les analyses d’interaction nécessaires. De plus, le dépdt doit
conduire a une densité suffisante des biomolécules a la surface du transducteur pour obtenir une
sensibilité élevée. Enfin, dans des conditions idéales, la méthode d’immobilisation doit également
permettre une haute sélectivité et une régénérabilité du systeme, c’est-a-dire l'aptitude de la
biomolécule a reconnaitre seulement une seule molécule et la capacité a retrouver l'activité
biologique initiale aprés le cycle de mesure. Il apparait donc que la méthode d’'immobilisation de la
biomolécule a la surface du transducteur constitue une étape cruciale. Dans ce chapitre, nous
décrirons tout d’abord les principales techniques d’immobilisation allant de la simple adsorption
physique a I'élaboration de structures chimiques complexes. Puis, nous expliciterons plus en détails
les méthodes d’immobilisation permettant une régénérabilité du systeme.

A. Différentes méthodes d'immobilisation

Les principales méthodes conventionnelles utilisées pour I'immobilisation des macromolécules
biologiques sont la physisorption (dont notamment I'adsorption et I'inclusion physiques), les liaisons
covalentes (par réticulation ou greffage covalent) et les liaisons d’affinité, dont nous verrons quelques
exemples en détails (Figure 18).

A -
[
410

B
B

Adsorption Inclusion Réticulation

A .

o=l Qle=ly (Qlvc)
lvs)

Covalence Affinité

Figure 18 : Représentation schématique simplifiée des différentes méthodes d’immobilisation de biomolécules
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1. Immobilisation par physisorption

a. L'adsorption physique

Dans le cas de ladsorption physique, I'adhésion de l'entité biologique a la surface du
transducteur est basée sur des interactions hydrophobes, Van-der-Waals ou des liaisons hydrogenes.
C’est par exemple la méthode utilisée depuis presque quarante ans pour les tests immunologiques
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).>* Cependant, ces biomolécules directement adsorbées
forment des couches non uniformes.* Cette répartition irréguliére des biomolécules sur la surface et
leur orientation aléatoire peuvent alors engendrer une perte d’activité biologique. Une étude menée
en 1997 sur des anticorps adsorbés directement sur du polystyréne a montré que seulement 20%
d’entre eux étaient disponibles pour une interaction suite a ce type d’immobilisation.* L'adsorption
directe de biomolécules sur des surfaces présente alors surtout un intérét lorsque ces premiéres
biomolécules sont destinées simplement a réaliser une couche d’accroche sur laquelle seront ensuite
immobilisées les biomolécules étudiées. De plus, elle offre une simplicité de mise en ceuvre certaine.
Ce mode de biofonctionnalisation peut se révéler tres utile pour des études préliminaires de

sensibilité sur de nouveaux biocapteurs.’’

b. Les liaisons électrostatiques

La fixation par liaison électrostatique a été développée aussi bien pour 'ADN que pour les
protéines, en particulier a partir de polymeéres de poly-L-lysine. Dés 1986, Scopsi et al. ont observé
gue des anticorps, et diverses protéines se fixaient facilement sur la poly-L-lysine ainsi que divers
polymeres peptidiques.® La poly-L-lysine est chargée positivement a pH neutre, ce qui attire les
acides aminés chargés négativement ainsi que I'’ADN, chargé négativement au niveau de ses
groupements phosphates. Ainsi, par ce type de liaison électrostatique, il est possible de construire
des assemblages macromoléculaires par adsorption successive de polyélectrolytes de charges
opposées. Cette technique repose alors sur le dép6t couche par couche (layer by layer en anglais) de
polyanions et de polycations sur un substrat chargé par interactions électrostatiques (Figure 19). La
fixation électrostatique est cependant sensible aux changements de pH et de conductivité.*

1. Polyanion

—_—
2. Wash

Figure 19 : Représentation schématique simplifiée des étapes d’adsorption représentant le dépo6t d’un film a partir d’'un
substrat chargé positivement. Les contre-ions sont omis pour plus de clarté. Issu de Decher et al.
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c. Linclusion physique

Cette technique consiste a incorporer la biomolécule dans des matrices de type polymeéres
organiques, sol-gels, pate de carbone, matériaux inorganiques (argile). La biomolécule se trouve
piégée mécaniquement a l'intérieur des matrices polymériques ou inorganiques. La maille de la
matrice assure de maniére purement physique la rétention de la biomolécule tout en permettant la
diffusion du substrat jusqu’au site actif de la biomolécule grace a une porosité suffisante du gel. Par
exemple, I'immobilisation de biomolécules a l'intérieur de gels d’agarose a été reportée pour la

1041 Cette technique est cependant limitée par la taille des pores du gel

conception de biopuces.
entrainant le relargage des biomolécules de faible poids moléculaire, diminuant alors la diffusion de

I'espéce a détecter.

2. Immobilisation par liaison covalente

Immobiliser les biomolécules grace a une liaison covalente permet de s’assurer de la stabilité de
la liaison avec la surface. Ceci est particulierement intéressant dans le cas d’utilisations avec des
lavages répétés, ou en cas de changement de pH.

a. Laréticulation chimique

La réticulation des biomolécules a la surface d’un support solide ou a d’autres biomolécules par

4243 e caractére

l'utilisation d’un agent de réticulation augmente la stabilité du biocapteur.
tridimensionnel de ces structures conditionne fortement l'accessibilité aux sites de reconnaissance.
La littérature donne a ce titre un exemple de capteur enzymatique mettant en jeu des interactions
des groupements amines de protéines avec le glutaraldéhyde réticulant dans une matrice de capture
en polymére (polyéthylenimine).” En effet, le glutaraldéhyde posséde deux groupements
aldéhydes a ses extrémités, pouvant réagir avec les groupements amines primaires des
protéines. Ce couplage aboutit a des biocapteurs stables, mais les biomolécules immobilisées
perdent une partie de leur activité du fait de la rigidification de la structure tridimensionnelle, et de
leur possibilité d’interaction avec le glutaraldéhyde pouvant modifier un épitope ou un site actif de la
biomolécule.

b. Le greffage covalent

Cette méthode d’'immobilisation conduit a des liaisons fortes entre la biomolécule et la surface
du transducteur. |l s’agit d’'une des techniques les plus répandues pour immobiliser les protéines et
les acides nucléiques. Le couplage covalent de molécules biologiques sur un transducteur nécessite la
présence d’'un groupement fonctionnel sur la surface de celui-ci, ce qui nécessite une
fonctionnalisation préalable avec une monocouche auto-assemblée (SAM pour Self-Assembled
Monolayer) ou encore avec un film polymére.

En effet, en 1993, Bertillson et al. ont décrit la formation spontanée de monocouches
d’alcanethiols lorsque ceux-ci étaient mis en présence d’une surface d’or.** L'auto-assemblage de
thiols est particulierement utilisé pour la détection par résonance plasmonique de surface sur or. En

effet, la liaison avec un groupement thiol est plus robuste que la liaison amine et les conditions de
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greffage sont généralement moins critiques. Mais aucune explication précise du mécanisme
d’accrochage des fonctions thiols sur l'or nest admise.”> Les molécules intermédiaires les plus
couramment utilisées sont les acides mercaptoalcanoiques et les mercaptoalkylamines qui
présentent respectivement des fonctions réactives acide carboxylique et amine.

Une autre technique permettant d’obtenir une monocouche auto-assemblée est la silanisation.
La fixation covalente des silanes sur I'oxyde de silicium permet d’obtenir des monocouches avec la
possibilité d’introduire diverses fonctions chimiques en bout de chaines et ainsi envisager diverses
méthodes d’immobilisation de biomolécules.

Enfin, la surface du transducteur peut également étre modifiée par greffage d’un polymeére.
Deux méthodes sont envisageables. La premiere facon de procéder, dite grafting onto, consiste a
greffer une macromolécule fonctionnelle (par exemple un polymere) sur le substrat. Cette méthode
autorise une grande diversité de combinaisons chimiques entre la nature du polymere et celle du lien
chimique avec le support. La diffusion des espéces au sein de cette couche polymére constitue
cependant une limitation majeure a 'utilisation de cette méthode. Elle est d’autant plus marquée que
la longueur des chaines est importante, car le volume occupé par les premieres chaines greffées peut
géner l'acces aux sites réactifs vacants sur le substrat, ce qui ne permet pas d’atteindre des densités
de greffage tres importantes. La seconde méthode, dite grafting from, permet d’obtenir des couches
de polymere de densité plus importante. Elle consiste a greffer le polymére par croissance des
chafnes a partir de la surface, par addition successive de monomeéres a partir d’un site d'amorgage.

Une fois la surface du biocapteur pré-fonctionnalisée, il est généralement nécessaire d’activer
ces fonctions pour diminuer le temps de réaction et/ou pour améliorer le rendement de la réaction
avec les groupements fonctionnels de la biomolécule n’intervenant pas dans le processus de
reconnaissance moléculaire.

Cette technique de greffage covalent est particulierement intéressante car la réaction,
irréversible, assure une fixation durable de I'élément biologique. D’autre part, cette technique permet
d’obtenir des répartitions surfaciques de biomolécules relativement uniformes et contrélées. Le
principal inconvénient du couplage covalent se situe au niveau de la perte d’activité des molécules
biologiques, étant donné que toute modification chimique d’'une molécule biologique peut étre
considérée comme une altération de son intégrité. Pour éviter ce probléme, les réactions chimiques
impliquées dans le greffage doivent avoir lieu a des positions prédéfinies sur la biomolécule, c’est-a-
dire au niveau de sites qui ne sont pas impliqués dans les processus de reconnaissance spécifique des
biomolécules.

3. Immobilisation par liaison d’affinité

Ces dernieres années, I'immobilisation de biomolécules via des interactions affines est devenue
une alternative prometteuse car, basée sur des interactions du monde du vivant, I'espéce biologique
peut étre attachée aux surfaces solides sur un site prédéterminé en réduisant au minimum les
interférences.
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a. Interactions avidine-biotine

Lavidine est une glycoprotéine de masse molaire de 66 KDa extraite du blanc d’ceuf, purifiée et
caractérisée par Green en 1963.°*" La particularité de 'avidine réside dans le fait qu’elle posséde une
trés grande affinité (Ky = 10" M™) pour la biotine (vitamine B8) (Figure 20).* Cette affinité a
longtemps laissé penser qu’il se formait au niveau du site actif une liaison covalente entre la protéine
et son substrat. En réalité, la biotine est complexée a l'intérieur du site récepteur de l'avidine. La
stabilité du complexe ainsi formé résulte d’interactions hydrophobes et hydrophiles entre les acides

aminés du site de complexation de l'avidine et la biotine.*

(A

Figure 20 : Structure chimique de la biotine (vitamine B8) (A) et Complexe avidine-biotine (B)

Lavantage de l'ancrage par interactions affines est I'absence de réactifs chimiques pouvant
désactiver les biomolécules. De plus, cette approche d’'immobilisation est basée sur la formation d’un
seul point d’ancrage, ce qui préserve l'accessibilité a la biomolécule immobilisée voire son activité.
Les premiers exemples de films biotinylés ont été décrits pour la polymérisation de dérivés biotinylés

50,51

fonctionnalisés par des pyrroles. Ces films ont été principalement utilisés pour la conception de

puces a ADN, d’'immunocapteurs et de capteurs de protéines.

Toutefois, le point faible de cette stratégie d’immobilisation basée sur l'interaction avidine-
biotine réside dans la présence d’une couche intermédiaire d’avidine. Cette derniere atténue la
sensibilité de I'électrode aux phénomenes intervenant a I'interface (hybridation, immuno-réaction,...),
voire masque partiellement la surface dans le cas d’'une détection électrochimique.

b. Interactions histidine-acide nitrilotriacétique

Un autre systeme d’affinité trés utilisé dans I'immobilisation de biomolécules implique
I’histidine-tag et I'acide nitrilotriacétique (NTA). L'histidine-tag consiste en une séquence de 6 a 10
résidus histidine greffés a la terminaison d’une protéine. La stratégie d’'immobilisation est basée sur la
chélation de cations métalliques tels que Cu** ou Ni** par des polymeéres contenant des groupements
NTA, suivie par la fixation de protéines marquées a I’histidine axialement. Laffinité des histidines pour
I'atome de nickel chélaté au NTA (K, = 10°° M) est suffisamment forte pour permettre la fixation de la
protéine marquée.”” Limmobilisation via les His-tags présente également I'avantage d’orienter les
biomolécules de facon homogéne grace a cette interaction. La dissociation du complexe formé est
possible par lintroduction de molécules d’imidazoles ou d’EDTA (acide éthyléne diamine
tétraacétique) qui vont entrer en compétition avec la molécule His-tag.
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Figure 21 : Exemple de réalisation de biocapteur utilisant 'affinité His-tag/NTA selon Haddour et al.®

c. Interactions anticorps-protéine A

Linconvénient majeur dont souffre la majorité des méthodes citées précédemment est la
difficulté a orienter les protéines immobilisées. Dans le cas particulier des anticorps, l'orientation
peut étre contrdlée en utilisant une couche de protéine A. Extraite de Staphylococcus aureus, cette
protéine reconnait spécifiquement le fragment constant des anticorps, ce qui garantit la disponibilité

54,55

du fragment variable en vue d’une interaction. Cette propriété a été largement exploitée en

immunologie® et dans le cadre des interactions de surface.®

d. Interactions protéines-anticorps

Lorsque l'orientation des protéines immobilisées doit étre contrélée, une simple couche
d’anticorps spécifiques de ces protéines peut étre utilisée.’” Ces anticorps peuvent étre simplement
adsorbés sur la surface, comme c’est le cas pour les tests ELISA. Statistiquement, un nombre suffisant
d’anticorps adsorbés est orienté de fagon a immobiliser la protéine d’intérét. Lorsque la densité de
protéines doit étre optimisée, cet anticorps d’accroche peut étre lui-méme immobilisé par liaison
covalente ou d’affinité, aboutissant ainsi a des systemes de complexes « sandwich ».

e. Interactions protéines glycosylées-lectines

La plupart des protéines, et en particulier les anticorps, sont glycosylées. Or, ces groupements
sont reconnus de fagon spécifique par les protéines de la famille des lectines. Ces dernieres peuvent
donc étre utilisées comme couche d’accroche.” La partie glycosylée des anticorps étant située dans le
fragment constant, une orientation correcte est obtenue par cette méthode.

f. Interactions supramoléculaires

Les interactions de type supramoléculaire peuvent également étre utilisées pour
I'immobilisation de biomolécules sur des surfaces. Aussi, le systeme affin adamantane/p-
cyclodextrine est particulierement prometteur pour I'immobilisation de biomolécules. En effet, les B-
cyclodextrines (B-CD) sont des molécules cages d’origine naturelle qui permettent d’encapsuler
diverses molécules. Lassociation se fait par interaction hydrophobe de I'adamantane dans la cavité de
la B-CD. Linteraction entre ces deux partenaires (Ka = 10° M™) * permet une réversibilité de
I'immobilisation des biomolécules par I'introduction d’une solution concentrée en 3-CD.
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4. Conclusions

Le choix de la méthode d’'immobilisation joue un réle crucial sur la stabilité, la sélectivité, la
sensibilité et la durée de vie du biocapteur. De nombreux facteurs peuvent affecter I'immobilisation
de la biomolécule : caractéristiques structurales, taille, polarité, charge et accessibilité des groupes
fonctionnels. La sélection d’une méthode appropriée dépendra donc de la nature de la biomolécule a
étudier, mais également du type de transducteur utilisé, des propriétés physico-chimiques de
I'analyte en interaction et des conditions opératoires du biocapteur. Les différentes méthodes
d’'immobilisation décrites dans ce chapitre présentent alors chacune leurs avantages et inconvénients
(Tableau 3).

Méthodes Avantages Inconvénients

Extréme simplicité Répartition irréguliere  des

Adsorption physique biomolécules sur la surface

Orientation aléatoire

Liaison électrostatique Obtention d’édifices contr6lés ~ Technique complexe et durée
de vie limitée
Inclusion physique Pas de dénaturation de la Diffusion de I'espece a détecter
biomolécule
Facilité de mise en ceuvre Perte d’activité possible due a
Réticulation la réaction chimique

Difficulté du contréle de degré
de réticulation
Grande stabilité Nécessité d’une surface pré-
Liaison covalente fonctionnalisee
Perte d’activité possible due a
la réaction chimique

Liaison par affinité Extréme simplicité
Réversibilité controlée

Tableau 3 : Avantages et inconvénients des différentes méthodes d’immobilisation de biomolécules

Limmobilisation par liaison d’affinité semble particulierement prometteuse car elle s’inspire des
interactions du monde du vivant. Aujourd’hui, de nombreuses équipes utilisent ce type de liaison
dans la conception des biocapteurs. Les avantages de cette méthode sont la réversibilité de
I'immobilisation et sa facilité de mise en ceuvre.
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B. Systemes régénérables

Dans le cadre de nos travaux, nous nous sommes particulierement intéressés a I'immobilisation
de biomolécules de fagon réversible. En effet, I'adsorption suivie de la désorption de biomolécules sur
une surface permet d'obtenir des biocapteurs régénérables. Dans ce contexte, les interactions
supramoléculaires semblent alors appropriées pour immobiliser de facon non permanente des
biomolécules sur une surface.

1. La chimie supramoléculaire

Située aux interfaces de la chimie, de la physique et de la biologie, la chimie supramoléculaire a
connu un essor considérable au cours de ces deux derniéres décennies.® Alors que la chimie est
essentiellement dominée par les liaisons covalentes, la chimie supramoléculaire prolonge ce concept
aux interactions intermoléculaires non covalentes entre deux ou plusieurs molécules dans le but de
créer une association ou une structure organisée. Ainsi, cette chimie est basée sur des interactions
entre molécules ol aucune liaison covalente n’est établie entre les espéces qui interagissent.®

Une grande partie des interactions gouvernant cette chimie peut étre regroupées en deux
grandes familles : les interactions de types hote-invité et les interactions récepteur-substrat. La
cohésion de tels assemblages supramoléculaires, constitués de différentes entités (molécules, ions,
substrats biologiques), est assurée par des liaisons non covalentes (liaisons de coordination, liaisons
hydrogéne, forces de Van der Waals...). Les processus d’interaction et de reconnaissance moléculaire
sont alors gouvernés par des forces dites faibles qui sont a la base de nombreux phénoménes
biologiques. Par exemple, ces forces intermoléculaires sont a la base des associations entre les
« briques » moléculaires de I’ADN, garant de l'identité génétique des différentes especes animales ou
végétales. C'est pour cette raison que les scientifiques ont tres rapidement compris I'importance et
les possibilités offertes par ce nouveau domaine de recherche impliqué dans la majorité des
processus cellulaires.

2. Systéeme hote-invité

Les associations entre une molécule hote et une molécule invitée sont généralement basées sur
des interactions non covalentes multiples et simultanées entre plusieurs sites de ces molécules. Ainsi,
dans le but d’obtenir et de favoriser la formation d’un complexe entre deux molécules, il est utile de
multiplier les interactions entre les deux molécules. En effet, les interactions non covalentes ont une
énergie de liaison plus faible que les liaisons covalentes et une stabilisation du complexe passe donc
par I'établissement d’'un grand nombre d’interactions entre la molécule hote et la molécule invitée.
Ce principe de complexation multi-sites est ainsi trés courant dans le monde du vivant et assure
I'efficacité et le bon déroulement de nombreux phénomenes biologiques tels que dans les systemes
enzyme-substrat ou anticorps-antigéne.

Par ailleurs, il est aussi important de prendre en compte la cinétique de complexation, qui devra
permettre un échange rapide entre I’'h6te et l'invité, et I'équilibre entre le complexe formé et les
molécules libres dans le systéme. Ainsi, 'équilibre s’établissant lors de la complexation entre les
différentes especes peut étre caractérisé par la constante d’équilibre K, qui est déterminée a partir
des vitesses de formation (k,,) et de dissociation du complexe (k).
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Hote + Invité = Complexe

kOTl
Ka =
A koff (1)

Par ailleurs, le solvant utilisé lors de I'étape de complexation joue un rdle extrémement
important. En effet, le gain d’énergie libre lors du processus de complexation dépend fortement de la
qualité du solvant qui favorise ou limite I'association et la stabilité du systeme héte-invité. Ainsi, un
hote spécifique qui complexe un invité complémentaire dans un certain solvant peut n’avoir aucune
activité complexante dans un autre solvant.

De nombreuses classes de macromolécules peuvent ainsi interagir pour former des complexes
d’inclusion, comme par exemple, les xéolithes, les clathrates, les éthers-couronnes, les calixarénes,
les cyclodextrines... Ces molécules cages, qui sont capables d’encapsuler d’autres molécules et qui ont
des applications aussi bien en pharmacie, en agroalimentaire qu’en agriculture, intéressent de
nombreux secteurs industriels. Parmi tous ces hotes potentiels, les cyclodextrines semblent étre
particulierement prometteuses pour plusieurs raisons que nous détaillerons dans le paragraphe
suivant.

3. Les cvclodextrines

Les cyclodextrines sont une famille d’oligosaccharides constituée d’unités de glucoses. Ces
composés ont été isolés pour la premiére fois par Villiers en 1891.> Ces molécules naturelles sont
obtenues par dégradation enzymatique de I'amidon, ou plus précisément de I'amylose (forme linéaire
de l'amidon). Cette dégradation est opérée par une enzyme spécifique : la cyclodextrine
glucosyltransférase ou CGTase. Lors de ce processus, la structure en hélice de I'amidon est brisée. Il
s’ensuit une cyclisation intramoléculaire conduisant a la formation de la structure cyclique des
cyclodextrines.®® Par ce traitement, trois composés cycliques sont majoritairement obtenus, nommés
a-, B- et y- cyclodextrines comprenant respectivement six, sept et huit unités de D-glucose reliées
entre elles par des liaisons oy;-54) glucosidiques (Figure 22).
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Figure 22 : Représentation schématique des différentes formes de CD

C’est en 1948 que Freudenberg et al.®* rapportent pour la premiére fois la possibilité pour ces
composés de former des complexes d’inclusion.

En effet, chaque unité de glucose se trouve dans la conformation « chaise » ou conformation ’C,.
Ainsi les cyclodextrines sont des molécules chirales dans lesquelles chaque unité de glucose possede
cing centres asymétriques. Cette conformation rigide donne alors aux cyclodextrines leur forme
tronconique caractéristique. La structure du cone est formée autour d’un squelette carboné construit

par les unités de glucoses reliées entre elles par les atomes d’oxygene glucosidiques. Ce squelette
crée une cavité moléculaire dont I'extérieur est hydrophile et I'intérieur hydrophobe (Figure 23). Ces
caractéristiques structurales sont a l'origine des propriétés tres particulieres des CD leur permettant
de former des complexes d’inclusion avec plusieurs types de molécules (neutres, chargées, polaires

ou apolaires).

Cavité apolaire

e,
ey
",

Zones externes
hydrophiles
Figure 23 : Représentation schématique des différentes zones de polarité des cyclodextrines

La formation de complexes en solution aqueuse avec une molécule invitée est ainsi promue par
ce caractere amphiphile tres particulier des CD. L'établissement d’interactions entre la cyclodextrine
et la molécule invitée est une condition essentielle pour la formation et la stabilité du complexe
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d’inclusion, mais il faut également tenir compte des conditions stériques : un complexe d’inclusion ne
peut étre créé que si les dimensions de la cavité moléculaire de la cyclodextrine correspondent avec
la taille de la molécule invitée.

De par cette propriété de complexation, les CD sont utilisées dans I'industrie pharmaceutique
pour améliorer la biodisponibilité des principes actifs, diminuer leurs effets secondaires, mais aussi
dans les industries cosmétiques ou agroalimentaires pour stabiliser des produits volatils ou
oxydables, ou bien masquer des odeurs indésirables. Les CD sont aussi employées pour |'élaboration
de systemes de libération contrélée de principes actifs dans le cadre thérapeutique.®® Enfin, les CD
sont utilisées pour la formation de systemes d’assemblage supramoléculaire a la surface de plusieurs
matériaux. Ces systemes permettent la fixation de plusieurs molécules par établissement de liaisons
non-covalentes.®®

En particulier, le systeme affin adamantane/B-cyclodextrine est particulierement prometteur
pour l'immobilisation de biomolécules. Cette association se fait par inclusion par interaction
hydrophobe de I'adamantane dans la cavité de la B-cyclodextrine.”

98

Adamantane B-cyclodextrine Complexe d’inclusion

Figure 24 : Représentation schématique de I'adamantane, la B-cyclodextrine et du complexe B-cyclodextrine/adamantane

4. Assemblages supramoléculaires de biomolécules sur des CD
immobilisés

Depuis quelques années, les CD ont recu une attention particuliere pour la formation de
systemes d’assemblage supramoléculaire a la surface de plusieurs matériaux. En effet, de
nombreuses équipes dont celle de J. Hiskens ont étudié les avantages a [lutilisation des
cyclodextrines sur des surfaces par rapport aux systémes modeles en solution. Par exemple, en
travaillant sur des substrats métalliques tels que l'or, des études SPR (Résonance Plasmonique de
Surface) permettent l'accés a la caractérisation du comportement cinétique de Iinteraction
cyclodextrine-molécule invitée. Un autre avantage intéressant est que la structure, la densité ainsi
qgue l'environnement des fonctions immobilisées en monocouches sont connues. De ce fait, ces
dernieres caractéristiques peuvent étre facilement contrélables et modifiables. Par ailleurs, outre le
fait d’analyser et de caractériser les interactions hote-invité, I'immobilisation de cyclodextrines a la

surface de substrats métalliques permet également de développer des biocapteurs régénérables.

La littérature recense plusieurs modeles d’assemblages supramoléculaires de biomolécules sur
des CD immobilisées sur surface, dont nous allons maintenant décrire quelques exemples.

Tout d’abord, I'une des voies les plus utilisées permettant I'obtention de monocouches de CD sur
surface, est le greffage de CD modifiées par des groupements thiol sur des surfaces d’or ou d’argent.
De nombreux travaux ont porté sur la préparation et la caractérisation (épaisseur du film, orientation
des cavités de CD, cinétique d’adsorption...) de ces monocouches auto-assemblées (SAM) (Figure
25).67»70
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)
.

Figure 25 : Architecture de monocouches de CD fixées sur une surface d’or

Les CD fixées a la surface préservent leurs propriétés d’inclusion et sont donc susceptibles
d’interagir avec des molécules invitées hydrophobes pour former des assemblages supramoléculaires.
Les interactions s’averent plus fortes qu’en milieu aqueux, dans certains cas, elles sont quasi
irréversibles et ne peuvent pas é&tre déplacées par I'ajout de molécules invitées compétitives.”*

Ces interactions ont été principalement étudiées par Reinhoudt et al. qui ont élaboré des SAM
71,72

de B-CD stabilisés par complexation multivalente avec de nombreuses biomolécules.

Plus particulierement, des SAM de B-CD ont été utilisés comme plateforme de reconnaissance
d’anticorps et immobilisation de cellules. Leur systeme est basé sur un assemblage de différentes
molécules et une détection par SPR: un linker divalent possédant deux adamantanes est
fonctionnalisé par une biotine. Cette molécule forme alors un complexe supramoléculaire avec la
surface de B-CD via ses deux adamantanes. D'autre part, ce systeme peut fixer une streptavidine
(SAv) en solution, de maniére orthogonale grace a I'affinité biotine/streptavidine. Cette streptadivine
laisse alors deux sites libres pour de futures fonctionnalisations. Une protéine A biotinylée (bt-PA) se
fixe alors a la surface de la streptavidine. Cette protéine sert de récepteur Fc afin qu’un anticorps
monoclonal 1gG-Fc fluorescent puisse se fixer. Donc a l'issue de ce schéma d’assemblage, plusieurs
interactions non convalentes sont mises en jeu : B-CD/adamantane, biotine/streptavidine et protéine
A biotinylée/IgG-Fc. Aux vues de ces résultats positifs, Ludden et al. ont alors remplacé
I'immunoglobuline IgG-Fc par un anticorps entier. De la méme maniére, ces anticorps peuvent se fixer
a la protéine A biotinylée. Cette immobilisation d’anticorps a ainsi permis de créer une plateforme de

66,70

dosage des lymphocytes. La figure suivante représente de facon schématique la plateforme de

reconnaissance de Ludden et al. et ses différents constituants (Figure 26).
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Figure 26 : Représentation schématique de la construction de la nanostructure biologique composée de 3, SAv, bt-PA et
1gG-Fc marqué par une rhodamine sur des monocouches de B-CD

D’autre part, Onclin et al. ont étudié les interactions aux niveaux des monocouches de B-CD par
I'utilisation de techniques de fluorescence. En effet, la spectroscopie et la microscopie de
fluorescence sont des techniques d’analyse des interactions aux surfaces trés sensibles et
guantitatives. Leur systtme met en jeu des molécules d’adamantane liées a un fluorophore.
Cependant, le désavantage majeur lors de l'utilisation de SAM sur or est le transfert d’énergie de la
molécule fluorescente vers la surface d’'or empéchant toute émission d’énergie. Onclin et al. ont alors
effectué des immobilisations de B-CD sur une surface d’oxyde de silicium, et ont mesuré I'affinité de
complexation entre cette surface et une molécule fluorescente possédant deux adamantanes. Une
constante d’affinité intrinséque de 3.3 + 1 x 10° M est obtenue et les molécules fluorescentes sont
désorbées de la surface par compétition avec une solution de B-CD.”* (Figure 27).
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Figure 27 : Représentation schématique des expériences d’adsorption et de désorption des molécules fluorescentes sur
les SAM de B-CD SiO,

Un autre exemple d’interactions adamantane/B-CD sur surface a été reporté par David et al. qui
ont fonctionnalisé des surfaces d’or avec un polymere de 3-CD possédant un groupement amine. Des
immunoglobulines G (IgGs) ont alors été modifiées par des polyéthylene glycols possédant un
groupement adamantane. Linclusion de ces protéines modifiées a I'intérieur des cavités des B-CD
immobilisées a été étudiée par SPR montrant une structure multicouche tres stable, qui peut étre
régénérée par l'addition successive d’acide chlorhydrique dilué et de dodécylsulfate de sodium (SDS)
ou tout simplement du SDS dans un tampon acide.”

Plus récemment, en 2012, Uhlenheurer et al. ont reporté l'immobilisation réversible de
protéines marquées par des SNAP-tag sur des SAM de -CD : un ligand bisadamantane est conjugué a
un 0°-benzylguanine, qui lui réagit avec I'enzyme alkylguanine transferase (SNAP-tag) portant la
protéine d’intérét (Figure 28).” Uinteraction des protéines marquées par des SNAP-tag avec la
surface de CD est spécifique et présente une affinité de 'ordre du 10° M déterminée par SPR. Cette
immobilisation peut étre réversible par incubation avec une solution de ligand compétiteur comme
par exemple une solution de B-CD a 10 mM.

Figure 28 : Représentations schématiques des systemes ligands bisadamantane - SNAP - protéines (protéine CFP et
protéine YFP)

Des exemples d’études de complexation de B-CD immobilisées avec des molécules invitées par
des transducteurs électrochimiques existent également. L'équipe de Fragoso a ainsi décrit
I'immobilisation réversible de la protéine Cytochrome C a la surface d’une électrode d’argent (Figure
29). En effet, cette électrode a été modifiée par des cyclodextrines possédant des thiols, et la
métalloprotéine a été greffée a 9 unités d'adamantanes. Celles-ci peuvent donc former des liaisons
réversibles avec les cyclodextrines de I'électrode, et la formation de ces complexes a été évaluée par
voltamétrie.”® Ainsi, cette stratégie peut s’étendre & d’autres protéines ou enzymes pour la
construction de nouveaux biocapteurs. Le désavantage de cette méthode est cependant la nécessité
d’une modification covalente de la protéine.
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Figure 29 : Représentation schématique de I'immobilisation de la Cyt C modifiée par des adamantanes sur une électrode
portant une monocouche de CD

Toujours dans les transducteurs électrochimiques, Ortiz et al. ont mis au point le développement
d’un biocapteur supramoléculaire permettant de détecter les anticorps anti-gliadines (IgA et 1gG)
présents dans le sérum des patients atteints d’une maladie cceliaque. Cette plateforme de détection
est composée d’'une SAM de B-CD et d’un polymere bifonctionnel de carboxymethylcellulose portant
des adamantanes et I'antigene de gliadine. La détection est mesurée par ampérométrie et montre

I'efficacité d’un biocapteur supramoléculaire pour un scénario clinique réel.”’
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Figure 30 : Représentation schématique du principe du biocapteur des anticorps anti-gliadines

Par ailleurs, il est également possible de coupler plusieurs méthodes de transduction pour suivre
I'interaction supramoléculaire a la surface d’un biocapteur. Ainsi, I'immobilisation réversible et
orientée de protéines fluorescentes possédant un ferrocene sur des surfaces de B-CD a été décrite
par Yang et al. utilisant la SPR et la spectrométrie de fluorescence, en combinaison avec
I’électrochimie. Il se forme un complexe supramoléculaire entre la molécule de ferrocene et la cage
hydrophobe des B-CD. Une constante d’affinité intrinséque de 1.2 x 10° M™ a ainsi été obtenue. Et |a
régénérabilité de la surface est démontrée par oxydation des ferrocénes (Figure 31).”® Il existe donc
d’autres molécules hydrophobes pouvant s’insérer dans les B-CD de maniere réversible et pouvant
étre utilisées pour I'immobilisation de protéines.
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Figure 31 : (a) Représentation schématique de la complexation et décomplexation des protéines fluorescentes
fonctionnalisées par un ferrocéne sur les SAM de B-CD. (b) Structure et réaction d’oxydation du ferrocéne

Holzinger et al. ont d’ailleurs étudié un nouveau systeme d’immobilisation de protéines via les
interactions supramoléculaires entre la biotine et les B-CD. En effet, aprés avoir déterminé par RMN
Iaffinité existante entre la biotine et la B-CD (K, = 3 x 10> M), ces chercheurs se sont servis de ces
nouvelles données pour tenter d’'immobiliser des récepteurs biologiques. Ce biocapteur est composé
d’une électrode de platine fonctionnalisée par électropolymérisation par des B-CD modifiées par des
pyrénes. Deux enzymes ont été utilisées dans le cadre de leurs travaux, la glucose oxydase GOx et la
polyphénol oxydase PPO. Toutes les deux ont été modifiées par une biotine. La GOx catalyse
I'oxydation du glucose en gluconolactone en produisant du peroxyde d’hydrogene a partir d’'oxygéne.
L'H,0, est ensuite oxydé a I'électrode de platine entrainant une augmentation du courant mesuré par
ampérométrie, qui est alors directement reliée a la concentration de glucose. Ainsi, en incubant
I'électrode de B-CD en présence de la GOx biotinylée, les performances analytiques du biocapteur
pour la détection du glucose sont déterminées. La PPO quant a elle, catalyse I'oxydation des phénols
et o-diphénols en o-quinone. Le dosage en catéchol est alors possible via la réponse ampérométrique
du biocapteur incubé dans une solution de PPO biotinylée. Cette nouvelle approche constitue une
stratégie alternative d’immobilisation de biomolécules et surtout permet de s’affranchir de la couche
de streptavidine. En revanche, la versatilité de ce systeme peut augmenter les liaisons non
spécifiques de la phénylalanine et du tryptophane contenus dans les protéines. Cette immobilisation
des molécules marquées par une biotine n‘est donc pas appropriée pour tous les types de
protéines.”® La représentation schématique du systéme d’Holzinger et al. est reportée ci-apres (Figure
32).
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Figure 32 : Représentation schématique du systéme de complexation protéine biotinylée - B-CD sur électrode

Enfin, plus récemment, I'équipe de Jung a décrit une nouvelle surface de SAM a partir d’a-CD
modifiée permettant I'immobilisation directe d’anticorps sur or. Cette immobilisation suivie de la
liaison avec l'antigéne est détectée par SPR.2® Llavantage de cette méthode est qu’aucune
modification chimique de l'anticorps n’est nécessaire. Les SAM sont obtenues tout d’abord par
|'utilisation de 4-aminothiophénol, puis ont été couplées a des succinyl a-CD. L'anticorps immobilisé
est l'anticorps anti-CRP (C-Reactive protein), dirigé contre un marqueur de l'inflammation et des
infections dans le sang humain. Les résultats SPR de cette étude montrent une immobilisation
efficace des anticorps sur les SAM d’a-CD, et une capacité de fixation d’antigéne plus importante que
sur une surface ou l'anticorps est fixé de facon covalente a la surface. Ceci indiquerait une meilleure
orientation des anticorps a l'intérieur des cages hydrophobes des CD par rapport aux anticorps
greffés par liaison covalente, ou par simple adsorption physique (Figure 33). En effet, cette interaction
supramoléculaire empécherait les anticorps de former des amas d’anticorps et offrirait donc plus de
liberté stérique pour la reconnaissance avec I'antigene.
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Figure 33 : lllustration schématique de 'immobilisation des anticorps sur de I'or nu, une SAM de MUA et une SAM d’a-CD
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5. Exemples d’autres systéemes hotes-invités immobilisés sur surface

Il est important de noter qu’il existe des interactions supramoléculaires mettant en jeu d’autres
molécules cages que la cyclodextrine pour I'immobilisation de biomolécules. Neirynck et al. ont ainsi
démontré l'adhésion de cellules via une SAM de cucurbit[7]uril CB[7] et un peptide RGD
fonctionnalisé par un ferrocéne.®’ En effet, les cucurbit[7]urils sont des oligomeéres cycliques
composés de 7 unités glycouril, capables d’accueillir une variété de molécules « invitées » dans leur
cavité. Par exemple, le cation (ferrocenylmethyl)-trimethyl ammonium se fixe aux CB[7] en solution

avec une constante d’association K, de I'ordre de 10** M™.8%%3

Des SAM de CB[7] ont été obtenues par adsorption spontanée des CB[7] & la surface d'or.®

Précédemment, ces SAM ont déja été utilisées pour I'immobilisation de protéines fluorescentes
monofonctionnalisées par des ferrocenylamines.*® Une forte fixation réversible sur la surface est
observée. La haute affinité de ce systeme est en partie due a la présence de la fonction amine de la
molécule invitée ferrocene. En effet, tandis que la structure cyclique du ferrocene remplit la cavité
lipophile des CB[7], la fonction amine protonée dépasse de la cavité, créant ainsi des interactions
électrostatiques stables avec les groupements carbonyles polaires présents a I'extérieur des CB[7].
Ainsi, pour étudier I'adhésion des cellules endothéliales sur ces surfaces, des peptides RGD ont été
fonctionnalisés par des ferrocenylamines. Les SAM de CB[7] sont alors incubées dans ces solutions
contenant les peptides-ferrocéne, et leur immobilisation est démontrée par analyses infrarouge et
XPS. Ladhésion et la croissance des cellules endothéliales de la veine de cordon ombilical humain
(hUVECs) sur ces surfaces supramoléculaires ont ainsi été démontrées avec succes.
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Figure 34 : Fonctionnalisation de la surface d’or par des CB[7], pré-incubation avec le peptide Fc-cRGD, adhésion
ultérieure des cellules endothéliales
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III. Les interactions multivalentes

La multivalence joue un réle essentiel dans le phénoméne de reconnaissance biologique. Elle
décrit la formation de liaisons multiples de deux entités (ou plus) présentant a leur surface des
fonctionnalités complémentaires et multiples. C’est le cas dans de nombreux processus biologiques,
comme les réponses immunologiques, I'adhésion des membranes cellulaires, la transduction de
signal, et les systémes enzymatiques. En effet, au lieu d’augmenter la force de chaque interaction, la
nature tend a utiliser la multivalence afin d’améliorer I'affinité de liaison de maniere efficace et bien
définie, en augmentant le nombre de ligands et de récepteurs.

Par analogie avec la nature, les interactions multivalentes sont utilisées dans le domaine de la
biochimie afin d’inhiber des processus biologiques indésirables et promouvoir ceux désirés. Une
variété d’inhibiteurs multivalents a ainsi été synthétisée contre des virus tels que le virus influenza et
la toxine anthraxe. Dans le domaine de la chimie supramoléculaire, la multivalence est employée
pour l'auto-assemblage de composés multiples, leur conférant une forte stabilité, pour les nano-
constructions, et pour la fixation sélective de molécules « invitées » a des « hotes » multivalents.

Les applications de la multivalence découlent des caractéristiques thermodynamiques et
cinétiques associées aux interactions multivalentes. Pourtant, en dépit de l'utilisation générale du
concept de multivalence, les interactions multivalentes et les aspects thermodynamiques et
cinétiques les gouvernant sont encore peu compris. La premiére partie de ce chapitre traitera donc
des aspects fondamentaux et des caractéristiques des interactions multivalentes. Par la suite, la
deuxieme partie examinera les modeles d’étude de la multivalence. Enfin, des exemples
d’assemblages multivalents incorporant des cyclodextrines seront décrits.

A. Définitions et Concepts

Comme explicité auparavant, la multivalence définit la liaison simultanée d’une entité (molécule
ou surface) possédant des fonctionnalités multiples, a une seconde entité possédant des
fonctionnalités complémentaires multiples. En biochimie, les deux fonctionnalités participantes dans
I'interaction multivalente se référent généralement a des cibles (récepteurs) et ligands. En chimie
supramoléculaire, les termes hoéte et invité sont préférentiellement utilisés. Linteraction entre un
hote et un invité conduit alors a la formation d’un complexe.

La valence des acteurs de l'interaction correspond au nombre de connections séparées, de
méme type, qui peuvent étre formées avec d’autres particules par des interactions ligand-récepteur
ou hote-invité (Figure 35). Le terme monovalent se référe donc a une unique interaction. Toutes les
interactions impliquant plus d’une interaction hote-invité sont généralement appelées multivalentes.
La polyvalence est utilisée pour des interactions d’ordre supérieur.
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Figure 35 : Terminologie des valences et des acteurs des interactions multivalentes

Le terme d’avidité est fréquemment employé, dés lors que nous nous intéressons a des
interactions multivalentes. Cependant, il ne faut pas le confondre avec l'affinité. Par définition,
I'avidité, aussi appelée « affinité fonctionnelle », est une mesure de la force de liaison entre
I'ensemble des sites de reconnaissance de I'analyte et du ligand dans leurs formes naturelles (mono
ou multivalent). Elle décrit donc plutot une situation physiologique que théorique ou expérimentale
et peut se distinguer clairement de I'affinité.

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

Une définition importante a noter est la différence entre des interactions intra et
intermoléculaires, mise en évidence par Jencks en 1981.% En effet, il existe plusieurs facons pour un
invité multivalent de se lier a un héte multivalent (Figure 36). Des liaisons multivalentes peuvent avoir
lieu intramoléculairement, cas classique qui découle de la définition de la multivalence, mais une
interaction intermoléculaire entre deux entités multivalentes est également possible. Une interaction
multivalente intramoléculaire peut conduire a des structures avec des géométries et des motifs de
liaison définis, alors qu’une interaction multivalente intermoléculaire conduit a la formation de
grands agrégats (insolubles) et de structures polymériques. De plus, les liaisons ne suivent pas
nécessairement un réseau simple : des combinaisons de liaisons intra- et intermoléculaires sont
également possibles.

inter-

moléculaire
intra-
moléculaire l

agrégats (insolubles)

++

Figure 36 : Interactions intra- et intermoléculaires
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Plusieurs facteurs déterminent si la liaison se produit de maniere intramoléculaire ou
intermoléculaire. Parmi eux, l'architecture c’est-a-dire la taille et la forme des entités multivalentes
joue un roble trés important. Les monocouches auto-assemblées, les systemes ou les fonctionnalités
hote-invité sont arrangées dans un plan a deux dimensions sont sujets a des liaisons
intramoléculaires. D’un autre coté, les combinaisons de petites entités relativement rigides, telles que
des particules et des dendrimeres sont susceptibles de former des liaisons intermoléculaires. Il en est
de méme pour de nombreux hétes biologiques. Par exemple, la Concanavaline A, une petite protéine
avec potentiellement quatre sites de liaison possédant quatre directions opposées, se lie
typiquement de facon intermoléculaire avec ses invités multivalents.®® Au contraire, les toxines
bactériennes sont particuliérement adaptées pour les liaisons intramoléculaires.®®

Un espacement approprié entre I'hote et I'invité constitue aussi un aspect important gouvernant
le mode de liaison. En effet, une longueur suffisante entre les fonctionnalités de liaison est d’une
importance capitale, en particulier si I'une des deux entités est ancrée sur une plateforme rigide.

Outre ces facteurs géométriques, le mode de liaison est également fortement dépendant des
concentrations des deux entités. Un exemple représentatif est 'auto-assemblage de pseudorotaxanes
par Gibson et al.® Dans leur étude, les pseudorotaxanes sont constitués de deux motifs éthers de
couronnes et de molécules invitées cationiques divalentes. A de faibles concentrations, et a un ratio
stoechiométrique des deux entités, des liaisons intramoléculaires sont majoritairement observées.
Alors qu’a de fortes de concentrations, des polyméres linéaires se forment résultant de liaisons
intermoléculaires.

Enfin, il est important de différencier multivalence et coopérativité. L'évaluation de la
coopérativité dans les systemes multivalents est tres difficile et il existe de nombreux exemples dans
la littérature ou des affinités multivalentes sont reportées comme de coopérativité négative ou
positive de fagon incorrecte. La coopérativité est un terme bien défini, adapté pour les interactions
monovalentes consécutives au niveau d’une plateforme multivalente. Une association est dite
coopérative lorsque l'association d’un ligand dans un site de liaison influence I'affinité d’un second
site du récepteur pour un second ligand. Il peut donc s’agir de l'interaction de plusieurs ligands
monovalents avec un récepteur multivalent. De multiples associations sur un récepteur multivalent
peuvent alors montrer une coopérativité :

- positive (synergique), si la premiére interaction augmente l'affinité des suivantes,

- négative, si I'affinité devient plus faible

- nulle (additive), lorsque les affinités des sites de liaisons pour leur ligand restent constantes
au cours des différentes associations.

Lexemple de coopérativité positive le plus connu est I'association allostérique de molécules
d’'oxygene a I’hémoglobine. Pouvant lier jusqu’a quatre molécules d’oxygene, [laffinité de
I’'hémoglobine pour 'oxygéne augmente au fur et a mesure que les quatre sites de liaisons recoivent
leur ligand, 'oxygeéne.

La distinction entre coopérativité et multivalence est donc essentielle puisque la coopérativité
décrit la dépendance des sites de liaison alors que la multivalence décrit 'augmentation de I'affinité
globale pour un récepteur multivalent possédant des sites de liaisons indépendants.
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B. Modeles d’étude

1. Caractéristiques d’'une interaction monovalente

Linteraction la plus simple qu’il puisse se produire entre deux partenaires présentant un site de
reconnaissance spécifique I'un avec l'autre est une interaction monovalente de type 1:1. La formation
d’un complexe monovalent entre deux entités est réversible et se traduit par deux constantes
cinétiques : la constante de vitesse de formation du complexe notée k,, et la constante de vitesse de
dissociation du complexe notée k.. Le rapport de ces deux constantes de vitesse (kon/kof) OU (Koi/Kon)
fournit respectivement la constante d’association notée K, et la constante de dissociation K, du
complexe.

A+B = AB
[AB] _ kon

Ka = [A1.[B]  kofs )

Ces deux grandeurs traduisent la force de liaison entre les deux entités. Plus K, sera grand et
inversement plus K, sera petit et meilleure sera la force de l'interaction. K, ou K, sont donc les
grandeurs thermodynamiques les plus attendues et importantes pour la quantification des
interactions entre partenaires biologiques.

La caractérisation des interactions monovalentes s’effectue par la détermination de certains
paramétres qui permettent de rendre compte des constantes de vitesse de formation de I'interaction
(étude cinétique), de la force de linteraction (K.) et des mécanismes mis en jeu (étude
thermodynamique). Pour ce faire, différents types de modeéle existent pour analyser les interactions
monovalentes.

a. Lesisothermes de Langmuir

Lisotherme de Langmuir, développée en 1916 par Irving Langmuir, est une méthode empirique
dérivée d'un mécanisme cinétique. Cette méthode ne peut étre appliquée que pour des études aux
interfaces. L'utilisation d’une isotherme de Langmuir est basée sur quatre hypothéses :

- Lasurface de I'adsorbant est uniforme, c’est-a-dire que tous les sites d'adsorption sont égaux.

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

- Toute adsorption a lieu par le méme mécanisme.

- A adsorption maximum, seule une monocouche est formée : il n'y a pas de formation de
multicouche.

Expérimentalement, il est rare que ces quatre points soient vérifiés. En effet, des imperfections
sur la surface existent souvent, le mécanisme n'est donc pas le méme pour les toutes premieres
molécules que pour les autres. De plus, l'isotherme d'adsorption est le fruit de mesures
expérimentales et, en tant que telle, elle n'est pas parfaite : les différents points mesurés sont
fonction de I'estimation que nous pouvons faire de I'équilibre thermodynamique.
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Lorsqu'une interaction obéit a un modele simple de type 1:1, la vitesse de l'interaction en
solution est décrite par I'équation :

d[AB]

dt = kon [A][B] — koff [AB] (2)

En termes de réponse (décalage de phase), 'équation cinétique devient alors I'’équation suivante :

dP
E:konC(Pmax_P)_koffP (3)

ou C est la concentration molaire en analyte et (P« - P) le nombre de sites libres.

A l'équilibre, le nombre de sites occupés a la surface reste constant :
dP 0
dat

Et nous obtenons alors :

p p kon-C
eq = tmax 77— 1. (4)
a kon.C + kogr

Ainsi, en modélisant les points expérimentaux : P., (phase de I'analyte a I'équilibre) en fonction
de la concentration de I'analyte en solution C, nous obtenons I'isotherme d’adsorption de Langmuir
définie par I'équation suivante :

K,.C C

P.,=P, . . .— S — (5)
¢ Tmaxtq14K,.c M™*TC+Kp

Le tracé de ces isothermes d’adsorption de Langmuir va permettre une détermination de la
constante d’association de l'interaction : K,, ainsi que de la quantité maximale d’analyte, P, qui va
pouvoir étre adsorbée sur les ligands immobilisés.

07
06

05

’]

04

Aedg |
n

0.3

1 m AegCh3
02

o1

oo

0 ' 50 ' 100
Concentration [nh]

Figure 37 : Exemple d’un graphique représentant les isothermes d’adsorption de Langmuir (sam®5) (lci P, est noté A)
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b. Le modéle cinétigue de Langmuir

Le modele cinétique de Langmuir consiste en l'analyse des parameétres cinétiques d’une
interaction monovalente entre un ligand B immobilisé sur une surface et un analyte A en solution
selon un modéle mathématique prédéfini. Une étude cinétique est effectuée au préalable. Les
courbes d’association et de dissociation expérimentales, réalisées pour différentes concentrations en
analyte A, sont alors modélisées par un modele mathématique.

L'équation différentielle (3) peut étre résolue en utilisant la définition de I'équation (4):

P = Peq [1 — exp(—kops- )] (6)
Avec, kobs = kon - C + kopf (7)
’4 . . dp
L"équation (3) devient alors : e kon -C. Ppax — kops - P (8)

dP/dt peut étre alors tracé en fonction de P, et la pente de la droite obtenue, ko, (s7), est égale a
kon.C + koir. Un nouveau graphique peut donc étre réalisé, en reportant k., en fonction de C : la pente
de la droite est égale a k., et I'ordonnée a I'origine a ki (Figure 38). Cette linéarisation des données
n'est valable que dans le cas d'interactions simples. Pour les interactions plus complexes, les données
transformées ne seront plus linéaires.

Linear Regression
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Figure 38 : Exemple d’un graphique représentant k,,; en fonction de la concentration, obtenu au sam®5

Par ailleurs, la mesure du K, peut également étre déterminée par I'équation (7). Ceci requiert
I'analyse de la désorption. A la désorption, les molécules d’analytes se détachent de la surface
résultant en une augmentation des sites de fixation libres. Ce changement peut étre calculé en
concordance avec I'équation (3)aC=0:

dpP
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Résoudre I'équation (9) résulte alors en :
P(t) = PO exp(—koff. t) (10)
Avec Py = densité de sites de fixation occupés au début de la désorption.

kops peut étre calculé a partir de I'équation (6), tandis que k. est déterminé par la désorption en
utilisant I'équation (10).

Avec les équations (1) et (7), la valeur du Ky peut étre calculée par I'équation suivante :

kore.C
Ky= —47 (11)

kobs - koff

c. Lalinéarisation du modeéle de Langmuir (représentation de Scatchard)

Le modéle de Scatchard a été développé en 1949.°' Ce modele consiste en une analyse
graphique simple des données de liaison d’une interaction entre un ligand immobilisé et un analyte
en solution. Lutilisation de la représentation de Scatchard rend alors possible la linéarisation du
modele de Langmuir. En effet, 'équation de Scatchard est une fonction linéaire extraite de la relation
hyperbolique (équation (5)) qui permet la simplification de I'analyse des résultats et la détermination
rapide des parametres du systeme étudié comme K, et P, Lavantage de cette procédure est alors
de valider I'utilisation du modele de Langmuir en vérifiant I'accord entre les courbes expérimentales
et le modele mathématique. L'équation de Scatchard est donnée par :

%zKA.n—KA.Peq (12)
Ou P, est la quantité d’analyte adsorbé a I'équilibre, C est la concentration en analyte libre a
I’équilibre et n est le nombre de sites de liaison par analyte.

La méthode consiste alors a tracer le graphique correspondant a la variation de (P.,/C) en
fonction de Pg,. Si ces points forment une droite, cela confirme que les données expérimentales
correspondent a une interaction monovalente entre I'analyte et le ligand immobilisé. Si I'interaction
est bien monovalente, les graphes de Scatchard permettent I'obtention de la constante d’affinité K,
donnée par 'opposé de la pente et de n.K, qui est donné par 'ordonnée a l'origine (Figure 39).
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Peg/C

Figure 39 : Graphe de Scatchard obtenu par linéarisation de I’équation de Langmuir

2. Caractéristiques d’'une interaction multivalente

Comme nous venons de le voir pour les interactions 1:1, la représentation de Scatchard est une
méthode linéaire simple qui permet d’obtenir les caractéristiques principales (Kp et Pn,.) d’une
interaction monovalente. Elle peut également étre mise a profit pour mettre en évidence la présence
ou non d’interaction monovalente. En effet, 'obtention d'une réponse linéaire traduit la capacité du
systeme étudié a répondre a une interaction de type 1:1. Par contre, I'obtention d’un tracé non
linéaire va rendre compte d’une interaction plus complexe ou trois situations différentes peuvent
alors étre envisagées :

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

- la présence de ligands hétérogenes

- la présence d'interaction multivalente (graphes concaves de Scatchard) qui se traduit par une
augmentation de l'affinité de I'analyte en solution vis-a-vis de la présentation multivalente de
ligands immobilisés

A) Interaction monovalente B) Interaction bivalente ou ligand hétérogéne
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Figure 40 : Trois cas possibles lors du tracé de la représentation de Scatchard traduisant : (A) la présence d’une interaction
monovalente, (B) la présence d’une interaction plus complexe : bivalente ou ligand hétérogene

Lutilisation de tels graphes permet alors de mettre en évidence ou non la présence
d’interactions multivalentes entre les partenaires d’étude.
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C. La multivalence en milieu supramoléculaire

Ces dernieres années, la chimie supramoléculaire s’est particulierement intéressée a tirer profit
des interactions multivalentes. En effet, la multivalence offre une voie d’auto-assemblage efficace,
directionnelle et sélective, qui confére un comportement thermodynamique et cinétique unique aux
complexes supramoléculaires. Contrairement a la plupart des interactions multivalentes en
biochimie, les interactions multivalentes supramoléculaires sont idéales pour obtenir une
compréhension fondamentale et quantitative de la multivalence car le nombre d’interactions est
simplifié. Bien que le concept de multivalence soit utilisé en chimie supramoléculaire depuis de
nombreuses années, ce n'est que récemment que les chimistes se sont intéressés aux avantages

gu’ils pourraient extraire des interactions multivalentes.

1. Etudes en solution

Du fait de leur complexité, les interactions multivalentes entre partenaires biologiques ont tout
d'abord été étudiées en solution. Dans la littérature, de nombreux motifs multivalents
supramoléculaires ont été largement employés afin de mettre en avant l'intérét de la multivalence
pour des études d’interaction en solution. Notamment, Rao et al. ont intensivement étudié
I'interaction multivalente entre la vancomycine multivalente et les motifs multivalents D-alanine-D-
alanine (DADA) ou D-alanine-D-lactate (DALac).’*** La vancomycine est un membre important du
groupe des antibiotiques glycopeptide qui sont actifs contre la bactérie gram positive. L'utilisation des
interactions multiples via des dimeres de vancomycine permet d'obtenir des propriétés différentes de
reconnaissance envers les bactéries. En effet, certaines bactéries sont devenues résistantes a la
vancomycine monomérique par le remplacement des séquences DADA carboxyles terminales sur la
paroi des cellules - un des principaux points d’accroche de la vancomycine - par le motif DALac. Les

auteurs ont ainsi montré I'importante amélioration de I'affinité entre les partenaires multivalents par

rapport a leurs homologues monovalents envers les motifs DADA et DALac.

Lautre motif intensivement utilisé est la molécule de B-CD, qui est probablement un des plus
anciens motifs et des plus consciencieusement utilisés pour I'étude de systemes multivalents.
L'utilisation de multimeres de B-CD a permis d’accroitre considérablement cette sélectivité et cette
affinité.>* Par ailleurs, la forme tronconique et la dimension de la cavité moléculaire des différentes
cyclodextrines ne permettent pas toujours l'inclusion de molécules invitées de grands volumes
stériques. Ainsi de nombreux composés ne peuvent établir avec la cyclodextrine des complexes
d’inclusion de stcechiométrie 1:1 mais donnent lieu a des structures supramoléculaires faisant
intervenir deux molécules de cyclodextrines pour une molécule invitée. Cette approche est
particulierement courante dans le cas de la complexation de structures cycliques telles le pyrene ou
le fullerene. Les composés invités sont partiellement inclus dans les deux larges cavités des
cyclodextrines et sont alors plus ou moins liés a I'une ou l'autre des cyclodextrines formant le dimere

selon une certaine dynamique moléculaire.”*®
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2. Etudes aux interfaces

Les interactions multivalentes aux interfaces sont particulierement importantes, mais bien moins
comprises que les systemes en solution. Ces interfaces, lorsqu’elles sont fonctionnalisées par des
récepteurs ou des ligands monovalents, peuvent agir en tant que systemes multivalents par la simple
immobilisation des agents monovalents a la surface. Mais la concentration de ces entités a I'interface
peut différer, et la distribution peut ne pas étre uniforme, ce qui pourrait altérer la liaison a leur
homologue multivalent. Ces effets ont rarement été étudiés, en grande partie parce que les modéles
de fixation incorporant les effets multivalents aux interfaces sont trés peu nombreux.

Mais, dans le cadre des études mécanistiques des interactions multivalentes, les monocouches
sur surface offrent différents avantages par rapport au modele en solution. En effet, les substrats
métalliques comme l'or permettent par exemple de caractériser le comportement cinétique des
interactions multivalentes par SPR. D’autre part, la structure, la densité et I'environnement des
fonctions immobilisées aux monocouches sont connus. De ce fait, ces derniéres caractéristiques
peuvent étre facilement contrélables et modifiables, permettant alors des études systématiques
concernant la multivalence et l'influence des fonctionnalités en compétition sur la vitesse de
dissociation des complexes multivalents.

Pour comprendre comment des interactions multiples peuvent agir ensemble, il faut se baser sur
le concept de concentration effective (C.s) ou molarité effective (EM). Comme expliqué
précédemment, la concentration effective se traduit comme la concentration d'une des
fonctionnalités réactives par rapport a sa contrepartie complémentaire. Elle est basée sur la
probabilité de rencontre de deux entités connectées par un espaceur et dépend donc par exemple de
la longueur de l'espaceur et des possibilités conformationnelles existant entre elles. La molarité
effective, quant a elle, est le ratio des constantes de vitesse des complexes intramoléculaire et
intermoléculaire. Bien que C.; et EM soient des concepts relativement proches, il est important de
bien distinguer ces deux termes dans I'analyse des informations thermodynamiques quantitatives des
systémes multivalents afin de distinguer les effets coopératifs des effets multivalents.

Huskens et Reinhoudt ont étudié l'interaction entre des structures multivalentes présentant
plusieurs résidus adamantanes et des récepteurs de types cyclodextrines (en solution ou sur surface
par monocouches auto-assemblées). Ainsi, l'interaction entre une molécule invitée divalente
bis(adamantyl) et une SAM de B-CD est deux a trois ordres de magnitudes plus fortes que
I'interaction correspondante avec un dimére de B-CD en solution.” Cette large différence d’affinité de
liaison est attribuée a une différence en Cq:. La modélisation a permis d’obtenir une Cy de 0.2 M
pour les SAM de B-CD, ce qui est bien plus important que les 3 mM déterminé pour l'interaction
divalente en solution. En utilisant cette C.+ des SAM de B-CD, l'interaction divalente peut étre
complétement interprétée comme deux évenements de fixation consécutifs et indépendants. Mulder
et al. ont alors introduit un modele décrivant les effets multivalents se produisant entre des
molécules multivalentes et la surface de CD, incorporant le concept de Cg ainsi que la compétition
possible avec des hétes monovalents ou des molécules invités en solution. Cette méthodologie peut
alors s’étendre a des interactions multivalentes d’ordre supérieur et en principe, permet
I'interprétation de n’importe quelle liaison multivalente, qu’elle soit en solution ou a la surface, une
fois la concentration effective ainsi que la constante intrinseque de fixation pour l'interaction
monovalente correspondante connues.
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Figure 41 : Comparaison du concept de concentration effective en solution et sur une surface

Au sein de I'équipe de Huskens et Reinhoudt, des interactions multivalentes irréversibles de
polymeére sur des SAM ont également été étudiées. En effet, la fixation de dérivés d’'adamantanes sur
des SAM de B-CD peut étre réversible par compétition avec une molécule héte en solution.”* Mais
cette régénérabilité de la surface devient progressivement plus difficile lorsque le nombre
d’interactions augmente. Une adsorption irréversible est ainsi observée pour des polymeéres
fonctionnalisés par des t-butylphenyl ou des groupements adamantanes. Les études SPR et AFM ont
montré que de tels polymeres utilisent tous ou presque tous leurs groupes terminaux dans le
processus d’assemblage supramoléculaire. Ce comportement conduit alors a un changement
drastique de conformation des polymeres (Figure 42). D’une forme moyenne sphérique en solution,
ils passent a une couche mince (inférieure a 1 nm) lorsqu’adsorbés a la surface des SAM de B-CD.
Cette adsorption est alors complétement irréversible par compétition avec des molécules invitées
monovalentes ou des hotes en solution.

20X '
MRAAR.

Figure 42 : Représentation schématique des modes de fixation possibles du polymeére « invité » sur la SAM de CD
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IV. Détection d’espeéces cibles

Aprés avoir détaillé les différentes techniques d’études de mesures aux interfaces, ainsi que les
différentes stratégies d’immobilisation de biomolécules, nous allons conclure cette étude
bibliographique par la description des especes biologiques cibles de nos travaux de recherche.
Comme nous avons pu le voir au cours des chapitres précédents, les biocapteurs ont la capacité de
détecter des especes cibles extrémement variées : anticorps, enzymes, organites, peptides, acides
nucléiques, lipides, micro-organismes, tissus cellulaires... Parmi ces entités biologiques, nous avons
choisi de porter notre attention sur deux systemes impliqués en particulier dans le phénomene
d’angiogenése tumorale.

En effet, une des étapes clés de la progression tumorale est I'angiogenéese qui correspond a
I'’émergence de nouveaux vaisseaux sanguins vers la tumeur permettant ainsi d’alimenter cette
derniere. Au cours de cette étape, la tumeur fait intervenir des protéases qui dégradent la matrice
extracellulaire. Les Métallo-Protéases Matricielles (MMP pour Matrix Metalloproteases) représentent
la principale famille de ces protéases. Ces MMP ont des roles trés importants tout au long du
processus de développement tumoral. Lactivité protéolytique des MMP varie alors selon les étapes
de la progression tumorale, et plus particulierement, les MMP voient leur niveau d’expression
augmenté au cours de l'angiogenese tumorale. Détecter et quantifier I'activité métalloprotéasique de
ces enzymes constitueraient donc un outil de diagnostic tumoral et permettrait de déterminer I'état
d’avancement et I'agressivité des tumeurs.

D’autre part, 'angiogenese tumorale est également modulée par des facteurs de croissance qui
vont interagir avec certains récepteurs surexprimés sur les cellules endothéliales des vaisseaux
avoisinant la tumeur. En particulier, le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) a été identifié
comme un des facteurs clés dans la progression tumorale. Un anticorps anti-VEGF, le bevacizumab, a
alors été développé par la société Roche-Genentech, permettant de s’interposer entre le facteur et
son récepteur afin d’inhiber le signal angiogénique. Cependant, s’agissant d’un anticorps, ses
parameétres pharmacocinétiques sont complexes et cette molécule présente alors des activités
variables en fonction de chaque patient. Par conséquent, le dosage du bevacizumab permettrait
d’adapter la posologie et de réduire les effets secondaires liés a la surdose du traitement.

Dans ce contexte, nous nous sommes particulierement intéressés a la voie des MMP et la voie du
VEGF. Ce chapitre sera alors consacré, dans un premier temps, a la description du processus
d’angiogenése tumorale, puis dans un second temps au développement détaillé des différentes voies
impliquées. Enfin, nous expliquerons par la méme, I'intérét et la nécessité d’utilisation de biocapteurs
pour la mesure et la détection d’entités impliquées dans ce phénomene biologique.
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A. Langiogenese tumorale

Pour se développer, une lésion tumorale nécessite un apport en nutriments et en oxygene dont
le transport est assuré par le réseau vasculaire. La croissance d’'une tumeur nécessite donc le
développement d’une vascularisation appropriée via le processus d’angiogenése. Celui-ci correspond
a la formation de capillaires a partir d’'un réseau vasculaire préexistant. Les cellules endothéliales
migrent, se détachent de la membrane basale et de la matrice extracellulaire. Elles se multiplient et
s‘organisent pour former de nouveaux vaisseaux par bourgeonnement a partir du vaisseau parental.
Les cellules périendothéliales (péricytes, cellules musculaires lisses, fibroblastes) se développent
alors, formant le vaisseau définitif.

La néoangiogenése tumorale survient lorsque la tumeur mesure environ 1-2 mm? et est initiée
principalement par I'hypoxie induite par la prolifération cellulaire au centre des tumeurs.”” Un
« switch angiogénique » se produit alors: les vaisseaux normaux sont considérés comme «en
sommeil », tandis que les vaisseaux tumoraux sont considérés comme « actifs ». En phase de latence,
il existe un équilibre entre les facteurs pro et anti-angiogéniques, tendant a l'inhibition de
l'angiogeneése. Le « switch » correspond alors au passage de la phase de latence a la phase agressive
lors de laquelle s'amorce la néoangiogenese tumorale. Il s’ensuit une activation des cellules
endothéliales par les facteurs de croissance angiogéniques, notamment le VEGF, sécrétés par les
cellules tumorales et péritumorales, également a lorigine d'une induction des récepteurs
membranaires aux facteurs angiogéniques. Il s’y associe une augmentation de la perméabilité des
vaisseaux sous l'action du VEGF en raison de la dégradation de la matrice extracellulaire qui
déstabilise les interactions entre péricytes et cellules endothéliales (Figure 43).

Cellules endothéliales
VEGF
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Figure 43 : Déroulement de I'angiogenése (D’aprés Kalluri)®®
(1) Activation des cellules endothéliales par le VEGF sécrété par les cellules tumorales
(2) Détachement des péricytes et dégradation de la membrane basale par les MMP
(3) Prolifération et migration des cellules endothéliales vers la tumeur
(4) Formation du néovaisseau, recrutement des composants de la paroi vasculaire par les cellules endothéliales

Le phénomeéne d’angiogenése tumorale fait donc intervenir de nombreux acteurs cellulaires et
moléculaires, en particulier le VEGF et les MMP dont nous allons décrire plus précisément leur
implication.

61



Etude Bibliographique

B. La voie du VEGF
1. Généralités

Le VEGF (dénomination courante du VEGF-A) appartient a une famille de facteurs de croissances

99100 11 narmet de déclencher la formation de nouveaux vaisseaux sanguins qui est

angiogéniques.
nécessaire pour la croissance des tissus et le développement des organes du corps humain. Mais, le
signal induit par le VEGF a également un r6le important dans la physiologie de I'angiogenese de
méme que dans la néo-angiogenese associée a la croissance tumorale. En effet, le VEGF favorise le
développement des vaisseaux tumoraux pour permettre a I'oxygéne et aux nutriments d’atteindre
abondamment les cellules cancéreuses (Figure 44). Ainsi, le VEGF est indispensable a la survie, a la
migration et a la croissance des cellules cancéreuses et apparait comme un des facteurs clés de la

progression tumorale.

Vaisseau sanguin

\
\
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Figure 44 : Représentation schématique simplifiée du phénomeéne d’angiogenése tumorale
(1) Sécrétion du VEGF (2) Stimulation des cellules (3) Alimentation en oxygéne et en nutriments (4) Poursuite de la
croissance
Au cours de la néo-angiogenese tumorale, le VEGF est produit essentiellement par les cellules
tumorales mais également par le stroma péri-tumoral.’®* Quatre principales isoformes de 121, 165,
189 et 206 acides aminés du VEGF, produites par épissage alternatif des 8 exons du gene VEGF, ont

102,103 K

été identifiées. isoforme « native » prédominante VEGF¢; est surexprimée dans la plupart des

tumeurs solides.” Elle existe sous forme soluble ou fixée a la matrice extracellulaire.*®

Toutes les isoformes du VEGF interagissent avec deux types de récepteurs transmembranaires
VEGFR-1 (Flt-1) et VEGFR-2 (KDR) et certaines isoformes du VEGF avec une famille de co-récepteurs
(les neuropilines : NRP1 et NRP2).'® Les récepteurs VEGFR-1 et -2 sont présents a la surface des
cellules endothéliales ainsi qu’a la surface des précurseurs hématopoiétiques des cellules
endothéliales.

L'activation des cascades de transduction est initiée par la liaison du VEGF a son récepteur, ce qui
induit un phénomene de dimérisation du récepteur suivie d’'une autophosphorylation activatrice de
I'activité catalytique tyrosine kinase. VEGFR-2 est exprimé de facon ubiquitaire dans toutes les
cellules endothéliales, alors que l'expression de VEGFR-1 dans les cellules endothéliales varie en
fonction du type de lit vasculaire. Le VEGFR-3 est spécifique des cellules endothéliales lymphatiques.
Les récepteurs du VEGF sont également exprimés dans les cellules tumorales formant ainsi un
systeme de boucle autocrine VEGF/VEGFR.”
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Les deux approches pharmacologiques actuellement présentes sur le marché pour inhiber la
voie du VEGF sont, d’'une part, un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF-A, le
bevacizumab (Avastin®), et d’autre part, des petites molécules inhibitrices de la fonction tyrosine
kinase des récepteurs du VEGF (ITK) telles que le sunitinib (Sutent®) et le sorafenib (Nexavar®).'® Les
anticorps monoclonaux sont tres spécifiques d’un épitope présent sur la cible et interagissent
uniqguement avec des cibles extracellulaires alors que les petites molécules interagissent avec
plusieurs cibles intracellulaires de fagon moins sélective. De nombreux ITK anti-angiogéniques
(AZD2171, axitinib...) sont également en développement, dont certaines a des stades avancés.’”’
D’autres biomédicaments anti-VEGF sont actuellement en développement tels que le VEGF-TRAP qui
est une protéine de fusion comprenant deux fragments Fab anti-VEGF et les molécules aptameéres
(oligonucléotides capable de se lier au VEGF et se comporter comme des anticorps non-

immunogénes).'%

2. Le Bevacizumab

Le VEGF et ses récepteurs par les cascades de réaction qu’ils induisent, sont des facteurs de
survie des cellules endothéliales indispensables a la néo-angiogenese tumorale. De nouvelles
thérapies dites antiangiogéniques, inhibant cette voie du VEGF, ont été mises au point ces derniéres
années. Les principales molécules disponibles sur le marché résultent de deux approches
pharmacologiques différentes : d’'une part des molécules inhibant la fonction tyrosine kinase des
récepteurs au VEGF et d’autre part, des molécules telles que le bevacizumab (Avastin®, Roche-
Genentech) qui est un anticorps dirigé contre le VEGF. Cet anticorps se fixe au VEGF et en neutralise

18 | es traitements anti-angiogéniques, parmi lesquels le bevacizumab est

I'activité biologique.
associé, ont démontré leur efficacité en cancérologie, en particulier dans le traitement du cancer
colorectal métastatique. Néanmoins, certains patients ne répondent pas au bevacizumab. De plus,
son efficacité est le plus souvent limitée dans le temps. Au contraire, certains patients présentent de
nombreux effets secondaires liés au traitement, tels que I'hypertension artérielle et la protéinurie.
Déterminer la concentration en bevacizumab chez les patients sous traitement représente donc un
enjeu important pour permettre une stratégie de traitement adaptée a chaque patient et obtenir de
meilleures réponses en réduisant les effets secondaires. Notre étude portera donc essentiellement

sur la description et le mode d’action du bevacizumab, ainsi que ses moyens de dosage actuels.
a. Généralités

Le bevacizumab est un anticorps monoclonal humanisé de 149 kDa dirigé contre le VEGF. Le CDR
(Complementarity-Determining Region) est d’origine murine et se lie sélectivement au VEGF et en
neutralise I'activité biologique.'® Il est le premier agent anti-angiogénique approuvé par la FDA (Food
and Drug Administration) pour le traitement du cancer colorectal. |l possede une forte affinité pour
un épitope présent sur toutes les isoformes du VEGF, chevauchant partiellement les sites de liaison
aux récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2, avec pour conséquence une inhibition de la liaison du VEGF a
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ses récepteurs a la surface des cellules endothéliales. épitope de liaison du bevacizumab a été

défini par I'analyse de la structure cristalline du complexe ligand Fab. Ce domaine Fab de liaison au

bevacizumab est centré sur le résidu Gly-88 du VEGF humain.'®***
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Figure 45 : Structure du Bevacizumab. L'anticorps humanisé est composé de six séquences spécifiques aux murines
(points noirs) greffées sur un squelette de chaines lourdes et légéres contenant les régions variables (V,, et V,) et
constantes (C, et C)), liées par des ponts disulfures
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Figure 46 : Mécanisme d’action du bevacizumab

Linhibition de la prolifération endothéliale par le bevacizumab bloque le phénomene de néo
vascularisation nécessaire a la croissance et a la dissémination tumorale. Mais ce traitement anti-
VEGF peut aussi étre combiné a l'utilisation d’agents cytotoxiques pour la chimiothérapie afin
d’obtenir une meilleure activité antitumorale. En effet, 'un des principaux défis des thérapies
utilisant des agents cytotoxiques est d’obtenir une meilleure accessibilité au sein des tumeurs. La
pénétration des agents cytotoxiques au sein des cellules tumorales est inhibée par I'augmentation de
la pression interstitielle intratumorale et le phénomene d’hypoxie, limitant alors l'efficacité des
chimiothérapies. Or l'action du bevacizumab conduit a I'apoptose cellulaire et permet ainsi une
diminution de la pression interstitielle intratumorale. Le phénoméne d’hypoxie est réduit, ce qui
potentialise I'action des thérapies utilisées en permettant aux agents de chimiothérapie de rejoindre
plus facilement les cellules tumorales. Le bevacizumab a donc un effet additif voire synergique avec
les médicaments cytotoxiques « classiques ».'*?
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Aujourd’hui, bien que certaines données sur les affinités de fixation et les activités in vitro du

103105 pe plus, la

bevacizumab aient été publiées, les informations disponibles semblent incomplétes.
comparaison de ces données a travers les différentes publications reste problématique car les
méthodes expérimentales, les lignées cellulaires, et les conditions particulieres utilisées different
significativement dans chaque étude. Par exemple, la constante de dissociation (Kp) du fragment Fab
du bevacizumab (Fab-12) pour le VEGF a été diversement reporté de 1.8 a 20 nM, déterminé par
SPR.'®° En 2012, Papadopoulos et al. ont reporté une constante de dissociation du bevacizumab
pour le VEGF,¢; de 58 pM et 35.1 pM.113 Enfin, en 2013, I'équipe de Wang et al. ont déterminé par
SPR une constante de dissociation de 24.3 nM, ce qui différe encore des résultats précédents.'*

Par ailleurs, les résultats cliniques obtenus par l'utilisation du bevacizumab peuvent étre tres
variables. Certains patients peuvent remarquement bien répondre au traitement antiangiogénique,
tandis que d’autres ne répondent pas du tout au bevacizumab. De plus, des effets secondaires tels
gue des troubles vasculaires (hémorragie, phlébite, embolie) conduisent souvent a un arrét définitif
du traitement. En raison de ces réponses hétérogenes, I'impact réel du bevacizumab dans les

traitements contre le cancer demeure approximatif.

La modulation de la pharmacocinétique du bevacizumab pourrait expliquer cette variabilité
inter-individuelle observée chez les patients. Roche-Genentech ont reporté une demi-vie sanguine
moyenne proche de 20 jours. Or, de larges différences ont été notées chez les patients, avec des
demi-vies allant de 11 a 50 jours. Ainsi, lorsque le traitement est administré toutes les deux semaines,
un patient qui présente une demi-vie du bevacizumab de 50 jours, se verra avec un exces d’anticorps
circulant lors de la seconde dose injectée. Ceci pourrait étre la raison des troubles vasculaires
occasionnés comme effets secondaires pendant le traitement. A 'opposé, un patient dont la demi-vie
de l'anticorps est de seulement 11 jours va rapidement éliminer le bevacizumab, entravant alors
I'efficacité du traitement.

Des tests de mesure rapides sont donc nécessaires afin de surveiller les concentrations
d’anticorps dans le sang des patients pendant le traitement, et ainsi permettre d’adapter la dose en
médicament au profil pharmacocinétique de chaque patient.

b. Etat de I'art des techniques de dosage du bevacizumab

Actuellement, pour doser la concentration en bevacizumab, des tests ELISA et Western Blot sont
réalisées.’ Plus précisément, Ternant et al. ont décrit et mis au point une méthode de test ELISA
rapide, précise et reproductible, utilisant le VEGFes."™ Les limites de quantification minimales et
maximales sont respectivement 5 et 75 mg/I. La limite de détection est de 0.033 mg/I. Mais cette
technique permet une mesure de liaison biomoléculaire a un seul temps donné et ne permet donc
pas de suivre et contrbler rapidement I'évolution en temps réel du traitement au bevacizumab.

Récemment, Nugue et al. ont développé un nouveau systeme de dosage permettant de
déterminer la concentration en bevacizumab dans le sang, par la technologie Luminex™."’” Ce
systeme, basé sur le principe d'un ELISA combiné a la cytométrie de flux, requiert I'attachement
covalent du VEGF recombinant humain sur des microspheres magnétiques possédant des fonctions
acides carboxyliques. La fixation du bevacizumab est quantifiée par |'utilisation d’un anticorps
secondaire dirigé contre les IgG humains, conjugué a la phycoérythrine par cytométrie de flux. Cette
méthode est rapide (2 heures), une amélioration significative par rapport aux tests ELISA qui
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requierent 6 heures, précise et reproductible, avec une gamme de quantification allant de 0.008 a 6
mg/I.

Cette année, Liu et al. ont reporté la conception et le développement d’une nouvelle plateforme

de détection permettant de comparer I'affinité entre le VEGF humain et son récepteur, et I'affinité

118

entre le VEGF humain et le bevacizumab par SPR.” Deux puces SPR ont été fonctionnalisées

différemment, I'une avec l'anticorps immobilisé, I'autre avec le récepteur VEGFR immobilisé. Une
injection de VEGF dans les deux systemes permet de comparer I'affinité de la protéine envers ces
deux modeles, dont le sensorgramme SPR est représenté ci-aprés (Figure 47).
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Figure 47 : Sensorgramme de la fixation du VEGF sur le bevacizumab (bleu) et sur le VEGFR (rouge). (Issue de Liu et ¢Jll.)118

Leurs résultats SPR indiquent que le VEGF se fixe au bevacizumab avec une meilleure affinité
comparé au VEGFR. D’autre part, un systéeme biomimétique a été réalisé afin d’évaluer la régulation
de l'anticorps sur le switch angiogénique du VEGF. Pour se faire, le VEGFR a été immobilisé sur la
surface d’or SPR, et un mini systéme de culture cellulaire a été intégré dans le systeme d’écoulement
du SPR (Figure 48). Ce systeme permet de maintenir la culture de cellules vivantes sur le plafond de la
chambre d’écoulement du SPR et ainsi, réaliser des mesures du VEGF sur des cellules vivantes.

Fluidic Channel

Gold Film

Prism

Laser

=VEGF ) = Bevacizumab

Figure 48 : Représentation schématique du systéme biomimétique pour I'étude de la régulation du bevacizumab (Issue de
Liu et al.)118
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En injectant le VEGF seul, et/ou en présence du bevacizumab, les auteurs ont mis en évidence le
blocage du systéme VEGF-VEGFR par l'anticorps et ont ainsi décrit une stratégie simple et sensible
pour la mesure directe en temps réel de I'efficacité de I'anticorps dans le switch angiogénique VEGF-
VEGFR de cellules vivantes.

Cependant, toutes ces techniques requiérent ['utilisation du VEGF humain dont le co(t de
production reste élevé et peu sont utilisées en tant que dosage pour le suivi des traitements en
clinique.

3. Mime peptidique du VEGF

Au sein de notre laboratoire, des peptides dérivés du VEGF ciblant les récepteurs aux VEGF ont
été développé. Ses études structurales ont révélé que les principaux résidus responsables de
I'interaction du VEGF avec son récepteur se trouvent sur une boucle basique d'environ 20
aminoacides correspondant a la séquence 73-99, ou les résidus Argg,, Lysss et Hisgs sont essentiels
pour l'affinité vis-a-vis du récepteur KDR."® Ainsi, des travaux antérieurs réalisés au sein de notre
laboratoire ont porté sur la synthese de peptides cycliques potentiellement antagonistes du VEGF et
mimant une partie plus ou moins importante de cette boucle en s'articulant autour de ces trois

acides aminés Argg,, Lysgs et Hisgs.

Parmi ces peptides, le CBO-P11, dénommé aussi cyclo-VEGI (cyclopeptidic Vascular Endothelial
Growth Inhibitor), qui conserve la séquence cible d'origine (79-93) du VEGF, possede la meilleure
activité antagoniste avec une ICsq de 1,3 uM (ICsy = concentration nécessaire pour inhiber 50% de la
liaison du ligand a son récepteur) (Figure 49). Il est également apparu que le CBO-P11 inhibait la
liaison du VEGF au récepteur VEGFR-1 avec une ICso de 0,7 uM. La séquence d'aminoacides DPhe-Pro
a été insérée dans ce cyclopeptide, entre les résidus Gln,g et Glugs, pour favoriser la cyclisation de la
chaine peptidique.'*°
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Figure 49 : Structure chimique du CBO-P11. En rouge, sont représentés les acides aminés essentiels (Arg, Lys et His) pour
I'affinité vis-a-vis du récepteur KDR
Le CBO-P11 étant un mime peptidique du VEGF, il pourrait se lier au bevacizumab de la méme
maniere que le VEGF et servir ainsi d’outil moléculaire afin de détecter I'anticorps. L'utilisation d'un
tel mime peptidique apparait donc comme une alternative avantageuse en termes de colt et de
stabilité afin de détecter le bevacizumab.
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C. Lavoie des MMP

Une autre approche permettant de cibler le phénomeéene d’angiogenése tumorale fait intervenir
des métalloprotéases matricielles, appelées MMP. Celles-ci agissent a un niveau différent de celui du
VEGF décrit précédemment.

Cellule cancéreuse

VEGF

Récepteur

Cellule endothéliale

Inhibition de
I'angiogenéese

MMP

Figure 50 : Représentation schématique des possibilités d’inhibition de I'angiogenése
1. Généralités

Activées par le VEGF, les cellules endothéliales synthétisent plusieurs types d’enzymes et de
protéines qui dégradent la matrice extracellulaire, facilitant ainsi la migration et I'invasion des cellules
endothéliales vers les tissus cibles. Les MMP représentent la majeure partie de ces protéases. |l s'agit
d’une famille d'endopeptidases, au nombre de 28, contenant un atome de zinc au niveau de leur site
actif. Elles peuvent étre classées en deux sous-familles, selon qu'elles sont sécrétées ou associées a
une membrane. Toutes les MMP partagent une organisation structurale commune comprenant trois
domaines : le pré-domaine, nécessaire a leur transport jusqu’a la membrane cellulaire, le pro-
domaine et le domaine catalytique proprement dit.

Les MMP sont capables de cliver tous les éléments de la matrice extracellulaire ainsi que certains
facteurs de croissance, ou encore des molécules d'adhésion. Les MMP sont régulées par des
inhibiteurs naturels, tels que les TIMP (tissue inhibitors of metalloprotease ou inhibiteurs tissulaires
de métalloprotéases), et jouent un réle important dans les processus physiologiques (tels que la
croissance embryonnaire, I'angiogenése, le remodelage du tissu osseux).

Lorsque la balance MMP/TIMP est déréglée, des processus pathologiques apparaissent tels que
la croissance tumorale et métastases, les arthrites rhumatoides, les maladies cardiaques, etc. Le role
des MMP dans la progression tumorale est donc multiple. Par ailleurs, les MMP ont également une
activité protéolytique contre des protéines non matricielles, ce qui leur confére un réle complexe
dans plusieurs autres étapes de la progression tumorale, la perte d'adhérence, l'invasion, la
prolifération, I'angiogenése, l'intravasion, |'extravasion et la croissance métastatique.
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Figure 51 : Les différents roles des MMP dans le microenvironnement de la tumeur. D’aprés Kessenbrock et al'*

L'expression des MMP varie selon les étapes de la progression tumorale. Par exemple, ce sont les
gélatinases (MMP-2 et -9), qui sont les plus exprimées dans |'angiogenese tumorale.

Les enzymes de type MMP sont donc devenues de véritables cibles thérapeutiques en vue de
lutter contre le cancer, en particulier dans le but d’inhiber directement la croissance tumorale mais
aussi d'inhiber la formation de métastases. D’autre part, quantifier I'expression et I'activité de ces
protéases permet alors de déterminer I'état d’avancement et I'agressivité des tumeurs.

2. Mesure de I'activité des MMP

La mesure de l'activité protéolytique des MMP dans les milieux biologiques représente un
challenge important. Le choix du type de technique dépendra alors fortement des objectifs qualitatifs
et quantitatifs fixés de I'étude. Ce choix est trés important dans le cas des MMP car leurs substrats
naturels sont en général des protéines insolubles (ou peu solubles), des mélanges complexes de
protéines et de macromolécules associées, des composants structuraux des matrices extracellulaires.
De nombreuses techniques et de nombreux systemes ont été développés pour mesurer |'activité
protéolytique de ces métalloprotéases. Nous pouvons les classer en trois catégories en fonction des
substrats de MMP utilisés ***: les méthodes utilisant des protéines (fragments de collagéne natif et
autres protéines de la MEC), celles utilisant des peptides synthétiques et enfin celles utilisant des
« mini collagénes » sous forme de grands peptides synthétiques formant des triples hélices.
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a. Techniques utilisant des protéines comme substrats de MMMP

Certains tests utilisent les substrats naturels et spécifiques des MMP. Ces substrats sont en
général des fragments de collagene, de gélatine ou d’autres protéines de la matrice extracellulaire.

Parmi les méthodes utilisant ces substrats naturels, nous pouvons remarquer celles employant
des protéines non modifiées. Ainsi, un grand nombre d’informations concernant l'activité des MMP a
été obtenu par ses substrats non modifiés en utilisant la zymographie. Le principe de cette technique
consiste en une séparation électrophorétique des protéines utilisant un gel de polyacrylamide-SDS
dans lequel le substrat protéique est copolymérisé. Les MMP sont alors mises en évidence par leur
capacité a dégrader leur substrat. Aprés coloration du gel, les zones de lyses apparaissent comme des
bandes blanches sur le gel d’électrophorése, aux poids moléculaires ou les protéases ont dégradé le

substrat protéique copolymérisé dans le gel, le reste du gel est coloré en bleu.*”***

Par ailleurs, de nombreuses méthodes ont été développées a partir de protéines modifiées :

e Substrats protéiques radioactifs : En effet, pour une facilité de détection et une bonne sensibilité,
125

les marquages par des isotopes comme le tritium [*H], ou liode [**I] sont fréquemment
effectués.’”'* Apres incubation en présence des MMP, les fragments de dégradation radioactifs sont
séparés du substrat intact, par centrifugation. Le surnageant contient les fragments de dégradation,
qui sont quantifiés avec un compteur de radioactivité. Cependant, cette méthode ne permet pas
d’identifier quelle MMP est responsable de la dégradation du substrat protéique. De plus, elle
nécessite de manipuler des éléments radioactifs et génere des déchets radioactifs qu’il faut éliminer

via des filieres spécifiques.

¢ Substrats protéiques fluorescents : Des dérivés fluorescents d’élastine, de collagéne et de gélatine

sont aussi commercialement disponibles et leurs activités enzymatiques peuvent donc étre suivies
par fluorescence. Lanalyse par cytométrie de flux est également une autre méthode permettant de
mesurer |'activité des MMP a l'aide de substrats fluorescents, comme des gélatines marquées a
I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC)."”’

e Substrats protéigues biotinylés : Les substrats peuvent également étre marqués par biotinylation,

c’'est-a-dire par le greffage covalent d’une biotine. Les protéines sont préalablement biotinylées puis
mises en présence d’une enzyme. Apres digestion, les fragments sont mis en contact avec un support
recouvert de streptavidine. L'association biotine/streptavidine est révélée par un test colorimétrique
utilisant une peroxidase.’®® Cependant, avec cette méthode, le nombre de biotines présents sur les
protéines étant faible, tous les fragments issus de la dégradation par les MMP ne donnent pas un
signal accessible a la détection.

¢ Substrats protéiques succinylés : Cette modification chimique a permis de développer une méthode

de détection basée sur la mesure d’amines primaires libérées apres hydrolyse enzymatique. En effet,
quand la protéine succinylée (c’est-a-dire modifiée chimiquement par un groupement succinyle) est
hydrolysée, 'absorbance a 450 nm augmente sous l'action de l'acide 2,4,6-trinitrobenzene sulfonique
qui réagit avec les fonctions amines libérées au cours de I’hydrolyse, cette augmentation de

I'absorbance & 450 nm traduit donc activité enzymatique.**>**°
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b. Techniques utilisant des peptides en triple hélice comme substrats de
MMP

Certaines équipes de recherche ont synthétisé des structures qui peuvent prendre une
conformation en triple hélice afin de mimer le comportement du collagéne natif et permettre la
détection des activités collagénase. Ces structures sont composés de trois chaines peptidiques

contenant chacune un site de clivage. Lextrémité N-terminale ou C-terminale de ces chaines est

131,132
C

constituée d’un triplet Gly-Pro-Hyp répété n fois, permettant une induction en triple hélice. es

structures varient d’une part en fonction de la position du polymére de triplet, et d’autre part, selon

le mode d’attachement des trois chaines peptidiques entre elles (pont disulfure ou liaison amide).™*
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Figure 52 : Structure schématique des peptides en triple hélice. D’aprés Lombard et al.

Ces substrats sont hydrolysés par les MMP de la méme maniéere que le collagéne natif, mais ils
présentent néanmoins des sélectivités et des affinités plus faibles que celles des substrats naturels
gu’ils sont censés mimer. D'autre part, ces substrats ne sont pas commerciaux et sont le plus souvent
difficiles a synthétiser. Enfin, les affinités sont extrémement faibles en comparaison de celles
obtenues en présence des peptides synthétiques linéaires que nous allons maintenant décrire.

c. Techniques utilisant des peptides synthétiques comme substrats de
MMP

Actuellement, la majorité des essais de mesure de l'activité des MMP est réalisée avec des
peptides synthétiques, et plus particulierement des peptides fluorescents utilisant le FRET (technique
décrite précédemment). Différents couples de fluorophores sont en général utilisés dans les substrats
peptidiques fluorogéniques de MMP. Un des premiers couples les plus utilisés est le tryptophane
3% Le substrat peptidique
Dnp-Pro-Leu-Gly-Leu-Trp-Ala-D-Arg-NH, est capable d’étre dégradé par les collagénases et les

(Trp) avec le groupe dinitrophényl (Dnp), reporté par Stack et Gray en 1989.

gélatinases et conduit a une augmentation de fluorescence. Le Dnp a également été associé a deux
autres fluorophores: la Mca [(7-methoxycoumarin-4-yl)acetyl] et la Nma (N-methylanthranilic
acid).”®>"*® Un autre couple trés connu est 'EDANS (5-[(2-aminoethyl)amino] naphtalene-1-sulfonic
acid) et le DABCYL (4-(4-dimethylaminophenylazo)benzoic acid).

Le désavantage majeur de ces substrats est qu’ils sont peu ou pas sélectifs pour leurs enzymes
respectives. Leur utilisation dans des milieux biologiques ou plusieurs MMP sont présentes peut donc
fausser les clivages et ainsi les résultats obtenus. De plus, les peptides synthétiques linéaires ne sont
pas toujours représentatifs de l'activité in vivo.

Mais plus récemment, de nombreuses études ont porté sur la synthese de substrat linéaire plus
sélectif, combiné a des systemes de FRET mettant en jeu des protéines fluorescentes.
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Ainsi, la conception d’un systéme de FRET pour les MMP-2 a été développée par Yang et al.**’

Une protéine fluorescente jaune YFP et une protéine fluorescente cyan CFP sont reliées ensemble par
un peptide de 12 acides aminés comportant un site substrat des MMP-2. Un transfert d’énergie se
produit entre les deux protéines car le spectre d’émission de la CFP chevauche considérablement le
spectre d’excitation de la YFP. Ceci résulte en une émission de fluorescence de la YFP. Quand la MMP
clive le site substrat entre les deux protéines, le transfert d’énergie n’a plus lieu et il y a émission de
fluorescence de la CFP. Un senseur de ce type peut donc détecter l'activité des MMP-2 au sein des
cellules cancéreuses.

D’autre part, Fudala et al. ont détecté I'activité des MMP-9 grace au systeme de FRET composé
des fluorophores 5-FAM et Cy5."*®
Cy5 par le phénomeéne de FRET et celle-ci voit donc sa fluorescence augmentée. Lors de I'addition de

L'émission de fluorescence du 5-FAM est capturée par la molécule

I'enzyme MMP-9, la fluorescence du 5-FAM s’intensifie et celle de la Cy5 diminue.
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Figure 53 : Représentation schématique du clivage du peptide 5-FAM/Cy5 par 'enzyme MMP-9. Aprés clivage, les
fluorophores sont séparés et la fluorescence du donneur 5-FAM n’est plus capturée par le Cy5 accepteur. La couleur de la
fluorescence observée change du rouge foncé au vert foncé

Plus récemment, Lu et al. ont reporté I'utilisation d’un systéme de FRET composé d’une protéine
fluorescente cyan ECFP comme donneur de FRET, un substrat de (MT1)-MMP et une protéine

3% A |'état de repos, il y a un transfert d’énergie de la

fluorescente jaune YPet comme accepteur.
protéine ECFP vers la protéine YPet. Quand le substrat peptidique est clivé sous I'action de la (MT1)-
MMP, les deux protéines sont espacées causant une diminution du transfert d’énergie et une
augmentation de la fluorescence de I'ECFP (Figure 54). L'activité protéolytique de cette MMP peut
donc étre détectée par ce biocapteur qui peut alors étre utilisé pour décrire le caractére invasif des
cellules d’un essai clinique et servir d’indicateur pour la recherche d’inhibiteurs contre le cancer. En
revanche, ce type de systéme ne permet pas de régénérabilité et ne peut donc étre utilisé que pour

une seule mesure.
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Figure 54 : Conception des biosenseurs de (MT1)-MMP. (A) Schémas des biosenseurs de (MT1)-MMP (B) Mécanisme
d’activation des biosenseurs

Au sein de notre laboratoire, un systeme de FRET a base de coumarines, incorporant des
peptides linéaires substrats des MMP-1, -2 et -9 a été développé. Ces peptides ont fait 'objet d’un

140-143

brevet et de plusieurs publications. Leur séquence est décrite dans la figure ci-dessous (Figure

55).

. 0.0 N | | ~
| ' R y :
+ R P 1 ! E
| T Lo o !
; @) Lo |
1 DAC Lo MC !

SMMP-1 = HoN-K(DAC)-G-P-Q-G~L-L-G-A-K(MC)-A-CO,H

SMMP-2 = H,N-K(DAC)-P-P-G-A~Y-H-G-A-K(MC)-A-CO,H

SMMP-9 = H,N-K(DAC)-G-P-G-G~V-V-G-P-K(MC)-A-CO,H
Figure 55 : Séquences des substrats synthétiques des MMP-1, -2 et -9

Les coumarines utilisées sont les 7-méthoxy et 7-diethylamino coumarine. Elles ont été couplées
directement dans les substrats peptidiques par 'intermédiaire de dérivés de lysine.'*® Ces coumarines
forment une paire de donneur-accepteur appropriée pour le systtme de FRET. En effet, elles
présentent un bon recouvrement spectral entre I'émission de fluorescence du groupe donneur (MC)
et I'absorption de fluorescence du groupe accepteur (DAC). De plus, elles présentent un bon
rendement quantique et une stabilité au photoblanchiment. Leurs longueurs d’ondes d’absorption et
d’émission de fluorescence se situent en dehors de celles des séquences peptidiques, ce qui permet
d’éviter des phénomenes de bruit de fond lors de la mesure de I'activité enzymatique et de travailler
dans des milieux biologiques complexes. En outre, leur faible encombrement stérique permet de
limiter les perturbations de la reconnaissance enzymatique du substrat aux MMP.
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Ainsi, I'incorporation du systeme de FRET sur ces peptides synthétiques a permis de suivre les
différentes protéolyses de ces derniers et aussi de déterminer les valeurs de constantes cinétiques et
catalytiques. Les essais enzymatiques ont montré que les trois types d’enzymes reconnaissent et
clivent leurs substrats respectifs. Ces substrats possedent de trés bonnes affinités avec les MMP
testées, des valeurs prometteuses de K., ont été observées lors de ces essais de clivage enzymatique.

Substrat Ken (LM) Keor (s™) Keat/ K (M™57)
MMP-1

SMMP-1 6,3 1,57 2,5%10°
SMMP-2 R.N.S R.N.S R.N.S
SMMP-9 R.N.S R.N.S R.N.S
MMP-2

SMMP-1 3,1 15,8 5*10°
SMMP-2 4,6 2,85 6,1*¥10°
SMMP-9 4,7 0,29 4,7%10"
MMP-9

SMMP-1 51 17,6 3,4*10°
SMMP-2 4,9 0,96 1,9*10°
SMMP-9 11,3 0,43 3,8*10°

R.N.S : Résultats Non-Spécifiques

Tableau 4 : Différentes valeurs des constantes cinétiques et catalytiques des essais enzymatiques des SMMP-1, -2 et -9

La présence des deux coumarines intégrées sur les peptides via des lysines modifiées, permet
d’obtenir un systéeme de FRET fiable et performant pour un suivi des variations de fluorescence lors
des clivages enzymatiques sélectifs de ces peptides.

Par ailleurs, ces peptides ont également été greffés de maniere covalente sur des surfaces afin
de créer des biocapteurs a usage unique permettant de détecter et de quantifier l'activité
métalloprotéasique en solution.**'* En effet, un support solide a base de silicium a été préparé afin
d’étre fonctionnalisé par une couche organique permettant la fixation des peptides substrats de MMP
par liaison covalente. Les essais enzymatiques sur les plaques greffées ont pu étre suivis par
fluorescence et ont été réalisés dans les mémes conditions que ceux effectués pour les peptides
libres en solution. Ces tests d’hydrolyse enzymatique ont permis de valider que I'enzyme est capable
de reconnaitre et cliver les peptides méme immobilisés sur un support solide et enfin de déduire une
constante cinétique de deuxiéme ordre (Tableau 5).

Enzyme Substrat Keat/Kin (M5
MMP-1 SMMP-1 2.5%10°
Plaque-Si-SMMP1 2*10*
MMP-2 SMMP-2 6.1¥10°
Plaque-Si-SMMP2 1*10°*
MMP-9 SMMP-9 3.8*10°"
Plaque-Si-SMMP9 1.5*10°

Tableau 5 : Constante de deuxiéme ordre calculée pour les hydrolyses enzymatiques des peptides libres et immobilisés
sur plaques
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I. Conception, caractérisation et évaluation d’un

biocapteur régénérable pour la détection de l'activité
des MMP

Nous avons vu précédemment I'importance des enzymes de type MMP dans le processus de
croissance tumorale. Quantifier 'expression et I'activité de ces protéases permet de déterminer |'état
d’avancement et l'agressivité des tumeurs. Au sein de notre laboratoire, de nombreux travaux ont
porté sur la conception de peptides fluorescents substrats des MMP-1, -2 et -9 et sur I'étude de leur
hydrolyse in vitro par leur MMP respective."” Derniérement, un biocapteur & usage unique a été
développé afin de quantifier I'expression de ces MMP.? Des tests enzymatiques in vitro ont permis de
confirmer la reconnaissance et le clivage enzymatique des peptides immobilisés de maniere
covalente sur un support solide. Cette approche innovante nous a donc permis de démontrer qu’une
approche supportée était viable. Cependant, en raison de la complexité de la réalisation, ces
systemes semblent difficilement transposables vers I'industrie. Afin de contourner ce biais, nous
avons alors développé un biocapteur régénérable basé sur des interactions supramoléculaires entre
les B-CD et ces substrats fluorescents. Nous aborderons donc ici la conception et la validation de ce
nouveau biocapteur, depuis sa préparation par la fonctionnalisation de surface et la synthése des
substrats de MMP, en passant par la caractérisation des interactions supramoléculaires, jusqu’aux
tests enzymatiques et cellulaires (Figure 56).
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Figure 56 : Représentation schématique du principe du biocapteur pour la détection de I'activité des MMP
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A. Substrats des MMP

Les substrats de MMP utilisés pour la conception de notre biocapteur régénérable ont été
synthétisés antérieurement au sein de notre équipe et ont fait I'objet d’'un brevet et de nombreuses
publications.” Nous en rappelons ici leurs séquences :

0._O o |
R ~
0 ?
MC

SMMP-1 = HyN-K(DAC)-G-P-Q-G~L-L-G-A-K(MC)-A-CO,H

SMMP-2 = HyN-K(DAC)-P-P-G-A~Y-H-G-A-K(MC)-A-CO,H

SMMP-9 = H,N-K(DAC)-G-P-G-G~V-V-G-P-K(MC)-A-CO,H
Figure 57 : Séquences des substrats synthétiques des MMP-1, -2 et -9

Les séquences de ces peptides sont basées sur les substrats naturels des MMP. Ces peptides
présentent la particularité de posséder deux coumarines: |‘acide 7-diéthylaminocoumarin-3-
carboxylique (DAC) et l'acide 7-méthoxycoumarin-3-carboxylique (MC). Ces coumarines forment une
paire de donneur-accepteur appropriée pour le systeme de FRET. Des essais enzymatiques ont
montré que les trois types d’enzymes MMP-1, -2 et -9 reconnaissent et clivent leurs substrats
respectifs SMMP-1, -2 et -9.

Par ailleurs, les coumarines de ces substrats présentent également une excellente capacité
intrinséque a former des complexes hote-invité avec des B-CD. En effet, de nombreuses publications
reportent la formation de complexes d’inclusion entre des dérivés de type coumarine et des p-CD.>°
Plus récemment au sein de notre équipe, une étude a été menée afin de mettre en évidence et de
caractériser les interactions entre les substrats peptidiques fluorogéniques des MMP et les
cyclodextrines.” Dans ce cas particulier, les deux coumarines DAC et MC sont susceptibles de former
des complexes d’inclusion avec la B-CD. De plus, la chaine peptidique hydrophobe de ces substrats
pourrait éventuellement également entrer en compétition pour la formation de complexe d’inclusion.
Il sagit donc d’un systeme complexe dont il a été nécessaire de caractériser de maniére précise les
interactions avec les cyclodextrines. Ainsi, des substrats peptidiques possédant une seule des deux
coumarines ont alors été synthétisés et leurs interactions avec les B-CD ont été étudiées par
spectroscopie RMN. Tous les composés ont été étudiés par absorption UV/vis et par spectroscopie de
fluorescence. Lensemble de ces études ont permis d’obtenir les résultats suivants : la principale
interaction est localisée au niveau des coumarines, et plus précisément, il en ressort la formation
d’un complexe particulierement stable pour la DAC avec une constante d’affinité 20 fois supérieure a
celle de la MC pour la B-CD (DAC : Kx = 3236 M, MC : K, = 155 M™).
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Figure 58 : Modélisation moléculaire de I'assemblage d’un substrat de MMP avec la B-CD (issue de Alouini et al.)7

Ces études ont également montré que lors de la formation de complexes avec les B-CD, les
séquences peptidiques ne sont pas altérées et les propriétés de FRET ont été conservées. La

détection et la quantification de l'activité des MMP peuvent donc toujours étre réalisables par
spectroscopie de fluorescence en présence de B-CD.
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B. Préparation des composés organiques et fonctionnalisation de
surface

Les études précédentes ont permis d’obtenir des informations sur les interactions entre les
substrats de MMP et les B-CD en solution. La stabilité du complexe formé entre la DAC des substrats
et les B-CD en solution nous a alors suggéré la transposition du systeme vers une immobilisation des
[B-CD sur support pour la conception d’un biocapteur régénérable.

En effet, nous avons choisi de réaliser un biocapteur régénérable basé sur la création d’un édifice
supramoléculaire entre une surface décorée de cyclodextrines et un peptide substrat de sa
métalloprotéase. Actuellement, ce type de surface repose sur la formation de monocouches auto-
assemblées (SAM). Cependant, les SAM de B-CD présentent des problémes d’instabilité avec une
désorption possible des B-CD au cours du temps. Nous avons donc choisi de développer une autre
voie afin de créer des surfaces présentant des B-CD greffées de maniere covalente pour plus de
stabilité.

1. Procédé de fonctionnalisation de surface

Au sein de I'équipe du Laboratoire d’Innovation en Chimie des Surfaces et Nanosciences (LICSEN)
du CEA de Saclay, un procédé de modification de surface innovant a été récemment développé. Ce
procédé, appelé GraftFast®, conduit a la formation de films de polyméres stables, greffés de maniere
covalente et d’épaisseur contrélée (de quelques nanomeétres au micron) sur différents types de
substrats conducteurs ou isolants. Ce procédé est basé sur une réduction chimique en solution
aqueuse d’'un mélange de sels d’aryl diazonium en présence de monomeres acryliques ou vinyliques
(Figure 59).2°
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Figure 59 : Représentation schématique du procédé GraftFast®

Le mécanisme réactionnel du procédé GraftFast® procéde en trois étapes: amorgage,
propagation, terminaison (Figure 60). La polymérisation est amorcée par les radicaux aryles en
solution, issus de la réduction chimique des sels d’aryldiazonium. Parallelement, les radicaux aryles
peuvent se greffer a la surface du substrat et former une sous couche d’accroche de polyphényléne
jouant un role essentiel dans la construction des films. La propagation s’achéve alors lorsque les
chaines polymeres en croissance réagissent par des réactions de transfert sur les noyaux aromatiques
déja greffés sur le substrat (étape de terminaison). Les films obtenus sont alors de structure mixte :
groupements aryles et polymeres.
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Figure 60 : Mécanisme du procédé GraftFast®

Grace a ce procédé innovant, nous avons envisagé I'immobilisation de B-CD sur une surface d’or.
Ce choix a été conditionné par plusieurs impératifs : (i) I'or est inerte et présente I'avantage d’étre
résistant a la corrosion engendrée par des solutions ou des tampons aqueux et (ii) il est souvent
présent a la surface de transducteurs utilisés dans les biocapteurs (SPR, SAW, QCM...). Nous pourrons
donc obtenir un film mince stable présentant les B-CD et qui possede la capacité de former des
complexes d’inclusion avec des molécules a caractere hydrophobe.
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2. Stratégies de greffage des 3-CD

Afin d’obtenir ces surfaces, nous avons envisagées plusieurs stratégies :

1- la création d’'une couche mince d’acide polyacrylique par le procédé GraftFast® suivi d’'une
post fonctionnalisation par les dérivés mono aminés de B-CD.

2- |'élaboration d’un monomere de B-CD présentant une fonction du type acrylique
permettant la création d’un film mince de polymere de B-CD par le procédé GraftFast®.

Dans un premier temps, nous avons entrepris le greffage d’un monomere simple, l'acide
acrylique. Notre stratégie consiste alors a coupler par simple liaison amide un dérivé aminé de 3-CD
aux fonctions acides carboxyliques du polymere d’acide acrylique (PAA) de la surface. La synthése du
dérivé aminé s’est effectuée de la maniéere suivante :

Une modification sélective des groupes hydroxyles primaires a été réalisée, la B-CD a été
monotosylée par I'utilisation du p-tosyl imidazole. Cette méthode de monotosylation est basée sur un
protocole en deux étapes: i) la formation d’un complexe entre les B-CD et le p-toluenesulfonyle
imidazole, suivie ii) d’'une réaction lente entre le groupe hydroxyle primaire et le p-toluenesulfonyle
imidazole en milieu basique. Lutilisation de ce dérivé possede comme avantage d’avoir une tres
bonne solubilité en solution aqueuse, une résistance élevée a I'hydrolyse a température ambiante et
enfin une faible tendance a engendrer des composés multi-tosylés.

Par la suite, la substitution nucléophile du groupement tosyle par de lI'azoture de sodium a
permis d’obtenir les dérivés azoturés des B-CD correspondantes. Enfin, la réduction de ces derniéres
en présence de triphénylphosphine dans le DMF (diméthylformamide) a conduit a I'obtention des B-
CD aminées (Schéma 1).

Tosyl Imidazole
A/\OH H,0 A/\OTS NaNs, DMF /\N3 PPhs, DMF /\NHz
_— _— _—
a » NaOH a 80°C, 20h a > 90°C, 18h «
2h, T.A.

Schéma 1 : Synthése de la 6-monoamine 3-CD

Le greffage de l'acide acrylique sur la lame d’or s’effectue donc par le procédé GraftFast® : une
lame de verre métallisée est plongée dans une solution « acide » contenant le tétrafluoroborate 4-
nitrobenzeéne-diazonium (NBD), I'acide acrylique et de la limaille de fer. Aprés 45 minutes, la lame est
sortie de la solution de greffage et rincée a I'eau sous sonication. Afin d’éliminer le PAA non lié, la
lame est placée dans une solution de soude 1N sous sonication, puis passée dans une solution d’acide
chlorhydrique 1N et séchée sous flux d’azote. La surface de la lame a alors été analysée par
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier en mode Réflexion Totale Attenuée (ATR-FTIR) afin
de vérifier le greffage du PAA. Par la suite, la lame est plongée dans une solution de 6-monoamino-B-
CD dans le DMF contenant la N,N-diisopropyléthylamine (DIEA) et lagent de couplage
dicyclohexylcarbodiimide (DCC). Apres 24h, la surface est rincée au DMF et soumis a un traitement de
sonication dans l'eau, rincée a I'éthanol et séchée sous flux d’azote. La surface a été analysée par
spectroscopie ATR-FTIR confirmant alors la présence de B-CD grace a la large bande d’absorption
caractéristique de ces molécules dans la région 1200-1000 cm™.
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La seconde stratégie a consisté a élaborer un monomere de B-CD présentant une fonction de
type acrylate. Cette méthode nous permettrait alors de s’affranchir des différentes étapes de
synthese de la B-CD mono aminée et d’obtenir directement une couche mince de polymere de 3-CD
par le procédé GraftFast®. Dans ce but, deux monoméres de B-CD ont été synthétisés, I'un présentant
une fonction hydroxyle et une fonction méthacrylate, et I'autre possédant une fonction acrylamide.

Dans un premier temps, nous avons préalablement fonctionnalisé la B-CD avec le méthacrylate
de glycidyl, en présence de 1,8-diazabicyclo[5.4.0]Jundéc-7-éne (DBU) en quantité catalytique, afin
d’obtenir le monomeére B-CD GMA (6-mono-glycidylmethacrylate) (Schéma 2). En effet, il se produit
I'addition nucléophile de la fonction alcool de la $-CD sur I'époxyde. Cette réaction a notamment été
décrite par Apohan et al.'® Aprés caractérisation par des analyses en spectroscopie RMN et ATR-FTIR,
le monomeére peut donc étre engagé dans le procédé de greffage : une lame d’or a ainsi été plongée
dans une solution aqueuse contenant le NBD, le monomere B-CD GMA et de la limaille de fer. Apres
45 minutes, la lame est sortie de la solution de greffage, rincée a I'eau sous sonication et séchée sous
flux d’azote. Les analyses de spectroscopie ATR-FTIR de la surface permettent de confirmer le greffage
par la présence de la bande d’absorption dans la région 1200-1000 cm™ caractéristique de la
signature spectrale des B-CD (Figure 61).
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//\\()H N ,/u\\r§9
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Glycidyl methacrylate (GMA) B-CD mono GMA

Schéma 2 : Synthese du monomeére B-CD GMA
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Figure 61 : Spectre IR de la surface fonctionnalisée par le monomére 3-CD GMA
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Enfin, de la méme maniere que précédemment, nous avons synthétisé un autre monomére
acrylate de B-CD : le monomere B-CD NMA (la 6-mono-N-methylolacrylamide-B-cyclodextrine). Celui-
ci a été obtenu par déshydratation intermoléculaire entre la B-CD et le N-méthylolacrylamide en
présence d’acide formique en quantité catalytique dans I'eau, a 80°C pendant 30 min (Schéma 3).***2
Le greffage de cette molécule sur une lame d’or par le procédé GraftFast® a été confirmé par des

analyses de spectroscopie ATR-FTIR avec la présence de bande d’absorption dans la région 1200-1000
-1

cm .
@]
,/ ~OH H HCOOH cat., H,0 P J\/
HO N @) N
y_\ NS — H
o » o 80°C, 30 min o »
N-methylolacrylamide B-CD mono NMA

(NMA)

Schéma 3 : Synthése du monomeére 3-CD NMA

Afin d’étudier la stabilité de ces lames fonctionnalisées par des B-CD, nous les avons plongées
dans des solutions acide et basique, respectivement a pH 2 et 12 et nous avons effectué plusieurs
analyses de spectroscopie infrarouge au cours du temps, de 10 a 60 min. En effet, ces lames seront
par la suite utilisées pour immobiliser les substrats peptidiques des MMP, en vue de détecter I'activité
de celles-ci, il est donc nécessaire de s’assurer de la stabilité du greffage du polymeére de B-CD. Les
résultats obtenus montrent des spectres ATR-FTIR identiques en milieu basique et acide et au cours
du temps, ceci indique donc une bonne stabilité de ces surfaces par cette méthode de greffage.

Pour la suite des travaux, nous avons décidé de retenir la méthode de greffage faisant intervenir
directement un monomeére de B-CD présentant une fonction acrylate, et en particulier le monomere
de B-CD mono GMA. En effet, 'obtention de ce type de monomeére est rapide et aisée, et le procédé
de greffage par GraftFast® avec ce monomeére permet de s’affranchir d’'une étape de pré-
fonctionnalisation de la surface et d’obtenir directement un film mince de polymere de B-CD.
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C. Etude des interactions des substrats de MMP / 3-CD
immobilisées

Nous avons vu précédemment la stabilité du complexe formé par la DAC des substrats de MMP
avec les B-CD en solution. Dans le cadre de la conception de notre biocapteur régénérable, la
transposition du systéme liquide en systéme supporté doit tout d’abord étre étudiée. Pour ce faire,
nous avons employé un transducteur acoustique via l'utilisation de la technologie SAW (Surface
Acoustic Wave), par l'appareil de mesure sam®5 (de SAW Instruments GmbH). En effet, cette
méthode de transduction présente l'avantage d’avoir une haute sensibilité de détection, parfois plus
importante que celle de la technologie SPR (Surface Plasmon Resonance). De plus, 'onde acoustique
permet une profondeur de pénétration de I'échantillon d’environ 1 um, ce qui est un avantage majeur

par rapport aux biocapteurs SPR dont I'épaisseur est d’environ 200 nm.™

Enfin, cette technique
permettra de mesurer en temps réel les interactions biomoléculaires possibles afin d’en déduire les

constantes d’affinité correspondantes.

1. Principe de fonctionnement du sam®5

Le principe de fonctionnement de ce type de transducteur a été décrit précédemment.
Brievement, lorsqu’un analyte interagit avec un ligand immobilisé sur la puce sam®5, cela entraine
une modification de la phase et de I'amplitude de 'onde acoustique. Ainsi, une modification de phase
est reliée a une modification de masse, alors qu’'une modification d’amplitude est reliée a des
changements viscoélastiques et conformationnels. Ces perturbations peuvent alors étre suivis et
enregistrés en fonction du temps.

(a) ‘! put signal, e.g. 7, u,AIq—
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[ — £ )
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Figure 62 : Principe d’un biocapteur utilisant la technologie SAW. (a) Le biocapteur est composé d’un cristal
piézoélectrique, une couche sensible et une couche servant de guide d’onde. Une onde acoustique de surface est générée
par un IDT d’entrée, se propage le long de I'axe z et est détectée par un IDT de sortie. (b) Mise en place d’un biocapteur
dans lequel une cellule d’écoulement étanche est nécessaire
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Les résultats sont alors traduits par un sensorgramme. Un sensorgramme typique d’un processus
de fixation ou 'analyte interagit avec un ligand immobilisé est représenté par la figure suivante.
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Figure 63 : Sensorgramme d’un biocapteur SAW

Lorsque l'analyte est injecté, une courbe exponentielle ascendante est observée traduisant
I'association entre les biomolécules. Aprés un certain temps, la courbe atteint un maximum et
I'équilibre : association et dissociation se produisent en méme temps (état d’équilibre). Pendant la
phase de post-injection ou seul le tampon est en contact avec la surface, les analytes non fixés sont
emportés par le tampon et les analytes fixés se dissocient, ce qui est traduit par une courbe
descendante. Enfin, lorsqu’'une étape de régénération est effectuée, I'analyte est completement
dissocié du ligand immobilisé par des conditions spécifiques, la courbe obtenue est ramenée a la
valeur de référence.

Les courbes d’association et de dissociation peuvent alors étre modélisées, ce qui permet
d’obtenir les constantes de vitesse de formation k., et de dissociation k.s et éventuellement
déterminer la valeur du Kp, constante reflétant I'affinité entre les biomolécules.

2. Immobilisation des -CD sur la puce sam®5

La puce sam®5 est composée de 5 canaux identiques et indépendants avec une aire sensible de
4 x 2.1 mm? par canal. Ainsi, chaque canal peut étre fonctionnalisé différemment et 5 mesures de
SAW peuvent étre réalisées en paralléle. Les principales caractéristiques de cette puce sont :

- les surfaces de contact pour la lecture électronique,

- les IDTs transformant les signaux électriques en ondes acoustiques et vice versa,

- une couche servant de guide d’'onde en SiO,. Le matériel standard de la couche sensible du
sam®5 est une couche d’or de 100 nm d’épaisseur

Le systeme fluidique de l'appareil s'adresse aux 5 canaux, par conséquent, chaque échantillon
injecté s’écoule sur les 5 canaux de maniere séquentielle (Figure 64).
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Figure 64 : (a) Représentation de la puce sam®5 avec le systéme d’écoulement parcourant les 5 canaux. (b) Zoom sur un
canal de la puce

Ainsi, pour I'immobilisation des B-CD sur cette puce, 4 canaux ont été fonctionnalisés par le
monomere B-CD GMA grace au procédé GraftFast®. Le canal 1 quant a lui a servi de canal de
référence, en le fonctionnalisant par le monomere 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA), toujours par
le procédé GraftFast®. En effet, un canal de référence est en général utilisé afin de compenser les
interactions non spécifiques de Ianalyte avec la surface.’ Cette cellule de référence doit le moins
possible réagir avec I'analyte et sa structure chimique doit se rapprocher le plus possible de celle des
autres canaux fonctionnalisés. Ainsi, nous avons utilisé un polymére de HEMA qui ne contient aucune
cage hydrophobe permettant de former un complexe d’inclusion avec les substrats de MMP, et dont
la structure chimique se rapproche de celle du monomere de cyclodextrine au niveau de sa partie
acrylate. De plus, la fonction hydroxyle de ce type de polymere permettra de réduire le phénomene
d’adsorption non spécifique de I'analyte avec la surface. En effet, pour minimiser cette adsorption, il
est nécessaire de réduire au maximum les interactions hydrophobes et ioniques avec la surface.
L'utilisation d’une surface hydrophile pour le canal de référence permettra donc de diminuer les
adsorptions non spécifiques et de s’assurer de la spécificité des interactions par rapport aux autres
canaux.”” Aprés fonctionnalisations et lavages de la puce, les analyses ATR-FTIR confirment bien la
présence de cyclodextrines a la surface de 4 canaux, et un film mince de polymeére de type pHEMA a
la surface du canal de référence.
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Figure 65 : Spectre IR du canal 1 fonctionnalisé par le monomeére HEMA
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Figure 66 : Spectre IR du canal 5 fonctionnalisé par le monomeére 3-CD GMA
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3. Mesure des interactions SMMP-1/3-CD immobilisées

Nos études se sont concentrées autour du substrat de la MMP-1 : SMMP-1 dont la structure est
rappelée ci-dessous.

00O OMe

H,N-Lys-Gly-Pro-GIn-Gly-Leu-Leu-Gly-Ala-Lys-Ala-CO,H
Figure 67 : Structure chimique du substrat SMMP-1

Des expériences préliminaires ont été nécessaires afin de déterminer les conditions optimales de
mesure telles que le choix du tampon, le débit, la durée et le volume d’injection des analytes, les
conditions de régénération, le temps d’attente entre chaque injection... Ainsi, le tampon qui servira
pour toutes les expériences impliquant le sam®5 est un tampon HBS-EP (10 mM HEPES, 150 mM
NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% Surfactant P20, pH 7.4). Des conditions de régénération idéales permettent
de dissocier totalement I'analyte de la surface sans endommager le ligand immobilisé, ce qui se
traduit par un retour du signal de phase a la ligne de base. Dans cette optique, plusieurs
concentrations de solutions de B-CD ont été testées, et nous avons retenu une concentration a 5 mM
pour une régénération optimale de la ligne de base. Un débit de 20 pl/min a été entretenu tout le
long des expériences a une température de 22°C.

9 SMMP-1 (100 uM) B-CD (5 mM)
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Figure 68 : Sensorgramme représentant l'injection de SMMP-1 (100 uM) suivie de I'injection de B-CD (5 mM)

Par la suite, la puce a été exposée a plusieurs injections de SMMP-1 a différentes concentrations
(25, 50, 100, 200 et 500 uM). Les courbes obtenues ont été soustraites de la courbe du canal de
référence correspondant a I'adsorption non spécifique du peptide pour la surface. Afin de s’assurer
de la répétabilité des résultats obtenus, ces expériences ont été réalisées 3 fois. Ci-aprés est
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représenté un exemple de sensorgramme obtenu pour le canal 2. Pour les différentes concentrations,
nous obtenons bien une courbe d’association dés l'injection du substrat de MMP-1, qui se stabilise
par la suite, apres la fin de l'injection. Par ailleurs, plus la concentration en peptide injectée est
élevée, plus le signal de phase obtenu est important.
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Figure 69 : Sensorgramme du canal 2, expérience n°1 aprés soustraction du canal de référence

Les courbes obtenues ont ensuite été ajustées pour toutes les injections, en utilisant un modéle
de fixation 1:1. Puis ces informations ont été analysées en utilisant le modele d’isotherme de
Langmuir, dont nous en rappelons ici les équations.

b _p KpCo c (1)
0 = Prax - T ¢ = Prex - T3y
4
3-
o 2-
@
o
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ﬂ T T 1
0 200 400 600

Concentration (uM)

Figure 70 : Isotherme de Langmuir du canal 4 lors de I'expérience n°3

Ainsi, en tragant P.q en fonction de la concentration, nous pouvons en déduire la valeur de Kp. Le
tableau suivant résume les différents résultats obtenus pour tous les canaux, en faisant une moyenne
des 3 expériences (Tableau 6).
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Channel 2 Channel 3 Channel4 Channel 5

Exp 1 148,9 198,1 300,2 233,5
Exp 2 131.7 111,4 279,8 209,5

Ko (uM) .
Exp 3 111,3 219,8 391 224,1
Moyenne 130,6 176,4 323,7 222,3
Ka (M7 7657 5669 3089 4498

Tableau 6 : Vue d’ensemble des constantes de dissociation (Kj) et d’association (K,) calculées par le modéle d’isotherme
de Langmuir

Nous obtenons alors une constante d’affinité globale de K, = 5228 M™. Si nous comparons ces
résultats avec la constante d’affinité obtenue entre les substrats de MMP et les B-CD en solution (Kx =
3236 M), nous obtenons un méme ordre de grandeur. Ceci prouve donc que les cavités hydrophobes
des B-CD conservent leur propriété d’inclusion malgré leur greffage covalent a la surface de la puce.
Par ailleurs, I'affinité a la surface semble plus importante que celle en solution. Ceci indiquerait une
meilleure accessibilité physique des B-CD supportées. Ces résultats sont en concordance avec ceux
obtenus par I'équipe de Reinhoudt, démontrant une interaction entre des molécules hydrophobes et
une SAM de B-CD deux a trois ordres de grandeur supérieurs qu’en solution avec des dimeres de j-
CD.

D’autre part, nous avons également tracé les représentations de Scatchard a partir des
isothermes de Langmuir. Le modéle de Scatchard permet de valider I'utilisation du modéle de
Langmuir en vérifiant I'accord entre les courbes expérimentales et le modele mathématique. De plus,
cette méthode permet de vérifier la monovalence de linteraction. En effet, si les points
expérimentaux forment une droite, I'interaction sera bien monovalente. En revanche, l'obtention
d’un tracé non linéaire va rendre compte d’une interaction plus complexe (interactions bivalentes ou
hétérogenes). Nous rappelons ici 'équation de Scatchard :

Py
T:KA.n—KA.Peq (2)
0.020-
0.0154 o
Q
& 0.010-
o
0.005+
0.000 T T 1
0 2 4 G

Figure 71 : Représentation de Scatchard du canal 4 lors de I'expérience n°3

100



Résultats & Discussion

Les courbes expérimentales et le modele mathématique semblent en concordance, ce qui valide
I'utilisation du modele de Langmuir pour le calcul des constantes d’affinité. Par ailleurs, les résultats
expérimentaux permettent bien de confirmer une interaction de type 1:1 par l'obtention d’une
réponse linéaire des tracés de Scatchard. Ceci valide donc encore une fois I'insertion préférentielle
d’une coumarine des SMMP par rapport a l'autre, au sein des B-CD supportées.

Avec ces premiers résultats, nous avons ainsi démontré la stabilité des puces fonctionnalisées par
les B-CD, leur régénérabilité par une solution de B-CD concentrée, mais surtout nous avons mis en
évidence les interactions entre les substrats de MMP et les B-CD supportées, avec une constante
d’affinité moyenne de K, = 5228 M™. Ces surfaces peuvent donc &tre utilisées pour immobiliser les
substrats de MMP et par la suite suivre I'activité enzymatique de ces MMP.
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D. Essais enzymatiques et cellulaires

Aprés avoir confirmé et caractérisé I'affinité entre les substrats des MMP et les B-CD supportées,
des tests enzymatiques ont été entrepris sur ces systemes supramoléculaires. Nous avons suivi
I’évolution de la fluorescence au cours du temps, en solution et en surface, de la DAC et de la MC.
Grace au systeme de FRET nous avons ainsi pu en déduire l'activité des MMP (Figure 72).
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Figure 72 : Représentation schématique de la stratégie d'immobilisation des SMMP et du clivage enzymatique par les
MMP

1. Essais enzyvmatiques in vitro

Des essais enzymatiques in vitro ont tout d’abord été réalisés avec des puces d'or de 1 cm?
fonctionnalisées par des B-CD et des substrats de MMP. Tous les essais ont été réalisés dans un
tampon TRIS (0.1 M de TRIS, 0.1 M NaCl, 10 mM CacCl,, 0.05% d’lgépal (CA-630), pH 7.4).

Les supports préparés ont été plongés dans des solutions de substrats peptidiques (1 mg/ml).
Puis, ils ont été rincés a l'eau afin d’éliminer les peptides adsorbés en surface et ne laisser que ceux
fixés par liaisons non covalentes aux cavités hydrophobes des B-CD. Ainsi trois puces présentent
chacune un substrat peptidique (SMMP-1, -2 et -9). Ensuite, chaque surface a été placée au fond
d’une cuve en quartz en présence de son enzyme MMP a une concentration de 2 nM a pH 7.4, afin de
suivre I'évolution de la fluorescence.

Les variations de fluorescence des coumarines DAC a 475 nm (excitation a 430 nm) et MC a 401
nm (excitation a 350 nm) ont été suivies au cours du temps en présence des MMP (Figure 73). Par ces
études, nous constatons que la fluorescence du groupe MC en solution augmente en fonction du
temps tandis que celle du groupe DAC reste stable et faible. Ces résultats montrent donc que, lors du
clivage enzymatique, la partie du peptide libérée en solution contient la coumarine MC, et qu’en
contrepartie, la partie contenant la coumarine DAC reste fixée a la surface. Ceci confirme donc que la
DAC est la coumarine complexée a la B-CD qui permet d’immobiliser le peptide sur la surface par
liaison non covalente.
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Figure 73 : Evolution de la fluorescence de la MC au cours du temps lors des essais enzymatiques sur les surfaces de B-CD

Apres la digestion des peptides immobilisés sur le support, celui-ci a été placé au fond d’une
cuve en quartz en présence d’une solution aqueuse d'adamantane a 100 mM. Ladamantane posséde
une affinité plus importante pour la cavité hydrophobe de la B-CD que celle de la DAC ou de la MC (Ka
=10° M™)."® Ainsi, les adamantanes présentes vont préférentiellement s’insérer dans les cavités des
B-CD et vont déplacer le complexe supramoléculaire formé avec les coumarines. Celles-ci seront alors
libérées des cages des B-CD et leur fluorescence en solution pourra étre mesurée. Ainsi, les variations
de fluorescence des coumarines DAC et MC ont alors été mesurées et ont montré une fluorescence
importante et significative de la DAC en solution aprés relargage de la cavité des B-CD des fragments
peptidiques apres digestion enzymatique. Cette expérience permet donc de confirmer une fois de
plus que les fragments de peptides hydrolysés accrochés aux B-CD contiennent bien la DAC et non la
MC.

Afin de régénérer les supports, ceux-ci ont été plongés dans une solution aqueuse de B-CD a 20
mM, puis rincées a l'eau. Les images de fluorescence des surfaces ont alors montré une disparition
totale de la fluorescence aprés immersion dans la solution de B-CD (Figure 74). Ceci confirme donc
que les cavités des B-CD ont été libérées. Cette étape de régénération a d’ailleurs été confirmée lors
des expériences de mesure d’interaction par SAW : lors de l'injection d’une solution de B-CD, une
compétition est induite entre une fixation a la surface et une fixation en solution.

(a) (b)

Figure 74 : Images d’épifluorescence des surfaces de B-CD contenant les peptides digérés. (a) Avant immersion dans une
solution de B-CD (b) Aprés immersion dans une solution de B-CD
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A l'issue de ces premiers tests in vitro, les hydrolyses enzymatiques ont bien montré I'efficacité
du systeme utilisé pour la détection des activités des MMP en solution. Une régénération de la
surface est bien possible par simple immersion dans une solution de B-CD, il est donc possible de
réutiliser ces surfaces pour d’autres tests d’activités métalloprotéasiques.

2. Essais enzymatiques avec des extraits protéiques

Par la suite, afin d’évaluer la sensibilité et la spécificité de notre biocapteur dans un milieu
biologique plus complexe, nous avons réalisé des essais enzymatiques avec des extraits protéiques de
cellules cancéreuses. Deux lignées cellulaires ont été utilisées :

- Une lignée cellulaire invasive Hela issue du cancer du col de l'utérus. Ces cellules sont
agressives, elles possedent un grand pouvoir métastasique et sont tres invasives. Elles sont
connues pour surexprimer plusieurs types de MMP dont la MMP-1, -2 et -9.*%%°

- Une ligne cellulaire non invasive HUh7 issue du carcinome hépatocellulaire (cancer du foie).
Cette lignée cellulaire n’est pas invasive, les cellules expriment un niveau basal des MMP, en
particulier les MMP-2 et -9 sont quasi absentes dans les cultures.’™** Cette lignée représente
donc un test témoin, permettant d’évaluer l'efficacité de nos biocapteurs a distinguer des
cellules cancéreuses invasives d’autres cellules cancéreuses moins agressives et moins

invasives.

Ainsi, les surfaces de B-CD, préalablement incubées dans des solutions de substrats de MMP, ont
été placées dans des cuves de fluorescence avec des extraits protéiques a une concentration en
protéines de 4 pg/ul obtenus a partir de cellules cancéreuses de lignée Hela d’une part, et de cellules
HUh7 d’autre part. L'évolution de la fluorescence de la coumarine MC en solution a été suivie
pendant 1h a 37°C (Figure 75).
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Figure 75 : Evolution de la fluorescence de la MC au cours du temps, dans 3 cuves de fluorescence contenant les
biocapteurs en présence des extraits protéiques a partir des cellules cancéreuses HelLa et HUh7
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Dans le cas des extraits protéiques des cellules cancéreuses invasives (Hela), nous pouvons
observer une augmentation tres significative de la fluorescence de la MC pour les trois biocapteurs.
Ces résultats montrent donc que les peptides immobilisés sur les surfaces ont été reconnus et clivés
par les MMP présents dans l'extrait protéique. Ainsi, nous confirmons donc la présence des MMP
dans un mélange complexe de protéinases issues de cellules cancéreuses invasives.

Dans le cas des extraits protéiques des cellules cancéreuses non invasives (HUh7), nous
n‘observons aucune évolution significative de la fluorescence de la MC pour les trois capteurs. Les
peptides sont donc tres peu clivés, ce qui signifie qu’il y a trés peu de MMP au sein de cette lignée. Ce
résultat est bien en concordance avec les caractéristiques des cellules de la lignée HUh7 qui sont des
cellules cancéreuses non invasives exprimant un niveau basal de MMP.

Lallure des courbes de fluorescence est totalement différente de celle des courbes obtenues
avec les extraits protéiques des cellules Hela qui ont atteint des intensités de fluorescence beaucoup
plus grandes. Donc, malgré la présence de plusieurs types de protéases dans I'extrait protéique des
cellules HUh7, les peptides SMMP fixés en surface des biocapteurs n‘ont pas été clivés. Ces résultats
nous permettent donc de valider la sélectivité et l'efficacité de nos biocapteurs régénérables.

3. Essais enzymatiques avec des cellules cancéreuses

Par la suite, nous avons entrepris des essais enzymatiques avec des cellules cancéreuses afin
d’évaluer l'efficacité de nos biocapteurs a quantifier I'activité des MMP dans des milieux encore plus
complexes, dans des conditions de biopsie. De la méme facon que précédemment, les deux lignées
cellulaires Hela et HUh7 ont été utilisées. Les biocapteurs ont été déposés au fond de cuves de
fluorescence auxquelles ont été ajoutées les cellules (entre 8. 10° et 1. 10° cellules). ensemble a été
maintenu a une température de 37°C et I'évolution de la fluorescence de la MC en solution a été
suivie pendant 1h (Figure 76).
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Figure 76 : Evolution de la fluorescence de la MC au cours du temps, dans 3 cuves de fluorescence contenant les
biocapteurs en présence des cellules cancéreuses HelLa et HUh7
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Comme précédemment, nous observons une augmentation significative de la fluorescence de la
MC dans le cas des cellules cancéreuses Hela. Cela signifie donc que les peptides immobilisés sur les
surfaces ont été reconnus et clivés par les MMP exprimées par les cellules cancéreuses invasives, et
surtout ces résultats montrent une activité enzymatique trés importante, ce qui est en corrélation
avec ce type de lignée cellulaire connue pour leur surexpression des MMP.

Pour les cellules HUh7, nous retrouvons les mémes résultats que pour les extraits protéiques de
cette lignée. En effet, nous n‘observons aucune évolution significative de la fluorescence de la MC au
cours du temps. Les peptides SMMP ont donc été trés peu clivés, synonyme d’un niveau basal
d’expression des MMP. Ces résultats sont en concordance avec cette lignée cellulaire : les cellules
HUh7 n’exprimant que tres peu de MMP, elles ont donc libéré trés peu d’enzymes capables de
reconnaitre et de cliver nos peptides SMMP immobilisés sur les surfaces.

Ainsi, nous avons donc démontré que ces biocapteurs sont capables de déceler la présence des
MMP dans une suspension de cellules cancéreuses dans des conditions de biopsie (10° cellules). Leur
spécificité reste intacte dans ce milieu biologique complexe : les diverses protéases présentes dans
ces cellules n‘ont pas hydrolysé les substrats de MMP.
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E. Conclusions

Au cours de ce premier chapitre, nous avons ainsi développé la mise au point d’'un nouveau
systeme de détection et de quantification de l'activité métalloprotéasique. Ce biocapteur est
constitué d’une surface fonctionnalisée par des cyclodextrines, permettant I'immobilisation, par
assemblage supramoléculaire, de peptides fluorescents substrats des MMP. La fonctionnalisation de
surface a été réalisée grace au procédé GraftFast® permettant d’obtenir un film mince de polymeéres
de B-CD greffés de maniére covalente a la surface. L'utilisation de ce type de molécules permet alors
une immobilisation réversible des substrats peptidiques et donc une régénération possible de la
surface par simple lavage via une solution de cyclodextrines. L'immobilisation des substrats
peptidiques au sein des cages hydrophobes des cyclodextrines a été validée et caractérisée par un
mode de transduction de type SAW, ce qui a permis d’obtenir une constante d’affinité des peptides
avec les B-CD supportées de I'ordre du 5.10° M™.

La stabilité du complexe supramoléculaire formé nous a permis d’envisager son utilisation pour
le suivi de l'activité enzymatique des MMP via un mode de transduction optique par fluorescence. En
effet, les deux coumarines présentes au sein des substrats peptidiques des MMP permettent un
systeme de FRET. Ainsi, le suivi de I'évolution de fluorescence au cours du temps en présence des
MMP, nous a permis d’en déduire l'activité de celles-ci. Les tests enzymatiques réalisés avec des
extraits protéiques et avec des cellules cancéreuses en conditions de biopsie tumorale, ont montré
I'efficacité et la spécificité de ce biocapteur a quantifier I'activité des MMP dans des milieux
biologiques complexes. Enfin, ces essais enzymatiques nous ont également permis de démontrer
I'efficacité de ce biocapteur a distinguer entre des lignées cellulaires invasives et non invasives. Ainsi,
ce systéme constitue un nouvel outil de diagnostic de la progression et du développement tumoral.
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Chapitre II :

Conception, caractérisation et
évaluation d’un biocapteur a usage
unique pour le dosage du bevacizumab
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II. Conception, caractérisation et évaluation d’un

biocapteur a usage unique pour le dosage du
bevacizumab

Le développement des biothérapies se traduit par l'utilisation de plus en plus fréquente
d’anticorps et de biomolécules complexes. Les résultats thérapeutiques observés avec ces entités
sont cependant parfois aléatoires, c’est le cas notamment avec le bevacizumab, anticorps
commercialisé par la société Genentech sous le nom d’Avastin®. Il s’agit d’un anticorps monoclonal
humanisé dirigé contre le VEGF. En se liant a cette protéine, ceci a pour conséquence une inhibition
de la liaison du VEGF a ses récepteurs, ce qui induit alors une inhibition de I'activité angiogénique du
VEGF. Le bevacizumab est utilisé en tant qu’agent antiangiogénique pour traiter les cancers du rein
métastatiques, les cancers du c6lon ou du sein, les cancers bronchiques non a petites cellules et les
gliobastomes, en association avec une chimiothérapie classique.

Cependant, les parametres pharmacocinétiques du bevacizumab sont complexes. Sa demi-vie
est assez longue mais présente une grande variabilité interindividuelle (11 a 50 jours selon les
études). Ainsi, certains patients ne répondent pas au bevacizumab, ou au contraire certains
présentent de nombreux effets secondaires liés au traitement. En conséquence, déterminer la
concentration en bevacizumab chez les patients sous traitement représente un réel intérét clinique
en permettant I'adaptation de la posologie, un traitement personnalisé mieux adapté au patient et
éventuellement de diminuer le colt du traitement. Actuellement, le dosage du bevacizumab est
réalisé par des techniques ELISA, mais ce systtme demeure onéreux en raison du co(t trés élevé du
VEGF et reste peu systématique pour le suivi clinique. Il nexiste donc pas de solutions commerciales
et donc de systémes disponibles pour le dosage clinique de cet anticorps.

Dans ce contexte, nous proposons la conception d’un biocapteur permettant le dosage du
bevacizumab, via [l'utilisation d’'un mime peptidique du VEGF, appelé CBO-P11, développé
antérieurement au laboratoire. Il s’agit d’'un peptide cyclique de 17 acides aminés possédant une
masse moléculaire inférieure a 2 kDa. Cette molécule de petite taille peut donc étre obtenue de fagon
non limitée par synthése chimique et son utilisation permettrait ainsi de s’affranchir de celle du VEGF,
protéine dimeére de deux fois 165 acides aminés. Par ailleurs, notre biocapteur est basé sur une
méthode de transduction de type SAW possédant une haute sensibilité de détection et permettant
une mesure en temps réel des interactions biomoléculaires. Nous aborderons donc ici la conception
et I"évaluation de ce nouveau biocapteur, depuis la synthése du CBO-P11 et son greffage sur puce, en
passant par la caractérisation des interactions peptide/anticorps, jusqu’aux essais de dosage
plasmatique du bevacizumab.

" Bevacizymgy
(Patieny)

Quantification SAW

——— i ——————

Figure 77 : Représentation schématique du principe du biocapteur a usage unique pour le dosage du bevacizumab
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A. Synthese et immobilisation du CBO-P11

Actuellement, les seuls protocoles de dosage du bevacizumab connus sont immunologiques
(tests ELISA) et demeurent colteux du fait de I'utilisation du VEGF humain. Nous proposons ici le
remplacement de cette protéine par un mime peptidique, le CBO-P11, développé antérieurement par
notre laboratoire. Le bevacizumab, anticorps anti-VEGF, pourrait alors se lier au CBO-P11 et ce
peptide pourrait donc servir d’'outil moléculaire afin de détecter I'anticorps. Afin de valider cette
hypothése, nous avons entrepris des études préliminaires de reconnaissance entre ce cyclopeptide et
I'anticorps, via I'immobilisation du CBO-P11 sur une puce destinée a une transduction de type SAW.

1. Synthése du CBO-P11

Le CBO-P11 est un peptide cyclique constitué de 17 acides aminés dont la structure chimique est
rappelée ci-dessous. Ce peptide possede la séquence d’origine (79-93) du VEGF,4; avec notamment
les résidus Argg,, Lysgs et Hisgs, essentiels pour l'affinité vis-a-vis du récepteur KDR. Ainsi, des études
ont montré que ce cyclopeptide bloque la fixation du VEGF¢5 a ses récepteurs (ICsp = 700 nM pour le
VEGFR-1 et 1.3 uM pour le VEGFR-2), et constitue donc un inhibiteur de I'activité angiogénique du
VEGF.”
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Figure 78 : Structure chimique du CBO-P11. En rouge, sont représentés les acides aminés essentiels (Arg, Lys et His) pour
I’affinité vis-a-vis du récepteur KDR

La synthese du CBO-P11 a été effectuée tout d’abord sur support solide selon le protocole
détaillé dans la partie expérimentale. Brievement, la synthése du peptide linéaire a été effectuée sur
un automate par la stratégie Fmoc (protection des fonctions amines par un groupement 9-
fluorénylméthoxycarbonyle) a partir d’une résine 2-chlorotrityle (2-CITrt). Le premier acide aminé,
I'acide glutamique, a été greffé sur la résine par sa chaine latérale, tandis que sa fonction C-terminale
est protégée par un groupement allylique. Les chaines latérales sont protégées par des groupements
orthogonaux au Fmoc et au groupement allyle. Une fois la synthéese linéaire achevée, la fonction C-
terminale de lacide glutamique a été déprotégée a laide d'un catalyseur, le tétrakis
triphénylphosphine palladium. Par la suite, nous avons procédé a I'élimination du groupement Fmoc
de la fonction N-terminale par une solution de pipéridine a 20% dans le DMF (diméthylformamide).
Le peptide a alors été cyclisé sur support solide, entre I'amine libre et la fonction C-terminale, grace
aux agents de couplage DIC (N,N'-diisopropylcarbodiimide) et HOBt (1-hydroxybenzotriazole).
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Schéma 4 : Synthése du CBO-P11

Le peptide a ensuite été déprotégé et clivé de son support en une seule étape. En effet, les
protections des chaines latérales ainsi que la résine sont acido-labiles, ce qui permet d’effectuer
conjointement la déprotection et le clivage en une seule étape a I'aide d’acide trifluoroacétique (TFA).
Néanmoins, lors de cette réaction, il peut se former des carbocations stables capables d’alkyler les
fonctions latérales de certains acides aminés (Arg, His et Lys). Pour empécher cela, il s'avere
nécessaire d’ajouter dans la solution de clivage/déprotection des molécules fortement nucléophiles
appelées scavengers, dont le r6le est de piéger ces carbocations. Parmi ces additifs, nous avons utilisé
I'eau, le thioanisole, le phénol et le triisopropylsilane (TIS). Aprés déprotection et clivage du peptide,
celui-ci a été purifié et analysé par HPLC en phase inverse et spectrométrie de masse MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight).
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2. Immobilisation du CBO-P11 sur surface

Le CBO-P11 présente la particularité de posséder un acide glutamique permettant d’introduire
une fonctionnalisation possible. Plusieurs stratégies d’immobilisation du CBO-P11 sur surface ont
alors été entreprises via cette fonction acide libre. Notamment, une approche classique par la
formation d’une liaison amide avec la surface a été envisagée. Cependant, lors de cette réaction, les
groupements libres des chalnes latérales sont susceptibles de réagir elles-aussi. Limmobilisation du
CBO-P11 serait donc non orientée. En effet, les principaux résidus essentiels pour l'affinité vis-a-vis
des récepteurs VEGFR-1 et -2 pourraient étre orientés en direction de la surface ou encore, engagés
dans la formation de liaisons amides. Or, pour linteraction avec le récepteur du VEGF ou le
bevacizumab, les fonctions essentielles (Args,, Lyss. et Hisgg) doivent impérativement rester intactes
et libres. Une réaction sélective entre la fonction acide carboxylique du peptide et la surface semble
alors le plus approprié pour obtenir une immobilisation homogene et orientée sans modifier les trois
résidus essentiels. En ce sens, nous avons choisi d’employer une réaction de cycloaddition [3+2] de
Huisgen.** En effet, 'avantage majeur de cette réaction est qu’elle est spécifique aux alcynes et aux
azotures, autorisant ainsi la présence d’autres fonctions chimiques, telles que les amines, les thiols et
les acides carboxyliques. La réaction de « click chemistry » permettra donc un couplage du peptide
déprotégé sans crainte qu’une de ses chaines latérales ne soit modifiée.

Une réaction de click sur surface a notamment été décrite par Braceras et al. afin d'immobiliser
I'azido-vancomycine.”® Leur processus de greffage consiste en trois étapes : le dépdt d’acide acrylique
sur surface par polymérisation plasma, le couplage des groupements acides carboxyliques avec la
propargylamine, et la réaction de « click chemistry » avec I'azido-vancomycine (Figure 79).

Figure 79 : Représentation schématique des étapes d’immobilisation d’une biomolécule par click (inspirée de Braceras)25

Nous nous sommes inspirés de cette méthode afin d'immobiliser le CBO-P11 sur une puce
sam®5.

Dans notre cas, nous avons utilisé le procédé GraftFast® afin de greffer sur notre surface un polymere
d’acide acrylique. En effet, comme nous l'avons vu précédemment, ce procédé permet de
polymériser I'acide acrylique sur la surface directement en milieu aqueux de fagon simple et rapide.
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La propargylamine a ensuite été couplée aux acides carboxyliques par activation NHS (N-
hydroxysuccinimide)/EDC (1-Ethyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide) (Figure 80). Ce couplage
a été vérifié par spectroscopie ATR-FTIR avec I'apparition d’une bande d’absorption & 1650 cm™,
caractéristique de la formation d’une liaison amide. La surface est alors préte pour réaliser une
réaction de « click chemistry » avec un azoture.
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Figure 80 : Représentation schématique de la fonctionnalisation de la surface par la propargylamine

Le CBO-P11 a donc subi une fonctionnalisation par un bras azoture. Celle-ci a été décrite
antérieurement par notre laboratoire.”® Pour cette fonctionnalisation, il est nécessaire de garder les
groupements protecteurs des chaines latérales du peptide. Donc lors du clivage du CBO-P11 de sa
résine, il a été impératif d’utiliser des conditions douces. La résine 2-CITrt autorise un clivage dans des
conditions diluées de TFA, 1% dans le dichlorométhane (DCM), ce qui nous a permis d’obtenir le CBO-
P11 semi protégé (I'acide glutamique étant déprotégé).
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Schéma 5 : Synthése du CBO-P11 azoture (composé 1)

Par la suite, ce CBO-P11 semi protégé a été mis en présence du bras azoture 11-azido-3,6,9-
trioxaundecan-1-amine, de la DIEA (diisopropyléthylamine) et des agents de couplage PyBOP
(benzotriazol-1-yloxytris(pyrrolidino)phosphonium hexafluorophosphate) et HOBt dans le DMF. La
déprotection totale des chaines latérales a ensuite été réalisée en présence de TFA et de scavengers
pour donner le CBO-P11 azoture (appelé également composé |). Ce cyclopeptide modifié a été purifié

et caractérisé par HPLC en phase inverse et spectroscopie de masse MALDI-TOF (Figure 81).
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Figure 81 : Caractérisation du CBO-P11 azoture purifié : (a) Chromatogramme obtenu par HPLC en phase inverse (Eluant B
= acétonitrile/eau (95/5) avec 0.1% TFA — Détection UV a 210 nm). (b) Spectre de masse MALDI-TOF (analyse en mode
positif, m/z = 2198)

Nous venons donc de décrire la fonctionnalisation de la puce sam®5 par un alcyne, et nous
avons par ailleurs synthétisé et purifié le CBO-P11 possédant une fonction azoture. Celui-ci a alors été
déposé sur la puce fonctionnalisée alcyne, a une concentration de 500 uM, en présence d’une
solution aqueuse de CuSO, (2 mM) et d’ascorbate de sodium (2 mM), afin de réaliser la réaction de
« click chemistry ». Apreés 24h a température ambiante, la puce est lavée plusieurs fois a l'eau
déionisée sous sonication et séchée sous flux d’azote. Les résultats des analyses de spectroscopie
ATR-FTIR suggerent alors bien le greffage du peptide sur la surface, grace a la présence de bandes
d’absorption intenses a 1650 cm™ pouvant correspondre aux liaisons amides du peptide (Figure 82).
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Figure 82 : Spectre IR du CBO-P11 immobilisé sur surface

Par ailleurs, afin d’obtenir un canal de référence sur la puce sam®5, un des canaux n’a pas subi la
réaction de « click chemistry », et n’est donc fonctionnalisé que par la propargylamine. Le CBO-P11
n’étant pas présent, le bevacizumab ne pourra pas interagir avec ce canal. Celui-ci permettra ainsi de
compenser les interactions non spécifiques pouvant se produire a la surface.
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B. Etude des interactions CBO-P11 /Bevacizumab

A ce jour, aucune étude publiée n‘a pu mettre en évidence les interactions possibles entre le
bevacizumab et le CBO-P11. Si nous envisageons d’utiliser ce mime peptidique a la place du VEGF
pour le dosage de I'anticorps, il est nécessaire de confirmer la reconnaissance entre ces deux entités.
Pour ce faire, nous avons choisi d’utiliser la technologie SAW permettant de détecter les interactions
biomoléculaires en temps réel avec une tres haute sensibilité, de maniére simple et rapide, grace a
I'appareil de mesure sam®5.

Ainsi, pour étudier les interactions peptide/anticorps, nous avons immobilisé le CBO-P11 sur une
puce sam®5 et injecté le bevacizumab en solution. Par ailleurs, nous avons également tenté
I'approche inverse en immobilisant I'anticorps sur la surface et en injectant le CBO-P11 en solution.
Ces deux stratégies ont ainsi été évaluées afin d’en déterminer une constante d’affinité entre le CBO-
P11 et le bevacizumab.

1. Immobilisation du bevacizumab sur surface et interaction avec le
CBO0O-P11 en solution

Dans la littérature, il a déja été décrit I'immobilisation de cet anticorps sur des surfaces de
détection par SPR afin d’évaluer leur affinité avec le VEGF humain.?””””® Nous nous sommes donc
inspirés de ces travaux afin de greffer le bevacizumab sur une puce destinée a notre mode de
détection. Cette immobilisation fait intervenir une surface fonctionnalisée par des SAM possédant
des acides carboxyliques, et un couplage par liaison amide est alors réalisé avec l'anticorps. En
s’inspirant de ces travaux, nous avons tenté de greffer le bevacizumab sur une puce d’or sam®5.

Tout d’abord, nous avons utilisé le procédé GraftFast® afin de greffer une couche mince de
polymeére de type acide acrylique (PAA) sur la puce. Aprés vérification de la présence du PAA sur la
surface par spectroscopie ATR-FTIR, les fonctions acides carboxyliques ont été activées par le couple
EDC/NHS, puis couplées au bevacizumab dissous dans l'acétate de sodium (pH 4.5) (Figure 83).
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Figure 83 : Représentation schématique simplifiée de 'immobilisation d’un anticorps

Afin d’obtenir une référence sur la puce, un des canaux n’a pas été couplé au bevacizumab mais
a la protéine BSA (Bovine Serum Albumin). En effet, la BSA est traditionnellement utilisée en tant
gu’agent bloquant. Son utilisation permet de réduire le phénomene d’adsorption non spécifique a la
surface. Ainsi, ce canal fonctionnalisé jouera le réle de zone de contréle. Le couplage des protéines
sur la surface a été vérifié par spectroscopie ATR-FTIR avec I'apparition d’une bande d’absorption a
1650 cm™.

La puce fonctionnalisée a alors été exposée a plusieurs injections de CBO-P11 dans un tampon
HBS-EP. Puis, nous avons suivi I'évolution du signal de phase en fonction du temps.
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Figure 84 : Exemple d’un sensorgramme suite a I'injection de CBO-P11 (100 uM)

Les résultats obtenus ne sont malheureusement pas suffisants pour conclure de l'interaction et
de I'affinité entre le peptide et I'anticorps immobilisé. En effet, une augmentation du signal de phase
est observée pour les canaux fonctionnalisés par le bevacizumab (canaux 2, 4 et 5) mais cette
augmentation est également présente pour le canal de référence (canal 1). Nous ne pouvons ainsi pas
mettre en évidence les interactions entre le peptide et I'anticorps. Ces résultats suggerent un
probleme d’adsorption non spécifique du peptide sur le canal de référence. En effet, ce type de
probléme est souvent rencontré dans I'élaboration de biocapteurs.* Des changements de tampon
ainsi que l'addition de BSA dans le systéme n’ont pas permis de résoudre ce probleme. Par ailleurs,
I'exposition de la puce a des injections de VEGF,;s a montré également le méme probléme
d’adsorption non spécifique au niveau du canal de référence. Ce probleme est donc indépendant au
peptide puisqu’également rencontré avec la protéine humaine. Le canal de référence doit donc étre
fonctionnalisé de maniére différente afin d’obtenir un signal de phase proche de la ligne de base. Des
travaux en ce sens ont été entrepris comme notamment l'inactivation des acides carboxyliques
présents a la surface par une solution d’éthanolamine, ou l'addition de surfactant lors de la
fonctionnalisation du canal de référence. Mais ces modifications n’ont pas permis d’obtenir un signal
de référence correct. Nous avons donc concentré nos travaux sur la deuxiéme approche :
I'immobilisation du CBO-P11 sur la surface et I'injection de I'anticorps en solution, ce qui constituera
le principe de base de notre biocapteur.

2. Immobilisation du CBO-P11 sur surface et interaction avec le
bevacizumab en solution

Nous avons vu précédemment la description de la synthése du CBO-P11l ainsi que son
immobilisation sur surface par liaison covalente grace a une réaction de « click chemistry ».

Cette puce modifiée a alors été exposée a une premiére injection de bevacizumab (50 pg/ml)
dans un tampon HBS-EP. Cette injection engendre alors un décalage de phase positif pour le canal ou
est immobilisé le peptide (canal 1). Le signal du canal de référence (canal 2) ne présente aucun
décalage de phase a la fin de I'injection, ce qui suggere donc que lI'augmentation du signal du canal 1
est due uniguement a l'interaction du bevacizumab avec le CBO-P11. Nous avons par la suite tenté de
régénérer la surface avec une injection de solution aqueuse d’HCl 1 mM. Cependant, I'exposition a
cette solution acide semble étre des conditions trop fortes, car le signal de phase obtenu a I'issue de
cette injection est désormais négatif (Figure 85).
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Figure 85 : Sensorgramme de l'injection de bevacizumab (50 pg/ml) suivie de I'injection d’HCI (1 mM)

Plusieurs concentrations de solution aqueuse d’HCl ont alors été testées afin d’obtenir un signal
de phase proche de la ligne de base. Ainsi, nous avons retenu une concentration a 0.5 mM pour une
régénération optimale de la surface. Un débit de 40 pl/min a été entretenu tout le long des

expériences a une température de 22°C.

La puce modifiée a alors été exposée a une série de plusieurs injections de bevacizumab a
différentes concentrations (25, 50, 100, 250 et 500 pg/ml). Afin de s’assurer de la répétabilité des
résultats, cette expérience a été réalisée 3 fois. Les courbes obtenues ont été soustraites de la courbe
issue du canal de référence, et elles ont été ajustées pour toutes les injections en utilisant un modéle
de fixation 1:1, ce qui nous permet d’obtenir les sensorgrammes suivants (Figure 86).
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Figure 86 : Sensorgrammes du canal 1 apreés traitement pour les 3 expériences

Les informations obtenues ont été analysées en utilisant le modéle d’isotherme de Langmuir.

Ainsi, en tragant P, en fonction de la concentration, nous pouvons en déduire la valeur de la
constante de dissociation Ky (Figure 87). Le tableau suivant résume les différents résultats obtenus,

pour les trois expériences réalisées (Tableau 7).
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Figure 87 : Isothermes de Langmuir pour I’'expérience n°1

Expérience 1  Expérience 2  Expérience 3

Ko (ng/ml) 738,2 588,7 514.0
Ko (M) 4,95 3,95 3,45

Tableau 7 : Constantes de dissociation (Kp) calculées a partir des 3 expériences réalisées

En considérant une masse moléculaire de 149 kDa du bevacizumab, nous en déduisons une
constante de dissociation moyenne Kp = 4,12 upM (K, = 2,43 .10° M%).

Grace a la conception de ce nouveau biocapteur, nous avons ainsi mis en évidence les
interactions existant entre le CBO-P11 et le bevacizumab, dont a ce jour, aucune publication n’en a
reporté I'étude. Laffinité entre ce cyclopeptide et le bevacizumab permet alors de s’affranchir de
I'utilisation du VEGF humain pour le dosage de I'anticorps. Des essais de dosage avec le bevacizumab
plasmatique doivent étre réalisés afin de confirmer l'efficacité du systéme dans un milieu biologique
complexe.
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C. Tests de dosage du bevacizumab plasmatique

Nous avons par la suite tenté de doser le bevacizumab au sein d’'un milieu biologique complexe
tel que le plasma sanguin humain. Celui-ci est constitué a 91% d’eau et contient une grande variété
de solutés tels que des solutés minéraux et des solutés organiques. Au sein de ces derniers, le plasma
contiendrait 300 protéines différentes (albumine, anticorps, fibrinogéne, lipoprotéines...).

Le bevacizumab a été additionné a des échantillons de plasma humain a différentes
concentrations : 500 pg/ml et 1 mg/ml.

Lexposition de la puce a ces différents échantillons engendre alors un décalage de phase positif
pour les deux canaux, a la fois la référence (canal 2) et le canal fonctionnalisé par le CBO-P11 (canal
1). Pendant l'injection, le signal de phase du canal peptidique 1 est supérieur a celui du canal de
référence, mais des l'injection terminée, les deux canaux présentent le méme signal de phase. Nous
ne pouvons donc conclure sur la spécificité de I'anticorps plasmatique a se lier au CBO-P11, puisqu’a
I'issue de l'injection, les valeurs de phase sont les mémes pour la référence et le canal peptidique
(Figure 88 a).

Pour s’en assurer, nous avons injecté un « blanc» plasmatique a une concentration de
bevacizumab nulle (Figure 88 b). Suite a cette injection, nous obtenons exactement le méme
sensorgramme que pour les injections d’anticorps plasmatiques a 0.5 et 1 mg/ml. augmentation du
signal de phase du canal 1 n’est donc pas spécifique a la présence du bevacizumab dans le milieu
plasmatique. Celui-ci contenant un nombre important d’autres protéines, les interactions détectées
par ce systéme de transduction peuvent découler des interactions non spécifiques avec le peptide.
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Figure 88 : Sensorgrammes obtenus suite aux injections de bevacizumab plasmatique a (a) 1 mg/ml et (b) 0 mg/ml

Pour s’affranchir de ces interactions non spécifiques, nous avons alors tenté d’injecter en
premier lieu du plasma sanguin ne contenant pas de bevacizumab afin de « saturer » la surface de la
puce par ces interactions non spécifiques. La puce n’est alors pas régénérée et est exposée
directement a une injection de bevacizumab plasmatique a une concentration de 1 mg/ml (Figure
89).
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Figure 89 : Sensorgramme présentant I'injection de plasma suivie de bevacizumab plasmatique (1 mg/ml)

Nous observons alors un décalage de phase positif pour les deux canaux, référence et
peptidique, avec toujours un signal plus élevé pour le canal 1 pendant l'injection qui se stabilise au
méme niveau que le canal 2 a la fin de I'injection. Cette augmentation du signal de phase traduit
donc une phase d’association importante pour le canal 1, entre |'anticorps plasmatique et le CBO-P11.
Néanmoins, cette augmentation n’est pas suffisante pour conclure de la spécificité de I'interaction,
car nous retrouvons encore une fois une valeur de phase identique a la fin de I'injection pour la
référence et le canal fonctionnalisé par le peptide.

Nous avons par la suite reconduit la méme expérience de saturation de la surface par les
interactions non spécifiques, suivie d’une injection de bevacizumab plasmatique a différentes
concentrations 500 pg/ml et 0 pg/ml. Malheureusement, nous obtenons encore une fois les mémes
sensorgrammes que pour l'injection a 1 mg/ml. Il existe donc un probléme avec le canal de référence.
Celui-ci ne joue pas son role car il présente une forte adsorption non spécifique avec l'anticorps en
milieu plasmatique. En effet, le plasma sanguin contient un nombre important de protéines
différentes (60 a 80 mg/ml), ce qui empéche de détecter de maniére spécifique l'interaction
bevacizumab/CBO-P11. Pour s’en assurer, il serait nécessaire de modifier le canal de référence afin
d’obtenir un signal proche de la ligne de base et s’affranchir des interactions non spécifiques avec la
surface. Des travaux en ce sens sont actuellement a I'étude comme notamment la modification de la
nature du polymeére du canal de référence. De plus, il serait également intéressant d’envisager
l'augmentation de laffinité du CBO-P11 pour le bevacizumab, par effet de multivalence, en
synthétisant et en immobilisant des diméres ou multimeres de CBO-P11.
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D. Conclusions

Dans le but de développer un nouveau systéme de dosage du bevacizumab, anticorps dirigé
contre le VEGF, nous avons proposé I'utilisation d’'un mime peptidique du VEGF. Ce peptide a été
développé antérieurement au laboratoire et constitue un inhibiteur de l'activité angiogénique du
VEGF avec une ICsy de 1.3 uM pour le récepteur KDR. Lutilisation de ce cyclopeptide synthétique en
remplacement du VEGF, protéine humaine constituée de deux fois 165 acides aminés, pour le dosage
du bevacizumab, constitue I'hypothése de base de nos travaux de recherche.

Ainsi, pour valider cette hypothése et détecter I'interaction entre le CBO-P11 et le bevacizumab,
nous avons congu un biocapteur constitué d’une surface fonctionnalisée par ce peptide. La
fonctionnalisation de surface a été réalisée en trois étapes, de maniére simple et rapide : 'utilisation
du procédé GraftFast® a permis d’obtenir, dans un premier temps, un film mince de poly(acide
acrylique) greffé de maniére covalente a la surface. Lactivation de ces fonctions réactives acides,
suivie du couplage avec une propargylamine a alors conduit a l'obtention d’une surface présentant
des fonctions alcynes. Enfin, une réaction de « click chemistry » avec le CBO-P11 fonctionnalisé par
un azoture nous a permis d’obtenir I'immobilisation du peptide sur la surface.

Nous avons alors utilisé celle-ci afin d’évaluer I'affinité du peptide pour I'anticorps, grace a des
études de transduction par la technologie SAW. Les résultats obtenus par cette méthode de détection
permettent de valider 'interaction entre ces deux entités, avec une constante d’affinité de I'ordre de
2.10° M™ (Ko = 4.12 pM). Cette affinité, dont aucune publication n’en a reporté I'étude auparavant,
permet donc d’envisager pour la premiere fois I'utilisation de ce peptide synthétique de 17 acides
aminés en remplacement du VEGF humain pour le dosage clinique du bevacizumab.

Aux vues de ces résultats préliminaires, nous avons tenté de réaliser ce dosage par la méthode
de transduction de type SAW. Cependant, les essais avec le bevacizumab plasmatique conduisent a
I'obtention d’interactions non spécifiques, empéchant de détecter de maniere suffisante les
interactions entre le CBO-P11 et le bevacizumab. En effet, ce milieu biologique complexe ne permet
pas de doser I'anticorps.

Pour tenter de palier a ce probleme, il est possible d’envisager une modification de
I'immobilisation du peptide a la surface, afin de le rendre plus « accessible » et de minimiser les
interactions non spécifiques. Par exemple, en introduisant une longue chaine éthyléneglycol entre le
peptide et la surface, notre CBO-P11 serait « physiquement » plus éloigné de la surface et donc plus
accessible pour une interaction avec le bevacizumab. D’autre part, l'introduction de groupements
hydroxyles avec cet espaceur permettrait de réduire I'adsorption non spécifique des protéines
contenues dans le plasma, en minimisant les interactions hydrophobes avec la surface. Enfin, il est
également possible d’envisager des travaux permettant I'augmentation de l'affinité du CBO-P11 pour
le bevacizumab afin d’obtenir une meilleure détection. Ceci serait par exemple réalisable en
synthétisant et en immobilisant des dimeéres ou multiméres de CBO-P11. En effet, l'effet de
multivalence permettrait ainsi d’augmenter l'affinité pour I'anticorps. Précédemment, des résultats
obtenus au laboratoire ont conduit a la synthése d’un dimere de CBO-P11 relié par simple chaine
éthyleneglycol, et présentant une ICsy de 47.4 nM envers le récepteur KDR. En s’appuyant sur ces
données, il serait donc possible de modifier la synthése de ce dimére afin de I'immobiliser sur surface
et d’obtenir une meilleure constante d’affinité pour I'anticorps. Enfin, le probleme d’adsorption non
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spécifique au niveau du canal de référence de la puce pourrait étre résolu en modifiant la nature du
polymére présent. En effet, nous envisageons des travaux d’optimisation en vue de minimiser
I'adsorption non spécifique via I'utilisation d’'une référence a base de polyéthylene glycols (PEG),
reportés dans la littérature comme permettant de réduire ces interactions non spécifiques.”

La conception de ce premier biocapteur nous a donc permis d’évaluer l'affinité du CBO-P11 pour
le bevacizumab. Des travaux d’optimisation sont encore nécessaires pour permettre le dosage du
bevacizumab plasmatique. Par ailleurs, ce type de surface reste sensible en raison des étapes de
régénération répétitives par une solution acide. En effet, ces conditions pourraient diminuer la
stabilité des molécules greffées a la surface du biocapteur au cours du temps. Ainsi, une seconde
approche a été menée afin de concevoir un biocapteur régénérable et stable pour le dosage du
bevacizumab. Ce travail constituera le troisieme chapitre de ce manuscrit.
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Chapitre III :

Conception, caractérisation et
évaluation d'un biocapteur régenérable
pour le dosage du bevacizumab
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III. Conception, caractérisation et évaluation d'un
biocapteur régénérable pour le dosage du bevacizumab

Précédemment, nous avons décrit I'importance d’un nouveau systtme de dosage du
bevacizumab pour permettre une stratégie de traitement adaptée a chaque patient et obtenir de
meilleures réponses thérapeutiques en réduisant les effets secondaires. Dans ce contexte, nous avons
proposé la conception d’un biocapteur utilisant le CBO-P11 en remplacement du VEGF4; et un mode
de transduction par SAW pour détecter I'anticorps de facon rapide et facile avec une haute sensibilité
de détection. Le chapitre précédent nous a permis d’évaluer I'affinité entre le bevacizumab et le CBO-
P11, et ainsi de valider le remplacement du VEGF¢s par ce mime peptidique.

A partir de ces nouvelles données obtenues, nous proposons ici d'immobiliser de maniére
réversible le CBO-P11 a la surface d’une puce sam®5, en vue du dosage du bevacizumab. Pour ce
faire, les interactions supramoléculaires existant entre les molécules d'adamantane et les B-CD seront
utilisées. En effet, de nombreux exemples dans la littérature reportent l'utilisation de I'affinité
adamantane/B-CD (K = 10° M™) afin d’immobiliser des biomolécules. Ainsi, I'’équipe de Reinhoudt a
concu une molécule possédant deux adamantanes et dont le cceur de la structure est un cycle
aromatique.®®*® La présence de ces deux adamantanes permet un effet de multivalence et donc une
augmentation de l'affinité de la molécule pour des B-CD supportées. Néanmoins, la présence du cycle
aromatique confére un caractére toxique a ce type de molécule. Pour contourner ce biais tout en
conservant cet effet de multivalence, nous avons concu plusieurs molécules possédant chacune deux
adamantanes et présentant respectivement une fonction réactive amine, alcyne et azoture. Ce type
de structure présente alors I'avantage d’étre symétrique et d’étre facilement fonctionnalisable par des
biomolécules. Ainsi, nous avons couplé ces entités di-adamantanes au CBO-P11, ce qui permet de
réaliser d’'une part, un édifice supramoléculaire avec des B-CD supportés et d’autre part, un systéme
de reconnaissance avec le bevacizumab. Cette plateforme de détection du bevacizumab pourra alors
étre facilement régénérée de par la fixation versatile des adamantanes pour les B-CD, et elle sera
évaluée par une méthode de transduction acoustique permettant une haute sensibilité de détection
(Figure 90).
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Figure 90 : Représentation schématique du principe du biocapteur régénérable pour le dosage du bevacizumab
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A. Syntheése des molécules di-adamantanes fonctionnalisées par le
CBO-P11

De nombreuses publications reportent [I'utilisation de [Iaffinité adamantane/B-CD pour
I'immobilisation non permanente de biomolécules.*! Précédemment au sein de notre équipe, une
molécule fluorescéine di-adamantanes ayant la capacité de réaliser un systeme d’assemblage
supramoléculaire avec des B-CD supportées a été synthétisée.>® Cette molécule posséde une
hydrazine au cceur de sa structure. Nous nous sommes alors inspirés de sa synthése impliquant une
molécule dite « conjugué » pour la conception de nos molécules di-adamantanes. Ce « conjugué »
possede une fonction amine apicale et deux fonctions acides carboxyliques. Le site apical de cette
molécule diacide offre donc la possibilité de fonctionnaliser le systeme avec le CBO-P11, tandis que
les deux sites restant donnent la possibilité de greffer les deux adamantanes nécessaires pour réaliser
notre édifice supramoléculaire avec les B-CD. Plusieurs stratégies de synthese ont été entreprises
dans ce but, nous menant a obtenir trois précurseurs di-adamantanes originaux possédant
respectivement une fonction amine, alcyne et azoture. Ces fonctions réactives permettront alors de
greffer le CBO-P11 en vue de la détection du bevacizumab.

1. Stratégie 1

La synthése du conjugué a été décrite par Berthelot et al.** Quelques modifications ont été
apportées afin d'améliorer les rendements de réaction. La premiere étape consiste en la substitution
nucléophile du carbazate de tertiobutyle sur le bromoacétate de méthyle, dans l'acétonitrile en
présence de DIEA. La réaction a été maintenue a T.A. pendant 4 jours afin d’obtenir de fagon
guantitative le diester 1. Celui-ci a ensuite été saponifié a I'aide d’'une solution de NaOH 1M, puis
acidifié avec une solution d’HCl 1.2M pour obtenir le produit diacide 2 avec un rendement globale de

80%.
oS oS
INHBoc )O]\/ DIEA, ACN o ’I\IH Q o '}IH o
I . N 1) NaOH 1M, MeOH
NH, * MeO Br MeO)J\/NJJ\OMe 2)HCI 1.2M HO)J\/NJJ\OH

guantitatif 1 60% 2
Schéma 6 : Syntheése du diacide 2

Par la suite, nous désirions fonctionnaliser ce conjugué 2 par deux adamantanes. Pour ce faire,
nous avons décidé d’introduire des bras tétra éthyléneglycols afin de conférer un caractere
hydrophile et flexible a la molécule. Ainsi, des bras tétra éthyléneglycols en large excés ont d’abord
été mono fonctionnalisé par le 1-bromoadamantane en présence de triéthylamine pour donner le
composé 3.

Par la suite, celui-ci a été modifié afin d’obtenir une fonction amine en vue d’un double couplage
avec le conjugué 2. En effet, les liaisons esters étant peu stables et plus sensibles, nous avons choisi
d’établir des liaisons amides entre le conjugué et les adamantanes. Ainsi, le composé 3 a tout d’abord
été tosylé par addition d’une solution aqueuse de NaOH 2.6M, et d’une solution de chlorure de tosyle
0.8M dans le THF, a 0°C puis T.A. pour donner aprés purification le produit 4. Une fonction amine est
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ensuite introduite par la réaction de Gabriel : le composé 4 subit une substitution nucléophile par
I'introduction du phtalimide de potassium dans le DMF a 120 °C pendant 12h. Apres purification, le
composé 5 obtenu est hydrolysé dans I'éthanol par la présence de monohydrate d’hydrazine a 80°C
pendant 12h, afin d’obtenir 'adamantane fonctionnalisé par un bras éthylene glycol possédant une
fonction amine 6.

Br
HO o OH NEt;, DCM
~N TN TN T + W HO\/\O/\/O\/\O/\/O
98%
3
HoN o o 1) PhtNK, DMF
I TN TN T - TSO\/\O/\/O\/\O/\/O
2) H,NNH,, EtOH
6 94% 4

Schéma 7 : Synthése de 'adamantane-NH,

Cette amine peut alors réagir avec le conjugué 2 pour former des liaisons amides, en présence
d’EDC et d’"HOBt dans le DMF, et nous obtenons ainsi le composé 7 possédant deux adamantanes.
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Schéma 8 : Synthese du composé 7

La déprotection de I'amine en position apicale nous permet alors de fonctionnaliser notre
molécule di-adamantanes par le CBO-P11. Pour ce faire, des conditions classiques de déprotection
d’un Boc, tel que l'utilisation d’acide trifluoroacétique dans le DCM, ont été employées. Cependant,
ces conditions n‘ont pas permis d’obtenir le produit souhaité. En effet, des analyses de spectrométrie
de masse MALDI-TOF nous ont suggéré I'élimination des groupements adamantoxy lors de la
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déprotection au TFA. Ceci a en effet été reporté par lossifidou et al. évaluant la labilité de ces éthers
d’adamantane en conditions acides.>® Donc, afin d’éliminer le groupement Boc sans pour autant cliver
les éthers d’'adamantane, des conditions de déprotection plus douces ont été requises (Schéma 9).
Ainsi, le produit 9 a été obtenu par l'utilisation d’une solution d’HClI 4M dans le dioxane, et
basification a I'aide d’une solution aqueuse de K,COs;, puis il a été purifié et caractérisé par HPLC en
phase inverse et spectroscopie de masse MALDI-TOF.
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Schéma 9 : Déprotection de I'amine en position apicale

oo

La fonction amine libre du composé 9 a ensuite été couplée au CBO-P11 semi protégé pour
former un intermédiaire (Schéma 10) qui a alors subi une déprotection totale en conditions acides
(95% TFA). Cependant, ces conditions acides sont trop fortes et ont mené encore une fois au clivage
des éthers d’adamantane. En effet, ceci a été démontré, aprés avoir couplé le CBO-P11 semi protégé
au composé 9 en présence des agents de couplage PyBOP et HOBt. Le produit de couplage a subi une
déprotection au TFA en présence des scavengers, et a été analysé par spectrométrie de masse
MALDI-TOF. La masse obtenue correspond alors a celle du produit désiré 9 soustrait de deux
groupements adamantoxy. Ceci confirme donc la rupture des liaisons éthers d’adamantane en
conditions acides concentrées par hydrolyse.
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Schéma 10 : Couplage du CBO-P11 semi protégé au composé 9 et déprotection totale du peptide

Le couplage du composé 9 avec le CBO-P11 semi protégé n’est donc pas envisageable
directement. Plusieurs stratégies alternatives ont alors été développées afin de fonctionnaliser notre
peptide a deux adamantanes.
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2. Stratégie 2

La premiére stratégie consiste en un couplage par cycloaddition [3+2] de Huisgen.** En effet,
cette réaction de « click chemistry » est sélective aux fonctions alcynes et azotures, et peut donc étre
réalisée en présence des chaines latérales déprotégées du CBO-P11. Ainsi, en employant le peptide
complétement déprotégé, aucune étape de déprotection finale au TFA ne sera nécessaire et les
éthers d’adamantane ne subiront donc pas de coupures. Par conséquent, nous avons entrepris la
fonctionnalisation du peptide par un alcyne d’une part, et un azoture d’autre part. Pour la partie di-
adamantanes, nous avons repris une synthése analogue a celle du composé 9 afin d’incorporer
directement des fonctions alcyne ou azoture au sein du composé di-adamantanes.

a. Fonctionnalisation du CBO-P11

Tout d’abord, nous avons couplé le CBO-P11 semi protégé a la propargylamine d’une part, et a
un bras possédant une fonction azoture d’autre part. Ces fonctionnalisations ont été réalisées dans
des conditions classiques en présence de PyBOP et d’'HOBt. La déprotection totale des chaines
latérales a ensuite été réalisée en présence de TFA et de scavengers pour donner le CBO-P11 alcyne
(1) et le CBO-P11 azoture (I) (Schéma 11). Ces cyclopeptides fonctionnalisés ont été purifiés et
analysés par HPLC en phase inverse et spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure 91).
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Schéma 11 : Synthése des CBO-P11 alcyne et azoture
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Figure 91 : Caractérisation du CBO-P11 alcyne purifié : (a) Chromatogramme obtenu par HPLC en phase inverse (Eluant B
= acétonitrile/eau (95/5) avec 0.1% TFA - Détection UV a 210 nm). (b) Spectre de masse MALDI-TOF (Analyse en mode
positif, m/z = 2035)
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b. Synthése des molécules di-adamantanes fonctionnalisées alcyne et

azoture

Pour la partie adamantane, nous avons repris la synthese du composé 9 afin d’incorporer
directement une fonction alcyne et/ou azoture lors de la syntheése.

Ainsi, en se basant sur la synthése initiale du conjugué, le bromoacétate de méthyle a subi une
substitution nucléophile par le Boc-TOTA (1-(tert-butyloxycarbonyl-amino)-4,7,10-trioxa-13-
tridecanamine) dans l'acétonitrile en présence de K,COs. Le diester 10 ainsi obtenu a ensuite été
saponifié par une solution de NaOH 1M et acidifié par une solution d’"HCI 2M afin d’obtenir le diacide
11 avec un rendement de 94% (Schéma 12).

H/NHBoc Kl/NHBoc H/NHBoc
7 7 7
0 o) o)
K,COs3, ACN 1) NaOH 1M, MeOH
—_— —_—
T.A., 3h o) o) 2) HCI 2M o) o)
NH + OMe N N
2 B Y 97% MeOJ\/ \)J\OMe 94% HOJ\/ \)J\OH
o)
10 11

Schéma 12 : Synthése du composé 11

Ce nouveau diacide 11 a alors été mis en présence de 2.2 équivalents du composé 6 et des
agents de couplage EDC et HOBt dans le DMF. Aprées purification par chromatographie, nous
obtenons le produit 12 avec un rendement de 65% (Schéma 13). Ce produit a ensuite été clivé de sa
protection Boc par un traitement doux d’HCI 4M dans le dioxane, afin de ne pas éliminer les éthers
d’adamantane. Apres basification avec une solution de K,CO3, nous avons obtenu le produit 13 avec
un rendement de 97%. L'amine libre a alors subi une réaction de diazo-transfert afin d’introduire la
fonction azoture souhaitée pour la réaction de « click chemistry » avec le CBO-P11 alcyne (11).*® En

présence du chlorhydrate d’azoture d’imidazole-1-sulfonyle, de K,CO; et sulfate de cuivre
pentahydrate, nous obtenons l'azoture 14 purifié et caractérisé par HPLC en phase inverse et
spectrométrie de masse MALDI-TOF.
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Schéma 13 : Synthése du composé 14

De la méme maniere, de facon a obtenir une fonction alcyne sur notre molécule di-
adamantanes, nous sommes revenus sur la synthése initiale du conjugué. Le bromoacétate de
méthyle a subi une substitution nucléophile par la propargylamine. Le diester obtenu 15 a ensuite été
par une solution de KOH 2M et acidifié par une solution d’"HCI 2M afin d’obtenir le composé diacide
16 avec un rendement de 43%. Ce diacide a alors été couplé sur ses deux fonctions au composé 6,
grace aux agents de couplage EDC et HOBt dans le DMF, ce qui a permis d’obtenir le produit 17 purifié
et caractérisé par HPLC en phase inverse et spectrométrie de masse MALDI-TOF (Schéma 14).
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Schéma 14 : Synthése du composé 17

Les composés 14 et 17 constituent alors des précurseurs di-adamantanes originaux. lls peuvent
étre greffés a toutes sortes de biomolécules possédant une fonction alcyne ou azoture, par simple
réaction de « click chemistry » via la formation d’un noyau triazole.
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c. Réactions de cycloaddition [3+2] de Huisgen

Nous rappelons ici que la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen, encore appelé
« click chemistry », consiste a coupler un alcyne a une fonction azoture, en formant un noyau triazole,
en présence de cuivre au degré d’oxydation (I) comme catalyseur.

Ainsi, le CBO-P11 alcyne a été couplé au composé 14 possédant une fonction azoture par « click
chemistry », en présence de sulfate de cuivre pentahydrate, d’ascorbate de sodium et de THPTA
(tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amine) dans un mélange eau/tert-butanol (Schéma 15). Le

THPTA joue le réle de ligand permettant a la fois d’accélérer la vitesse de la réaction de click, mais
aussi de protéger le peptide contre le phénomene d’oxydation qui a lieu pendant la réaction du au
cuivre (1). Aprés purification et analyse par HPLC en phase inverse et spectrométrie de masse
MALDI-TOF (Figure 92), nous obtenons le CBO-P11 modifié di-adamantanes 18.
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Schéma 15 : Synthése du CBO-P11 fonctionnalisé par deux adamantanes
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Figure 92 : Caractérisation du composé 18 purifié : (a) Chromatogramme obtenu par HPLC en phase inverse (Eluant B =
acétonitrile/eau (95/5) avec 0.1% TFA - Détection UV a 210 nm). (b) Spectre de masse MALDI-TOF (Analyse en mode
positif, m/z = 3016)
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De la méme maniere, le CBO-P11 azoture a été couplé a la molécule di-adamantane 17, par
formation d’un noyau triazole, en présence de sulfate de cuivre pentahydrate, d’ascorbate de sodium
et de THPTA (Schéma 16). Le produit obtenu a été purifié et analysé par HPLC en phase inverse et
spectroscopie de masse MALDI-TOF (Figure 93).
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Schéma 16 : Synthése du composé 19
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Figure 93 : Caractérisation du composé 19 purifié : (a) Chromatogramme obtenu par HPLC en phase inverse (Eluant B =
acétonitrile/eau (95/5) avec 0.1% TFA - Détection UV a 210 nm). (b) Spectre de masse MALDI-TOF (Analyse en mode
positif, m/z = 2988)
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3. Stratégie 3

Une stratégie alternative a la réaction de « click chemistry » a été envisagée afin de coupler
notre cyclopeptide a un lien possédant deux adamantanes. Le probléme initial de la stratégie 1 étant
le clivage des éthers d’adamantane en conditions acides lors de la déprotection des chaines latérales
du peptide, nous avons donc envisagé le remplacement de ces liaisons éthers par des liaisons amides.
En effet, en passant par ces liaisons pour fonctionnaliser les adamantanes, nous évitons les
problemes d’instabilité rencontrés lors de la déprotection totale du peptide avec la rupture des
liaisons éthers.

Ainsi, I'acide 1-adamantane carboxylique et le chlorure d’oxalyle ont été mis en présence dans le
DCM a 40°C pendant 2h, afin de former un chlorure d’acide réactif. Puis, le Boc-TOTA a été introduit
en présence de triéthylamine, pour effectuer une substitution nucléophile, permettant ainsi d’obtenir
apres purification le composé 20 avec un rendement de 94%. Par la suite, ce produit a été déprotégé
de son groupement Boc par traitement classique au TFA 20% dans le DCM et basification par une
solution de K,COs;, conduisant au produit 21. Le conjugué diacide 2 peut alors subir un double
couplage en présence d’EDC/HOBt et de cette nouvelle amine 21. Nous obtenons ainsi le composé
22, qui a été par la suite déprotégé au TFA 20% dans le DCM. Apres purification et analyse par HPLC
en phase inverse et spectrométrie de masse MALDI-TOF, la molécule 23 est obtenue avec un
rendement de 98% (Schéma 17).
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Schéma 17 : Synthése du composé 23

Le CBO-P11 semi protégé a alors été couplé au produit 23 par simple couplage peptidique, en
présence de PyBOP et d’"HOBt dans le DMF. La déprotection totale des chaines latérales a ensuite été
réalisée en présence de TFA et de scavengers pour conduire aprés purification par HPLC en phase
inverse au CBO-P11 modifié di-adamantanes 24 (Schéma 18) (Figure 94).

136



Résultats & Discussion

Tt Pbf Boc TrtTrt  Trt Trt (HZT ZCOOH
(D)F-P-Q-I-M-R-I-K-P-H-Q-G-Q-H-I-G-E
BO-P

+ \’%O

o0 NH.O O NH O
AR 1) PyBOP, HOBt, DIEA _ i AN A
\L 2) TFA, H,0, phénol, TIS, thioanisol \L \L

o

(e}

Schéma 18 : Synthése du composé 24
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Figure 94 : Caractérisation du composé 24 purifié : (a) Chromatogramme obtenu par HPLC en phase inverse (Eluant B =
acétonitrile/eau (95/5) avec 0.1% TFA - Détection UV a 210 nm). (b) Spectre de masse MALDI-TOF (Analyse en mode
positif, m/z = 2856)

Ainsi, par ces différentes stratégies de synthése, nous avons obtenu trois entités moléculaires
CBO-P11 fonctionnalisées par deux adamantanes. La particularité de ces stratégies réside d’une part
en la fonctionnalisation sélective du peptide au niveau de son acide glutamique et d’autre part, en la
stabilité des éthers d’adamantanes en conditions acides. Par ailleurs, nous avons également obtenu
trois précurseurs di-adamantanes possédant respectivement une fonction amine (23), alcyne (17), et
azoture (14). Ces fonctions réactives leur permettent ainsi d’étre couplés a différentes biomolécules,
tout en conservant les adamantanes nécessaires pour une immobilisation sur des B-CD supportées.

Par la suite, afin de s’assurer que les diverses modifications chimiques du CBO-P11 n'alterent pas
sa reconnaissance par le bevacizumab, nous avons entrepris des études de mesure d’interactions via
la technologie SAW. Mais avant d’effectuer ces mesures, nous avons décidé de réaliser des études
préliminaires concernant I'édifice supramoléculaire formé entre les précurseurs di-adamantanes et
les B-CD supportées. Ces études sont essentielles pour confirmer I'interaction et évaluer l'affinité de
ces nouvelles molécules synthétisées avec les B-CD.
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B. Etudes des interactions molécules di-adamantanes/$-CD
immobilisées

Le systeme de transduction sam®5 a permis d’étudier les interactions entre les molécules
d’adamantanes synthétisées et les B-CD immobilisées. Une puce sam®5 a été fonctionnalisée par des
cyclodextrines grace au procédé GraftFast® : 4 canaux possédent des polymeres de B-CD GMA en leur
surface, tandis qu’un canal sert de référence et présente un polymeére pHEMA. Des études
préliminaires ont d’abord été entreprises avec les molécules di-adamantanes non fonctionnalisées
par le CBO-P11, représentées ci-dessous (composés 23, 14 et 17) (Figure 95). Ces premieéres
expériences permettent d’évaluer l'affinité de ce type de molécules avec notre surface (Figure 96).
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Figure 95 : Molécules di-adamantanes non fonctionnalisées par le CBO-P11

Par soucis de simplification, ces molécules seront, dans la suite du chapitre, appelées analyte 1,
2 et 3 pour les molécules 23, 14 et 17 respectivement. Pour chaque analyte, les mesures ont eu lieu
dans un tampon HBS-EP. Un débit de 40 pl/min a été entretenu tout le long des expériences a une
température de 22°C, et une solution de $-CD a 10 mM permet de régénérer la puce.
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Figure 96 : Représentation schématique de I'immobilisation des analytes di-adamantanes au sein des B-CD supportées
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1. Mesure de l'interaction Analvte 1/8-CD

La puce a été exposée a une série de plusieurs injections d’analyte 1 a différentes concentrations
(5, 30, 60, 100, 500 et 1000 uM). Cette expérience a été réalisée 3 fois et nous obtenons toujours les
mémes résultats ce qui montre la répétabilité des mesures : I'exposition de la puce a une injection
d’analyte 1 résulte en un décalage de phase positif pour les 4 canaux ol des polymeéres de 3-CD sont
immobilisés. Des courbes exponentielles sont observées lors de la phase d’injection traduisant
I'association entre l'analyte 1 et les B-CD. Le signal du canal de référence (canal 1) présente un
décalage de phase positif de faible intensité correspondant a I'adsorption non spécifique de I'analyte
1 envers la puce. Un exemple de sensorgramme obtenu pour une injection de l'analyte 1 a 100 uM

est représenté ci-apres (Figure 97).

<~ Analyte 1 (100 uM) > < B-CD (10 mM) >

[V — Channel 1
[~ Channel 2
[¢ — Channel 3
[V — Channel 4
[V~ Channel 5

D oNeE D oD N

Phase [deg] normalized

kvl va kv, v
0 100 200 300 400 500 500 700 800 %00 1000 1100 1200 1300
Time (5]

Figure 97 : Sensorgramme représentant I'injection de I'analyte 1 (100 uM) suivie de I'injection d’une solution de B-CD (10
mM)

Les courbes obtenues ont alors été soustraites de la courbe du canal de référence et ajustées
pour toutes les injections et chaque canal, en utilisant un modéle de fixation 1:1. Un exemple de
sensorgramme pour les courbes du canal 2 aprés traitement est représenté ci-dessous (Figure 98).
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Figure 98 : Sensorgramme de I'analyte 1 pour le canal 2 lors de I’expérience n°1 (aprés traitement)

Les informations obtenues ont alors été analysées en utilisant le modele cinétique de Langmuir.

Nous en rappelons ici les équations :

pP= Peq [1—exp(—kpps-1)] (3)
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Et kops = kon . C + koff (4)

Ainsi, en tracant k., en fonction de la concentration (Figure 99), nous pouvons en déduire la
valeur de k,, avec la pente de la droite, et la valeur de k. a I'intersection avec I'axe des vy, et donc

nous pouvons déterminer le Kp avec I'équation :

. Korr
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Figure 99 : Exemple du résultat obtenu pour le canal 3, expérience 1

Chaque valeur de Kj a ainsi été calculée pour les 4 canaux et pour chaque expérience. Le tableau
suivant récapitule tous les résultats obtenus. A partir de ces données expérimentales, nous ne
considérerons que les résultats des droites dont le coefficient de régression linéaire (R) est supérieur
a 0.99 et dont les calculs des Kp conduisent a des valeurs positives (Tableau 8).

Canal 2 Canal 3 Canal 4 Canal 5
Kp =95.49 £109.08 Kp=7.86 +6.63 Kp=-1.23 #1.63 K, =-0.19 +0.50
20 R =0.710515 R =0.990663 R =0.999236 R =0.999931
o 2 Kp=55.79 #2451 K,=13.7246.76 K,=0.433.27 K, =5.41%2.86
R =0.958177 R =0.991764 R=0.997111 R =0.998103
K,=58.04+17.01 K,=18.77%6.91 Kp,=3.39#3.75  K,=9.22+3.35
2pe R =0.979940 R =0.992434 R =0.996552 R =0.997685
Moyenne 13.45 pM 1.91 pM 7.31 uM

Tableau 8 : Résultats des K obtenus pour chaque canal et chaque expérience pour I'analyte 1

Ainsi, en faisant une moyenne globale, nous obtenons une constante de dissociation Kp = 7.56
UM, et nous avons donc bien démontré I'affinité entre notre molécule di-adamantanes et la puce de

B-CD.
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2. Mesure de l'interaction Analyte 2 /3-CD

La puce a ensuite été exposée a plusieurs injections d’analyte 2 a différentes concentrations
(0.5, 1, 5, 10, 30, et 100 uM). Comme pour I'analyte 1, cette expérience a été réalisée 3 fois et nous
obtenons toujours les mémes résultats: un décalage de phase positif pour les 4 canaux
fonctionnalisés par des B-CD avec des courbes exponentielles lors de la phase d’injection et une
stabilisation du signal aprés I'injection. Le canal de référence présente toujours un léger décalage
positif traduisant I'adsorption non spécifique de I'analyte 2 pour la surface. Les courbes obtenues ont
été ajustées pour toutes les injections en utilisant un modele de fixation 1:1, et en soustrayant la

courbe du canal de référence (Figure 100).
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Figure 100 : Sensorgramme de I'analyte 2 pour le canal 2 lors de I'expérience n°1

De la méme maniere que précédemment pour l'analyte 1, les informations obtenues ont été
analysées en utilisant le modeéle cinétique de Langmuir. Les résultats des K, obtenus sont reportés

dans le tableau suivant (Tableau 9).

Canal 2 Canal 3 Canal 4 Canal 5
Kp=4.3243.72 K,=0.57%3.13 Kp,=-1.14+1.41 K,=1.07£1.40
Exp1 R =0.987796 R =0.989749 R=0.997734 R =0.997965
Kp=5.96 +4.44 K;,=0.070+2.06 K,=-0.53+1.41 K,=-1.25+1.17
SRS R =0.983857 R =0.995420 R=0.997786 R=0.998411
K,=8.84%7.42 Kp,=1.41+257 K;=0.13+1.71 K,=0.12+1.83
2o R=0.961151 R =0.993315 R =0.996850 R =0.996385
Moyenne 0.74 uM 0.13 uM 0.60 uM

Tableau 9 : Résultats des K obtenus pour chaque canal et chaque expérience pour I'analyte 2

En faisant une moyenne globale de ces résultats, nous obtenons une constante de dissociation

Ko = 0.49 puM.
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3. Mesure de l'interaction Analyte 3/8-CD

Les mémes expériences ont été menées pour |'analyte 3. La puce a été exposée a plusieurs
injections d’analyte 3 a différentes concentrations (5, 30, 60, 100 et 500 uM). Et nous obtenons le

méme type de résultats que pour les analytes 1 et 2 (Figure 101).
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Figure 101 : Sensorgramme de I'analyte 3 pour le canal 2 lors de I'expérience n°1

Comme précédemment, les informations obtenues ont été analysées par le modele cinétique de
Langmuir, et les résultats des Kj sont reportés dans le tableau suivant (Tableau 10).

Canal 2 Canal 3 Canal 4 Canal 5
Exp 1 Kp =55.24 +40.47 Kp=28.06 +16.11 K, =23.81+26.42 Kp=22.32+26.78
R=0.971113 R =0.994204 R =0.984139 R =0.983521
Exp 2 Kp=62.00 +43.88 Kp=21.35+15.26 K,=18.24117.54 K,=14.19 +18.90
R =0.967760 R =0.994520 R =0.992591 R=0.991130
Exp 3 Kp =-0.49 +3.49 Kp=9.49 +20.70 K, =45.56 +63.12 K, =42.14 +70.57
R =0.996607 R =0.922053 R=0.764328 R=0.716127
Moyenne 24.71 pM 18.24 uM 14.19 uM

Tableau 10 : Résultats des K; obtenus pour chaque canal et chaque expérience pour I'analyte 3

Pour l'analyte 3, la constante de dissociation moyenne sur les 3 expériences menées et les 4

canaux vaut Kp = 19.05 uM.

Ces premiers résultats permettent de confirmer la formation de complexes d’inclusion entre les
adamantanes et les B-CD. Les 3 molécules di-adamantanes présentent des K, de méme ordre de
grandeur pour la surface de B-CD (K. de l'ordre de 10* & 10° M™). Ces résultats semblent en

cohérence avec les valeurs de I’équipe de Reinhoudt, qui reporte des Kx de 'ordre de 10°-10° M™%
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Par ailleurs, les structures de ces 3 molécules sont relativement semblables, mais nous pouvons
remarquer que plus la masse de l‘analyte est importante, plus la constante d’association est
importante elle-aussi (Tableau 11).

Analyte 1 Analyte 2 Analyte 3

Ko (LM) 7,56 0,49 19,05
Ka (M) 1,3x 10° 2,0x10° 5,3 x 10
Masse (g.mol™) 877,16 967,24 790,04

Tableau 11 : Récapitulatif des résultats obtenus pour chaque analyte
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C. Etudes des interactions molécules di-adamantanes
fonctionnalisées CBO-P11/8-CD immobilisées

Apres avoir confirmé que de telles molécules di-adamantanes peuvent se fixer sur des B-CD
immobilisées sur une puce d’or, nous avons réalisé le méme type d’étude sur nos molécules di-
adamantanes fonctionnalisées par le CBO-P11 dont les structures sont rappelées ci-dessous (Figure
102) (Figure 103). Lintroduction de ce cyclopeptide pourrait perturber la fixation des adamantanes a
I'intérieur des cages hydrophobes des B-CD. De plus, le changement de masse important risque de
perturber le signal SAW. En effet, les molécules précédentes possédaient des masses inférieures a
1000 g/mol et nous allons maintenant étudier des molécules de masse équivalente a 3000 g/mol.
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Figure 102 : Molécules di-adamantanes fonctionnalisées CBO-P11

Pour la suite du chapitre, et par soucis de simplification, ces molécules seront appelées analyte
1-CBO-P11, analyte 2-CBO-P11 et analyte 3-CBO-P11 pour respectivement les molécules 24, 18 et 19
(Figure 102).
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Figure 103 : Représentation schématique de I'immobilisation des analytes-CBO-P11 au sein des B-CD supportées
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1. Mesure de l'interaction Analyte 1-CB0O-P11/3-CD

Lanalyte 1-CBO-P11 a été injecté a la surface des B-CD a différentes concentrations (1, 5, 10, 50
et 100 uM). Ces injections entrainent des décalages de phase positifs synonymes de I'association de
I'analyte avec la surface. Lintroduction du cyclopeptide ne perturbe donc pas la fixation de la
molécule sur la surface. Le canal de référence voit son signal augmenté mais son décalage de phase
reste minime en comparaison de celui observé pour les canaux fonctionnalisés par les B-CD. Les
courbes obtenues ont alors été ajustées pour toutes les injections en utilisant un modele de fixation
1:1, et en soustrayant la courbe du canal de référence (Figure 104).
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Figure 104 : Sensorgramme de I'analyte 1-CBO-P11 pour le canal 4 lors de I'expérience n°2

Lors de ces expériences, les mesures du canal 3 n‘ont pas pu étre exploitées car la formation de
bulles est apparue sur ce canal, faussant les résultats obtenus. Les K;, calculés sont reportés dans le
tableau ci-apres. Comme précédemment, nous n‘avons considéré que les résultats des droites dont le
coefficient de régression linéaire (R) est supérieur a 0.99 et dont les calculs des Ky conduisent a des
valeurs positives. Nous obtenons alors un K, moyen de 14.84 uM (Tableau 12).

Canal 2 Canal 4 Canal 5

Exp 1 Kp = 27.04 £15.35 Kp = 4.46 £8.07 Kp=3.78 £9.18

R =0.945634 R =0.968871 R =0.959284
Exp 2 Kp=37.86+20.09 K,=14.84+3.85 K, =8.3515.27

R=0.930110 R =0.994781 R =0.988097
Exp 3 Kp=39.47 £21.16 K, =11.26+7.78 K, =6.37 £9.86

R =0.925773 R =0.976846 R =0.957430

Moyenne 14,84 uM

Tableau 12 : Résultats des K, obtenus pour chaque canal et chaque expérience pour 'analyte 1-CBO-P11
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2. Mesure de l'interaction Analyte 2-CBO-P11

-CD

Lanalyte 2-CBO-P11 a été injecté a la surface des B-CD a différentes concentrations (1, 5, 10, 50
et 100 uM). Nous observons toujours I'association de I'analyte pour la surface (Figure 105).
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Figure 105 : Sensorgramme de I'analyte 2-CBO-P11 pour le canal 2 lors de I'expérience n°1

Canal 2 Canal 3 Canal 4 Canal 5
Kp=13.38+3.30 K;=22.29+16.88 K, =56.71+10.08 Kp=11.86 +7.54
Exp 1 R =0.995979 R=0.927478 R =0.991244 R =0.978611
Exp 2 Kp =12.60 +4.77 Kp =32.97 £+13.83 Kp =8.80 +5.13 Kp =2.67 +3.31
R =0.991475 R =0.960961 R =0.993773 R =0.996832
Kp =11.65 +2.72 Kp =34.99 £11.20 Kp = 82.42 +5.52 Kp = 35.41 +26.85
20E R=0.997115 R =0.975071 R =0.998274 R =0.914300
Moyenne 12,54 pM 49,31 uM 2,67 pM

Tableau 13 : Résultats des K, obtenus pour chaque canal et chaque expérience pour I'analyte 2-CBO-P11

Dans ce cas, la constante de dissociation Ky moyenne vaut alors 21.51 puM (Tableau 13).
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3. Mesure de l'interaction Analyte 3-CBO-P11/8-CD

La puce a été exposée a une série de plusieurs injections d’analyte 3-CBO-P11 a différentes
concentrations (1, 5, 10, 50 et 100 uM). Nous observons toujours l'association de I'analyte pour la
surface de B-CD (Figure 106).

—a— Analyte 3— CBO-P11 (0 uM)
2 —s=— Analyte 3 - CBO-P11 (1 uM)
30 H —s—  Analyte 3— CBO-P11 (5 uM)
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Figure 106 : Sensorgramme de I'analyte 3-CBO-P11 pour le canal 2 lors de I’'expérience n°1

Canal 2 Canal 4 Canal 5

Exp 1 Kp = 50.86 +6.69 Kp=39.34 £7.65 Kp=10.67 £6.47

R =0.996118 R =0.993654 R =0.974819
Kp =42.02 £3.45 Kp=15.18 £10.43 Kp=4.22 +8.12

Exp 2 R =0.998771 R =0.963906 R =0.951248
Exp 3 Kp =73.85 +25.30 Kp=10.52 +16.33 Kp = 14.00 +5.89

R =0.964179 R =0.906620 R =0.987640

Moyenne 46,44 M 39,34 uyM

Tableau 14 : Résultats des K, obtenus pour chaque canal et chaque expérience pour I'analyte 3-CBO-P11

Nous obtenons alors une constante de dissociation moyenne Kp = 42.89 uM (Tableau 14).

A la suite de ces études, nous pouvons donc en conclure que ces molécules di-adamantanes
fonctionnalisées par le CBO-P11 peuvent toujours former des complexes d’inclusion avec les B-CD
immobilisées. Nous obtenons des constantes de dissociation de méme ordre de grandeur pour les
trois analytes fonctionnalisés (Tableau 15), et qui correspondent au méme ordre de grandeur obtenu

précédemment sans le cyclopeptide.
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Analyte 1-CBO- Analyte 2-CBO- Analyte 3-CBO-

P11 P11 P11
Ko (1M) 14,84 21,51 42,89
Ka (M) 6,7 x 10°* 4,7 x 10* 2,3x 10"

Masse (g.mol™) 2857,46 3016,64 2988,59

Tableau 15 : Récapitulatif des résultats obtenus pour les analytes fonctionnalisés par le CBO-P11

Ce systeme d’assemblage supramoléculaire peut donc étre utilisé pour doser le bevacizumab. En
effet, dans le chapitre précédent, nous avons confirmé les interactions entre le CBO-P11 et le
bevacizumab. L'utilisation de ce mime peptidique greffé sur un systeme supramoléculaire permettrait
donc de doser l'anticorps. De plus, de par cet assemblage supramoléculaire avec les B-CD, le
biocapteur pourrait étre facilement régénéré, sans crainte de diminuer la stabilité des molécules de
B-CD greffées a la surface.
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D. Etudes du systeme molécules di-adamantanes fonctionnalisées
CBO-P11 / Bevacizumab

Afin de déterminer la reconnaissance possible de l'anticorps par le systeme molécule di-
adamantanes fonctionnalisées CBO-P11, nous avons concentré nos études sur une seule molécule di-
adamantanes : I'analyte 1-CBO-P11 comportant des liaisons amides d’adamantanes plus stables que
les liaisons éthers des analytes 2 et 3, et dont l'obtention par synthése chimique a été la plus rapide
et aisée. Précédemment, nous avons confirmé l'affinité du bevacizumab pour le CBO-P11 sans
adamantane. La présence d’autres groupements sur le peptide ne devrait pas perturber sa
reconnaissance pour l'anticorps car la fonctionnalisation du CBO-P11 a été entreprise sur l'acide
carboxylique du résidu glutamate, opposé aux trois acides aminés essentiels pour la reconnaissance
avec le récepteur VEGFR et donc l'anticorps.

Bevacizumab

P = Quantification SAW
> 0 [ P

Figure 107 : Représentation schématique de I'immobilisation du bevacizumab via I'analyte 1-CBO-P11

Lanalyte 1-CBO-P11 a été injectée a la surface de B-CD a une concentration de 5 uM. Aprées un
temps d’attente suffisant permettant de stabiliser le signal de phase, une concentration connue de
bevacizumab a été injectée (500 pg/ml) (Figure 107 et Figure 108). Nous observons alors une
augmentation du signal se stabilisant rapidement aprés la fin de linjection. En revanche, une
augmentation du signal est également observée au niveau du canal de référence (canal 1). Lanticorps
se fixe bien sur la puce mais nous ne pouvons conclure sur la spécificité de l'interaction
bevacizumab/CBO-P11 car I'anticorps semble se fixer également sur le canal de référence.
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Figure 108 : Sensorgramme présentant l'injection d’analyte 1-CBO-P11 (5 uM), suivie de bevacizumab (500 pg/ml)
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En effet, en soustrayant les courbes obtenues par la courbe du canal de référence, nous
observons un décalage de phase positif pendant I'injection de I'anticorps, et un léger décalage de
phase a la fin de I'injection (Figure 109).Ceci traduit donc que I'anticorps interagit bien avec notre
analyte 1-CBO-P11 immobilisé. Cependant, ce décalage de faible intensité est du a la forte adsorption
de I'anticorps au niveau du canal de référence. Celui-ci ne joue alors pas son role de référence. Nous
ne pouvons donc pas différencier l'adsorption spécifique du non spécifique sans référence.
Néanmoins, le décalage de phase positif observé apres l'injection de bevacizumab permet d’en
déduire que notre complexe supramoléculaire reste stable malgré I'injection de protéines sur la
surface. En effet, il n’y a pas de retour a la ligne de base a I'issue de cette injection : 'analyte 1-CBO-
P11 reste fixé aux B-CD supportées a l'issue de linjection de I'anticorps. Une solution de B-CD
concentrée est alors nécessaire pour dissocier I'assemblage supramoléculaire de la surface et
régénérer celle-ci.

4+ Analyte 1-CBO-P11 Bevacizumab (HBS-EP)
(5um) (500 pg/ml)

34
; n T décalage de phase
52
T

1-

O T T T T T 1
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Temps [s]

Figure 109 : Sensorgramme du canal 2 présentant I'injection d’analyte 1-CBO-P11 (5 pM) suivie de bevacizumab (500
ug/ml) aprés traitement (soustraction de la courbe de référence)

Le méme type d’expérience a été mené avec des concentrations plus élevées en bevacizumab (1
et 2.5 mg/ml. Aprés soustraction du canal de référence et ajustement des courbes par un modéle
d’interaction 1:1, nous pouvons observer un décalage de phase positif de faible intensité a I'issue de
I'injection (Figure 110). Une interaction spécifique entre I'anticorps et le cyclopeptide a bien lieu
mais, en raison de la forte adsorption non spécifique de I'anticorps sur le canal de référence, nous ne
pouvons obtenir de décalage de phase plus important malgré ces fortes concentrations.
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Figure 110 : Sensorgramme présentant l'injection successive d’analyte 1-CBO-P11 (5 uM) et bevacizumab (HBS-EP) a 1 et
2.5 mg/ml apreés traitement (soustraction du canal de référence)

Par ailleurs, pour s’assurer que ce décalage de phase, bien que faible, est bien du a I'interaction
anticorps/CBO-P11, et donc que notre analyte di-adamantanes est nécessaire pour I'immobilisation
de l'anticorps, nous avons injecté le bevacizumab directement sur la surface, sans formation
préalable de I'édifice supramoléculaire (Figure 111).
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Figure 111 : Sensorgramme présentant I'injection de bevacizumab (HBS-EP) (5 mg/ml)

Pendant I'injection de bevacizumab a 5 mg/ml, nous observons alors une courbe d’association,
qui retourne a la ligne de base a la fin de I'injection. Il sagit donc d’une adsorption non spécifique
avec la surface qui ne reste pas fixée a celle-ci. Lanalyte 1-CBO-P11 est donc nécessaire pour
immobiliser I'anticorps. Nous confirmons ainsi que le sensorgramme de la figure 110 traduit bien
I'interaction anticorps/CBO-P11 et non anticorps/B-CD supportées. Cependant, les faibles décalages
de phase observés a de fortes concentrations d’anticorps nous conduisent a optimiser le canal de
référence.

En effet, pour s’assurer de la spécificité de I'interaction entre le bevacizumab et le cyclopeptide
immobilisé et obtenir de meilleurs résultats, le canal de référence doit le moins possible réagir avec
I'anticorps. Pour cela, le probleme d’adsorption non spécifique doit étre réduit. Plusieurs expériences
ont été menées dans ce but, comme notamment l'addition de B-CD a 1 mM dans le tampon HBS-EP.
En effet, I'ajout de cette molécule tout comme I'ajout de la protéine BSA dans le tampon sont connus
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pour minimiser les effets d’adsorption non spécifiques. Néanmoins, ces modifications n’ont pas
permis d’'obtenir un signal de phase proche de la ligne de base pour le canal de référence.

Il serait donc intéressant de modifier la nature du polymeére présent sur ce canal de référence.
Ainsi, nous envisageons d’utiliser une référence de type poly(acide acrylique) couplé a la
propargylamine. En effet, lors du chapitre précédent, nous avions utilisé cette référence pour la
détermination de la constante d’affinité CBO-P11/bevacizumab et la détection de l'anticorps en
milieu tampon. Ce canal de référence ne présentait que trés peu d’adsorption non spécifique avec
I'anticorps en milieu tampon. En revanche, lors du passage en milieu plasmatique, cette référence n’a
pas permis de détecter de maniere spécifique l'anticorps plasmatique. Nous envisageons donc
également de réaliser une autre référence cette fois-ci a base de polyéthyléne glycols (PEG). En effet,
ce type de polymere a également été reporté dans la littérature comme permettant de réduire les
effets d’adsorption non spécifique.?’ Des travaux en ce sens sont actuellement a I'étude.

Par ailleurs, les faibles décalages de phases obtenues pourraient étre optimisés en augmentant
I'affinité de l'analyte CBO-P11 pour l'anticorps. En effet, nous avons démontré lors du chapitre
précédent une constante de dissociation de 4,12 uM pour le couple CBO-P11/bevacizumab. Il serait
alors possible d’augmenter cette affinité par effet de multivalence, en synthétisant des dimeres ou
multimeres de CBO-P11. Ainsi, I'interaction avec l'anticorps serait plus forte et plus aisément
détectables avec notre plateforme.
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E. Tests de dosage du bevacizumab plasmatique

Suite aux résultats préliminaires obtenus pour la détection du bevacizumab en milieu tampon,
nous avons effectué des tests de dosage avec du bevacizumab plasmatique afin d’évaluer notre
systéeme dans un milieu complexe biologique.

Tout d’abord, du plasma humain ne contenant pas de bevacizumab a été injecté directement sur
la puce, sans assemblage supramoléculaire préalable avec l'analyte 1-CBO-P11 (Figure 112).
Lexposition de la puce a ce « blanc » montre une forte adsorption non spécifique sur tous les canaux
de la puce. En effet, le sensorgramme obtenu montre que les nombreuses protéines du plasma
interagissent avec la surface et restent fixées aprés la fin de I'injection (décalage de phase positif
constant apres la fin de I'injection).
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Figure 112 : Sensorgramme issue de I'injection de plasma sanguin humain

Afin de régénérer la surface, nous avons injecté une solution de B-CD a 10 mM. Mais ce lavage
ne permet pas d’obtenir un retour du signal de phase a la ligne de base. Pour le canal de référence
présentant un polymere pHEMA, ces résultats semblent logiques puisqu’aucune cyclodextrine n’est
présente sur ce canal. Il n'y a pas de lavage par compétition entre B-CD supportées et B-CD en
solution. Pour les canaux présentant les B-CD immobilisées, cela indique donc que les protéines du
plasma possédent une trés forte affinité pour la surface de B-CD. Une solution concentrée de B-CD ne
permet pas de les décrocher, donc I'affinité n’est pas due a une association héte/invité mais repose
sur des interactions plus complexes comme des interactions électrostatiques (Figure 113).

Adsorption non spécifique

£9% Pacy
-

" it Vo
*‘“‘*’ éﬂ, g%i-’ i 9 ¢ {%“i

Figure 113 : Représentation schématique de la tentative de régénération apres I’'adsorption non spécifique des protéines
plasmatiques sur la surface de B-CD

Un lavage par une solution aqueuse d’HClI 10 mM a alors été nécessaire pour éliminer toutes les
protéines plasmastiques adsorbées de maniére non spécifique sur tous les canaux et ainsi régénérer
la surface, confirmant donc que cette interaction n’est pas du type héte/invité (Figure 114).
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Figure 114 : Sensorgramme issue des injections successives de plasma, B-CD (10 mM) x 2 et HCI (10 mM)

Par la suite, nous avons construit I'assemblage supramoléculaire en exposant la puce a une
premiere injection d’analyte 1-CBO-P11 a une concentration de 5 uM. Aprés un temps d’attente
permettant de stabiliser le signal de phase obtenu, le plasma sanguin humain non dilué sans
bevacizumab a été injecté (Figure 115).
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Figure 115 : Sensorgramme présentant l'injection d’analyte 1-CBO-P11 (5 pM), suivie de plasma humain

A l'issue de ces deux injection successives, nous obtenons une augmentation du signal de phase
pour tous les canaux, méme celui de référence. Les différentes protéines du plasma interagissent
donc avec le CBO-P11 immobilisé, mais également avec le canal de référence présentant le polymere
de pHEMA. Comme précédemment pour les mesures d’interaction en milieu tampon, nous
observons ce probleme d’adsorption non spécifique sur le canal de référence. Celui-ci doit donc étre
modifié afin d’optimiser les parameétres de mesures.

D’autre part, nous nous sommes intéressés a la nature de linteraction protéines
plasmatiques/surface aprés 'immobilisation du peptide. En effet, le décalage de phase observé pour
les canaux présentant le peptide sur la figure 115 peut traduire deux situations possibles:
I'interaction protéines plasmatiques/analyte 1-CBO-P11 ou l'interaction protéines plasmatiques/B-CD
supportées. Dans ce dernier cas, le milieu plasmatique pourrait en effet déstabiliser I'assemblage
supramoléculaire pré-formé entre I'analyte 1-CBO-P11 et les B-CD supportées. Linteraction observée
par le sensorgramme précédent pourrait alors traduire l'interaction non spécifique des protéines
plasmatiques avec la surface de B-CD, en déplacant le complexe supramoléculaire, comme illustré par
la figure suivante (Figure 116).
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Figure 116 : Représentation schématique des différents cas de figure possible lors de I'injection des protéines

plasmatiques sur la surface présentant les analytes-CBO-P11

Ainsi, pour déterminer la nature de l'interaction et ainsi évaluer la stabilité de notre complexe

supramoléculaire en milieu plasmatique, nous avons exposé la puce a une solution de 3-CD (10 mM),

a la suite de l'injection de plasma (Figure 117).

Phase [°]

25

20

15

10

e Analyte-1-CBO-P11(5-pM) Plasma B-Cb{10-m)

e Canal 1
Canal 2
Canal 3
Canal 4
Canal 5

v v
1000 1500 2000 2500
Temps [s]

Figure 117 : Sensorgramme présentant I'injection successive d’analyte 1-CBO-P11, plasma et B-CD (10 mM)

Nous observons alors une diminution du signal de phase pour les canaux présentant les B-CD
immobilisées. Or, nous avons remarqué précédemment la nécessité d’une solution d’HCl (10 mM)
pour diminuer le signal de phase lors de I'adsorption non spécifique des protéines plasmatiques. En

effet, la figure 113 révelait I'impossibilité d’éliminer les interactions non spécifiques des protéines

plasmatiques a la surface avec une solution de B-CD. Ainsi, la diminution du signal de phase observée

ici (Figure 117) par la solution de B-CD indique donc qu’il ne s’agit pas d’adsorption non spécifique

avec la surface mais bien d’interactions entre les protéines plasmatiques et l'analyte 1-CBO-P11:

notre analyte di-adamantanes-CBO-P11 reste fixé aux B-CD supportées malgré la présence de

nombreuses protéines plasmatiques (60 a 80 mg/ml de protéines). Nous démontrons alors pour la

premiere fois la stabilité de tels systemes supramoléculaires en milieu biologique complexe, dont

aucune publication n’en a reporté I'étude a ce jour.
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Afin de détecter I'anticorps en milieu plasmatique, des travaux d’optimisation concernant le
canal de référence sont actuellement a I'étude dans le but de réduire les problémes d’adsorption non
spécifique déja rencontrés pour la détection en milieu tampon. Cette minimisation de I'interaction
non spécifique permettra alors de mettre en évidence la spécificité de I'interaction bevacizumab
plasmatique/CBO-P11 en vue du dosage clinique de lanticorps. En outre, comme explicité
précédemment, il serait intéressant d’augmenter l'affinité de notre analyte pour le bevecizumab afin
d’obtenir une meilleure détection de celui-ci. Par exemple, synthétiser et immobiliser des diméres de
CBO-P11 permettraient d’augmenter l'affinité pour lI'anticorps par effet de multivalence et ainsi
obtenir une plateforme de détection efficace pour le dosage clinique du bevacizumab.
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F. Conclusions

De par les informations obtenues lors du chapitre 2, nous avons confirmé I'utilisation du CBO-
P11 en remplacement du VEGF humain pour le dosage du bevacizumab. Dans ce chapitre, afin
d’obtenir une plateforme de dosage stable et régénérable, nous avons introduit le systeme
supramoléculaire adamantane/B-CD permettant des liaisons réversibles. D’autre part, nous avons
utilisé 'effet de multivalence afin d’augmenter 'affinité entre ces deux entités.

Ainsi, une surface destinée a une transduction de type SAW a été fonctionnalisée de maniére
covalente par des B-CD, grace au procédé Graftfast®. Par ailleurs, le CBO-P11 a été greffé a deux
molécules d’'adamantanes via plusieurs stratégies : la premiere a consisté en un couplage par « click
chemistry ». Le CBO-P11 a été modifié par une fonction alcyne d’une part, et une fonction azoture
d’autre part. Les molécules d’adamantanes ont quant a elles été greffées a des chaines
éthyleneglycols afin de conférer un caractere hydrophile et flexible au systéme synthétisé. Puis, ces
molécules ont été fonctionnalisées par un alcyne et un azoture. Chaque couple alcyne/azoture a alors
été mis en présence afin de former un cycle triazole, et ainsi obtenir le CBO-P11 modifié par deux
adamantanes. D’autre part, une seconde stratégie nous a conduits a obtenir le peptide modifié par
deux adamantanes via la formation d’une liaison amide. Ceci a été possible grace a la synthése d’une
molécule di-adamantanes possédant une fonction amine en position apicale et deux adamantanes
liées a des chaines éthyleneglycols par liaison amide. Par simple couplage peptidique entre le CBO-
P11 semi protégé et cette molécule di-adamantanes, nous avons obtenu notre peptide
fonctionnalisé. Par conséquent, par ces différentes stratégies de synthése, nous avons obtenu trois
molécules CBO-P11 greffées de maniére différente a deux adamantanes, et nous avons également
obtenu trois précurseurs di-adamantanes possédant respectivement une fonction alcyne, azoture et
amine. Ces précurseurs originaux peuvent alors étre utilisés pour fonctionnaliser d’autres
biomolécules.

Par la suite, ces nouvelles molécules synthétisées ont été évaluées pour leur capacité a former
des complexes d’inclusion avec la surface de B-CD. Le systeme de transduction par SAW nous a
permis de confirmer I'interaction adamantane/B-CD supportées et nous avons obtenu des constantes
d’affinité de 'ordre de 10" 3 10° M, en accord avec les résultats obtenus par I'équipe de Reinhoudt.
Un simple lavage par une solution de B-CD concentrée permet de régénérer facilement la surface et
ainsi effectuer de nouvelles mesures.

Enfin, aprés avoir confirmé la bonne stabilité de I'édifice supramoléculaire formé, nous avons
tenté d’évaluer la capacité de reconnaissance du systéme pour le bevacizumab. Cependant, des
travaux d’optimisation restent encore a étre effectués dans ce sens, afin de confirmer la spécificité du
biocapteur a reconnaitre I'anticorps. En effet, le CBO-P11 immobilisé de maniére non covalente a la
surface semble interagir avec le bevacizumab, mais il en est de méme pour le canal de référence
présentant un polymére pHEMA. Ce canal doit donc étre modifié afin de réduire au maximum les
interactions non spécifiques et ainsi pouvoir mettre en évidence la spécificité de l'interaction
anticorps/peptide.
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Partie Expérimentale

I. Protocoles de synthese

Nous avons pris la liberté de décrire la partie expérimentale du manuscrit en anglais. Ce
document pourra alors étre employé par tous les utilisateurs du laboratoire, y compris les
collaborateurs étrangers, et constitue par ailleurs un outil profitable pour la rédaction des
publications relatant nos travaux.

A. Materials and Equipments

1. Reagents

Protected amino acids were obtained from Novabiochem and Iris-Biotech. All standard chemicals
and solvents were of analytical grade and purchased from Sigma-Aldrich, Acros, Chimtec or Iris-
Biotech.

All chemical reactions were carried out under nitrogen with dry solvents under anhydrous
conditions unless otherwise stated. Thin layer chromatography (TLC) was performed on aluminium
plates precoated with silica gel 60F 5, (Merck, Germany) with detection by UV light or by staining with
KMnO, (1% aqueous solution), or 20% ninhydrine in ethanol and column chromatography was
performed on silica gel Si 60 (40-63um) (Merck, Germany).

2. Equipments

NMR (Nuclear Magnetic Resonance): The 'H and *C NMR spectra were recorded at 300 MHz, 400
MHz or 600 MHz, and 75 MHz, 100 MHz or 150 MHz on Briiker Avance Il and lll spectrometers.
Chemical shifts are expressed in ppm (part per million) and calculated taking the solvent peak as an
internal reference. J values were given in Hz. (in NMR description, s = singlet, d = doublet, t = triplet, q
= quartet, qt = quintuplet, m = multiplet, br = broad peak).

RP-HPLC (Reversed Phase High-Performance Liquid Chromatography):

The purity of products was determined by analytic reverse-phase HPLC using a VWR Hitachi
instrument equipped with an L-2450 autosampler, two L-2130 pumps, a Satisfaction RP18-AE column
(5 um, 250 x 4.6 mm) and a L-2450 diode array detector, at a flow rate of 0.8 ml/min and a sample
concentration of 1 mg/ml.

The compounds were purified by preparative reverse-phase HPLC using a VWR LaPrep system
consisted of a P202 injector, two P110 pumps, a Satisfaction RP18-AB C18 column (5 pum, 250 x 20
mm) and a P314 UV detector, at a flow rate of 10 ml/min.

The following eluents were used in a gradient mode: (A) 0.1% TFA in H,O/ACN (95/5) and (B) 0.1%
TFA in ACN/H,O (95/5). Water was of Milli-Q quality and was obtained after filtration of distilled
water through a Milli-Q® cartridge system. ACN and TFA were of HPLC use quality. Degassing of
solvents was performed using argon bubbling. Classical gradient used for the analytic RP-HPLC was
0% B to 100% B in 15 min.
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MS (Mass Spectroscopy): Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight (MALDI-TOF)

Each sample was separately analyzed on a ground steel target plate (234412, Bruker Daltonics). Dried
droplet preparation of spots was performed. 1 pl of sample was mixed in an eppendorf tube with 1 pl
of saturated solution of matrix (2,5-dihydroxybenzoic acid in 50% ACN, 50% H,0, 0.1% TFA) and the
mixture was deposited on MALDI target and dried.

Mass spectrometry analyses were performed on an Ultraflex Il TOF/TOF system (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany), equipped with 200 Hz smartbeam laser (355 nm) and operating in reflectron
positive ion mode. Mass spectra were acquired over the m/z range 450-5000 by accumulating data
from 1000 laser shots for each spectrum. The instrumental conditions employed to analyze molecular
species were the following: ion source 1: 25.08 kV; ion source 2: 21.98 kV, lens: 11.03 kV, pulsed ion
extraction: 30 ns, reflector: 26.39 kV, reflector 2: 13.79 kV. Matrix suppression was activated by
deflection mode: suppression up to 450 Da. Mass calibration was performed for each samples in
range of ~700 Da-3200 Da with a peptide calibration mixture (8206195, Peptide Calibration
Standard, Bruker Daltonics).

The instrument was controlled using Bruker's flexControl 3.4 software and mass spectra were
analyzed in Bruker's FlexAnalysis 3.4 software.

FT-IR (Fourier Transformer Infrared): FT-IR spectra acquisitions were performed in Attenuated Total
Reflectance (ATR) mode (128 scans at 8 cm™" resolution) using Perkin-Elmer spectrometer.

Ultra-Violet (UV) Spectroscopy: UV-visible spectra were recorded on a U-2010 spectrophotometer
(Hitachi) with 1-cm quartz cells at 25°C.
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B. General Procedures for Peptide Syntheses

1. Svntheses of linear protected peptide by SPPS

Assembly of linear protected peptide was performed manually or automatically by solid-phase
peptide synthesis (SPPS) using the standard 9-fluorenylmethoxycarbonyl/tert-butyl (Fmoc/tBu)
protection strategy.

a. Anchoring of N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-Glutamic Acid-Allyl Ester
to the 2-Chlorotrityl Chloride Resin

Fmoc-Glu(resin 2-CITrt)-OAll

The 2-chlorotrityl resin (1.56 g, 2.03 mmol, 1 equiv.) was preloaded for 3h at rt in dry DCM (16
ml) with Fmoc-Glu-OAll (1 g, 2.44 mmol, 1.2 equiv.) and DIEA (1.7 ml, 9.76 mmol, 4 equiv.). The resin
was washed with 3 x 20 ml of DCM/MeOH/DIEA (17:2:1), followed by 3 x 30 ml of DCM, 2 x 30 ml of
DMF, and 2 x 30 ml of DCM. Then the resin was dried in vacuo overnight. The substitution level was
determined spectrophotometrically by Fmoc cleavage. Fmoc-Glu(resin)-OAll was introduced into a
test tube and a solution of 20% piperidine in DMF (0.5 ml) was added. 20% piperidine in DMF (0.5 ml)
was also added to an empty test tube to serve as a blank. Over the next 15 min, the test tube with
the resin was swirled two or three times to make sure all the resin had come in contact with the
piperidine solution. DMF was added to both tubes to reach a 50 ml volume. The blank was used to
zero the UV spectrophotometer at 301 nm. The absorbance lecture was performed three times. The
substitution level was calculated from the formula:

 e.w.m  7800.m

Where L: Resin loading (mmol/g)
Aso1: Absorbance at 301 nm
V: Volume of the cleavage solution = 0.5 ml
D: Dilution = 100
&: Extinction coefficient = 7800 ml/mmol.cm
w: Width of the cuvette =1 cm
m: Weight of the resin sample (g)

The average substitution was determined to be 0.60 mmol/g.
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b. Manual SPPS

In manual SPPS, device consisted in a glass reaction vessel fitted with a sintered glass frit. The
latter allowed elimination of excess reagents and solvents under vacuum.

Coupling reactions were performed using, relative to the resin loading, 5 equiv. of Na-Fmoc-
protected amino acid in situ activated with 10 equiv. of DIEA and 5 equiv. of HBTU in DMF (10 ml/g
resin) stirring for 30 min at rt. The resin was then washed with DMF (3 x 20 ml/g resin) for 1 min,
MeOH (20 ml/g resin) for 1 min and with DCM (3 x 20 ml/g resin) for 1 min. The completeness of
amino acid coupling reaction was checked by TNBS test. TNBS test required a solution of 1%
trinitrobenzenesulfonic acid in DMF, a solution of DIEA/DMF (1:9). Three drops of each solution were
added to a small quantity of resin beads in a tube. The mixture was left at rt for 1 min. Remaining of
free amino functions resulted in a red coloration of the resin beads (positive TNBS test). Coupling
reaction with the protected amino acid should then be repeated until the beads remain colourless
(negative TNBS test).

Na-Fmoc protecting groups were removed by treatment with piperidine/DMF (1:4) (10 ml/g
resin) for 20 min. The process was repeated twice and the resin was further washed with DMF (3 x 10
ml/g resin) for 1 min, MeOH (10 ml/g resin) for 1 min and DCM (3 x 10 ml/g resin) for 1 min.

c. Automated SPPS

Automated syntheses of peptide are performed on an Applied Biosystems 433A and 431A
automated peptide synthesizers, using standard solid-phase methods: For Applied Biosystem 431A,
Fmoc amino acids were coupled using a fourfold excess of amino acids activated as HOBt ester by
means of 1 M HOBt and DCC solution in DMF. For Applied Biosystem 433A, DIEA (2 M) in NMP and
0.5 M HBTU/HOBLt solution in NMP were used.

d. Simultaneous cleavage and side-chain deprotection test

In order to check the correct synthesis of the linear peptide, a portion of the product was
treated with 0.75 g of phenol in a TIS/thioanisole/H,O/TFA solution (1:2:2:40) for 3 h at room
temperature. The product was precipitated from cold diethyl ether and filtered. Then MALDI-TOF
mass spectrometry analysis gave the expected molecular mass of deprotected linear peptide.

MS (MALDI-TOF) (m/z) calculated for [M+H]": 2278,15 ; found: 2278,63.
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2. Procedure for Cyclization Reaction

Each steps involved for the obtention of CBO-P11 cyclopeptide were analyzed by MALDI-TOF
mass spectrometry, after proceeding to the cleavage and deprotection test described earlier.

a. Allyl deprotection

Removal of the allyl protecting group was performed before N-terminal Fmoc deprotection. The
peptidyl resin (1 mmol, 1 equiv.) was put in the reaction vessel. Pd(PPh;), (404.5 mg, 0.35 mmol, 0.35
equiv.) and PhSiH; (2.47 ml, 20 mmol, 20 equiv.) were dissolved in DCM (15 ml/g of resin). Thereafter,
this solution was added to the peptidyl resin and was stirred for 2h at rt. Then the peptidyl resin was
filtered and washed consecutively with DCM (5 x 10 ml), DMF (5 x 10 ml), and DCM (5 x 10 ml). The
resin was dried under high vacuum overnight.

MS (MALDI-TOF): m/z calculated for the deprotected product [M+H]": 2238,12; found: 2238,16.
b. Fmoc removal

Fmoc removal was achieved with a solution of 20% piperidine in DMF (10 ml/g resin) for 20 min
by bubbling a stream of nitrogen through the solution. The process was repeated twice. The peptidyl
resin was newly washed with DCM (3 x 10 ml), DMF (3 x 10 ml) and DCM (3 x 10 ml), and was dried
overnight under high vacuum.

MS (MALDI-TOF): m/z calculated for the deprotected product [M+H]": 2016,05; found: 2016,33.

c. Cyclization

Then, peptidyl resin (1 mmol, 1 equiv.) was mixed with a solution of DIC (775 ul, 5 mmol, 5
equiv.) and HOBt (676 mg, 5 mmol, 5 equiv.) in 40 ml of DMF. The mixture was swelled at rt for 24h
and then the same quantity of DIC and HOBt were added to the mixture and swelled for 24h. The
peptidyl resin was washed with DCM (3 x 20 ml), DMF (3 x 20 ml) and DCM (3 x 20 ml), and was dried
overnight under high vacuum.

MS (MALDI-TOF): m/z calculated for the deprotected product [M+H]": 1998,33; found: 1998,03.
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d. Final cleavage

o Q‘ig

semi protected CBO-P11 e
o
}?\ o

ﬁ Bo-P11 F
(o)
HN o

Final cleavage of CBO-P11 from the resin without loss of any side-chain protecting group was
performed with a solution of 1% TFA in DCM (10 ml/g resin). Cyclopeptidyl resin was mixed with the
diluted TFA, and shaken for 1 min. Then the solution was filtered and the filtrate was collected in a
flask. This process was repeated 5 times and the resin was washed with DCM (5 x 10 ml). Then filtrate
was evaporated under reduced pressure. Thereafter, the residue was dissolved in a solution of
ACN/H,0 (70:30) and lyophilized to obtain a white precipitate: semi-protected CBO-P11

Cleavage of CBO-P11 from the resin with removal of the side-chain peptide protections were
performed using a solution of TFA/phenol/water/thioanisole/TIS (10/0.75/0.5/0.5/0.25 v/w/v/v/v).
The mixture was stirred for 3h at rt. The product was precipitated from cold diethyl ether and filtered

to give a white precipitate: CBO-P11
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C. Synthesis Protocols

Compound I:
Compound Il:
Compound 1:
Compound 2:
Compound 3:

Compound 4:

Compound 5:

Compound 6:
Compound 7

Compound 9:

Compound 10:

Compound 11:

Compound 12:

Compound 13:

Compound 14:

Compound 15:

Compound 16:

CBO-P11 azoture

CBO-P11 alcyne

[2,2-bis(2-methoxy-2-oxoethyl)hydrazinecarboxylic] 1-(tert-butyl) ester
[2,2-bis(carboxymethyl)hydrazinecarboxylic acid] 1-(tert-butyl) ester
2-(2-{2-[2-(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethanol

Toluene-4-sulfonic acid 2-(2-{2-[2-(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-
ethyl ester

2-[2-(2-{2-[2-(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethyl]-isoindole-1,3-
dione

2-(2-{2-[2-(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethylamine

N-[2-(2-{2-[2-(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethyl]-2-(N-{[2-(2-{2-[2-
(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethylcarbamoyl]-methyl}-hydrazino)-
acetamide

[(3-{2-[2-(3-tert-butoxycarbonylamino-propoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propyl)-
methoxycarbonylmethyl-amino]-acetic acid methyl ester

[(3-{2-[2-(3-tert-butoxycarbonylamino-propoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propyl)-
carboxymethyl-amino]-acetic acid

[3-(2-{2-[3-(bis-{[2-(2-{2-[2-(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-
ethylcarbamoyl]-methyl}-amino)-propoxy]-ethoxy}-ethoxy)-propyl]-carbamic  acid
tert-butyl ester

N-[2-(2-{2-[2-(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethyl]-2-[{[2-(2-{2-[2-
(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethylcarbamoyl]-methyl}-(3-{2-[2-(3-
amino-propoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propyl)-amino]-acetamide

N-[2-(2-{2-[2-(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethyl]-2-[{[2-(2-{2-[2-
(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethylcarbamoyl]-methyl}-(3-{2-[2-(3-
azido-propoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propyl)-amino]-acetamide

N-(2-methoxy-2-oxoethyl)-N-2-propynylglycine methyl ester

N-(carboxymethyl)-N-2-propynylglycine
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Compound 17: N-[2-(2-{2-[2-(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethyl]-2-({[2-(2-{2-[2-
(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethylcarbamoyl]-methyl}-prop-2-
ynyl-amino)-acetamide

Compound 18
Compound 19

Compound 20: N-(13-tert-butoxycarbonylamino-4,7,10-trioxa)tridecanyl-1-
adamantanecarboxamide

Compound 21: N-(13-amino-4,7,10-trioxa)tridecanyl-1-adamantanecarboxamide
Compound 22
Compound 23

Compound 24

B-CD mono Ts: Mono-6-deoxy-6-(p-tosylsulfonyl)-B-cyclodextrin
B-CD mono Nj: Mono-6-deoxy-6-azido-B-cyclodextrin

B-CD mono NH,: Mono-6-deoxy-6-amino-B-cyclodextrin

B-CD mono GMA: Mono-6-deoxy-6-glycidyl methacrylate-B-cyclodextrin
3-CD mono NMA: Mono-6-deoxy-6-acrylamidomethyl B-cyclodextrin
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Compound |: CBO-P11 azoture

To a solution of protected CBO-P11 (121.2 mg, 34.02 umol, 1 equiv.) in DMF (2 ml) were
added PyBOP (53 mg, 102.06 umol, 3 equiv.), HOBt (14 mg, 102.06 umol, 3 equiv.) and DIEA (36 ul,
204.12 umol, 6 equiv.). The reaction mixture was stirred for 5 min at rt. Then, 11-azido-3,6,9-

trioxaundecan-1-amine (13.5 mg, 68.04 umol, 2 equiv.) was added and the mixture was stirred for

24h at rt. The solution was concentrated in vacuo and treated with 0.75 g of phenol in a 10 ml TIS-
thioanisole-H,0O-TFA solution (1:2:2:40) for 3h at rt to fully deprotect the peptide. The solvent was
evaporated under reduced pressure and the product was precipitated with cold diethyl ether, filtered,

and dissolved in water to be lyophilized. The product was then purified by preparative HPLC with the
following gradient: 0% to 20% B in 10 min and increase up to 60% B in 55 min; flow rate, 10 ml/min;
detector, A = 214 nm. ACN was evaporated and the aqueous solution was freeze-dried to give pure
compound | CBO-P11 azoture as a white solid (14 mg, 19% yield).

*Molecular formula: CogH156N320,24S

*Molar weight: 2198.55 g.mol™

*MS (MALDI-TOF): m/z calcd for [M+H]": 2198.17; found: 2198.21

*RP-HPLC: tz= 8.1 min (Cyg, 210 nm, 0-100% B in 15 min)
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Compound Il: CBO-P11 alcyne

H,N

N
NH, )
J\ o oN
HNZ K o H N HN
N ,
NHY o
O HN o
NH

To a solution of protected CBO-P11 (206 mg, 57.83 umol, 1 equiv.) in DMF (8 ml) were added
PyBOP (90 mg, 173.49 umol, 3 equiv.), HOBt (24 mg, 173.49 umol, 3 equiv.) and DIEA (61 pl, 346.98
umol, 6 equiv.). The reaction mixture was stirred for 5 min at rt. Then, propargylamine (8 ul, 115.66

umol, 2 equiv.) was added and the mixture was stirred for 24h at rt. The solution was concentrated in
vacuo and treated with 0.75 g of phenol in a 10 ml TIS-thioanisole-H,O-TFA solution (1:2:2:40) for 3h
at rt to fully deprotect the peptide. The solvent was evaporated under reduced pressure and the

product was precipitated with cold diethyl ether, filtered, and dissolved in water to be lyophilized.

The product was then purified by preparative HPLC with the following gradient: 0% to 20% B in 10

min, increase up to 60% B in 60 min; flow rate, 10 ml/min; detector, A = 214 nm. ACN was evaporated

and the aqueous solution was freeze-dried to give pure CBO-P11 alcyne as a white solid (23.6 mg,

20% yield).

*Molecular formula: Co3H143N250,1S

*Molar weight: 2035.38 g.mol™

*MS (MALDI-TOF): m/z calcd fo

r [M+H]*: 2035.07; found: 2035.20

*RP-HPLC: t; = 7.9 min (Cyg, 210 nm, 0-100% B in 15 min)
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Compound 1: [2,2-bis(2-methoxy-2-oxoethyl)hydrazinecarboxylic] 1-(tert-butyl) ester

*Molecular formula: C;oH,5N,04

*Molar weight: 262.11 g.mol*

Under inert atmosphere, to a solution of tertbutyle
carbazate (10 g, 75.7 mmol, 1 equiv.) in acetonitrile (250 ml)
were added diisopropylethylamine (53 ml, 302.8 mmol, 4 equiv.)
and methylbromoacetate (21 ml, 227.1 mmol, 3 equiv.). The
reaction mixture was stirred at rt for 2 days. A 5% citric acid
solution (150 ml) was then added to the solution. The product
was extracted with EtOAc (3 x 200 ml), then washed with water
(2 x 200 ml) and brine (1 x 200 ml). The combined organic phase
was dried over Na,SQ,, filtrated and concentrated under reduced
pressure to give product 1 as a yellow oil (20.61 g, 99% yield).

*TLC: Rf = 0.32; EtOAc/Cyclohexane = 3/7

*'H NMR (300 MHz, CDCl;, & ppm): 6.84 (s, 1H, NH), 3.89-3.72 (m, 10H, CH, and COOCH;), 1.43 (s,

9H, (CHs)s).

Compound 2: [2,2-bis(carboxymethyl)hydrazinecarboxylic acid] 1-(tert-butyl) ester

@) OJ<
Y

O NH O
Ho)K/NQkOH

2

*Molecular formula: CoH;6N,0¢

*Molar weight: 248.11 g.mol™

To a solution of compound 1 (5.95 g, 22.7 mmol, 1
equiv.) in MeOH (120 ml) was added a 1M aqueous solution of
NaOH (70 ml, 68.1 mmol, 3 equiv.). The reaction mixture was
stirred at rt for 12h, then methanol was removed under reduced
pressure. The residue was diluted in water (30 ml), and a 1.2M
aqueous solution of HClI (50 ml) was then added. The aqueous
phase was extracted with EtOAc (3 x 100 ml). The combined
organic phase was washed with water and brine, dried over
Na,S0,, filtrated and concentrated under reduced pressure to
give acid 2 as a white powder (3.40 g, 60% yield).

*'H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 6 ppm): 12.41 (bs, 2H, COOH), 8.23 (s, 1H, NH), 3.64 (s, 4H, CH,), 1.38

(SI 9HI (CH3)3)

*1*C NMR (100 MHz, DMSO-d;, § ppm): 170.47 (COOH), 154.54 (NHCOO), 78.65 (C(CHs)s), 56.93

(CH3), 27.55 ((CHs)3).
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Compound 3: 2-(2-{2-[2-(Adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethanol

HO\/\O/\/O\/\O/\/O

e

To a solution of tetraethylene glycol (250 ml, 1.44 mol, 21 equiv.), under nitrogen
atmosphere, were added 1-bromoadamantane (15 g, 69.8 mmol, 1 equiv.) and triethylamine (30 ml,
216 mmol, 3 equiv.). The reaction mixture was vigorously stirred at 180°C for 14h. The resulting
brown solution was cooled down to rt. After addition of DCM (250 ml), the solution was washed with
2M aqueous solution of HCI (4 x 100 ml), and brine (1 x 100 ml). The combined organic phase was
dried over Na,SO,, filtrated and concentrated under reduced pressure to give product 3 as a brown
oil (22.36 g, 98% vyield).

*Molecular formula: C;gH3,05

*Molar weight: 328.3 g.mol™
*TLC: R;=0.14, DCM

*'H NMR (300 MHz, CDCls, 8 ppm):

3.71 (t, 2H, J = 4.4 Hz, CH,0H), 3.67-3.62 (m, 8H, OCH,CH,0), 3.61-3.57 (m, 6H, AdO(CH,CH,0)5), 2.12
(bs, 3H, Ad[CH,CHCH,]), 1.73-1.72 (m, 6H, Ad[CHCH,C]), 1.64-1.54 (m, 6H, Ad[CHCH,CH]).

175



Partie Expérimentale

Compound 4: Toluene-4-sulfonic acid 2-(2-{2-[2-(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethyl
ester

O\\Sio\/\o/\/o\/\o/\/o
O
4

To a solution of compound 3 (6.24 g, 19 mmol, 1 equiv.) in THF (30 ml) were successively
added dropwise a 2.6M aqueous solution of NaOH (22.8 ml, 57 mmol, 3 equiv.), and then, at 0°C, a
0.8M solution of TsCl in THF (40 ml, 32.3 mmol, 1.7 equiv.). The reaction mixture was stirred at 0°C for
10 min, and at rt for 12h. After addition of DCM (100 ml), the aqueous phase was extracted with DCM
(2 x 100 ml), the combined organic phase was washed with water (2 x 100 ml), dried over Na,SO,,
filtrated and concentrated under reduced pressure. The resulting yellow oil was purified by
chromatography (silica gel, EtOAc/Cyclohexane = 1/1) to give compound 4 as a colorless oil (7.51 g,
82% vyield).

*Molecular formula: C,5H3505S

*Molar weight: 482.63 g.mol*
*TLC: R; = 0.3, EtOAc/Cyclohexane = 1/1

*'H NMR (600 MHz, CDCls, 8 ppm):

7.81 (d, 2H, Juarmar = 5.5 Hz, Hay), 7.35 (d, 2H, Juarsar = 5.5 Hz, Hay), 4.17 (t, 2H, J = 3.3 Hz, CH,0Ts), 3.70
(t, 2H, J = 3.3 Hz, CH,CH,OTs), 3.65-3.57 (m, 12H, OCH,CH,0), 2.46 (s, 3H, CHs), 2.14 (bs, 3H,
Ad[CH,CHCH,]), 1.75-1.74 (m, 6H, Ad[CHCH,C]), 1.66-1.58 (m, 6H, Ad[CHCH,CH]).

*13C NMR (150 MHz, CDCl;, 6 ppm):

145.73 (Cqar), 134.01 (Caarsos), 130.77 (Ca), 128.96 (Cu), 73.21, 72.24, 71.71, 71.60, 71.54, 71.50,
70.21, 69.64 (8C, CH,), 60.21 (Cqaq), 42.44 (CH,aq), 37.42 (CHaag), 31.45 (CHag), 22.60 (CHs).
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Compound 5: 2-[2-(2-{2-[2-(Adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethyl]-isoindole-1,3-
dione

@]
N\/\O/\/O\/\O/\/O
(0]
5

To a solution of compound 4 (7.51 g, 15.56 mmol, 1 equiv.) in DMF (300 ml), was added
potassium phtalimide (3.17 g, 17.12 mmol, 1.1 equiv.) under inert atmosphere. The reaction mixture
was stirred at 120°C for 12h. After cooling down to rt, the solution was concentrated in vacuo, and
the residue was then dissolved in DCM (100 ml). After addition of water (100 ml), the aqueous phase
was extracted with DCM (3 x 100 ml), and the combined organic phase was washed with water (3 x
100 ml), dried over Na,SO,, filtrated and concentrated under reduced pressure to give product 5 as
an orange oil (6.97 g, 98% yield).

*Molecular formula: C,cH3sNOg

*Molar weight: 457.56 g.mol*
*TLC: R; = 0,34, EtOAc/Cyclohexane = 1/1

*'H NMR (600 MHz, CDCls, § ppm):

7.85-7.82 (m, 2H, Ha,), 7.72-7.70 (m, 2H, Ha,), 3.89 (t, 2H, J = 5.88 Hz, CH,NPht), 3.74 (t, 2H, J = 5.88
Hz, CH,CH,NPht), 3.67-3.55 (m, 12H, OCH,CH,0), 2.13 (bs, 3H, Ad[CH,CHCH,]), 1.73-1.72 (m, 6H,
Ad[CHCH,CH]), 1.63-1.57 (m, 6H, Ad[CHCH,C]).

*1*C NMR (150 MHz, CDCls, 8 ppm):

169.20 (CO), 134.84 (Cu), 133.10 (Cqa,), 124.15 (Ca,), 73.18, 72.17, 71.55, 71.46, 71.02, 68.83 (CH,),
60.14 (CGaq), 42.38 (CH,aq), 38,19 (CH,NPht), 37.38 (CH,aq), 31.42 (CHag).
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Compound 6: 2-(2-{2-[2-(Adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethylamine

H,oN \/\O/\/O\/\O/\/O
6

To a solution of compound 5 (6.97 g, 15.23 mmol, 1 equiv.) in EtOH (300 ml) was added
hydrazine hydrate (3 ml, 60.92 mmol, 4 equiv.). The reaction mixture was stirred at 80°C for 12h.
After cooling to rt, the solution was concentrated in vacuo, and then the residue was dissolved in
DCM (100 ml). The white precipitate was removed by filtration, and the filtrate was concentrated
under reduced pressure to give compound 6 as a yellow oil (4.50 g, 90% yield).

*Molecular formula: C;gH33NO,

*Molar weight: 327.46 g.mol*
*TLC: R; = 0.50, EtOAc/Cyclohexane = 1/1

*'H NMR (300 MHz, CDCls, § ppm):

3.67-3.60 (m, 12H, OCH,CH,0), 3.57 (t, 2H, J = 5.0 Hz, CH,NH,), 3.51 (t, 2H, J = 5.0 Hz, CH,CH,NH,),
2.12 (bs, 3H, Ad[CH,CHCH,]), 1.73-1.72 (m, 6H, Ad[CHCH,C]), 1.64-1.54 (m, 6H, Ad[CHCH,CH]).

*1*C NMR (150 MHz, CDCls, 8 ppm):

71.32,71.22, 70.53, 70.43, 70.37, 70.04, 69.73 (7C, CH,), 59.29 (Cqa4), 41.41 (CH,a4), 41.17 (CH,NH,),
36.39 (CH;ag), 30.47 (CHpg).
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Compound 7
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Compound 2 (1 g, 4.03 mmol, 1 equiv.), EDC (1.70 g, 8.87 mmol, 2.2 equiv.) and HOBt (1.20 g, 8.87
mmol, 2.2 equiv.) were stirred in DMF (20 ml) under N, for 1h at rt. Amine 6 (2.90 g, 8.87 mmol, 2.2
equiv.) dissolved in DMF (10 ml) was then added and stirred for 18h. The solution was poured onto
HCI 2M (100 ml) and extracted using EtOAc (3 x 200 ml). The organic layer was washed with HCI 2M

(100 ml), KOH 10% (2 x 100 ml) and dried over Na,SO,. Filtration followed by solvent removal
afforded an orange oil, which was dried in vacuo (2.80 g, 80% yield).

*Molecular formula: C4sH7sN,01,

*Molar weight: 867.12 g.mol™

*'H NMR (300 MHz, CDCl;, 6 ppm):

7.84 (bs, 2H, NH), 3.81-3.55 (m, 32H, CH,), 3.53-3.42 (m, 4H, CH,-CONH), 2.71 (bs, 1H, NH), 2.15 (bs,
6H, CH,CHCH,[Ad]), 1.75-1.74 (m, 12H, CHCH,C[Ad]), 1.67-1.56 (m, 12H, CHCH,CH[Ad]), 1.43 (s, 9H,
(CH3)s).
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Compound 9: N-[2-(2-{2-[2-(Adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethyl]-2-(N-{[2-(2-{2-[2-
(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethylcarbamoyl]-methyl}-hydrazino)-acetamide

O NHp O
N
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A solution of HCl/dioxane (45 ml, 4M) was added to compound 7 (1.97 g, 2.27 mmol, 1 equiv.)
dissolved in dioxane (5 ml). The reaction mixture was stirred for 15 min at 0°C, and for 2h at rt. The
solution was then basified with a saturated solution of K,CO; to obtain pH = 9. After concentration by
rotary evaporation under high vacuum, the residue was diluted in water (100 ml), and extracted using
EtOAc (3 x 100 ml). The combined organic layer was washed with water (2 x 100 ml) and dried over

Na,S0,. Filtration followed by solvent removal afforded a yellow oil, which was dried in vacuo (1.33 g,
76% yield).

*Molecular formula: C4oH7oN4O1¢

*Molar weight: 767.00 g.mol
*TLC: R¢ = 0.36, DCM/MeOH = 9/1

*'H NMR (300 MHz, CDCl;, 6 ppm):

7.73 (bs, 2H, NH), 3.70-3.40 (m, 36H, CH,), 2.15 (bs, 6H, CH,CHCH,[Ad]), 1.76-1.75 (m, 12H,
CHCH,C[Ad]), 1.67-1.56 (m, 12H, CHCH,CH[Ad]).

*13C NMR (150 MHz, CDCl;, 6 ppm):

170.54 (C€O), 73.40 (CH,), 71.49 (CH,), 71.11 (CH,), 70.82 (CH,) 64.82 (CH,0), 62.70 (CH,CO), 60.20
(CQag), 42.40 (CHyaq), 39.87 (CH,NH), 37.40 (CH,aq), 31.46 (CHag).

*RP-HPLC: t; = 12.0 min (Cyg, 210 nm, 0-100% B in 15 min)

*MS (MALDI-TOF): m/z calcd for [M+H]": 767.52; found: 767.56
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Compound 10: [(3-{2-[2-(3-tert-Butoxycarbonylamino-propoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propyl)-
methoxycarbonylmethyl-amino]-acetic acid methyl ester

NHBoc

To a solution of Boc-TOTA (1.1 g, 3.43 mmol, 1 equiv.) in acetonitrile (25 ml) was added
anhydrous potassium carbonate (950 mg, 6.86 mmol, 2 equiv.). The suspension was stirred at rt for
3h before adding methyl bromoacetate (950 ul, 10.29 mmol, 3 equiv.). Stirring was continued at rt for
2 days. After removal of the solvent, the solid residue was partitioned between EtOAc (50 ml) and
water (50 ml). The product was extracted with EtOAc (3 x 50 ml) and the combined organic layer was
washed with water, dried over Na,SO,, filtrated and concentrated in vacuo to give product 10 as a
yellow oil (1.55 g, 97% yield).

*Molecular formula: C,;HioN,0q

*Molar weight: 464.55 g.mol™

*'H NMR (300 MHz, CDCls, § ppm):

5.04 (bs, 1H, NH), 3.71 (s, 6H, CH3), 3.67-3.50 (m, 16H, CH,), 3.27-3.21 (q, 2H, J = 6.45 Hz, CH,NHBoC),
2.82 (t, 2H, J = 7.35 Hz, CH,CH,N), 1.77 (qt, 4H, J = 6.6 Hz, CH,CH,CH,), 1.45 (s, 9H, (CHs)s).
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Compound 11: [(3-{2-[2-(3-tert-Butoxycarbonylamino-propoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propyl)-
carboxymethyl-amino]-acetic acid

NHBoc

Compound 10 (1.55 g, 3.34 mmol, 1 equiv.) was dissolved in MeOH (20 ml) and cooled to 0°C.
Then an aqueous 1M NaOH solution (10 ml, 10.02 mmol, 3 equiv.) was added and the mixture was
stirred at rt overnight. MeOH was removed in vacuo and the residue was diluted with water. The
aqueous solution was acidified with 2M HCI to obtain pH 4, and the product was extracted with
chloroform (3 x 200 ml). The combined organic layer was dried over Na,SO,, filtered and
concentrated in vacuo to give 11 as a white solid (1.37 g, 94% yield).

*Molecular formula: C;gH;¢N,04

*Molar weight: 436.50 g.mol™
*TLC: R¢ =0, EtOAC

*'H NMR (300 MHz, MeOD, § ppm):

3.75-3.71 (m, 6H, CH,), 3.70-3.67 (m, 4H, CH,), 3.66-3.64 (m, 2H, CH,), 3.61-3.57 (m, 2H, CH,), 3.52 (t,
2H, J = 6.15 Hz, CH,), 3.38 (t, 2H, J = 6.45 Hz, CH,), 3.13 (t, 2H, J = 6.75 Hz, CH,N,), 2.04 (t, 2H, J = 5.4
Hz, CH,CH,CH,NHBoc), 1.74 (qt, 2H, J = 6.45 Hz, CH,CH,CH,N), 1.45 (s, 9H, (CHs)3).

*13¢ NMR (150 MHz, MeOD, & ppm):

168.98 (COOH), 157.10 (NHCOO), 78.46 (C(CHs)s), 70.22 (CH,), 70.02 (CH,), 69.89 (CH,), 69.77 (CH,),
69.12 (CH,), 68.42 (CH,), 56.69 (CH,), 54.69 (CH,), 37.23 (CH,N), 29.49 (CH,CH,CH,N), 27.40 ((CHs)s),
24.26 (CH,CH,CH,NHBoc).
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Compound 12: [3-(2-{2-[3-(Bis-{[2-(2-{2-[2-(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-
ethylcarbamoyl]-methyl}-amino)-propoxy]-ethoxy}-ethoxy)-propyl]-carbamic acid tert-butyl ester

NHBoc

*Molecular formula: CssHogN4O15

*Molar weight: 1055.38 g.mol™

*'H NMR (300 MHz, CDCls, 8 ppm):

Diacid 11 (450 mg, 1.03 mmol, 1
equiv.), EDC (435 mg, 2.27 mmol, 2.2 equiv.)
and HOBt (307 mg, 2.27 mmol, 2.2 equiv.)
were stirred in DMF (7 ml) under N, for 1h.
Amine 6 (744 mg, 2.27 mmol, 2.2 equiv.)
dissolved in DMF (3 ml) was added and the
mixture was stirred for 18h at rt. The solution
was poured onto 1M HCl aqueous solution (50
ml) and extracted with DCM (3 x 100 ml). The
combined organic layer was washed with
water (1 x 100 ml) and NaHCO; saturated
solution (1 x 100 ml) and dried over Na,SO,.
Filtration followed by solvent removal afforded
a vyellow oil which was purified by
chromatography (silica gel, DCM/MeOH = 9/1)
(710 mg, 65% yield).

7.75 (t, 2H, NH), 5.07 (bs, 1H, NHBoc), 3.73-3.45 (m, 46H, CH,), 3.26-3.17 (m, 4H, CH,), 2.67 (t, 2H, J =
7.05 Hz, CHy), 2.15 (bs, 6H, CH,CHCH,[Ad]), 1.88 (bs, 4H, CHy), 1.76-1.75 (m, 12H, CHCH,C[Ad]). 1.68-

1.57 (m, 12H, CHCH,CH[Ad]), 1.45 (s, 9H, (CHs)s).

*MS (MALDI-TOF): m/z calcd for [M+H]": 1055.71 and [M+Na]*:1077.69; found: 1055.73, 1077.71
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Compound 13: N-[2-(2-{2-[2-(Adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethyl]-2-[{[2-(2-{2-[2-
(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethylcarbamoyl]-methyl}-(3-{2-[2-(3-amino-
propoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propyl)-amino]-acetamide

NH,

.
lly:&

*Molecular formula: CsoHgoN4O13

*Molar weight: 955.27 g.mol

*'H NMR (300 MHz, CDCl;, 6 ppm):

A solution of HCl/dioxane (15 ml, 4M)
was added to compound 12 (570 mg, 0.54
mmol, 1 equiv.) dissolved in dioxane (2 ml).
The reaction mixture was stirred for 15 min at
0°C, and for 2h at rt. The solution was then
basified with a saturated solution of K,CO; to
obtain pH = 7-8. After concentration under
high vacuum, the residue was diluted in water
(50 ml), and extracted using DCM (3 x 100 ml).
The combined organic layer was washed with
water (1 x 100 ml) and dried over Na,SO,.
Filtration followed by solvent removal afforded
a yellow oil, which was dried in vacuo (500 mg,
97%).

7.94 (bs, 2H, NH), 3.78-3.43 (m, 46H, CH,), 3.20 (s, 2H, CH,), 2.90 (t, 2H, J = 6.6 Hz, CH,), 2.66 (t, 2H, J
= 7.2 Hz, CH,), 2.16 (bs, 6H, CH,CHCH,[Ad]), 1.83-1.71 (m, 16H, CHCH,C[Ad] and CH,), 1.68-1.57 (m,

12H, CHCH,CH[Ad]).

*MS (MALDI-TOF): m/z calcd for [M+H]": 955.66; found: 955.71

184



Partie Expérimentale

Compound 14: N-[2-(2-{2-[2-(Adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethyl]-2-[{[2-(2-{2-[2-
(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethylcarbamoyl]-methyl}-(3-{2-[2-(3-azido-propoxy)-
ethoxy]-ethoxy}-propyl)-amino]-acetamide

N3

H/ Imidazole-1-sulfonyl azide

(@) hydrochloride (131 mg, 0.624 mmol, 1.2

j equiv.) was added to a solution of amine 13

O (500 mg, 0.52 mmol, 1 equiv.), K,CO; (155 mg,

H 1.124 mmol, 2.1 equiv.) and CuS0O,.5H,0 (13

0] mg, 0.052 mmol, 0.1 equiv.) in MeOH (5 ml).
The mixture was then stirred at rt for 18h. The

(@] mixture was concentrated, diluted with DCM
HNJ\/N%NH (30 ml) and 2M HCI (30 ml). The aqueous layer
was extracted with DCM (3 x 40 ml). The

H combined organic layer was washed with a
NaHCO; saturated solution (50 ml) and water

I I (50 ml) and dried over Na,SO,. Filtration
H H followed by solvent removal afforded an oil,

.
ly:&

*Molecular formula: CsoHggNeO13

which was purified by chromatography (silica
gel, EtOAc to EtOAc/MeOH = 1/1) (400 mg,
78% yield).

*Molar weight: 981.27 g.mol

*I4 NMR (400 MHz, CDCl;, & ppm): 7.90 (bs, 1H, NH), 6.98 (bs, 1H, NH), 3.66-3.53 (m, 36H, CH,),
3.47-3.42 (m, 6H, CH,), 3.39 (t, 2H, J = 6.64 Hz, CH,), 3.33 (bs, 2H, CH,), 3.09 (bs, 2H, CH,), 2.77 (bs,
4H, CH,), 2.14 (bs, 6H, CH,CHCH,[Ad]), 1.99 (s, 2H, CH,CH,CH,), 1.85 (qt, 2H, J = 6.4 Hz, CH,CH,CH,),
1.75 (bs, 12H, CHCH,C[Ad]), 1.66-1.56 (m, 12H, CHCH,CH[Ad]).

*13C NMR (100 MHz, CDCl3, 6 ppm): 171.44 (CO), 162.55, 72.21 (CH,), 71.43 (CH,), 71.25 (CH,), 71.01
(CH,), 70.71 (CH,), 70.32 (CH,), 68.79 (CH,), 60.17 (Cqag), 42.40 (CHyag), 37.36 (CHjaq), 31.42 (CHapg),
30.06 (CH,CH,CH,), 24.06 (CH,CH,CH,).

*RP-HPLC: tz = 13.8 min (Cyg, 210 nm, 0-100% B in 15 min)

*MS (MALDI-TOF): m/z calcd for [M+H]": 981.64; found: 981.64

*FT-IR (cm™): 2096 (N;)
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Compound 15: N-(2-methoxy-2-oxoethyl)-N-2-propynylglycine methyl ester

Z
O O
MeOJ\/NQJ\OMe

15

*Molecular formula: C4H,5NO,

*Molar weight: 199.20 g.mol*

Propargylamine (3 ml, 43.5 mmol, 1 equiv.) was added to
a stirring solution of K,CO; (12.02 g, 87.0 mmol, 2 equiv.) and
methyl bromoacetate (12 ml, 130.5 mmol, 3 equiv.) in 180 ml of
THF. The mixture was further stirred at rt for 3h under N,. The
reaction was monitored by TLC, and the mixture was filtered
after completion of the reaction. The filtrate was concentrated
and purified by chromatography (silica gel, EtOAc/Cyclohexane =
1/1). The final product was concentrated by rotary evaporation
and acquired as a colorless oil (5.83 g, 67% yield).

*'H NMR (300 MHz, CDCl3, 6 ppm): 3.71 (s, 6H, CH;), 3.65-3.64 (d, 2H, J = 2.2 Hz, CH,), 3.54 (s, 4H,

CH,C=CH), 2.27 (t, 1H, J = 2.2 Hz, C=CH).

Compound 16: N-(carboxymethyl)-N-2-propynylglycine

*Molecular formula: C;HsNO,

*Molar weight: 171.15 g.mol™

To the obtained diester 15 (5.83 g, 29.3 mmol, 1 equiv.)
was added 90 ml of THF and 90 ml of 2 M KOH. The mixture was
stirred overnight and monitored by TLC. The organic layer was
separated, and the aqueous layer was quenched by addition of
90 ml of 2M HCl until pH = 6-7. The solvent (H,0) was completely
removed by rotary evaporation, and the resulting solid was
dissolved in ACN. The insoluble KCl salt was filtered, and the
filtrate was concentrated in vacuo. The final product of free acid
was obtained as a brown powder (3.75 g, 75% vyield).

*'4 NMR (300 MHz, MeOD, & ppm): 4.37 (d, 2H, J = 2.4 Hz, CH,C=CH), 4.31 (s, 4H, CH,COOH), 3.46 (t,

1H, J = 2.4 Hz, C=CH).
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Compound 17: N-[2-(2-{2-[2-(Adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethyl]-2-({[2-(2-{2-[2-
(adamantan-1-yloxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethylcarbamoyl]-methyl}-prop-2-ynyl-amino)-
acetamide

O\L O\L
17
Diacid 16 (500 mg, 2.92 mmol, 1 equiv.), EDC (1.23 g, 6.42 mmol, 2.2 equiv.) and HOBt (870
mg, 6.42 mmol, 2.2 equiv.) were stirred in DMF (20 ml) under N, for 1h. Amine 6 (2.10 g, 6.42 mmol,
2.2 equiv.) dissolved in DMF (10 ml) was added and the mixture was stirred for 18h at rt. The solution
was poured onto 2M HCI (100 ml) and extracted using EtOAc (3 x 100 ml). The combined organic
layer was washed with 2M HCI (1 x 50 ml) and 10% KOH (2 x 100 ml) and dried over Na,SO,. Filtration
followed by solvent removal afforded a yellow oil which was purified by RP-HPLC using the following
gradient: 50% B for 5 min, increase up to 100% B in 15 min and 100% for 15 min; flow rate, 10

ml/min; detector, A = 214 nm. ACN was evaporated and the aqueous solution was freeze-dried to give
purified compound 17 (610 mg, 26% yield).

*Molecular formula: C43H71N304¢

*Molar weight: 790.04 g.mol*

*4 NMR (300 MHz, CDCls, 5 ppm): 8.20 (s, 1H, NH), 7.92 (bs, 1H, NH), 5.89 (bs, 6H, CH,N), 3.87-3.38
(m, 33H, CH, and C=CH), 2.16 (bs, 6H, CH,CHCH,[Ad]), 1.76 (bs, 12H, CHCH,C[Ad]), 1.67-1.56 (m, 12H,
CHCH,CHIAd]).

*RP-HPLC: t; = 9.9 min (Cyg, 210 nm, 0-100% B in 15 min)

*MS (MALDI-TOF): m/z calcd for [M+H]": 790.51; found: 790.49
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Compound 18

*Molecular formula: Ci43H231N3503,4S

*Molar weight: 3016.64 g.mol™

To a solution of compound Il (CBO-
P11-alcyne) (16.8 mg, 8.25 umol, 1 equiv.) in
19 ml of a mixture of tert-butanol/H,0 (1/1)
were added compound 14 (16.8 mg, 16.5
umol, 2 equiv.), copper sulfate (8.24 mg, 33
umol, 4 equiv.), THPTA (71.7 mg, 165 pumol, 20
equiv.) and sodium L-ascorbate (65.38 mg, 330
umol, 40 equiv.). The reaction mixture was
stirred during 18h at 40°C. Then tert-butanol
was evaporated and the water was lyophilized.
The crude product was purified by preparative
RP-HPLC using the following conditions: 0% to
20% B in 10 min, increase up to 45% B in 20
min, increase up to 55% B in 5 min, increase
up to 70% B in 12 min and increase up to
100% B in 10 min; flow rate, 10 ml/min;
detector, A = 214 nm. ACN was evaporated and
the aqueous solution was freeze-dried to give
purified product 18 (5.9 mg, 24% yield).

*MS (MALDI-TOF): m/z calcd for [M+H]": 3015.71; found: 3015.75

*RP-HPLC: t; = 10.4 min (Cyg, 210 nm, 0-100% B in 15 min)
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Compound 19

*Molecular formula: Ci141H227N3503,4S

*Molar weight: 2988.59 g.mol™

To a solution of compound | (CBO-P11-
azoture) (14 mg, 6.37 umol, 1 equiv.) in 19 ml

of a mixture of tert-butanol/H,O (1/1) were
added compound 17 (10.07 mg, 12.74 umol, 2
equiv.), copper sulfate (6.37 mg, 25.5 umol, 4
equiv.), THPTA (55.36 mg, 127.4 umol, 20
equiv.) and sodium L-ascorbate (50.52 mg, 255
umol, 40 equiv.). The reaction mixture was
stirred during 18h at 40°C. Then tert-butanol
was evaporated and the water was lyophilized.
The crude product was purified by preparative
RP-HPLC using the following conditions: 0% to
20% B in 10 min, increase up to 70% B in 70
min and increase up to 100% B in 10 min; flow
rate, 10 ml/min; detector, A = 214 nm. ACN
was evaporated and the aqueous solution was
freeze-dried to give purified product 19 (2.5
mg, 13% yield).

*MS (MALDI-TOF): m/z calcd for [M+H]": 2987.68; found: 2987.72

*RP-HPLC: tz = 10.8 min (Cyg, 210 nm, 0-100% B in 15 min)
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Compound 20: N-(13-tert-butoxycarbonylamino-4,7,10-trioxa)tridecanyl-1-
adamantanecarboxamide

H
O N \/\/O\/\O/\/O\/\/ NHBoc

20

A solution of 1-adamantanecarboxylic acid (1.41 g, 7.80 mmol, 1 equiv.) and oxalyl chloride
(2.32 ml, 15.6 mmol, 2 equiv.) in DCM (30 ml) was stirred for 2h at 40°C. The mixture was evaporated
to dryness in vacuo, and 45 ml of DCM was added to the remaining white solid. A mixture of Boc-
TOTA (2.5 g, 7.80 mmol, 1 equiv.) and EtzN (2.2 ml, 15.6 mmol, 2 equiv.) in DCM (15 ml) was added
dropwise at 0°C. The solution was stirred for 48h at rt. Subsequently, the reaction mixture was
washed with 0.01M HCl and brine. The organic layer was dried over Na,SO,, filtered and concentrated
in vacuo. The resulting oil was purified by chromatography (silica gel, DCM/MeOH = 95/5) to give
product 20 as a yellow oil (3.52 g, 94% yield).

*Molecular formula: CygH.sN,Og

*Molar weight: 482.65 g.mol

*TLC: R; = 0.68, DCM/MeOH = 95/5

*'H NMR (300 MHz, CDCls, 8 ppm):

6.35 (bs, 1H, NH), 4.97 (bs, 1H, NHBoc), 3.71-3.51 (m, 12H, CH,), 3.40-3.34 (q, 2H, J = 5.9 Hz, CH,),
3.23 (bs, 2H, CH,), 2.04 (bs, 3H, Ad(CH,CHCH,)), 1.85-1.84 (m, 6H, Ad(CHCH,C)), 1.81-1.76 (m, 4H,
CH,CH,CH,), 1.75-1.67 (m, 6H, Ad(CHCH,CH)), 1.45 (s, 9H, (CH,)3).

*1*C NMR (100 MHz, CDCls, 8 ppm):

179.07 (CO), 157.08 (NHCOO), 80.07 (C(CHs)s), 71.59 (CH,), 71.50 (CH,), 71.36 (CH,), 71.17 (CH,),
70.50 (CH,), 41.44 (Cqag), 40.13 (CH,ag), 39.74 (CH,), 39.63 (CH,NH), 39.20 (CH,NH), 37.53 (CHyad),
30.66 (CH,CH,NHBoc), 29.93 (CH,CH,NHCO), 29.41 (CH), 29.14 (CHag).
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Compound 21: N-(13-amino-4,7,10-trioxa)tridecanyl-1-adamantanecarboxamide

H
O N\/\/O\/\o/\/o\/\/NHZ

21

A solution of the Boc-protected amine 20 (2.38 g, 4.94 mmol) in DCM (16 ml) and TFA (4 ml)
was stirred at rt for 15h. The mixture was concentrated in vacuo and the resulting oil was dissolved in
DCM (20 ml) and water (5 ml). The solution was then neutralized at pH 7 with saturated K,COs;
solution. The product was extracted with DCM (3 x 40 ml). The combined organic layer was washed
with water (2 x 50 ml) and dried over Na,SO,. Filtration followed by solvent removal afforded a
yellow oil, that was dried in vacuo (1.42 g, 75% yield).

*Molecular formula: C,;H;5N,0,

*Molar weight: 382.54 g.mol*
*TLC: R; = 0.30, DCM/MeOH = 95/5

*'H NMR (300 MHz, CDCls, § ppm):

6.30 (s, 1H, NH), 4.92 (bs, 2H, NH,), 3.71-3.58 (m, 10H, OCH,), 3.54 (t, 2H, J = 5.6 Hz, CH,), 3.38-3.32
(g, 2H, J = 6.5 Hz, CH,), 3.09 (bs, 2H, CH,), 2.04 (bs, 3H, Ad[CH,CHCH,]), 1.98-1.88 (m, 2H, CH,CH,CH,),
1.85-1.84 (m, 6H, Ad[CHCH,C]), 1.80-1.75 (m, 2H, CH,CH,CH,), 1.75-1.67 (m, 6H, Ad[CHCH,CH]).

*1*C NMR (100 MHz, CDCls, 8 ppm):

180.03 (CO), 71.65, 71.42, 71.29, 70.92, 70.83, 70.67, 69.85 (CH,), 41.53 (CH,NH,), 41.23 (Cqag), 40.17
(CH3aq), 38.05 (CH,NHCO), 37.53 (CH,a4), 30.72 (CH,CH,NH,), 29.07 (CHag), 27.01 (CH,CH,NHCO).
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Compound 22

O

O

Diacid 2 (500 mg, 2.01 mmol, 1 equiv.), EDC (850 mg, 4.43 mmol, 2.2 equiv.) and HOBt (600
mg, 4.43 mmol, 2.2 equiv.) were stirred in DMF (20 ml) under N, for 1h. Amine 21 (1.69 g, 4.43 mmol,
2.2 equiv.) dissolved in DMF (10 ml) was then added and the mixture was stirred for 18h at rt. The
solution was poured onto 1M HCl aqueous solution (50 ml) and extracted using DCM (3 x 100 ml).
The combined organic layer was washed with water (2 x 100 ml) and dried over Na,SO,. Filtration

followed by solvent removal afforded a red oil which was purified by chromatography (silica gel,
DCM/MeOH = 95/5) leading to red oil (1.05 g, 53% yield).

*Molecular formula: Cs;HgsNeO1,

*Molar weight: 977.28 g.mol
*TLC: R; = 0.49, DCM/MeOH = 95/5

*'H NMR (300 MHz, CDCls, § ppm):

7.85 (s, 2H, NH), 7.37 (s, 1H, NHBoc), 6.46 (s, 2H, NH), 3.75-3.52 (m, 28H, CH,), 3.44-3.29 (m, 8H,
CH,), 2.03 (bs, 6H, CH,CHCH,[Ad]), 1.86-1.85 (m, 12H, CHCH,C[Ad]), 1.82-1.77 (m, 8H, CH,CH,CH,),
1.77-1.63 (m, 12H, CHCH,CH[Ad]), 1.44 (s, 9H, (CHs)s).

*MS (MALDI-TOF): m/z calcd for [M+Na]": 999.65; found: 999.64
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Compound 23

O NH, O

HN)K/’I\IQJ\NH

O O

A solution of the Boc-protected amine 22 (800 mg, 0.82 mmol) in DCM (4 ml) and TFA (1 ml)
was stirred at rt for 20h. The mixture was concentrated in vacuo and the resulting oil was dissolved in
DCM (20 ml) and water (10 ml). The solution was then neutralized at pH 8 with a saturated K,CO;
aqueous solution. The product was extracted with DCM (3 x 40 ml). The combined organic layer was

washed with water (2 x 50 ml) and dried over Na,SO,. Filtration followed by solvent removal afforded
a pink oil, which was dried in vacuo (710 mg, 98% vyield).

*Molecular formula: CsgHgoNeO1g

*Molar weight: 877.16 g.mol™
*TLC: Rt = 0.25, DCM/MeOH = 95/5

*'H NMR (300 MHz, CDCl;, 6 ppm):

7.69 (bs, 2H, NH), 6.41 (s, 2H, NH), 3.72-3.45 (m, 28H, CH,), 3.43-3.32 (m, 8H, CH,), 2.04 (bs, 6H,
CH,CHCH,[Ad]), 1.85-1.84 (m, 12H, CHCH,C[Ad]), 1.80-1.76 (m, 8H, CH,CH,CH,), 1.76-1.64 (m, 12H,
CHCH,CH[Ad]).

*13C NMR (400 MHz, CDCl;, § ppm):

179.30 (CO), 71.39 (CH,), 41.48 (Cqaq), 40.14 (CHyag), 39.28 (CH,), 38.26 (CH,), 37.54 (CHyaq), 29.98
(CH,CH,CH,), 29.13 (CHag).

*RP-HPLC: t; = 10.64 min (Cy5, 210 nm, 0-100% B in 15 min)

*MS (MALDI-TOF): m/z calcd for [M+H]": 877.59; found: 877.60
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Compound 24

To a solution of protected CBO-P11 (200 mg, 56.14 umol, 1 equiv.) in DMF (8 ml) were added
PyBOP (90 mg, 168.42 umol, 3 equiv.), HOBt (23 mg, 168.42 umol, 3 equiv.) and DIEA (60 ul, 336.84
pumol, 6 equiv.). The reaction mixture was stirred for 5 min at rt. Then, compound 23 (98.5 mg, 112.28
umol, 2 equiv.) was added and the mixture was stirred over 24h at rt. The solution was concentrated
and treated with 0.75 g of phenol in a 10 ml TIS-thioanisole-H,0O-TFA solution (1:2:2:40) for 3h at rt to
fully deprotect the peptide. The solvent was evaporated under reduced pressure and the product was
precipitated with cold diethyl ether, filtered, and dissolved in water to be lyophilized. The crude
product was then purified by preparative RP-HPLC using the following conditions: gradient, 15% B for
7 min, increase up to 70% B in 55 min; flow rate, 10 ml/min; detector, A = 214 nm. ACN was
evaporated and the aqueous solution was freeze-dried to give the purified product 24 (21.6 mg, 13%

yield).

*Molecular formula: Ci36H218N34034S

*Molar weight: 2857.46 g.mol™

*MS (MALDI-TOF): m/z calcd fo

*RP-HPLC: tz = 9.8 min (Cyg, 210

r [M+H]": 2856.62; found: 2856.71

nm, 0-100% B in 15 min)
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B-CD mono Ts: Mono-6-deoxy-6-(p-tosylsulfonyl)-B-cyclodextrin

B-CD.mono Ts

To a solution of B-cyclodextrin (20 g, 17.6 mmol, 1 equiv.) in water (450 ml), was added
tosylimidazole in one portion (15.65 g, 70.4 mmol, 4 equiv.). The reaction mixture was stirred at rt for
2h. Then, a 9M aqueous solution of NaOH (25 ml) was added to the solution. After 10 min of stirring,
the excess of TsIm was removed by filtration. The reaction was quenched by addition of NH,CI (48.2
g) into the filtrate. After complete dissolution of the salt, a white precipitate was formed. Water was
evaporated with nitrogen “flux” during 24h. The white precipitate was then filtered off, washed with
iced water (2 x 100 ml), and acetone (1 x 200 ml) and dried in vacuo to give B-cyclodextrin
monotosylate as a white solid (10.01 g, 44% yield).

*Molecular formula: CygH;¢03,S

*Molar weight: 1289.17 g.mol™

*'H NMR (400 MHz, DMSO-d, § ppm):

7.74 (d, 2H, Hy4, J = 8.2 Hz), 7.42 (d, 2H, Hys, J = 8.2 Hz), 5.70 (m, 14H, OH,.5.5.9), 4.82-4.75 (m, 7H, H;,
H;), 4.50-4.14 (m, 7H, Hs, Hg), 3.82-3.40 (m, 28H, H,, H,, Hg, Hyg, Hya, Hiy), 3.40-3.13 (m, 7H, H,, Hg),
2.41 (S, 3H, H17).

*FT-IR (cm™): 3300 (O-H), 2921 (C-H), 1642 (C=C),1155-1079-1023 (C-O-C p-cp), 944-838 (C-H g.cp).
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B-CD mono N;: Mono-6-deoxy-6-azido-B-cyclodextrin

B-CD_mono N3

Under inert atmosphere, B-cyclodextrin monotosylate (2 g, 1.57 mmol, 1 equiv.) and sodium
azide (2.04 g, 31.4 mmol, 20 equiv.) were dissolved in anhydrous DMF (20 ml). The reaction mixture
was stirred at 80°C for 20h. After cooling down to rt, the white precipitate was removed by filtration
and the filtrate was poured into acetone (500 ml). The white solid formed was filtered off, and
dissolved in hot methanol (350 ml). After complete dissolution and return to rt, methanol was
removed with a nitrogen “flux”. A white precipitate was formed, which was filtered off and dried in
vacuo to give B-cyclodextrin monoazide (1.19 g, 65% yield).

*Molecular formula: C4;HeoN3034

*Molar weight: 1160.01 g.mol™

*'H NMR (400 MHz, D,0, § ppm):

5.04 (m, 7H, Hs, H;), 3.96-3.90 (m, 7H, He, Hyo), 3.88-3.77 (m, 21H, Hs, Hg, Hy, Hy,), 3.64-3.60 (dd, 7H,
H,, Hy4, J = 3.6 Hz, J = 10 Hz), 3.55 (t, 7H, Hy, Hg, J = 9.4 Hz).

*FT-IR (cm™): 3320 (O-H), 2925 (C-H), 2104 (N3), 1153-1077-1023 (C-O-C p-cp), 938-847-755 (C-H p.cp).
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B-CD mono NH,: Mono-6-deoxy-6-amino-B-cyclodextrin

To a solution of B-cyclodextrin monoazide (1 g, 0.86 mmol, 1 equiv.) in DMF (20 ml), was
added triphenylphosphine (0.5 g, 1.9 mmol, 2.2 equiv.). The reaction mixture was stirred at 90°C for
18h. After cooling down to rt, acetone (1 |) was added to the solution. A white precipitate appeared
which was then filtered off, washed with acetone (150 ml), and dried in vacuo to obtain B-
cyclodextrin monoamine (900 mg, 92% yield).

*Molecular formula: C;,H;;NO3,

*Molar weight: 1134.01 g.mol™

*'H NMR (400 MHz, D,0, 6 ppm):

5.03 (bs, 7H, Hs, H5), 3.92 (m, 6H, Hg), 3.84 (m, 25H, Hs, He, H,), 3.62-3.60 (d, 7H, Ha, Hy1), 3.54 (m, 7H,
H,, Hg), 3.44 (t, 1H, Hyo, J = 9.0 Hz), 3.12-3.09 (d, 1H, Hyp, J = 13.2 Hz), 2.89-2.87 (m, 1H, Hy,).

*FT-IR (cm™): 3306 (O-H), 2925 (C-H), 1151-1078-1023 (C-0-C g-cp), 937-845-754 (C-H p.cp).
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B-CD mono GMA: Mono-6-deoxy-6-glycidyl methacrylate-B-cyclodextrin

19
17 18
O==16
@]
15
14
OH
13
@]
12

/8 /4
HO OH HO OH

B-CD.mono GMA

Under inert atmosphere, to a solution of dried B-cyclodextrin (5.6 g, 4.9 mmol, 1 equiv.) in
anhydrous DMF (15 ml), were added DBU in catalytic amount (0.05 ml, 0.33 mmol) and glycidyl
methacrylate (0.82 ml, 6.16 mmol, 1.3 equiv.). The reaction mixture was stirred at 98°C for 2h30.
After cooling down to rt, toluene (200 ml) was added to the solution. A brown precipitate was formed
which was then filtered off, washed with toluene (1 x 200 ml), then acetone (2 x 500 ml), and dried in
vacuo to give compound B-CD mono GMA as a beige solid (5.71 g, 91% yield).

*Molecular formula: CsoHgoOsg

*Molar weight: 1277.15 g.mol™
*TLC: R; = 0.44; NH,OH 6%/EtOH/BuOH =5/5/4

*'H NMR (400 MHz, D,0, § ppm):

6.11 (s, 1H, Hio), 5.72 (s, 1H, Hyg), 5.09-4.97 (m, 6H, Hs), 3.83 (m, 21H, Hs, Ho, Hy), 3.60 (dd, 7H, H,,
Hii, J=3.4 Hz, J = 9.8 Hz), 3.53 (t, 7H, Ha, Hg, J = 8.8 Hz), 1.89 (s, 3H, Hsg).

*FT-IR (cm™): 1706 (C=0), 1619 (C=C), 1151-1078-1023 (C-0-C g-cp), 939-856-754 (C-H g.cp).
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B-CD mono NMA: Mono-6-deoxy-6-acrylamidomethyl B-cyclodextrin

To a solution of N-methylolacrylamide (8.63 ml, 44 mmol, 10 equiv.) in water (17 ml), were
added B-cyclodextrin (5.0 g, 4.4 mmol, 1 equiv.) and formic acid in catalytic amount (0.5 ml). The
reaction mixture was stirred at 80°C for 30 min. After cooling down to rt, acetone (150 ml) was added
to the solution which was then stored at 4°C overnight. The white precipitate formed was filtered off,
washed with acetone (2 x 100 ml), and dried in vacuo to give compound B-CD mono NMA as a white
solid (6.81 g, 84% yield).

*Molecular formula: CsgH,sNO3g

*Molar weight: 1218.09 g.mol™
*TLC: R; = 0.54, NH,OH 6%/EtOH/BUOH = 5/5/4

*'H NMR (400 MHz, D,0, § ppm):

6.26 (M, 3H, Hyy, Hye), 5.82 (t, 2H, Hys), 5.05-5.4 (d, 7H, Hs, Hy), 3.94 (m, 7H, He, Hyo), 3.85 (M, 21H, Hs,
Hg, Hl, le), 3.62 (dd, 7H, Hz, H11, J=3.6 HZ, J=10 HZ), 3.56 (t, 7H, H4, Hg, J=9.2 HZ).

*FT-IR (cm™): 1665 (C=0), 1628 (C=C), 1545 (N-H), 1153-1079-1026, (C-O-C 4.co), 941-857-755 (C-H 5
B B

CD)-
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II. Etudes SAW

SAW investigations were performed using a sam®5 blue SAW sensor supplied by SAW
Instruments GmbH (Bonn, Germany).

A. Functionalization of sam®5 chip

1. Cleaning of the sensor chip

Before a sensor chip can be modified, a cleaning process must be performed. This enables us to
remove salts, polar and nonpolar compounds and thus reuse modified sensor chips after previous
experiments. First, the chip was ultrasonicated for 3 minutes in different solvents such as:
isopropanol, deionized water, acetone and ethanol. Then, the chip was ultrasonicated with deionized
water then ethanol and further dried with N,.

2. Modification of the sensor chip by 3-CD

To an aqueous solution of NBD (7 mM, 15 ml) was added mono GMA-B-CD (644 mg, 0.5 mmol, 5
equiv.). Subsequently, iron was added and the sam®5 chip (except channel 1) was incubated in this
solution for 45 min at rt. After a short sonication and repeated washing with deionized water, the
chip was dried with N,. Channel 1 of this chip was further functionalized by the same procedure with
another monomer for the blank channel: to a solution of NBD (7 mM) in 0.5M HCI was added 2-
hydroxyethyl methacrylate (1.2 ml, 10 mmol, 100 equiv.). Iron was added and channel 1 was
incubated in this solution for 45 min at rt. After a short sonication and repeated washing with
deionized water, the functionalized chip was dried with N, and characterized by IR.

3. Modification of the sensor chip by CBO-P11

To obtain a sensor chip functionalized by the cyclopeptide CBO-P11, 3 steps were necessary:

(a) Graftfast® process: To a 0.5M HCI solution of NBD (7 mM, 10 ml) was added acrylic acid (4
ml). Subsequently, iron was added and the sam®5 chip was incubated with this solution for
45 min at rt. After a short sonication and repeated washing with 1M NaOH, deionized water
and 1M HCI, the chip was dried with N,.

(b) Activation of the COOH groups and coupling with propargylamine: The PAA chip was then
immersed in a freshly prepared solution of 400 mM NHS: 100 mM EDC (1:1, v:v) with
addition of propargylamine (1% v) for 5h at rt. This results in reactive succinimide esters that

will react spontaneously with primary amine group of propargylamine. Preparation of
EDC/NHS solutions was done in 50 mM MES pH 5. The chip was then washed with 50 mM
MES solution and dried with N,.

(c) Click reaction: Selective immobilization of CBO-P11 on channel 1 was performed using the
coating tool. A solution of CBO-P11 azoture (10 pl, 500 pM) was added to channel 1.
Subsequently, aqueous solutions of CuSO, (5 ul, 2mM) and sodium ascorbate (10 ul, 2mM)

were added. The reaction was kept at rt for 18h. After a short sonication and repeated
washing with deionized water, the chip was dried with N,.

200



Partie Expérimentale

B. Sam®5 binding experiments

The functionalized chip was inserted into the tempered flow chamber (22 °C) of the sam®5 blue
SAW device and HBS-EP (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% Surfactant P20, pH 7.4)
was used as running buffer with a flow rate of 20 or 40 pl/min. All SAW data were determined by the
SensMaster® software, the autosampler is controlled by SequenceMaster® (both by SAW Instruments
GmbH). We used the high-quality injection method and the burst-on parameter of the SAW
autosampler that allows immediate exchange of the analyte solutions avoiding intermixing of running
buffer and analyte during the injection. Association and dissociation events were detected as phase
shifts indicating binding and unbinding events. Corresponding binding kinetics were calculated via
non-linear curve fitting using Origin™ (Additive, Friedrichsdorf, Germany), FitMaster® (SAW
Instruments GmbH), and GraphPad Prism® 5.3.

1. Binding Constant Evaluation of SMMP-1 with immobilized 3-CD

SMMP-1 peptide was kindly provided by Mohamed-Anis Alouini (Synvec, Bordeaux, France).!

First of all, experiments were conducted in order to screen for a regeneration procedure that
would enable us to reuse the sensor chip after a binding experiment. Different concentrations of -
CD solution were tested as regeneration step. First of, 35 ul of a 100 uM SMMP-1 solution was
injected to generate binding to the immobilized B-CD. After 2 minutes while running buffer only
flowed over the chip, 35 ul of a concentrated B-CD solution was injected. This reloading and
regeneration step was repeated in order to find the best regeneration conditions and to ensure all
unbounded particles were removed. 5 mM B-CD solution was elaborated as regeneration step.

HBS-EP was used as running buffer with a flow rate of 20 pl/min. A lyophilized sample of SMMP-
1 was used to make dilution series and obtain the following concentrations: 25 uM, 50 uM, 100 uM,
200 uM and 500 puM. After equilibration of the baseline, 100 pl of the dilution samples were injected.
Each SMMP-1 injection was followed by a dissociation period of 5 minutes, where only buffer was run
and by a regeneration step with injection of 100 pl of a 5 mM B-CD solution. An equilibration period
of 5 minutes was maintained here as well. All the samples were contained in plastic microvials. This
experiment was performed 3 times in order to determine the repeatability of the system.

! Berthelot T, Talbot J. C,, Lain G,, Deleris G. and Latxague L. Journal of Peptide Science 2005, 11, 153-160.
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2. Binding Constant Evaluation of bevacizumab with immobilized
CB0O-P11

Bevacizumab was kindly provided by Michel Vidal (Institut Cochin, Paris, France) and VEGF,¢; was
purchased from Sigma Aldrich.

First of all, experiments were conducted in order to screen for a regeneration procedure.
Different concentrations of HCl aqueous solution were tested and 0.5 mM HCl solution was
elaborated as the best regeneration step for this chip.

HBS-EP was used as running buffer with a flow rate of 40 pl/min. Bevacizumab as a
concentration of 25 mg/ml was used to make dilution series and obtain the following concentrations:
25 pg/ml, 50 ug/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml and 500 pg/ml. After equilibration of the baseline, 100 pl
of the dilution samples were injected. Each bevacizumab sample injection was followed by a
dissociation period of 5 minutes, where only buffer was run and by a regeneration step with injection
of 100 pl of a 0.5 mM HClI solution. An equilibration period of 5 minutes was maintained here as well.
All the samples were contained in plastic microvials. This experiment was performed 3 times in order
to determine the repeatability of the system.

3. Binding Constants Evaluation of bis(adamantane) molecules with

immobilized 3-CD

Synthesis of the 6 bis(adamantane) molecules were previously described. For the binding
constants determination of these molecules with the B-CD chip, 10 mM B-CD solution was necessary
as a regeneration procedure. HBS-EP was used as running buffer with a flow rate of 40 pl/min. All the
diluted samples in HBS-EP were obtained from stock solutions in water. After equilibration of the
baseline, 100 pl of the dilution samples were injected. Each injection was followed by a dissociation
period of 5 minutes, where only buffer was run and by a regeneration step with injection of 100 pul of
a 10 mM B-CD solution. An equilibration period of 5 minutes was maintained here as well. All the
samples were contained in plastic microvials. This experiment was performed in triplicate
measurements for each molecule in order to determine the repeatability of the system.

Human blood plasma was kindly provided by Laboratoire d'Etudes et de Recherches en
Immunoanalyse (LERI, CEA Saclay, France) and was stored at -20°C.
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C. Data processing

The binding data were processed according to a one-to-one model. The one-to-one binding

model is based on:
A+B = AB

d[AB]
dt

= [A][Blkon — [ABlkoff (1)

1. Plateau: steady state algorithm (Langmuir Isotherm)

The association curves were analyzed using the steady state algorithm known as Langmuir
isotherm. Here, the phase equilibrium P, i.e. the analyte phase response where an equilibrium or
steady state condition was reached between association and dissociation, is determined. The steady
state model is described by Formula:

c
Peq = Pnoax - m

(2)
where: P: (blank subtracted) phase signal
C: used analyte concentration

Pmax: maximal phase signal

P A

Pmax

Pmax

]

o C

Figure 118 : Langmuir Isotherm. The K value is the concentration at half of the maximum phase.
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2. Association phase algorithm: kon and Ko

k., is the association rate constant (units M™.s™) and k. the dissociation rate constant (units s™).
In the biosensor, ligand B is immobilized on the sensor surface. The concentration of complex [AB] is
therefore identical to the concentration of bound analyte A. The concentration of bound analyte is
proportional to the phase P, which is detected by the SAW biosensor. Free ligand concentration [B] is
the difference between total and bound ligand concentration. When the analyte is injected in a flow
over the sensor surface, the analyte solution is constantly replenished and hence the free
concentration of the analyte may be considered and identical to total analyte concentration C. The
reaction between immobilized ligand and analyte in solution can thus be assumed to follow pseudo
first order kinetics and since the concentration of complex and free ligand now can be expressed in
terms of analyte phase response P:

dP
E: konC (Pnax — P) — kogsP (3)
The solution is then: P(t) = Pyg[1 — e *orst] (4)
Where: kobs = kon C + ko (5)
_ kon C Pmax
I !
obs

For each concentration of analyte, an apparent rate constant is determined (k) based on the
association. These apparent rate constants are plotted against the concentration (uM) as illustrated in
the following figure. The intercept is the dissociation constant at equilibrium. The slope is the
association constant at equilibrium. The binding constant (K expressed in uM) is determined by:

kors

Kn = 7
>~ T )

Where: kos: the off-rate
kon: the on-rate

Kp: the binding constant
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Kobs (1/5)

Kobs=kon*[analyte] + koff

Concentration analyte (uM)

Figure 119 : After fitting the sensorgrams of an experiment with the one-to-one binding model, a kobs value will be given
for each analyte concentration. These values are then plotted in function of the different analyte concentrations resulting
in a graph as shown above
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III. Tests Enzymatiques

Human active MMP-1 and MMP-2 and human MMP-9 (90% zymogen and 10% activated
enzyme) were purchased from Calbiochem®. Enzymatic assays were recorded on a Perkin Elmer
Luminescence Spectrometer model LS55 with a 4-position automatic cell changer including water
thermostatting and stirring for each sample position. The assays were performed in triplicate
measurements for each studied MMP.

MMP assays were performed in 0.1 M TRIS, 0.1 M NacCl, 10 mM CaCl,, pH 7.46. Aliquots (20 pL)
of 220 nM commercial MMP as the zymogen form (90%) were activated with a 10 uM solution of 4-
aminophenylmercuric acetate (2 pL, in 0.1 M TRIS buffer, pH 9) at 37 °C for 3 h.

Peptides were solubilized in pure DMSO to constitute stock solutions. Peptide chips were placed
in the bottom of fluorescence cuvettes. Slit width was 10 nm for emission and 10 nm for the
excitation. All assays were carried out in a total volume of 2 ml (volume of buffer + enzyme) with 1
nM of activated MMP. After addition of the enzyme, the initial rate of substrate hydrolysis was
determined by monitoring the increase of fluorescence intensity of MC at 401 nm in media using an
excitation wavelength of 350 nm.
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Conclusion générale & Perspectives

Lors de ces travaux de these, nous avons pu élaborer plusieurs types de biocapteurs. Ceux-ci ont
pour but la détection de marqueurs du cancer et le suivi de l'administration de médicaments
anticancéreux. En effet, ces biocapteurs permettent de détecter des entités biologiques impliquées
dans le processus d’angiogenése tumorale : les MMP d’une part et le suivi pharmacocinétique d’un
anticorps thérapeutique antiangiogénique, le bevacizumab, d’autre part.

Dans un premier temps, notre objectif a été de concevoir un biocapteur régénérable permettant
de détecter l'activité enzymatique des MMP. Quantifier cette activité métalloprotéasique permet de
déterminer I'état d’avancement et l'agressivité des tumeurs. Ainsi, notre biocapteur est basé sur
I'utilisation de substrats peptidiques des MMP, possédant deux coumarines, et une surface
fonctionnalisée de maniére covalente par des B-CD. Ces substrats sont spécifiques aux enzymes
MMP-1, -2 et -9. La présence de ces coumarines permet d’une part une insertion dans les cages
hydrophobes des B-CD immobilisées sur surface, et d'autre part un systeme de FRET. Cette insertion a
été caractérisée par un systeme de transduction de type SAW, ce qui nous a permis de valider une
interaction de type 1:1 et la stabilité du complexe supramoléculaire formé. D’autre part, le systeme
de FRET nous a permis de quantifier I'activité des MMP en suivant I'évolution de fluorescence au
cours du temps. Cette détection s’est révélée efficace in vitro mais également ex vivo en présence
d’extraits protéiques et cellulaires en conditions de biopsie tumorale. Lutilisation d’'une solution de -
CD permet alors de régénérer facilement et rapidement la surface de notre biocapteur et celle-ci peut
ainsi étre réutilisée pour d’autres mesures. Notre systéme pourrait alors étre transféré a d’autres
types de transducteurs tels que les technologies SAW, QCM et SPR.

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes intéressés a un autre type de biocapteur ayant
pour cible biologique le dosage d’un anticorps thérapeutique, le bevacizumab. Cet anticorps est
utilisé dans les biothérapies comme anti angiogénique, car il s'agit d’'un anticorps dirigé contre le
VEGF. Actuellement, le dosage clinique du bevacizumab est réalisé par des tests ELISA et requiert
I'utilisation du VEGF. Par ces travaux de these, nous proposons le remplacement du VEGF par un
mime peptidique : le CBO-P11. Nous avons alors élaboré un premier biocapteur permettant de
déterminer I'affinité entre ce peptide et le bevacizumab. Ce cyclopeptide de 17 acides aminés a été
greffé de maniére covalente sur une surface destinée a une transduction de type SAW. Ceci a permis
d’en déduire une affinité de I'ordre du 10° M (Kp = 4.12 pM) entre le peptide et I'anticorps. Avec ces
premiers résultats, des tests préliminaires avec I'anticorps en milieu plasmatique ont été entrepris
avec ce biocapteur. Cependant, le passage en milieu biologique rend complexe I'étude de l'interaction
entre les deux entités et crée des interactions non spécifiques notamment sur le canal de la puce
servant de référence. Celles-ci ne permettent alors pas de différencier I'interaction spécifique du non
spécifigue en milieu plasmatique. Ces tests biologiques restent préliminaires mais offrent des
perspectives quant a [l'utilisation du CBO-P11 en remplacement du VEGF pour le dosage du
bevacizumab. Des expériences d’optimisation restent encore a prévoir afin de détecter de maniere
spécifique I'anticorps en milieu biologique complexe. Il serait par exemple intéressant de synthétiser
et d’immobiliser un dimére ou multimére de CBO-P11 afin d’augmenter I'affinité peptide/anticorps
par effet de multivalence. En outre, il serait également intéressant d’effectuer des travaux
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d’optimisation au niveau du canal servant de référence afin de minimiser les problémes d’adsorption
non spécifique. Des travaux en ce sens sont actuellement a I'étude.

A l'issue de ces tests biologiques préliminaires, nous avons par ailleurs congu un biocapteur
régénérable a partir du CBO-P11. Ce biocapteur est constitué d’une surface fonctionnalisée de
maniére covalente par des B-CD. Le cyclopeptide a alors été greffé a deux molécules d'adamantanes,
permettant une insertion dans les cages hydrophobes des 3-CD immobilisées sur surface. Différentes
molécules de ce type ont été synthétisées, nous permettant par ailleurs d’obtenir trois molécules di-
adamantanes précurseur possédant des fonctions réactives telles qu’une fonction alcyne, azoture et
amine. Des études de transduction SAW ont confirmé la bonne immobilisation et stabilité de ces
molécules avec des affinités de l'ordre du 10° M™. La reconnaissance analyte di-adamantanes CBO-
P11/bevacizumab a été démontrée, cependant nous obtenons toujours une forte adsorption non
spécifique au niveau du canal de la puce servant de référence. Des travaux d’optimisation sont encore
nécessaires sur ce canal, afin de mettre en évidence l'interaction a de faibles concentrations
d’anticorps et ainsi obtenir une meilleure détection. Néanmoins, ces premiers résultats nous ont
permis de confirmer que lintroduction d’anticorps en milieu tampon ou plasmatique, apres
I'exposition de la puce a notre analyte di-adamantanes, ne déstabilise pas le complexe
supramoléculaire pré-formé. En effet, nous avons démontré pour la premiere fois que de telles
molécules di-adamantanes restent stables en milieu biologique complexe (60-80 mg/ml de
protéines). Aux vues de ces résultats préliminaires, ce type de structures pourrait étre appliqué a
d’autres anticorps en le conjuguant a d’autres peptides. Il constituerait ainsi un systeme innovant et
régénérable de détection, de quantification et de caractérisation des interactions peptide/protéine.
Ainsi, ce systéme pourrait étre utilisé pour le screening des interactions peptide/protéine dans le
cadre de la recherche pharmaceutique de candidats médicaments ou dans le domaine du diagnostic.

Dans l'ensemble, ces travaux de thése ont conduit a l'obtention de plusieurs biocapteurs
permettant la détection et la quantification de cibles biologiques impliquées dans le processus
d’angiogenése tumorale.
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Annexe A : Sam®5

1. Principe

Le principe de mesure du biocapteur sam®5 est basé sur la propagation définie et localisée
d’ondes acoustiques. Les capteurs d’ondes acoustiques sont utilisés pour la détection de modification
de masse a la surface du capteur mais aussi pour la détection des propriétés fluidiques telles que les
changements de viscosité.

Les capteurs basés sur les ondes acoustiques de surface présentent I'avantage d’étre plus petit et
plus sensible que les capteurs basés sur les ondes acoustiques de volume. Afin d’obtenir une haute
sensibilité pour les expériences de mesures des interactions biochimiques, le capteur SAW sam®5
appligue des ondes de cisaillement au sein d’'une couche amorphe servant de guide d’'onde (ondes de
Love). Ainsi I'’énergie des ondes est retenue et concentrée a la surface et ne subit aucune atténuation.
Par ailleurs, la couche servant de guide d’onde permet des amplitudes d’ondes élevées a la surface du
capteur, ce qui améliore la sensibilité globale du systeme.

Le capteur sam®5 est constitué de 5 capteurs identiques appelés canaux, avec une aire sensible
de 4 x 2.1 mm? par canal. Ils sont fabriqués avec des films minces et des techniques de
photolithographie. Leurs principales caractéristiques sont :

i) Les surfaces de contact pour la lecture électronique
i) Les IDTs transformant les signaux électriques en ondes acoustiques et vice versa
iii) Une couche servant de guide d’onde en SiO,. Le matériel standard de la couche sensible

de la puce du sam®5 est une couche d’or de 100 nm d’épaisseur

Pour des expériences biologiques, les biorécepteurs tels que les anticorps, les aptameres, les
brins dADN ou les cellules entiéres sont immobilisés sur cette couche sensible, par exemple
directement par adsorption sur la surface du matériel ou via une couche d’accroche, qui peut par
exemple étre une monocouche autoassemblée (SAM) d’alcanethiol.

Pour une interprétation correcte des expériences biologiques, a la fois les modifications de
I'amplitude et de la phase entre les signaux d’entrée et de sortie sont enregistrées a deux fréquences
différentes. Ceci est contr6lé par un microprocesseur intégré connecté a un ordinateur, qui
fonctionne en tant qu’interface pour l'utilisateur.

Un circuit multiplexe traite les différents éléments du capteur de maniere séquentielle, tandis
que I'électronique de lecture est basée sur un démodulateur I/Q et un synthétiseur de fréquence.

Cette configuration permet la séparation de masse et des modifications de viscosité et
I'utilisation d’éléments senseurs individuels en tant que canaux de référence.

Des calculs théoriques montrent qu’une augmentation de masse a la surface du biocapteur
résulte en un pur décalage de phase proportionnel a la charge massique, alors qu’'une modification
de viscosité conduit a un décalage de phase combiné a un changement d’amplitude.

Ces dépendances, prouvées expérimentalement, sont utilisées pour I'évaluation des données par
le logiciel sam®5.
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Un mode de mesure a deux fréquences est utilisé pour réduire de maniere significative les
différences de sensibilité entre les différents capteurs individuels. D’un point de vue technique, le
signal mesuré peut étre directement évalué sans capteur de référence. Mais une référence peut étre
appliquée pour soustraire les interactions non désirées basées sur la modification de surface.

2. Composants du systeme sam®5

Le systéme sam®5 est constitué de composants matériels et logiciels. L'élément central de ce
systéeme est |'unité du biocapteur sam®5. Elle assure la connexion de la puce au systeme fluidique et
traite les signaux électriques de la puce. Cette unité incorpore une pompe fournissant un flux continu
de solution tampon ou d’analyte sur la puce. La pompe est connectée a la cellule fluidique dans le
couvercle supérieur de I'unité du sam®5. Un passeur d’échantillon automatisé est intégré dans ce
systeme, ce qui permet I'injection d’analytes dans le flux constant du tampon.

Le systeme sam®5

Lunité (1) du sam®5 est le coeur du systeme
complet sam®5. Elle contient la plupart des
composants du systéme a savoir I'électronique
compléte, la fréquence radio, et [l'unité
d’alimentation et de commande. A c6té du

lecteur de puce, une pompe a seringue (2)
permet un flux continu en liquide sur le
capteur. Trois lumiéres LED indiquent le statut
du systeme (3). Le passeur d’échantillon (4) est
localisé sous le lecteur de puce pour des
injections automatisées.
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Lunité du sam®5

Au sein de l'unité, la puce (5) est reliée de
maniere électrique et fluidique aux lecteurs
électroniques. Les contacts électriques aussi
bien que la cellule fluidique sont intégrés au
sein de la partie supérieure de l'unité (6).

La puce est insérée au sein de son support et placée dans une encoche
particuliére afin de s’assurer du positionnement exact de la puce au sein de
unité. La puce de 19 x 14 mm? contient 5 capteurs individuels (canaux).
L'aire sensible de chaque canal est recouverte d’une couche d’or (7).

A l'aide du passeur d’échantillons automatisé,
les échantillons sont injectés dans la cellule
fluidique. Les injections sont définies par le
programme SequenceMaster, permettant un
fonctionnement sans surveillance. Lordre des
injections est défini par une séquence
déterminée par [l'utilisateur. Un plateau
amovible (8) contient les vials. Aprés la prise
d’un échantillon par l'aiguille (9), celui-ci est
injecté dans le flux continu du tampon par la
valve d’injection (10).
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La pompe a seringue sur le devant de l'unité sam®5 est
nécessaire pour un flux continu du tampon ou pour le transport
d’échantillons a l'intérieur du systeme fluidique. Dans la partie
supérieure, la pompe comporte trois connecteurs :

(11) Celui de droite sert d’entrée pour le tampon.

(12) Celui du dessus est connecté a la valve d’injection du
passeur d’échantillons.

(13) Celui de gauche sert de sortie et est reliée a la bouteille de
récupération des déchets. Ce port est utilisé pour un nettoyage
rapide de la seringue a la suite d’'un échange de solution tampon.
Les interconnexions fluidiques (14) guident le flux a travers le
systeme.

Le porte-bouteilles et les interconnexions fluidiques

Le porte-bouteilles (15) a gauche de la pompe supporte deux
bouteilles de 250 ml. La bouteille a l'avant est destinée au
réservoir de la solution tampon, alors que la bouteille a l'arriere
a la récupération des déchets. Les interconnexions fluidiques
(14) guident le flux a travers le systeme.

La cellule fluidique est localisée dans la partie supérieure de
'unité du capteur, permettant une interface entre le systeme
fluidique et la puce :

(16) La tubulure supérieure de la cellule est liée au passeur
d’échantillons. Tampons et échantillons sont injectés ici.

(17) La tubulure inférieure a la sortie est liée a la bouteille de
récupération des déchets.

Entre l'entrée et la sortie, la cellule fluidique assure un flux
homogene du tampon et des échantillons a la surface de la puce.

(18) Les contacts électriques connectent la puce a I'électronique.

Données issues du manuel d’instruction de SAW Instruments GmbH
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3. Caractéristiques et avantages du sam®5

Utilise les ondes acoustiques de surface pour la détection au lieu de méthodes optiques

comme la SPR.

La mesure bimodale des changements enregistrés liés a I'onde acoustique fournit des

informations structurales supplémentaires.

Haute sensibilité de profondeur de pénétration, ce qui signifie que des mesures peuvent étre

réalisées au-dessus de la surface de la puce (environ 1 um).

Fonctionne avec des cellules, celles-ci peuvent étre déposées a travers le systéme ou

cultivées sur la puce.

La mesure n’est pas affectée par des matrices difficiles usuelles (sels, glycérols, sérum,

fermentations bactériennes). Aucun recalibrage n’est nécessaire pour les changements de tampon.

Haute sensibilité, au moins aussi bonne que les systemes SPR. Laire de surface de ces

biocapteurs est également plus importante que les systemes conventionnels.

Facile d’utilisation.

Petit et compact, ne prend que trés peu d’espace.

Economique pour I'achat et l'utilisation.

Spécifications techniques

Nombre de canal par puce

Limite de détection (LOD) (pg/mm?)
Temps de résolution (s)

Gamme de Température

Stabilité de Température

Surface active de la puce

Débit (pl/min)

Volume de la cellule fluidique par canal (ul)
Dimensions (mm)

Poids (kg)

Alimentation

Passeur d’échantillons

5

0.8

5 points par seconde
5-40°C

0.05 °C

Or

12.5-300

<4

L:1901:300 h:345
4.5

100-240V AC, 120W Max, 50-60Hz
Intégré

Données issues de SAW Instruments GmbH : Sam®5 data sheet — New generation of label-free

biosensors : facilitating measurement of cells, proteins in membranes and vesicles.
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Annexe B : Résultats Expérimentaux issus des Etudes de SAW

1. Détermination Kp SMMP-1/§3-CD supportées

Les différents résultats obtenus pour la détermination de la constante d’affinité Ky du SMMP-1 pour
les B-CD supportées sont reportés ci-apreés.

Channel 2 Exp 2 Channel2 Exp 3
e —— SMMP1 (25000 o) Z —— SMMP1 (25000 i) ; —— SMMP1 (25000 M)
=+ SMMP1 (50000 nM) s SMMP1 (50000 nM) s SMMP1 (50000 nM)
SMMP1 (100000 nM) SMMP1 (100000 nM) ~=— SMMP1 (100000 nM)
—— SMMP1 (200000 nM) —— SMMP1 (200000 nM) ” —— SMMP1 (200000 k)
24 SMIMP1 (500000 niv) 2 SWIMP1 (500000 ) 2q SMIMP1 (500000 )
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Channel 3 Exp2 Channel 3 Exp 3
. —— SMMP (25000 ) —— SMMP1 (25000 M) —— SMMP1 (25000 M)
34 = SMMP1 (50000 nM) 3 = SMMP1 (50000 nM) s SMMP1 (50000 nM)
SMMP1 (100000 nM) === SMMP1 (100000 nM) 34 === SMMP1 (100000 nM)
—+— SMMP1 (200000 nM) = SMMP1 (200000 "M) = SMMP1 (200000 nM)
SMIP1 (500000 i) SMIMP1 (300000 ni) SMIMP1 (500000 M)
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—— SMMP1 (50000 ) —— SMNP1 (50000 nM) al —— SMMP1 (50000 i)
. SNMP1 (100000 ) —— SMNP1 (100000 ni) —— SMMP1 (100000 ni)
3 —+— SMMP1 (200000 nM) 3 w—t— SMMP1 (200000 nM) w—— SMMP1 (200000 nM)
SMMP1 (500000 nM) SMMP1 (500000 nM) SMMP1 (500000 nM)
2]
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= SMMP1 (50000 nM) 3 ——— SMMP1 (50000 nM) w——— SMMP1 (50000 nM)
3. SMMP1 (100000 nM) == SMMP1 (100000 nM) we SMMP1 (100000 nM)
== SMMP1 (200000 nM) =t SMMP1 (200000 M) 3 =t SMMP1 (200000 nM)
SMMP1 (300000 i) SMIMP1 (300000 ni) SMIMP1 (500000 i)
24 2 &
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Figure 120 : Sensorgrammes du SMMP-1 apres traitement (soustraction du canal 1 et modele de fixation 1:1)
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Expérience 1

Canal 2 Canal 3 Canal 4 Canal 5
C (M) [ Kobs (™) | Peq () | C(uM) [ Kobs (™) | Peq(®) | C(uM) [ Kobs (™) | Peq () | C(uM) [ Kobs (s7) | Peq (%)
25 0,00196 | 0,40164 25 0,00306 | 0,5728 25 0,00246 | 0,73722 25 0,00298 | 0,41558
50 0,01796 | 0,36267 50 0,0243710,42337 50 0,02633 | 0,50999 50 0,02174 ] 0,43009
100 0,03303 | 0,54923 100 0,03769 | 0,6991 100 0,0387110,87163 100 0,03535 | 0,66794
200 0,04179 1 0,84252 200 0,04343 | 1,08052 200 0,04414 ] 1,35368 200 0,04243 ] 1,02799
500 0,04854 | 1,21114 500 0,04982 | 1,6944 500 0,04535 | 2,38374 500 0,04383 | 1,64995

Expérience 2

Canal 2 Canal 3 Canal 4 Canal 5
C (M) | kops (™) [ Peg () [ € (MM) [ Kops (™) | Peq (°) | € (M) | Kobs (57) | Peq (%) | € (M) | Kobs (s7) | Peq ()
25 0,00163 | 0,3817 25 0,00109 | 0,92634 25 0,0023710,61166 25 0,0016 | 0,30766
50 |[0,029170,34572| 50 [0,03175(0,43144| 50 |[0,03624(0,48204| 50 |0,03259 |0,40502
100 0,03789 | 0,72269 100 0,0409 | 0,85826 100 0,04024 | 1,04196 100 0,03732 1 0,84407
200 |0,04549 [ 1,03101| 200 | 0,0468 [1,24371| 200 |0,04472(1,58399 | 200 |0,04301|1,23174
500 0,05102 | 1,30588 500 0,05006 | 1,79676 500 0,04587 | 2,54826 500 0,04459 | 1,75957

Expérience 3

Canal 2 Canal 3 Canal 4 Canal 5
C (M) | kops (™) [ Peg () [ € (MM [ Kobs (™) | Pegq (?) | € (M) | Kobs (57) | Peq (%) | € (M) | Kops (s7) | Peq (°)
25 0,0037210,53136 25 0,01744 | 0,32347 25 0,01432 1 0,36261 25 0,01229 | 0,3507
50 |0,027880,40153 | 50 [0,03606 |0,48782| 50 [0,03354(0,57094| 50 |0,03016 |0,48489
100 0,0384 | 0,71721 100 0,03646 | 0,94956 100 0,03975 | 1,06438 100 0,03907 | 0,85197
200 |0,04869 [ 1,10254 | 200 [0,05073[1,39781| 200 |0,04751(1,72621| 200 |0,04813|1,33364
500 |0,04985 [1,37321| 500 |[0,04857 [2,03495| 500 | 0,0436 [2,90625| 500 |0,042711,94536

Tableau 16 : Données expérimentales issues des traitements des courbes du SMMP-1 (soustraction du canal 1 et modéle
de fixation 1:1)
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Expérience 1 Canal 2 Canal 3 Canal 4 Canal 5
Onesite-- | p__ (9 1,529 2,299 3,721 2,371
Specific
binding Best- | K, (uM) 148,9 198,1 300,2 233,5
fit values
Prax (°) 0,2547 0,5416 1,148 0,3825
Std. Error
Ko (uM) 60,01 103,5 180,9 79,45
95% Proax (°) 0,7189t0 2,340 | 0,5757 to 4,022 | 0,06675 to 7,375 | 1,154 to 3,588
Confidence
Intervals Kp (LM) -42,03 to 339,8 -131,2 to 527,5 -275,3t0 875,6 |-19,33t0486,3
Degrees of Freedom 3 3 3 3
Goodness of | Rsquare 0,9206 0,8902 0,8969 0,9606
Fit Absolute Sum of Squares 0,04001 0,114 0,2288 0,04217
Std. deviation of residuals 0,1155 0,1949 0,2762 0,1186
Number of points Analyzed 5 5 5 5
Expérience 2 Canal 2 Canal 3 Canal 4 Canal 5
One site -- P (°) 1,662 2,076 3,936 2,506
Specific
binding Best- | K, (uM) 131,7 111,4 279,8 209,5
fit values
Prmax (°) 0,1914 0,6386 0,7064 0,1597
Std. Error
Ko (M) 38,10 90,63 100,2 29,11
95% Poax (°) 1,053t02,271 | 0,04369t0 4,108 | 1,688t0 6,183 | 1,997 to 3,014
Confidence
intervals | Ko (M) 10,45 to 252,9 0,0 to 399,8 0,0t0598,5 | 116,8t0302,1
Degrees of Freedom 3 3 3 3
Goodness of | R square 0,9607 0,6350 0,9646 0,9938
Fit Absolute Sum of Squares 0,02700 0,3759 0,1004 0,008982
Std. deviation of residuals 0,09487 0,3540 0,1830 0,05472
Number of points Analyzed 5 5 5 5
Expérience 3 Canal 2 Canal 3 Canal 4 Canal 5
Onesite-- | p () 1,667 2,934 5,167 2,816
Specific
binding Best- | K, (uM) 111,3 219,8 391,0 224,1
fit values
Pmax (°) 0,2762 0,1211 0,1955 0,1363
Std. Error
Kp (LM) 48,77 19,50 26,63 23,17
95% Poax (%) 0,7882t02,546 | 2,548t03,319 | 4,545t05,789 | 2,3821t03,249
Confidence
intervals | Ko (M) 0,0 to 266,5 157,7t0281,8 | 3063t04758 | 150,4to0297,8
Degrees of Freedom 3 3 3 3
Goodness of | R square 0,8925 0,9976 0,9991 0,9966
Fit Absolute Sum of Squares 0,07040 0,004736 0,003625 0,005782
Std. deviation of residuals 0,1532 0,03973 0,03476 0,04390
Number of points Analyzed 5 5 5 5

Tableau 17 : Résultats obtenus a partir du modele des isothermes de Langmuir du SMMP-1 (calculs issus de GraphPad

Prism® 5.3)
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e Degree of Freedom (df): number of data points minus the number of parameters fit

e R square: R? is computed from the sum of the squares of the distances of the points from the best-fit curve determined
by nonlinear regression. This sum-of-squares value is called SS,c,, which is in the units of the Y-axis squared. To turn R?
into a fraction, the results are normalized to the sum of the square of the distances of the points from a horizontal line
through the mean of all Y values. This value is called SS,,.

S$Sreg

R*=1.0-
SStot

e Sum of Squares (SS): sum of the squares of the vertical distances of the points from the curve. It is expressed in the
units used for the Y values, squared.

o Standard Deviation of residuals (s,,): standard deviation of the vertical distances of the points from the line. It value is
expressed in the same units as Y.
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Figure 121 : Graphiques représentant les courbes expérimentales issues du modele des isothermes de Langmuir du
SMMP-1
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2. Détermination Kp CBO-P11 immobilisé /Bevacizumab

Les différents résultats obtenus pour la détermination de la constante d’affinité K, du
bevacizumab pour le CBO-P11 sont reportés ci-apres.

T
(
i

Time 5]

Figure 122 : Sensorgrammes du bevacizumab apres traitement (soustraction du canal de référence et modele 1:1)

Exp 1 Exp 2 Exp 3
C(mg/l) | kovs(s™) | Peg(®) | CME/N | Kobs(s™) | Peq(?) | Cmg/l) | kows (s") | Peq ()
25 0,01759 | 0,27322 25 0,0067 0,58541 25 0,04752 | 0,20868
50 0,01658 | 0,34491 50 0,04136 | 0,22667 50 0,03394 | 0,28354
100 0,00678 | 1,01789 100 0,021 0,66937 100 0,0198 0,54932
250 0,01711 | 1,67177 250 0,01899 | 1,99172 250 0,02288 | 1,68329
500 0,01633 | 2,87889 500 0,01806 | 2,67252 500 0,0244 2,09462

Tableau 18 : Données expérimentales issues des traitements des courbes du bevacizumab

Exp 1 Exp 2 Exp 3
One site -- Specific | Pmax (°) 7,052 5,963 4,416
binding Best-fit values | k_ (uM) 738,2 588,7 514,0
Prax (°) 1,935 2,990 1,555
Std. Error
Ko (M) 304,2 473,7 303,0
95% Confidence Prmax (°) 0,8950 t0 13,21 | 0,0t0 15,48 | 0,0t0 9,364
Intervals Ko (M) 0,0 to 1706 0,0t02096 | 0,0to 1478
Degrees of Freedom 3 3 3
R square 0,9878 0,9400 0,9653
Goodness of Fit
Absolute Sum of Squares 0,05703 0,2638 0,1042
Std. deviation of residuals 0,1379 0,2966 0,1863
Number of points Analyzed 5 5 5

Tableau 19 : Résultats obtenus a partir du modele des isothermes de Langmuir du bevacizumab (calculs issus de
GraphPad Prism® 5.3)

Exp 1 Exp 2 Exp 3

200 400 600

Concentration (pM)

400 600

200
Concentration (pM)

0 2I|][I dEII]
Concentration (uM)

Figure 123 : Graphiques représentant les courbes expérimentales issues du modéle des isothermes de Langmuir du
bevacizumab
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3. Détermination Kp analytes/3-CD immobilisées

Les différents résultats obtenus pour la détermination des constantes d’affinité Ky des analytes

pour les B-CD supportées sont reportés ci-apres. Seuls les résultats dont les K sont supérieures a 0 et
les coefficients de régression linéaire R sont supérieurs a 0.99 sont représentés ici.

Phase (deg)

Phase (deg]

Phase [deg]

Phase deg]

Figure 124 : Sensorgrammes de I'analyte 1 aprés traitement (soustraction du canal de référence et modeéle 1:1)
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Figure 125 : Sensorgrammes de 'analyte 2 aprés traitement (soustraction du canal de référence et modele 1:1)
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Figure 126 : Sensorgrammes de I'analyte 3 aprés traitement (soustraction du canal de référence et modele 1:1)
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Figure 127 : Graphiques représentant les modéles cinétiques de Langmuir pour I'analyte 1

226



Annexes

0

T T T T T
100000200000300000400000500000
Concentration [nM]

0

T T T T T
100000200000300000400000500000
Concentration [nM]

Canal 3 Exp 2 Canal 4 Exp 3 KD-Determination via kobs ChS  Canal § Exp 1
analtxe e anala e 071 757315 o aazsra o P
kon = 0.000001 +0.000000 g%ﬁ‘ﬂ;qﬂuuﬂgﬁg&ﬁ
006_ o mﬁ:ﬂﬁl +0.001049 R = 0.097965 N
chi2 = 0.000018 0.06 ] «chi2 = 0.000013
0,08
0,054
0,05
0,064 0,04
— — — 0,044
g 2 o
= = =
w0 24 0
B o 0034 o
2 o004 ] 2 0034
.
= KobsCh3 0,02+ y = KobsChd 0024 = KobsChs
0,024
0,014 0,01
u -
0,00 T T 0,00 T T 0,00 T T
0 50000 100000 0 50000 100000 0 50000 100000
Concentration [nM] Concentration [nM] Concentration [nM]
KD-Dete i kobs ChS:
et R
0.000001 +0.000000 kon = 0.000001 £0.000000
000001 +0 000000 . kit = 0000074 £0.001163
193315 0.06 4 R = 0906385
0084 ohi2 = 0.000078 & chi2 = 0.000022
0,054
0,06
0,044
@ w
= =
& 8
S 0,04 g 003
x X
"
.
= KobsCh3 0,024 = KobsGh5
0,024
0,01
L]
.
0,00 T T 0,00 T T
0 50000 100000 0 50000 100000
Concentration [nM] Concentration [nM]
Figure 128 : Graphiques représentant les modéles cinétiques de Langmuir pour I'analyte 2
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Figure 129 : Graphiques représentant les modeéles cinétiques de Langmuir pour I'analyte 3
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4. Détermination Kp analytes-CBO-P11/3-CD immobilisées

Les différents résultats obtenus pour la détermination des constantes d’affinité Ky des analytes-
CBO-P11 pour les B-CD supportées sont reportés ci-apres. Comme précédemment, seuls les résultats
dont les Ky sont supérieures a 0 et les coefficients de régression linéaire R sont supérieurs a 0.99 sont

représentés ici.
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Figure 130 : Sensorgramme de 'analyte 1-CBO-P11 apreés traitement
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Figure 131 : Sensorgrammes de I'analyte 2-CBO-P11 apreés traitement
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Figure 132 : Sensorgrammes de I'analyte 3-CBO-P11 apres traitement
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Figure 133 : Graphique représentant les modeéles cinétiques de Langmuir pour I'analyte 1-CBO-P11
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Figure 134 : Graphiques représentant les modeéles cinétiques de Langmuir pour I'analyte 2-CBO-P11
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Figure 135 : Graphiques représentant les modeéles cinétiques de Langmuir pour I'analyte 3-CBO-P11
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