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INTRODUCTION GENERALE

Les interactions entre protéines et glycosaminoglycanes (GAGS) interviennent dans
de nombreux processus physiologiques, tels que la signalisation et la reconnaissance
cellulaire, mais également dans des processus pathologiques tels que les infections virales
ou bactériennes ainsi que dans certains processus cancéreux. Dans I'optique d’enrichir les
connaissances fondamentales sur les rdles biologiques des GAGs, il reste primordial de
comprendre les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de ces interactions. Cette
compréhension permettra sans doute de déboucher sur des applications thérapeutiques ou

sur I'élaboration de biomatériaux.

Dans de tres nombreux cas, les GAGs ont la capacité de promouvoir ou de renforcer
'oligomérisation de protéines présentées a leurs récepteurs, mais des interrogations
subsistent quant aux stcechiométries « bioactives » des oligomeres formés et aux séquences
des GAGs impliqués. C’est pourquoi, de nombreuses recherches sont menées afin
d’identifier ces séquences liant les protéines, mais également celles des oligosaccharides
impliquées dans ces interactions. En ce qui concerne la séquence des oligosaccharides, leur
détermination reste complexe. En effet, les GAGs sont par nature tres hétérogenes, ce qui
implique une multitude de séquences et donc de sites potentiels d’'interaction. lls présentent
également une polydispersité plus ou moins importante, rendant les analyses plus
complexes. Récemment, de nouveaux procédés ont été mis au point pour la synthése de
GAGs de type héparine avec une maitrise parfaite de la structure permettant d’envisager des

études plus informatives, cependant avec des limitations de taille.

Notre objectif est donc de trouver et d’exploiter des outils d’analyse dans le domaine
de la glycobiologie afin de déterminer les séquences des GAGs impliquées et les structures
quaternaires des complexes protéine/GAG formés. Contrairement aux anciens travaux
menés au laboratoire en présence d'oligosaccharides issus de dépolymérisation
enzymatique, nous avons eu recourt a des oligosaccharides sulfatés de synthese. Nous
avons développé une méthode basée sur le couplage de I'électrophorése capillaire a la
spectrométrie de masse (CE-MS). L’électrophorése capillaire est une méthode séparative
rapide et résolutive permettant d’analyser des échantillons de pureté moyenne.
L'électrophorese capillaire d’'affinité (ACE) permet également de déterminer les paramétres
thermodynamiques de [linteraction, comme la constante de dissociation (Kd). La
spectrométrie de masse est une puissante méthode d'analyse structurale permettant
d'analyser par exemple les interactions non covalentes entre biomolécules et donc de

déterminer la stcechiométrie de ces complexes formés ainsi que la séquence des GAGs. Le
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développement de cette approche et son application aux oligosaccharides de synthése nous
ont permis d’établir une relation structure-activité de liaison pour deux protéines appartenant
a la famille des cytokines. De méme, nous avons développé une stratégie de « ligand
fishing », a savoir identifier les ligands d’'une protéine a partir d'un mélange hétérogéene

d’'oligosaccharides.

Ce manuscrit se compose d'un premier chapitre de synthése bibliographique, suivi
d'un chapitre sur I'optimisation de la technique utilisée et de trois chapitres détaillant les

résultats expérimentaux obtenus au cours de cette thése.

Le premier chapitre est une synthese bibliographique décrivant les interactions entre
les protéines et les glycosaminoglycanes. Ce chapitre est divisé en deux parties. La
premiéere est dédiée aux roles physiologiques et pathologiques des GAGs. La seconde décrit
les effets des GAGs sur la fonctionnalité des protéines, avec un regard particulier sur la

famille des chimiokines appartenant aux cytokines.

Le deuxieme chapitre regroupe les différentes méthodes expérimentales utilisées
pour étudier les interactions protéines/oligosaccharides. Il détaille plus particulierement
I'électrophorése capillaire et la spectrométrie de masse, ainsi que I'optimisation du couplage
de ces deux techniques réalisée au cours de cette thése pour étudier les interactions
cytokines/GAGs.

Le troisieme chapitre concerne I'étude de linteraction de la chimiokine SDF-1a avec
des oligosaccharides sulfatés de synthéese de type héparine. L’ACE nous a permis d’apporter
des données thermodynamiques (Kd) sur l'interaction SDF-1a/GAGs de synthése et I'ACE-
MS nous a renseigné sur la stcechiométrie des complexes formés. Tous ces résultats nous

ont permis de proposer une relation structure-activité de liaison.

Le quatriéeme chapitre concerne linteraction de la chimiokine MCP-1 avec des
oligosaccharides sulfatés de synthése de type héparine. Construits sur le modéle du
troisieme chapitre, les résultats ont également permis d'apporter une relation structure-
activité de liaison pour l'interaction MCP-1/GAGs de synthése. Une comparaison avec SDF-

la a également été faite.

Le cinquiéme chapitre concerne I'étude de I'homodimere de linterféron gamma
(IFNy) par CE-MS et ACE-MS. Cette partie apporte pour la premiere fois des données en

spectrométrie de masse sur la détection de 'homodimére naturel de I'lFNy.
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CHAPITRE 1 : INTERACTION
PROTEINES / POLYSACCHARIDES
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LA Rodles physiologiques et pathologiques des GAGs

I.A.1 Définition et structure des GAGs

Les glucides peuvent exister en tant que sucres simples ou complexes connus sous
le nom de glycanes. Les glucides sont des constituants essentiels des étres vivants. lls sont
principalement connus pour leur réle de stockage (ex : glycogene et amidon) et la production
d’énergie cellulaire (ex : glycolyse et cycle de Krebs). Or, les glycanes servent aussi de
médiateurs a une grande variété d'événements dans les interactions cellule-cellule et cellule-
matrice, qui sont cruciaux pour le développement des organismes multicellulaires

complexes.

Notre étude bibliographique se focalise plus particulierement sur les propriétés

structurales de certains glycanes linéaires appelés glycosaminoglycanes (GAGS).

I.A.1.1 Localisation des glycosaminoglycanes

Dans la nature, toutes les chaines de GAG a l'exception de 'acide hyaluronique (HA)
sont liees de facon covalente a une protéine (core protéique) pour donner un protéoglycane
(PG) (Figure 1). A la surface des cellules, I'enveloppe créée par les protéoglycanes porteurs
de différents GAGs est appelée le glycocalyx. La liaison du GAG au core protéique se fait
par l'intermédiaire de deux résidus galactoses (Gal) et d'un résidu xylose (Xyl) liés & un
résidu sérine. Ces résidus saccharidiques sont liés a la protéine par une liaison O-
glycosidique sur la fonction hydroxyle d'une sérine (GAG-Gal-Gal-Xyl-O-CH,0-CH,-
protéine). Des séquences saccharidiques différentes peuvent étre attachées a plusieurs
résidus sérine de la partie protéique. Pratiquement toutes les cellules de mammiféres
produisent des PGs et peuvent les sécréter dans la matrice extracellulaire, les insérer dans
la membrane plasmique, ou les stocker dans des granules de sécrétion. Les PGs sont
généralement classés en quatre grandes familles : les PGs intracellulaires, membranaires,
extracellulaires et circulants. Le Tableau 1 classifie de maniére non exhaustive les PGs

humains.
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& Acide iduronique [ | N-acétylgalactosamine

Figure 1 : Structure des protéoglycanes.

HS, le dermatane sulfate et la chondroitine sulfate sont liés a une protéine via un résidu sérine. On peut noter que

I'acide hyaluronique n’est associé a aucun core protéique. La schématisation des saccharides est celle définie

par Ceroni et al. [1].

n Membrane cellulaire

B N-acétylglucosamine 4 Glucosamine

PG Type de GAG
Syndécannes Principalement HS et CS
. Glypicannes Principalement HS
PGs membranaires . o
Bétaglycanes Principalement HS
Isoformes de CD44 HS ou CS
Collagénes XVIII et XV
Agrine
Bamacane
Versicane Principalement CS
Aggrécane CSetKS
PGs de la matrice Neurocane CS
extracellulaire Brévicane CSs
Perlécane Principalement HS
Decorine DS
Biglycane DS ou CS
Lumicane KS
Fibromoduline KS
PGs intracellulaires Serglycine HS ou CS
Bikunine CS
PGs circulants PG100 ou MCSF1 Unique chaine de CS
ApoO CS
Endocane Unique chaine de DS

Tableau 1 : Classification des protéoglycanes humai
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Il existe deux principaux types de PGs portant des GAGs [2] : les syndécannes et les
glypicannes. La partie protéique de chaque famille est différente : les syndécannes sont
composés d'une protéine membranaire intégrale alors que les glypicannes ont une partie
protéique avec un groupement glycosylphosphatidylinositol permettant I'ancrage a la
membrane. Les protéoglycanes sont connus pour avoir une affinité avec une variété de
ligands, y compris les facteurs de croissance, des molécules d'adhésion cellulaire, des

composants de la matrice, des enzymes et des inhibiteurs d‘enzyme [3].

I.A.1.2 Les glycosaminoglycanes

Les glycosaminoglycanes sont des hydrates de carbone modifiés qui interagissent
avec un large éventail de protéines impliquées dans les processus physiologiques et
pathologiques [4, 5]. Les glycosaminoglycanes sont parfois appelés mucopolysaccharides en
raison de leur viscosité (propriétés lubrifiantes), que I'on trouve dans les sécrétions des
muqueuses. Ces molécules sont présentes sur toutes les surfaces de cellules animales dans
la matrice extracellulaire (ECM), et certaines sont connues pour lier et réguler un certain
nombre de protéines, y compris les cytokines, chimiokines, facteurs de croissance,

morphogénes, enzymes et molécules d'adhérence [4].

LA.1.2.1 Classification

Les glycosaminoglycanes (GAGs) sont des polysaccharides linéaires chargés
négativement, le plus souvent sulfatés et qui ont une masse moléculaire d'environ 10-100
kDa. Il existe deux principaux types de GAGs : les GAGs non sulfatés incluant uniguement
l'acide hyaluronique (HA), et les GAGs sulfatés comprenant la chondroitine sulfate (CS), le
dermatane sulfate (DS), le kératane sulfate (KS), I'héparine (HP) et I'héparane sulfate (HS).
Les chaines des glycosaminoglycanes sont composées d’'unités disaccharidiques répétitives
(Figure 2). Les unités de répétition sont composeées d'acide uronique (acide D-glucuronique
ou acide L-iduronique) et de sucres aminés (D-galactosamine ou D-glucosamine). La
structure des GAGs differe selon le type d'unités qu'ils contiennent, ainsi que par la
géomeétrie de la liaison glycosidique a ou 3 entre ces unités. Les CS et DS, qui contiennent
une unité galactosamine, sont appelés galactosaminoglycanes, alors que HP et HS, qui

contiennent une unité glucosamine, sont appelés glucosaminoglycanes.
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Figure 2 : Unités disaccharidiques des GAGs.

Propriétés HS HP
2-deoxy-2-
sulfamido-a-D- 40 — 60 % > 85 %
glucopyranosyl
(GIcNS)
Acide a-L- o 0
iduronique (idoA) 30-50% > 0%
Masse moléculaire 10 — 70 kDa 10 — 12 kDa
HoOC OH o 05‘(3)5
Disaccharide Hﬁ)mo}fm Iplm_o};)%
majoritaire oH ACHN (5~ HOOC 0305 -oshn ¢y~
D-GIcA-B(1>4)-D-GIcNAc-a(1>4) | L-idoA2S-a(1->4)-D-GIcNS6S-a(1->4)
Disaccharide HOOC Ox ox
minoritaire variable — 0 0 — 0 o
oraie var S g AT
(X=HouSO0s, Y OX - HOOC OX N
= Ac, SO; ou H) YHN -~ 0

Tableau 2 : Les différences entre HP et HS.
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Le sucre aminé peut étre sulfaté sur les carbones 3, 6 et/ou sur l'azote (non-acétylé),
cependant la sulfatation du squelette des GAGs peut I'étre en différentes positions. A pH
physiologique, les acides carboxyliques et les groupements sulfate sont déprotonés, donnant

aux GAGs de tres fortes densités de charges négatives (HP ayant la plus haute) [6].

LA.1.2.2 Nomenclature et structure de HP et HS

Le nom des monosaccharides présents dans les GAGs est souvent abrégé. Les plus
courantes sont les abréviations de trois lettres pour les monosaccharides simples (e.g. Gal
pour le galactose, Glc pour le glucose, Xyl pour le xylose, et Man pour le mannose). La
plupart des monosaccharides sont dans une configuration D, & l'exception de l‘acide
iduronique (IdoA). Tous les monosaccharides sont supposés étre sous la forme pyranose
(cycle a six carbones). Ces monosaccharides sont en outre classés en fonction de la position
et de la nature des substituants. Pour le groupement sulfate, si celui-ci est lié au carbone C2
de l'acide iduronique, il est dénommé IdoA2S. De méme, la sulfatation des positions 2 et 6
de la N-acétylglucosamine peut étre écrite comme GICNS6ES. La liaison glycosidique entre
les monosaccharides est de configuration a ou B, impliquant I'hydroxyle anomérique d'un
monosaccharide et un groupement hydroxyle disponible dans un second monosaccharide.
Par exemple, a (1 — 4) se réfere a la liaison a dans un disaccharide entre le carbone
anomérigue du premier monosaccharide et I'hydroxyle en position 4 de [lautre

monosaccharide.

Actuellement, les GAGs qui possedent le plus grand intérét thérapeutique sont HP et
HS, c’est pourquoi seules leurs nomenclature et structures seront présentées dans ce
manuscrit. HP est connue pour étre tres conservée avec des structures similaires dans un
large éventail d'organismes vertébrés et invertébrés [7], comme la dinde [8], la baleine [9], le
chameau [10], la souris [11], I'homme [12], le homard [13], la crevette [14], la moule [15], les
espéces marines de palourdes [16] et le crabe [17]. La différence entre I'HS et I'HP est
guantitative et non qualitative [18]. HS contient un niveau plus élevé de glucosamine acétylé
et est moins sulfaté que HP [18]. HP est synthétisée et stockée exclusivement dans les
mastocytes, tandis que HS est exprimé a la surface des cellules et dans la matrice
extracellulaire dans le cadre d'un PG [19]. Le Tableau 2 regroupe les différences entre HP et
HS. Au vu de ces ressemblances, HP constitue un bon modeéle pour les études in vitro,
notamment sur les interactions entre protéines et HP/HS. HP est plus disponible que HS, via

son extraction de chez I'animal (porc).
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HP se compose d'unités disaccharidiques répétitives liees 1 — 4 de I'acide pyranosyl-
uronique et du 2-amino-2-deoxyglucopyranose (glucosamine). Les résidus d'acides
uroniques sont généralement constitués de 90% d'acide L-idopyranosyluronique (acide L-
iduronique) et de 10% d’acide glucopyranosyluronique (acide D-glucuronique). Le
groupement amino du résidu glucosamine peut étre substitué par un groupement acétyle ou
sulfate, ou rester non substitué. Les positions 3 et 6 des résidus glucosamine peuvent étre
substituées a un groupement O-sulfate ou rester non substituées. L'acide uronique peut étre
soit un acide L-iduronique ou un acide D-glucuronique, et peut également contenir un
groupement 2-O-sulfate. HS est structuralement lié a HP, mais est beaucoup moins
substitué par des groupements sulfate que HP. Comme HP, I'HS est un copolymére linéaire
constitué d'unités répétitives acide uronique-(1 — 4)-glucosamine. L'acide D-glucuronique
prédomine dans I'HS, mais il peut également contenir des quantités importantes d'acide L-
iduronique. HS contient en général un groupement sulfate par disaccharide, mais la
sulfatation a tendance a varier [19]. A la surface de la cellule, les groupements O-sulfate et

N-sulfate sont déprotonés dans I'HS et attirent les espéces chargées positivement.

Les chaines HS contiennent souvent des domaines ayant une faible sulfatation par
rapport a HP. Les régions non-sulfatées qui ont une séquence GIcA-GIcNAc (glucosamine
acétylé) sont les plus communes dans la chaine HS. Les régions sulfatées (appelés
domaines S) sont généralement composées de 5 a 10 disaccharides [20]. Il existe aussi des
proportions relativement mineures de séquences mixtes, qui contiennent a la fois GICNSO;
et GIcNAc (appelé domaine NA). Une proportion importante de la chaine HS peut consister

en une alternance de résidus GIlcA-GIcNAc sans sulfatation.

HP et HS peuvent étre distingués par leur sensibilité a I'égard des enzymes
microbiennes dégradant les GAGs. Trois lyases recombinantes, les héparines lyases I, Il et
lll, isolées de Flavobacterium heparinum, sont capables de cliver les chaines HP et HS [21-
23]. Ces trois enzymes partagent trés peu d'homologie au niveau ADN, protéique ou
structural, ce qui leur confere une spécificité remarquable envers leurs substrats. HP lyase |
est impliquée dans la dégradation de HP en coupant les liaisons 1 — 4 entre les
hexosamines et I'acide iduronique O-sulfatés. HP lyase Ill manifeste une forte spécificité
pour HS en coupant les liaisons 1 — 4 entre les hexosamines et les résidus d'acide
glucuronique. HP lyase Il agit sur HP ainsi que sur HS a travers deux sites actifs, a savoir les
liaisons 1 — 4 entre les hexosamines et les résidus d'acide uronique (résidus d'acide

iduronique et d'acide glucuronique).

Les protéoglycanes HS (HSPGs) sont la principale composante de la matrice

extracellulaire chez les mammiferes [24]. L'hétérogénéité structurale de HS par rapport a la
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taille de la chaine polysaccharidique, le rapport IdoA/GIcA, et le nombre et la répartition des
groupements sulfate le long du squelette carboné, sont le résultat de variations dans la
biosynthese des HSPGs. La structure fine des chaines dépend de I'expression et de I'action
de plusieurs enzymes de biosynthése, comme les glycosyltransférases, les sulfotransférases
et une épimérase, alignées dans la lumiére de l'appareil de Golgi. Les réactions catalysées
par ces enzymes donnent des chaines individuelles dont les séquences sont souvent
différentes [25].

I.A.2 Fonctions biologiques des GAGs

I.A.2.1 Fonctions physiologiques

L'héparine est un GAG de sécrétion ayant une action d'inhibition de la coagulation.
Elle est sécrétée par les mastocytes dans lesquels elle est stockée sous forme de granules
[12]. L’héparine se retrouve a peu prés dans tous les tissus mais elle est surtout abondante

dans le foie, les poumons et les muscles.

HS intervient dans de nombreux processus tels que I'adhésion cellulaire, la régulation

et la croissance cellulaire [26, 27].

Les autres GAGs présentent également d’importantes fonctions biologiques. Le plus
simple des glycosaminoglycanes non sulfaté, I'acide hyaluronique, a d’importants réles
fonctionnels [6], dans la signalisation au cours de la morphogenése embryonnaire [28], dans
les maladies pulmonaires et vasculaires [29] et dans la cicatrisation des plaies [30]. L'acide
hyaluronique intervient aussi dans la lubrification des articulations synoviales et dans le

mouvement des articulations [31].

La fonction principale des chondroitines sulfates est de protéger le cartilage des
articulations contre les réactions enzymatiques et contre les dommages dus aux radicaux
libres. De part leur hydrophilie, ils maintiennent la pression osmotique au niveau des
articulations et hydratent le cartilage. lls sont également connus pour jouer un réle important

dans la division cellulaire et le développement des neurones [32].
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Figure 3 : Les fonctions des GAGs (liste non exhaus  tive).

lls permettent en particulier la création de gradient de chimiokines en localisant et concentrant celles-ci, ils jouent
un réle dans la protection des protéines contre la protéolyse. Leur biodisponibilité permet également de stocker et
relarguer certains facteurs. Les GAGs sont également connus comme étant des récepteurs d’attachement,
notamment pour les pathogenes, et méme des co-récepteurs sans lesquels certains signaux ne pourraient pas
étre transmis. lls permettent I'adhésion cellulaire et 'assemblage de la matrice en interagissant avec des
molécules clés telles que les intégrines. lls sont en interaction avec les protéines, pouvant induire des

changements de conformation comme cela est le cas avec I'AT-III.

36



Le dermatane sulfate joue un rble dans la reconnaissance cellulaire, la cicatrisation
(présent dans le derme, il active croissance cellulaire et réactions immunitaires), certaines
infections parasitaires (les protéoglycanes sont les cibles du virus de la Dengue, de I'Herpeés,
des sporocystes de la Malaria...) et présente également des activités anticoagulantes (il

catalyse l'inhibition de la thrombine) [33].

Le kératane sulfate de type | assure la transparence de la cornée en maintenant un

taux d’hydratation éleve [34].

Les glycosaminoglycanes jouent donc un réle majeur dans la signalisation cellulaire
et le développement, I'angiogenése [35], la croissance axonale [36], la progression tumorale
[37, 38], les métastases [37, 39] et la coagulation [40, 41].

I.LA.2.2 Mécanismes d’action des GAGs

Les glycosaminoglycanes sont importants, en particulier dans les processus
biologigues nécessitant une communication entre les cellules. Ces processus peuvent étre la
prolifération, la migration, la différenciation ainsi que les interactions cellules-cellules ou
cellules-matrice extracellulaire. Parmi les principaux mécanismes des GAGs, peuvent étre
citées : linduction du changement conformationnel de certaines protéines (cas de
lantithrombine Ill), la participation dans les interactions protéine-protéine (cas de
I'antithrombine Il et de la thrombine), la fonction de co-récepteur (e.g. du FGF), ainsi que
celle de récepteur ou plutdt de site d’'ancrage pour divers pathogenes tels que le VIH. Les
GAGs ont également une utilité dans le stockage et le relargage de protéines (e.g. élastase
et cathepsine), ainsi que dans I'adhésion cellulaire et I'assemblage matriciel. Les fonctions
des GAGs dans la localisation et la concentration des chimiokines (e.g. SDF-1a), des
cytokines (e.g. I'IFNy), de facteurs de croissance ou autres médiateurs ainsi que dans la
protection de protéines vis-a-vis d’agents de la protéolyse (e.g. IFNy et SDF-1a) peuvent étre

également citées (Figure 3).

* Les GAGs peuvent induire un changement conformationnel des protéines.

L'interaction la plus caractérisée est celle de HP et de linhibiteur de protéase a
sérine, I'antithrombine 111 (AT-111) [42-44].
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Figure 4 : Changement de conformation de 'AT-Ill ¢ réé par un pentasaccharide synthétique issu de HP.

(a) HP catalyse I'inhibition de la thrombine par I'antithrombine. La figure montre que la fixation d’un
pentasaccharide synthétique spécifique de type HP induit un changement conformationnel de I'AT-III. Ce
changement conformationnel se traduit par I'expulsion d’une région (entourée par un cercle noir sur la
représentation de gauche) de la RCL (Reactive Center Loop représentée en jaune) en dehors de la partie
globulaire de la protéine. L’expulsion de cette région augmente la flexibilité de la RCL (Jaune) et libere une
arginine (représentée en vert dans la boucle). Cette arginine et la flexibilité de la boucle vont permettre d’engager

I'interaction avec la thrombine et son inhibition. (b) Structure du complexe ternaire AT-IlI-thrombine-HP [45].
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Cette interaction induit un changement de conformation de I'AT-Ill (Figure 4a) qui
peut alors exercer son activité d’inhibiteur vis-a-vis de la thrombine et du Facteur Xa, les
deux protéases a sérine impliquées dans la voie de coagulation [46]. Une inhibition de I'une

ou de ces deux protéases ralentit ou annule le processus de coagulation.

» Les GAGs favorisent les interactions protéine-protéine.

L'exemple le plus connu est celui de la formation du complexe ternaire : AT-llI-
thrombine-HP. La fixation de HP a I'AT-lll induit un changement conformationnel de cette
protéine [46] : le centre réactif enfoui au cceur de la protéine est extériorisé. La fixation de
HP est a I'origine de I'accroissement de son potentiel d’inhibition. En effet, cette modification
va lui permettre alors d'interagir avec la thrombine dans la mesure ou le fragment d’'HP
forme également un complexe avec cette derniere. Le modele d'interaction entre les trois

molécules est présenté dans la Figure 4b.

» Les GAGs peuvent servir de récepteur d’internalisation.

Le recyclage des PGs s'effectue par internalisation, transportant les PGs de la
membrane jusqu’aux lysosomes situés dans le cytoplasme. Il n’est pas exclu que, lors de
linternalisation, des protéines liées aux GAGs des PGs soient également co-internalisées.
Ceci est notamment le cas pour les protéines telles que le complexe follistatine/activine, la
vitronectine, la thrombospondine, le FGF-2 ainsi que I'AT-IIl et la lipoprotéine lipase dont la

clairance® plasmatique dépend en grande partie des PGs [2].

» Les GAGs participent a I'organisation de la matrice et a I'adhésion cellulaire.

La localisation des GAGs et leurs caractéristiques physico-chimiques leur permettent
également d'exercer des fonctions dans l'organisation de la matrice et dans I'adhésion
cellulaire. L'interaction entre les chaines d'HS portées par des PGs de la surface cellulaire et
la fibronectine est, par exemple, tres importante dans les adhésions cellules-matrices [47].
Dans les interactions du méme type, les GAGs peuvent interagir avec certains collagenes
pour renforcer I'adhésion cellulaire. La laminine, une protéine de la matrice extracellulaire
essentiellement présente dans les membranes basales, interagit également avec les GAGs
de type HS ou CS [48].

! La clairance est la capacité d'un tissu, organe ou organisme a éliminer d'un fluide (le sang, la
lymphe...) une substance donnée.
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» Les GAGs permettent le stockage et le relargage de protéines.

Dans les mastocytes, lieu de production et de relargage de HP, il a été démontré que
HP était essentielle pour le stockage de protéases telles que MCP-4 ou MCP-5 (Mast Cell
Protease), ou la carboxypeptidase A (MC-CPA) [49, 50]. Dans le méme registre, il a
également été montré que les neutrophiles étaient capables d’agir face aux micro-
organismes sous l'influx d’'un signal potassique dépendant du pH, grace a un relargage de
protéases telles que I'élastase et la cathepsine G qui sont stockées, associées a des GAGs
[51]. Par ailleurs, les facteurs de croissance tels que les FGFs et les VEGF sont stockés,
stabilisés, et protégés grace aux interactions avec des chaines de GAGs dans les

membranes basales.

* Les GAGs localisent, concentrent et permettent les gradients de médiateurs.

Les GAGs sont largement impliqués dans les processus de signalisation cellulaire en
modulant la biodisponibilité de messagers tels que les facteurs de croissance, les cytokines
ou les chimiokines. La plupart des messages transmis par ces protéines sont localisés et
tres souvent temporaires. Des leur sécrétion, les chimiokines sont capturées par les GAGs
ce qui évite leur diffusion et donc permet d’avoir une concentration maximale du médiateur a
'endroit de leur sécrétion. Grace a ces interactions chimiokines/GAGs, les chimiokines
constituent un gradient qui correspond au chimiotactisme. Les cellules circulantes peuvent
alors, par exemple remonter jusqu'a un site dinflammation en suivant le gradient
chimioattractant ainsi formé sur I'endothélium et dans la matrice extracellulaire [2, 52, 53]
(1.B.3.2).

* Les GAGs protegent certaines protéines vis-a-vis de la protéolyse.

Les médiateurs déja cités tels que les chimiokines, cytokines et facteurs de
croissance sont utilisés par I'organisme. Leur élimination se doit d'étre tres efficace lorsque
les besoins n’existent plus. lls sont, d’'une maniére générale, extrémement sensibles a la
protéolyse, et donc le temps de demi-vie de ces molécules est en général trés court [54, 55].
Les HS permettent de protéger de la protéolyse des facteurs tels que FGF-2, qui est sensible
a la plasmine [56] ou le TGFB (Transforming Growth Factor B) [57], I'lL-7 (interleukine-7)
[58], et I'IFNy (interféron gamma) [59, 60]. Dans un autre registre, les HS permettent de
conserver l'intégrité de gp120, une glycoprotéine de I'enveloppe du VIH sensible a I'action de
la PDI (Protein Disulfideisomerase). Cette PDI clive deux des neuf ponts disulfures de gp120

pour permettre la fusion du virus avec la cellule cible. Or, il a été montré que l'interaction de
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gp120 avec les HS ne permettait plus a la PDI d’exercer son activité réductrice, exemple

supplémentaire de la fonction protectrice des GAGs [61].

» Les GAGs jouent le role de récepteurs d’attachement pour les pathogenes.

Y

Outre les fonctions des GAGs essentielles a l'organisme qui les produit, les
caractéristiques des glycosaminoglycanes peuvent également étre détournées par certains
pathogenes, parasites, bactéries ou virus. Parmi les pathogenes se servant des GAGs
comme récepteurs d'ancrage, les parasites tel que Plasmodium falciparum (responsable de
la forme létale de la Malaria), se fixent en particulier sur les CS [62]. Les GAGs peuvent
également servir de site d'attachement pour des bactéries telles que Streptococcus
pyrogenes, Streptococcus mutans, Staphylococcus, Helicobacter pylori [2]. De nombreux
virus présentent également une affinité pour les GAGs qu'ils utilisent pour s’adsorber a la
surface des cellules avant de fusionner avec une cellule cible. Parmi les nombreux virus
connus pour se fixer aux GAGs peuvent étre cités : le VIH (Virus de I'lmmunodéficience
Humaine), le virus Herpés et aussi le virus de la Dengue. Dans le phénoméne d’infection, la
fixation des virus aux cellules est une étape critique. Une fois le point d’ancrage trouvé et
donc l'interaction avec les GAGs ou autres molécules d’ancrage faite, I'infection des cellules
cibles sera plus aisée. Par exemple, il a été montré que les syndécanes a la surface des
macrophages étaient une classe abondante de «récepteurs» du VIH-1 [63]. D’autres
travaux montrent que les syndécanes sont capables de capturer et de protéger le virus sur
des cellules endothéliales. Le virus garde alors toutes ses propriétés infectieuses, dans

l'attente d’étre présenté aux lymphocytes T [64].

I.A.2.3 Pathologies associées

Les pathologies liées aux polysaccharides peuvent étre dues a des
dysfonctionnements de leur catabolisme® ou de leur anabolisme®. D’autres anomalies

peuvent apparaitre lors de l'interaction avec des protéines cibles.

Les pathologies résultant d’anomalies cataboliques des GAGs les plus connues sont
les mucopolysaccharidoses. Ce sont des maladies génétigues dégénératives, a
transmissions récessives, liées a des déficits enzymatiques. Ces enzymes n’assurent plus

leur réle qui est de dégrader les GAGs, elles sont donc responsables de leur accumulation

% Catabolisme = ensemble des réactions de dégradations moléculaires de I'organisme.
% Anabolisme = ensemble des réactions de synthéses moléculaires de I'organisme.
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dans certains tissus. Cette accumulation a pour conséquence l'altération de processus
cellulaires physiologiques. Les symptdmes nombreux et variés peuvent associer des

troubles neurologiques a des dysmorphies physiques [65].

L'ostéoarthrite, ou arthrose, est une pathologie résultant d'un défaut de synthése
d’acide hyaluronique et de chondroitine sulfate dans les articulations. C'est une maladie
chronique dégénérative qui touche les articulations de plus de 900 000 personnes dans le
monde chaque année. La surface du cartilage a I'extrémité des os se fissure et finit par
disparaitre du fait de [laltération des chondrocytes; parallélement la prolifération
d’ostéophytes (excroissances osseuses) géne les mouvements articulaires. L’altération du
cartilage est la conséquence de la perte de viscosité et d’élasticité de la synovie, dont le
composant principal est I'acide hyaluronique. La production locale de cytokines lors de la
réaction inflammatoire détruit progressivement les composants de la synovie et inhibe leur
biosynthése. L'injection dans I'articulation touchée de polysaccharides (acide hyaluronique et
chondroitine sulfate) associée a des anti-inflammatoires est actuellement le traitement le
plus utilisé. De nouvelles approches thérapeutiques, telle que la stimulation de la synthése

de ces polysaccharides, sont toujours a I'étude [66, 67].

Les pathologies les plus récemment décrites impliquent l'interaction de protéines
avec des GAGs. La maladie d’Alzheimer représente actuellement plus de la moitié des cas
de démences et son évolution est croissante. Les principaux symptémes de la maladie sont
lamnésie, la perte des reperes spatio-temporels et des troubles du langage. La cause
physiologique de ces troubles est liée a une détérioration progressive du tissu cérébral par
trois types de lésions: la formation de plagues séniles (accumulation extracellulaire
anormale de la protéine B-amyloide), les dégénérescences neurofibrillaires (accumulation de
la protéine Tau hyperphosphorylée) et la dégénérescence des neurones du cortex cérébral.
En 1988, Snow et al. mettent en évidence la présence de protéoglycanes HS dans ces
Iésions [68]. Il faudra attendre une quinzaine d’années pour comprendre les réles négatifs
joués par ces HS: une protection de la protéine p-Amyloide vis-a-vis sa protéolyse et
l'activation de la phosphorylation de la protéine Tau [69, 70]. La présence de ces

protéoglycanes favoriserait ainsi la formation de lésions.

Enfin, les glycosaminoglycanes sont également connus pour promouvoir la
pathogenése microbienne [71, 72] en interagissant avec plusieurs micro-organismes
pathogenes sur les surfaces des cellules et la matrice extracellulaire. De nombreux micro-
organismes pathogenes comme les bactéries (e.g. Helicobacter pylori Bordetella pertussis,
Mycobacterium tuberculosis et Chlamydia trachomatis), des virus (e.g. herpés simplex) et les

protozoaires (e.g. Plasmodium et Leishmania) expriment des protéines capables de se lier a
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I'HS, DS et CS sur la cellule, et ces interactions semblent provoquer linfection [72]. La
dengue et les virus de la fiévre aphteuse interagissent avec les protéoglycanes d’'HS de la
surface cellulaire et favorisent ainsi la concentration de particules virales a la surface
cellulaire aprés la liaison. HS présent a la surface des cellules interagit avec les
glycoprotéines gB, gC et gD [73, 74], connues pour étre présentes sur I'enveloppe virale et
pour favoriser l'infection [75]. A l'inverse, HP est connue pour exercer son activité anti-VIH-1
en se liant a la glycoprotéine de surface virale, gp120 [76, 77], bloquant ainsi I'entrée du VIH-

1 dans les cellules.

I.A.3 Potentiel thérapeutique et mimétique des GAGs

L’activité biologique des glucides, tels que les GAGs, est médiée par leur liaison a
des protéines. Ces interactions protéine-glucide peuvent étre imitées par la conception de
molécules médicaments ayant une affinité de liaison appropriée et sélective. Toutefois, un
probleme important réside dans le fait que les affinités entre protéines et GAGs sont
moyennes (constante de dissociation milli- a micromolaire), alors que les molécules
médicaments ont tendance a exiger des constantes de dissociation de l'ordre du
nanomolaire. Par conséquent, les composés synthétiques spécifiquement congus pour imiter
la structure et les interactions des hydrates de carbone ont besoin de se lier a leurs
récepteurs avec une affinité plus élevée que l'affinité naturelle des oligosaccharides. Des
stratégies basées sur les interactions HP/HS-protéine ont été récemment décrites et
paraissent prometteuses pour la découverte de médicaments de type GAG [78]. Des
médicaments a base de glycosaminoglycanes peuvent agir de plusieurs maniéres en
activant (agonistes) ou inactivant (antagonistes) les récepteurs des protéines, en

concurrence avec les GAGs endogenes.

La diversité moléculaire des interactions de HP/HS a été exploitée pour le
développement du mimétisme* des GAGs [79]. Des séquences de GAG peuvent se lier
spécifiguement et rendre les interactions uniques avec un grand nombre de protéines,
comme par exemple les chimiokines [80] et les facteurs de croissance [81]. Néanmoins, la
conception de ces molécules mime, nécessite une compréhension du mécanisme et de la
spécificité d'une interaction donnée entre un GAG et une protéine. Le premier mécanisme

d'interaction du GAG et d'une protéine ne conduit pas a une liaison au récepteur.

* Stratégie adaptive d’imitation.
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Figure 5 : Structures du fondaparinux et de I'idrapa rinux.

Le fondaparinux est un analogue synthétiqgue du pentasaccharide naturel trouvé dans HP. Pour renforcer son

affinité pour I'antithrombine, I'idraparinux est O-méthylé et O-sulfaté [82].
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Dans ce cas, le complexe protéine/GAG et le récepteur sont spatialement distincts et non
compétitifs pour la liaison, ce qui entraine la formation de complexes ternaires, comme dans
le cas de I'lFN-y, PF4, IL-3, G-CSF et GM-CSF [83]. L'autre mécanisme d'interaction des
GAGs solubles implique une liaison compétitive avec des ligands, comme c’est le cas pour
la chimiokine IL-8 [84] et la cytokine IL-5 [83]. Les GAGs de surface aident a présenter les
chimiokines a leurs récepteurs couplés aux protéines G en augmentant la concentration

locale de protéines [85].

L'application pharmaceutique la plus reconnue utilisant les GAGs est I'inhibition de la
coagulation et elle a été la premiére fonction décrite pour les GAGs sulfatés [86]. HP a été
découverte en 1917 en raison de sa capacité a prolonger le processus de coagulation du
sang, un effet di a son interaction avec l'inhibiteur naturel de la thrombine, I'antithrombine IlI
(AT-II) [86]. HP est utilisée principalement dans les produits pharmaceutiques comme
anticoagulant pour le traitement de la thrombose, la thrombophlébite et I'embolie. Les HPs
pharmaceutiques sont généralement issues de poumon bovin ou de la muqueuse intestinale
porcine [87]. Le nom HP provient du fait qu'elle a été isolée pour la premiére fois a partir de
cellules de foie canin (du grec hepar pour le foie) [88, 89]. De nombreuses sociétés
pharmaceutiques, comme Organon et Sanofi-Aventis, ont travaillé au développement de
médicaments commerciaux a base de GAGs pouvant lier I'antithrombine et ainsi provoquer
une inhibition de la coagulation efficace sans la nécessité d’'une administration fréquente
comme pour HP. Ces essais ont ensuite conduit a la synthese de GAG, comme par
exemple, le pentasaccharide de synthése Arixtra® (autre nom : fondaparinux, Figure 5) [90]
se lie a I'AT et possede une meilleure efficacité que HP a faible dose (avec une demi-vie de
17 h). La structure cristalline du complexe d'Arixtra® avec I'AT en l'absence de facteurs de
coagulation a été déterminée [91]. La structure cristalline de ce pentasaccharide synthétique

complexé a la thrombospondine-1 a également été résolue [92].

Plusieurs autres candidats cliniques ont été développés, tels que l'idraparinux (Figure
5), qui inhibe également de facon sélective le facteur de coagulation Xa et se lie a I'AT [93].
L'idraparinux est actuellement en essais cliniques de phase Il pour le traitement de la
thromboembolie veineuse. La synthese de l'idraparinux est beaucoup plus facile que celle de
HP ou du fondaparinux. Il montre une plus grande affinité vis-a-vis de I'AT (Kd de 1 nM
contre 25 nM pour le fondaparinux) et présente une meilleure efficacité dans des essais in
vitro que le fondaparinux. Les groupements hydroxyles dans l'idraparinux sont méthylés et
les groupements N-sulfate du fondaparinux sont remplacés par des O-sulfate dans
lidraparinux. L'idraparinux a une demi-vie augmentée (120 h) dans le sang. La plus forte
activité de l'idraparinux semble étre due a la présence de ses éthers de méthyle et de I'ldoA
[94].

45



I.A.4 Limites des connaissances et verrous analytiques

Les glycosaminoglycanes et leurs analogues (naturels ou de synthése), en tant que
principes actifs, semblent étre une bonne réponse thérapeutique a certaines pathologies. De
nombreux travaux ont pour principal objectif de synthétiser un GAG dans le cadre d'un
mimétique. Cependant, a I'heure actuelle, il reste encore de nombreuses questions sur les
connaissances acquises dans le domaine de la glycobiologie. Ces questions sont pour la

plupart liees aux difficultés analytiques rencontrées.

Idéalement, l'objectif final serait de connaitre la structure de tous les GAGs
intervenant dans chaque processus, aussi bien physiologique que pathologique. Or, a la
difference des protéines, il n'existe pas de code cellulaire pour la biosynthése des
polysaccharides. Les mammiféres peuvent synthétiser plus d’'une dizaine d’oses dont la
structure varie par la présence et la position de différents groupements fonctionnels
(hydroxyle, sulfate, amine, acide, acétyle...) augmentant d’autant le nombre d’isoméres
possibles. De méme, la liaison entre les oses peut exister a différents endroits du cycle
osidique (1-3 ou 1-4) et ce avec deux anoméries possibles (a ou B). Par conséquent, ils sont
difficiles a analyser et c’est pourquoi il faut trouver des alternatives pour étudier ces

oligosaccharides.

L'utilisation de techniques biochimiques, structurales et de modélisation moléculaire
pour étudier la structure et la fonction des GAGs a permis des progres significatifs dans la
description des propriétés de ces molécules complexes, I'élucidation des sites et séquences
pour leur interaction avec les protéines et le développement de mimétiques dans un but
thérapeutique. Les résolutions par cristallographie aux rayons X des structures cristallines de
divers complexes protéine-GAG ont permis d'obtenir une meilleure caractérisation des
propriétés de liaison de HP avec les protéines, les conformations privilégiées et les modes
de sulfatation de HP, le role des métaux dans ces interactions et |'effet de la modification du

pH sur l'affinité de liaison.

La conception réussie et le développement de médicaments mimétiques impliquent la
compréhension de I'influence de ces facteurs sur la relation entre la structure du GAG et la
nature des interactions protéine/GAG. A I'heure actuelle, tres peu de fragments de GAG ont
été développés a des fins thérapeutiques, principalement du fait que la synthése de ces
fragments est difficile. Les défis associés a la synthése des structures complexes de ces
oligosaccharides proviennent de la faible disponibilité du L-idose et de l'acide L-iduronique

de sources commerciales ou naturelles et le manque de voies de synthése efficaces pour
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réaliser des quantités suffisantes de ces monosaccharides. D'autre part, il faudrait
développer une stratégie de protection appropriée pour permettre la mise en ceuvre d'un
haut degré de fonctionnalisation des fragments d'HP/HS et la formation stéréosélective et

efficace des liaisons interglycosidiques dans le squelette carboné des glucides [95].

Lors du développement de molécules a visée thérapeutique et pendant les premiéres
phases cliniques chez 'Homme, des précautions doivent étre prises. En effet, la molécule
peut engendrer une réaction immunitaire, car non reconnue par l'organisme, ou provoquer
des effets secondaires. Dans le cas des mimétiques de GAGs ayant un potentiel
thérapeutique, I'idée est toujours d’administrer un "pseudo-GAG" pour moduler l'activité de
protéines dont les fonctions sont connues pour étre GAGs dépendantes. Dans le cas ou les
interactions GAGs/protéines visées sont dépendantes de la position des groupements
sulfate, HP peut étre considérée comme la molécule qui, potentiellement, a le plus d'effets
thérapeutiques. En revanche, HP est tres peu spécifique et donc peut engendrer différents
effets secondaires. Nous pouvons citer, par exemple, les hémorragies non contrélées ou
'ostéoporose, induits par un traitement prolongé a HP [96-99]. Du point de vue de
I'application, on peut également se demander si les oligosaccharides peuvent soigner toutes
les pathologies, car les mimétiques des GAGs ont un potentiel thérapeutique trés vaste.
Nous pouvons citer les mimétiques pour les pathologies suivantes : malaria, cancers,

inflammation, inhibition de I'hnéparanase, réparation tissulaire, et le VIH.

Ces verrous analytiques et ces questions mettent en évidence les difficultés
rencontrées aujourd’hui dans l'étude des GAGs et de leurs possibles implications
thérapeutiques. Cependant, les avancées technologiques permettent de lever

progressivement ces interrogations.
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Protéine Type de protéine Taille de I'oligosaccharide Ky

Fibronectine Protéine d’adhésion 8 a 14-mer 1M [84, 100]
IL-8 Chimiokine 18 a 20-mer 6 UM [101]
PF-4 Chimiokine 12-mer nM [19]

RANTES Chimiokine 16 & 18-mer 32 nM [95]
Annexine V Extracellulaire 8-mer 20 nM [90]
Amyloide P Glycoprotéine 4-mer MM [91]
Thrombine Protéase 8-mer 7 UM [93]

bFGF Facteur de croissance 4 a 6-mer nM [23]
AT-III Serpine 5-mer (synthése) 20 nM [102]
HIV-1-gp120 Pathogene viral 10-mer 0,3 uM [38, 103]

Tableau 3 : Caractéristiques de certains complexes protéine/HP connus.
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I.B Effets des GAGs sur la fonctionnalité des protéines

Les GAGs interviennent dans de nombreux processus biologiques et ce, de plusieurs
manieres. Dans ce travail de these, nous avions pour objectif de comprendre I'effet des
GAGs sur la fonctionnalité des protéines et plus particulierement les chimiokines, une classe

particuliére de cytokines.

I.B.1 Interactions des GAGs avec les protéines cibles et leurs effets

De nombreuses études ont permis d'identifier des caractéristiques structurales
communes des sites de liaison des protéines aux HP et HS. Différentes approches
structurales (RMN, cristallographie et rayons X) et de modélisation moléculaire ont été
utilisées pour élucider les caractéristiques tridimensionnelles et les relations structure-activité
des interactions protéines/GAGs [104]. Une liste non exhaustive de protéines ayant été
cristallisées en complexe avec des oligosaccharides d’'HP est présentée dans le Tableau 2.
Cette liste regroupe certaines caractéristiques, telles que la longueur optimale requise pour

la liaison et les affinités de liaison.

Les glycosaminoglycanes interagissent avec les résidus exposés a la surface des
protéines. Les principales interactions entre les GAGs et les protéines sont de type ionique
entre les groupements sulfate tres acides et les chaines latérales des résidus arginine, lysine
et, dans une moindre mesure, histidine [105]. Il a été démontré que l'arginine a une
interaction 2,5 fois plus forte que la lysine pour HP. Des groupes de résidus chargés
positivement sur les protéines forment des paires dions avec les charges négatives

présentes sur les chaines de HP (groupement sulfate ou carboxyle).

Les interactions des GAGs avec les protéines impliquent également d’autres types
d'interactions (y compris les forces de Van der Waals), des liaisons hydrogéne et des
interactions hydrophobes avec le squelette carboné des glucides. Ainsi, il a été observé que
des domaines protéiques liant HP, contiennent des acides aminés tels que I'asparagine et la
glutamine capables d'intervenir dans des liaisons hydrogene. L'affinité des protéines pour HP
et HS est également renforcée en présence de résidus polaires possédant des chaines

latérales courtes comme la sérine et la glycine. Ces résidus fournissent un minimum de
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contraintes stériques et une bonne flexibilité pour l'interaction avec les GAGs [106]. Les
interactions hydrophobes peuvent aussi jouer un rdle important dans les interactions
protéine/HP. Des études RMN montrent qu'un résidu tyrosine dans un peptide AT
synthétique est capable de donner spécifiquement des interactions hydrophobes avec le

groupement N-acétyle d'un pentasaccharide d’HP provenant de muqueuse porcine [107].

D’aprés des analyses statistiques, les résidus Asn, Asp, Glu, GIn, Arg, His et Trp sont
plus susceptibles d'intervenir au niveau des sites de liaison que les autres acides aminés
lors des interactions entre les protéines et les glucides sulfatés [108-110]. Le résidu
aromatique Trp est en moyenne beaucoup plus accessible au solvant que les résidus Asn,
Asp, Glu, GIn, Arg et His, tandis que les résidus aliphatiques et hydrophobes Ala, Gly, lle et
Leu, sont généralement enfouis a l'intérieur des protéines, et ne semblent pas participer a la

liaison.

L'étude structurale d’'un complexe entre un pentasaccharide d’HP et I'antithrombine a
montré que les acides aminés basiques participent a cinq ou six interactions ioniques,
contribuant a 40% de I'énergie de liaison, tandis que les interactions non-ioniques sont
responsables des 60% restants de I'énergie de liaison [111]. Deux résidus aromatiques, Phe
121 et Phe 122, ont un contact direct avec le pentasaccharide. Ces deux résidus ont été
respectivement mutés par Ala et Leu, provoquant une diminution d'affinité de HP pour I'AT.
Ces résidus semblent donc jouer un rdle crucial dans la liaison de HP & travers des
interactions hydrophobes et de VDW [111]. Les résidus basiques Arg 47, Lys 114, Lys 125 et
Arg 129 ont été identifiés comme les plus importants au niveau du site de liaison [112-115].
Ces résidus participent & des interactions ioniques avec les groupements chargés
négativement de HP, comme observé dans la structure cristalline d'un complexe
AT/pentasaccharide [116]. Les résidus Arg 129, Lys 114 et Arg 47 [45, 111, 117] sont
critiques pour le changement de conformation de I'antithrombine induit par HP, contribuant a

une affinité élevée [115].

La résolution des structures cristallines de nombreuses protéines interagissant avec
les GAGs a contribué a montrer I'existence de séquences protéiques consensus pour la
liaison avec les GAGs. Par exemple, la séquence WQPPRARI et la séquence WSPW ont
été identifiées comme les motifs de liaison a HP, respectivement, de la région C-terminale de
la fibronectine et de la thrombospondine [118, 119]. Cardin et Weintraub [120] ont analysé
les structures de vingt-et-une protéines liant HP et ont proposé que les sites caractéristiques
liant HP avaient la séquence XBBXBX ou XBBBXXBX, ou B est une lysine ou arginine (His

tres rarement) et X est un résidu neutre. Les résidus Asn, Ser, Ala, Gly, lle, Leu et Tyr sont
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les plus fréquents en position X. Les résidus tels que Cys, Glu, Asp, Met, Trp et Phe sont

trés peu représentés dans les domaines en hélice a ou feuillet  des protéines liant HP.

Les acides aminés basiques de la séquence XBBBXXBX, quand ils appartiennent a
une hélice a, sont habituellement situés sur I'extérieur de la protéine formant un arrangement
en hélice amphipathique® (Figure 6A). Une analyse comparative des séquences de liaison a
montré que les acides aminés basiques sont généralement distants d’environ 20 A (Figure
6B) dans une structure hélicoidale amphipathique, et la méme disposition spatiale est
préservée dans une structure en feuillet § [121]. Par exemple, les groupement sulfate dans
la structure cristalline de I'artémine® [122] sont distants d’environ 8-9 A et sont disposés aux
sommets d'un triangle équilatéral approximatif dans la pré-hélice (avec une séquence
consensus XBBXBX) et les régions amino-terminales. Une troisieme séquence consensus a
été proposée comme liant HP : XBBBXXBBBXXBBX, ou B représente un résidu cationique
[123]. 1l convient de noter que I'espacement entre des groupements de résidus basiques
peut aussi fournir des indices sur les sites de liaison de HP pouvant étre importants pour les
interactions avec les GAGs. Ces informations peuvent faciliter la conception de peptides liant
efficacement HP [124].

Les sites de liaison des glycosaminoglycanes sont souvent conservés entre les
protéines. Cependant, il existe des cas particuliers comme ceux observés chez les
chimiokines, qui ont une grande similitude de structure, mais ne partagent pas de régions
communes de liaison [125]. PF 4 et IL-8 sont membres de la famille des chimiokines a et ont
une structure monomeérique tridimensionnelle trés similaire, avec des feuillets B antiparalléles
et une hélice a a lI'extrémité C-terminale. PF4 posséde une séquence consensus KKIIKK, ou
K est la lysine et | est une isoleucine. La séquence consensus dans le domaine équivalent
de IL-8 est KENWVQRVVEKFLKR et est responsable de la liaison pour HP/HS. Les
protéines liant HP/HS de la famille des chimiokines B utilisent un motif structural différent,
KRNR.

®> Possede 4 la fois un groupement hydrophile et un groupement hydrophobe
® Facteur de croissance nerveux chez 'homme
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7 LYS62

Figure 6 : Exemple d’'une séquence consensus.

(A) Motif linéaire XBBBXXBX avec les résidus basiques arginine et lysine (bleu) orientés sur une surface de
I’hélice (vert, résidus 53—72), basés sur la structure de I'interleukine-8 (code PDB 3IL8). (B) Motif linéaire avec les
résidus basiques arginine et lysine (bleu) séparés d’une distance de 20 A, localisés sur des surfaces opposées

(vert, résidus 48-50 et 60—62), comme observé dans la structure du facteur plaquettaire-4 (code PDB HPF4).
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L'interaction d'une protéine et d'un glycosaminoglycane entraine dans de nombreux
cas un changement conformationnel de la protéine. C'est le cas par exemple de 'AT-III qui
subit, lors de son interaction avec HP, un changement de conformation afin de catalyser
linhibition du facteur Xa. L'interaction d'un GAG permet également l'oligomérisation de
certaines protéines, c’est le cas notamment des chimiokines (1.B.3.2). Dans certains cas, les
protéines s’oligomérisent par elles-mémes. Cependant, cette association peut étre promue

par l'interaction avec un GAG.

I.B.2 Role du pH dans la liaison

Certaines interactions HP/HS-protéines sont régulées in vitro par le pH. Une
modification du pH peut avoir des effets sur la capacité de certaines protéines a lier HP ou
HS. C'est le cas par exemple du peptide de synthese de l'amyloide béta [126], la
sélénoprotéine P [127], le facteur de croissance granulocytaire [117], SDF-1 [128]. L'effet de
la modification du pH se pose tout particulierement lorsque le site de liaison du GAG dans
une protéine contient des histidines, du fait du pKa des chaines latérales de ces acides
aminés proche de la neutralité (pKa d'environ 6). Par conséquent, si le pH physiologique
s'approche de 6, une proportion importante des histidines sera protonée et donc chargée
positivement, favorisant ainsi la formation d'interactions électrostatiques avec les

groupements sulfates chargés négativement du GAG.

Un autre exemple est celui de MCP-6. La modélisation moléculaire de MCP-6 a
identifié quatre résidus dépendants du pH (His 35, His 106, His 108 et His 238) intervenant
dans l'interaction de la protéine avec HP [129]. La nature électropositive de la surface de la
protéase est due a la présence d'histidines protonées qui peuvent interagir avec les GAGs.
La glycoprotéine riche en histidine et en proline (HPRG) est un autre exemple dans lequel la
liaison & HP est minimale & pH neutre, mais augmente rapidement jusqu'a un maximum a pH
6,5 [130]. A un pH intermédiaire, la protonation des histidines et la liaison de zinc favorisent
l'interaction de HPRG avec HP.
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I.B.3 Les chimiokines, des cytokines particulieres interagissant avec les

GAGs

Les cytokines, terme introduit en 1974 par Stanley Cohen, forment un groupe tres
diversifie de molécules solubles sécrétées dans l'organisme. Ce groupe, généralement
nommé «grande famille » ou encore « superfamille », est constitué de peptides, de
protéines et de glycoprotéines possédant une masse moléculaire comprise entre 8 et 30
kDa’. Les cytokines interviennent directement dans les interactions entre les cellules
régulant ainsi les fonctions cellulaires et tissulaires. Les cytokines provoquent souvent la
sécrétion d’autres cytokines engendrant ainsi une réponse en cascade. Les effets résultant

de ces sécrétions peuvent étre inhibiteurs ou additionnés et dans certains cas synergiques.

Les cytokines jouent un role important dans la coordination du développement
embryonnaire, la croissance cellulaire, la maturation, la réparation et guérison de plaies, la
réponse immunitaire, I'angiogenése® et I'hématopoiése’. Récemment, des études ont
également porté sur le role des cytokines dans le lien entre le corps et I'esprit, comme c’est

le cas dans une étude nommeée psycho-immunologique [131-133].

Toutes les cellules humaines sont probablement capables de produire certaines
cytokines par des voies de sécrétion. Quand elles sont sécrétées, les cytokines ne sont
généralement pas stockées dans les cellules. De nombreuses cytokines sont libérées sous
forme active ou sous forme de précurseurs inactifs nécessitant une activation. Les formes
actives des cytokines interagissent avec des récepteurs spécifiques afin de déclencher les
processus dans lesquels elles interviennent. Elles exercent donc leurs actions sur un nombre
important de cellules cibles (action pléiotropique) en interagissant avec affinité et spécificite.
Ces interactions menent a des régulations a différents niveaux. La régulation peut étre : (1)
autocrine : une cytokine produite par une cellule agit sur son propre récepteur, (2) paracrine :
la cytokine d’un type cellulaire interagit avec les récepteurs d’autres types cellulaires voisins,

ou (3) endocrine : la cytokine agit sur des cellules ou tissus distants.

" Dalton (Da) unité de masse des atomes utilisé en biochimie (1 Da équivaut & 1 g.mol™)
® Formation de nouveaux vaisseaux sanguins
9 Création et renouvellement des cellules sanguines
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Certaines cytokines partagent des séquences homologues en acides aminés et
possedent une structure tertiaire (tridimensionnelle) commune. Cependant la majorité des
cytokines actives a une structure spécifique. Cette caractéristique n’est donc pas a la base
de la classification des cytokines. La méthode de regroupement des cytokines refléte
souvent la voie biologique historique dans laquelle elle a été découverte. Le Tableau 4
présente les différentes familles de cytokines. Les cytokines classées par familles peuvent
ainsi étre regroupées selon leurs fonctions, c’est-a-dire selon le type de voie biologique dans
laquelle elles interviennent : e.g. les cytokines de 'hématopoiése, de la réponse immunitaire
et de l'inflammation. Les cytokines hématopoiétiques sont responsables de la prolifération et
la différentiation des cellules souches de la moelle osseuse. La réponse immunitaire est un
exemple de cascade dans laquelle interviennent différentes cytokines qui orientent le type de
réponse a la suite d'une infection (e.g. les cytokines IL-2, IFNy, IL-12). Les cytokines de
linflammation sont divisées en deux catégories : les cytokines pro-inflammatoires (IL-1,
TNFa) et anti-inflammatoires (IL-4, 1L-10, IL-13). Cette classification n’exclue pas de
nombreux chevauchements, et certaines cytokines structurellement différentes peuvent
partager le méme récepteur. Par exemple IL-6, IL-11, et le facteur inhibiteur de la leucémie
(LIF) partagent le méme récepteur glycoprotéique [134]. Les récepteurs ont aussi été utilisés

pour classifier les cytokines [135].

Les cytokines interviennent donc dans de nombreux processus physiologiques mais
également pathologiques, tels que I'infection par le VIH [136] et le cancer [137]. On découvre
un nombre croissant de cytokines impliquées dans les pathologies malignes. Les cytokines
impliguées dans la régulation de la croissance et la prolifération des cancers [138] ou
cellules cancéreuses peuvent étre produites de maniére constitutive. Ces cytokines peuvent
agir sur les cellules malignes de maniére autocrine ou sur les tissus de soutien, tels les
fibroblastes et les vaisseaux sanguins afin de créer un environnement propice a la
croissance du cancer. Il y a cependant une grande diversité de cytokines associées aux
différents types de cancers. La plupart des études menées sur les cytokines et le cancer ont
été réalisées in vitro dans des lignées cellulaires ou in vivo chez I'animal. Les mesures in
vitro chez les humains atteints du cancer ont souvent mis en évidence une seule cytokine.
Cependant, des taux élevés de cytokines différentes ont été décrits dans le sang,
'épanchement pleural et I'urine des patients, dont IL-1 [139], IL-6 [140-147], TNFa [148-151],
FGF [152-154], TGF [155] et G-CSF [156].
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Familles de cytokines Exemples Commentaires
IL-1, IL-2, Ex : IL-1 : secrétée par les macrophages, elle
Interleukines (IL) induit la phase de réaction aigué suite & une
IL-10... inflammation
’ Provoquent des lésions tissulaires pour les voies
Facteurs de nécrose _ _ _
(TNF) TNFa gastro-intestinales, les reins et les poumons lors
de la septicémie
Facteurs de ) ) _
) _ G-CSF, GM- Jouent un réle dans I’hématopoiese, mais
stimulation de o
) CSF peuvent aussi activer les leucocytes matures
colonies (CSF)
Facteurs de TGF, FGF Impliqués dans la cicatrisation et dans le controle
croissance (GF) IGE négatif de I'inflammation
Antiviraux, possédant des propriétés anti-
’ IFNa, IFNB, o _
Interférons (IFN) EN oncogéniques et activant les macrophages et
Y
lymphocytes
o SDF-1a, MCP- : : . :
Chimiokines Cytokines ayant une action chimiotactique
1, RANTES...

Tableau 4 : Les différentes familles de cytokines.
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Les cytokines sont également impliquées dans les processus de reconnaissance
cellulaire et de recrutement cellulaire. Ces deux processus, intimement liés, sont tres
sélectifs et sont déclenchés par des cytokines possédant une propriété trés particuliere, a
savoir le chimiotactisme. On parle alors de cytokines chimiotactiques'. Cette classe
particuliere de cytokines, portant le nom de chimiokines (terme dans lequel on retrouve
chimiotactisme et cytokines), regroupe toutes les cytokines aux propriétés
chimioattractantes, attirant spécifiquement certaines populations de cellules circulantes.
Depuis d'autres fonctions ont été décrites pour ces cytokines, notamment la possibilité
d’interagir  spécifiquement avec des oligosaccharides sulfatés, a savoir les

glycosaminoglycanes (GAGS), lors des processus physiologiques et pathologiques.

I.B.3.1 La famille des chimiokines

Les chimiokines représentent une famille de petites protéines secrétées, dont la
séquence contient 4 résidus cystéine conservés [157, 158]. Plus de 40 chimiokines ont été
identifiées chez les humains. Ces protéines activent les récepteurs couplés aux protéines G
et induisent la migration des cellules a travers un gradient de concentration. Les chimiokines
possédent deux noms, dont I'un correspond a la nomenclature internationale (Tableau 5).
Nous utiliserons dans la suite de ce manuscrit préférentiellement la nomenclature

fonctionnelle.

Le rdle des chimiokines est de promouvoir I'accumulation de cellules a la source de la
production des chimiokines. La plupart des chimiokines sont homéostatiques par nature et
sont produites et secrétées de fagon constitutive. Ces protéines possedent une variété de
fonctions, elles dirigent par exemple le trafic des lymphocytes a travers les tissus. Elles sont
également impliquées dans la surveillance et la fonction immunitaire pour localiser les
cellules T ou B dans le systeme lymphatique [159]. D’autres chimiokines sont considérées
comme inflammatoires et sont uniguement produites par les cellules durant I'infection ou un
stimulus pro-inflammatoire. Le réle des chimiokines inflammatoires est d’induire la migration
des leucocytes au site infecté. De plus, les chimiokines inflammatoires activent les cellules
pour une réponse immunitaire et initient la cicatrisation des plaies. Le role des chimiokines

est tres complexe et est dépendant du contexte physiologique.

19 se dit d'une cellule qui présente une réaction dorientation a un facteur chimique de son
environnement. Si la réponse est positive, la cellule s’oriente vers ce facteur chimique.
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Famille

Nom systématique
(international)

Nom fonctionnel

CXCL1 Gro-a/MGSA-a
CXCL2 Gro-B/MGSA-B
CXCL3 Gro-y/MGSA-y
CXCL4 PF-4
CXCL5 ENA-78 (LIX)
CXCL6 GCP2
CXCL7 NAP-2, CTAP-III
CXCL8 IL-8
cxe CXCL9 MIG
CXCL10 IP-10
CXCL11 I-TAC
CXCL12 SDF-1a/B
CXCL13 BCA-1 (BLC)
CXCL14 BRAK/Bolekine
CXCL15 (Lungkine)
CXCL16 small inducible cytokine B6
c XCL1 Lymphotactine
XCL2 SCM-1b
CX3C CX3CL1 Fractalkine (neurotactine)
CCL1 [-309 (TCA-3)
CCL2 MCP-1
CCL3 MIP-1a
CCL4 MIP-183
CCL5 RANTES
CCL6 C-10/MRP-2
CCL7 MCP-3
CCL8 MCP-2
CCL9/10 MIP-1y/MRP-2
CCL11 Eotaxine-1
CCL12 MCP-5
CCL13 MCP-4
CCL14 HCC-1
CcC CCL15 HCC-2/MIP-5
CCL16 HCC-4/LEC
CCL17 TARC (ABCD-2)
CCL18 MIP-4/AMAC-1
CCL19 MIP-3B/Exodus-3
CCL20 MIP-3a/Exodus-1
CCL21 6Ckine/Exodus-2
CCL22 MDC/STCP-1
CCL23 MIPF-1/MIP-3/CKB-8
CCL24 MPIF-2/Eotaxine-2
CCL25 TECK
CCL26 Eotaxine-3
CCL27 CTACK
CCL28 MEC

Tableau 5 : Nomenclatures des chimiokines.




Le chimiotactisme cellulaire, migration des cellules a travers un gradient de
concentration, est la fonction la plus connue des chimiokines. Cependant, elles peuvent avoir
d’autres réles. Récemment, le mécanisme de transduction du signal [160] et de nouvelles
fonctions [161-164] des chimiokines, comme par exemple la régulation de la différenciation

des cellules T ont été décrits.

L'activité des chimiokines est initiée par la liaison a un récepteur couplé aux protéines
G spécifiqgue. Un modele en deux étapes a été proposé pour l'activation du récepteur, dans
lequel le corps principal de la chimiokine reconnait et lie le récepteur lors de la premiére
étape. Ceci est suivi d’'un changement conformationnel de la partie N-terminale flexible de la
chimiokine [165]. Ce changement conformationnel permet a cette partie N-terminale de
réaliser les interactions nécessaires avec le récepteur menant a I'activation de la chimiokine.
Cette activation est suivie d’'une conversion de GDP en GTP par la sous-unité a des
protéines G. Les protéines G se dissocient du récepteur et activent plusieurs molécules
effectrices en aval, ce qui conduit & une cascade de signalisation dans le cytoplasme de la
cellule [160]. Cette séquence d'événements conduit a divers processus physiologiques
incluant la migration des leucocytes et leur trafic, la dégranulation des leucocytes, la
différenciation cellulaire, et I'angiogenése [163, 164, 166], bien que les chimiokines soient

traditionnellement associées au développement et a la réponse du systéme immunitaire.

Les chimiokines ont donc un rble central dans le processus de migration des
leucocytes, ce qui inclut de multiples étapes impliquant des interactions entre molécules
d’adhésion et la fonction chimioattractante de ces protéines [167, 168]. La maturation des
cellules B et T implique plusieurs chimiokines a différents stades du développement [163,
169, 170]. Les chimiokines impliquées dans la maturation des cellules B incluent SDF-1a et
son récepteur CXCR4 [171], BCA-1 et MIP-3a [164].

Les chimiokines agonistes et les récepteurs régulant la maturation des cellules T
impliguent MCP-1, MIP-1a, RANTES, et les récepteurs CCR2 et CCR5 [163]. Plusieurs
chimiokines régulent la migration des monocytes et des cellules dentritiques (DCs)
immatures exprimant des récepteurs a chimiokines comme CCR1, CCR2, CCR5, CCRS,
CCR7 et CXCR2 [172-175]. L'expression de ces récepteurs est régulée dans les cellules
dentritiques. Les chimiokines inflammatoires provoquent le recrutement et la localisation des
cellules dentritiques aux sites de linflammation. La biologie des chimiokines est
intrinséquement liée aux activités d’autres cytokines, comme par exemple la fonction de

MCP-1 sur la polarisation des cellules T auxiliaires [176].
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a Chimiokines CXC b Chimiokines CC

d Chimiokines C

Figure 7 : Structures des chimiokines.

[177]
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1.B.3.1.1 Structure des Chimiokines

Les chimiokines possedent 4 résidus cystéines invariants formant des ponts
disulfures. La premiére cystéine dans la séquence forme une liaison covalente avec la
troisieme et la seconde avec la quatrieme cystéine. La famille des chimiokines peut aussi
étre classifiée sur la base de la séquence locale contenant les deux premiéres cystéines.
Les chimiokines ayant un acide aminé entre les deux premiéres cystéines sont sous-
classées comme CXC ou chimiokines alpha (Figure 7a). On distingue deux groupes parmi
cette sous-famille : 'un possede une séquence de trois acides aminés ELR avant la
premiéere cystéine et 'autre en est dépourvu. La présence de ce motif oriente I'action des
chimiokines vers les neutrophiles, alors que I'absence de ce motif permet aux chimiokines
d’agir sur les monocytes, les lymphocytes B et T, les cellules dentritiques, les polynucléaires
basophiles et éosinophiles. Si les deux premieres cystéines sont adjacentes, les chimiokines
sont alors dites de type CC ou chimiokines béta (Figure 7b). Ces chimiokines agissent sur
les monocytes, les lymphocytes B et T, les cellules dentritiques, les cellules NK (Natural

Killer), et les polynucléaires basophiles et éosinophiles.

Une autre famille, CX3C ou chimiokine gamma, comprend seulement une protéine (la
fractalkine) dans sa catégorie, et est définie par trois résidus entre les deux premiéres
cystéines. Cette protéine exerce son réle chimioattractant sur les lymphocytes T et les
monocytes. C'est le seul membre des chimiokines a pouvoir étre inséré dans une membrane
via son domaine mucine (Figure 7c) [158, 178]. Une des deux exceptions au paradigme des
quatre cystéines est la C ou chimiokine delta, dans laquelle le polypeptide a seulement deux
cystéines (Figure 7d). Le méme gene code les deux membres de cette sous-famille. Il
présente différents sites d’épissage mais les deux protéines difféerent seulement par deux

acides aminés.

La structure des chimiokines se compose d’'une extrémité N-terminale allongée qui
précéde la premiéere cystéine (Figure 8). Cette extrémité étendue n'a pas de structure
caractéristique, et dans la plupart des cas, n'est pas observable méme dans des études de
haute résolution structurale (RMN ou rayons X). Aprés les deux premiéres cystéines, il y a
une boucle d’'une dizaine de résidus qui, dans de nombreux cas, est suivie par une hélice
310- La région entre la seconde cystéine et I'hélice est connue sous le nom de boucle N et
joue un réle fonctionnel important. L’hélice 3;, est suivie de trois feuillets 8 et une hélice a C-
terminale. Chaque unité de structure secondaire est reliée par des boucles (30s, 40s et 50s)

reflétant le nombre de résidus dans la protéine mature.
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Figure 8 : Monomeére de la chimiokine IL-8 avec ses  différents éléments de structure secondaire.
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On connait bien la structure tertiaire des chimiokines grace aux études par RMN et
cristallographie [179-186]. Paradoxalement, malgré la diversité de leurs fonctions et
séquences, la plupart des chimiokines ont un repliement tertiaire commun comme

représenté par la structure du monomere de la chimiokine IL-8 (Figure 8).

La forte homologie de structure chez les chimiokines est partiellement due a la
présence des ponts disulfure et des interactions hydrophobes qui définissent et stabilisent
une grande partie de l'architecture de ces protéines. L’effet important des ponts disulfure
n'est pas universel pour les chimiokines. Contrairement a IL-8, la chimiokine IP-10 conserve
son activité aprées la réduction des ponts disulfure et leur alkylation [187]. Dans la famille C, il
n'y a quun seul pont disulfure entre Cys 11 et Cys 48, ce qui par exemple pour la
lymphotactine n’est apparemment pas suffisant pour stabiliser sa structure. Des tentatives de
synthése, par voie chimique ou biologique, de la lymphotactine ont conduit dans chacun des
cas a une protéine déroulée. Pourtant, les deux protéines synthétique ou recombinante,
étaient actives dans des tests de chimiotactisme. Plus récemment, la lymphotactine
contenant 8 sites O-glycosylés a été synthétisée [188]. Ces sites de glycosylation permettent
de stabiliser la structure tridimensionnelle de la protéine. Il est possible que les protéines de
la famille C soient stabilisées in vivo seulement en présence d'autres molécules, incluant leur

récepteur.

LB.3.1.2 Oligomérisation des chimiokines

Si certaines chimiokines comme MCP-3 sont monomériques [180], de nombreuses
chimiokines se dimérisent en solution, et certaines études suggerent une forte corrélation
entre la famille des chimiokines et le motif de dimérisation. Bien que l'idée générale soit que
I'unité fonctionnelle de la chimiokine est le monomeére, les différentes structures quaternaires
identifiées pour les chimiokines CXC, CC et CX3C pourraient expliquer la reconnaissance
stricte des récepteurs dans une sous-famille. La chimiokine CXC IL-8 forme un dimeére en
solution et sous forme cristalline (Tableau 6). Les chimiokines CXC se dimérisent souvent
dans des structures ressemblant a IL-8 grace aux interactions entre leurs résidus dans le
premier feuillet B (Figure 9C). En revanche, de nombreuses chimiokines CC se dimérisent
dans des structures de forme allongée comme MCP-1 (Figure 9A et B) avec des interactions
médiées par des résidus a proximité du domaine N-terminal, et qui sont en grande partie non

structurés dans le monomeére.
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Famille Chimiokine Cristallographie RMN
CXCL1/ Groa Dimere [193]
CXCL2 / GroB Dimére [194]
CXC CXCL4 | PF-4 Tetrameére [189] | Tetramére [195]
CXCL7 /| NAP-2 Tetrameére [190] | Monomere [196]
CXCL8/IL-8 Dimere [191] Dimere [197]
CXCL12/ SDF-1 Dimére [192] Monomere [165]
CCL1/1-309 Monomere [201]
CCL2 / MCP-1 Dimere [198] Dimere [184]
CCL3/ MIP-1a Monomere [202]
CCL4 / MIP-1B Dimére [182]
CCL5 / RANTES Dimére [203]
cC CCL7 / MCP-3 Monomere [180]
CCL8 / MCP-2 Monomeére [199]
CCL11/ Eotaxine-1 Monomere [204]
CCL15/ MIP-5 Monomere [205]
CCL23 / MIP-3 Monomere [206]
CCL24 | Eotaxine 2 Monomere [207]
CCL27 / CTACK Dimere [200] Monomere [208]
CX5C CX3CL1 / Fractalkine Dimeére [209] Monomere [181]

Tableau 6 : Liste des chimiokines avec leur structure

(A) Structures monomérique et (B) dimérique de la chimiokine MCP-1 [210]. (C) Structure dimérique de IL-8

[197]. (D) Dimére non canonique de la lymphotactine [211]. (E et F) Forme polymérique de MIP-1a sur le coté et

face a I'axe hélicoidal [212].

tridimensionnelle connue.

Figure 9 : Structures cristallographiques de chimiokines.




La chimiokine virale CC, VMIP-II, cristallise sous forme de dimere [200] mais est
monomeérique en solution [208], tout comme SDF-1. De méme, la fractalkine est
monomeérique en solution [181], mais elle s’associe en une structure dimérique cristalline
unique [209]. Enfin, dans certaines conditions en solution, la lymphotactine peut former un
dimére dans lequel la structure de la lymphotactine est totalement différente de la structure
tertiaire standard des chimiokines [213]. Les différentes structures quaternaires pourraient
trées bien expliquer la rare réactivité croisée de Il'activation des récepteurs entre les

différentes sous-familles de chimiokines.

Les deux modes de dimérisation qui distinguent les chimiokines CXC des CC sont
attribués a des différences dans la topologie de la surface électrostatique entre les deux
sous-familles. Il y a plus de résidus hydrophobes (80%) dans le premier feuillet béta des
chimiokines CXC que dans les chimiokines CC (40%) [157, 214, 215]. Les chimiokines CXC
sont donc plus enclines a se dimériser en utilisant le premier feuillet béta comme interface
entre les monomeres, ce qui diminue ainsi I'exposition des chaines apolaires latérales des
résidus dans cette région. Il est intéressant de noter que, malgré la diminution du nombre
total de résidus hydrophobes, les chimiokines CC ont plus de résidus avec des chaines
latérales aromatiques dans cette région que les chimiokines CXC. Dans la plupart des
chimiokines CC, les résidus a proximité des deux premiéres cystéines sont hydrophobes, en
particulier ceux intervenant dans les diméres de MIP-13, RANTES et VMIP-II. Il convient de
noter, toutefois, que linterface des diméres de chimiokines CC est constituée d'une

combinaison d‘interactions hydrophobes et de liaisons électrostatiques.

Les structures de MIP-1a, MIP-18 et RANTES ont d’abord été décrites comme des
diméres. En plus des dimeres, plusieurs chimiokines forment des oligomeéeres d’ordre
supérieur seules, ou du fait de la liaison aux GAGs [216, 217] (1.B.3.2). Par exemple, la
chimiokine PF4 forme un tetramére stable en solution en présence de HP [189]. Cependant,
ces structures ont été déterminées a faible pH en vue de déstabiliser les oligoméres d’ordre
supérieur formés en solution [182, 218]. Récemment, les structures cristallines de MIP-1a et
MIP-1[8 ont été déterminées a pH physiologique et ont révélé une structure en forme de tige
(Figure 9E et F) [212]. Les chimiokines adoptent donc un large éventail d'états
oligomériques. De plus, la stabilité des oligomeres varie de facon étonnante. Les chimiokines
RANTES, MIP-18 et MIP-1a sont tres stables sous forme de grands oligoméres, alors que
les chimiokines MCP-1 et SDF-1 « basculent » facilement des formes monomériques a
dimériques en fonction des conditions en solution [128, 219], CTACK passe du monomere
au tetramére mais seulement & des concentrations millimolaires indiquant une forte
constante de dissociation [220], et MCP-3 ne montre aucune tendance a I'oligomérisation
[180].
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Lumiére du vaisseau sanguin

Flux sanguin ————>

Espace extravasculaire

® Chimiokine ? Protéoglycane

“ Récepteur transmembranaire

Figure 10 : Schéma illustrant les étapes dans la mig  ration cellulaire ou de nombreuses chimiokines et

d’interactions peuvent entrer en jeu.

(A) Les chimiokines sécrétées dans I'espace extravasculaire lient les GAGs et sont transcytosée vers la lumiéere
de I'endothélium ou (B) elles sont présentées sur la surface de I'endothélium aux récepteurs des leucocytes dans
le sang. Beaucoup de chimiokines s’oligomérisent autour des GAGs hien qu'il y ait d’autres mécanismes de
transport et de présentation. (C) Les chimiokines se lient aux récepteurs, dans certains cas causant I'arrét des
leucocytes et I'adhésion et il existe des preuves que les formes oligomériques des chimiokines sont impliquées
dans ce processus. (D) Les formes monomériques des chimiokines provoquent les mouvements cellulaires. (E)
Aprés I'extravasation, les chimiokines oligomériques peuvent fournir des signaux d’arrét comme il I'a été suggéré
pour un dimere de SDF-1, ou elles peuvent causer I'activation des leucocytes comme cela a été démontré pour
RANTES. D’apres [221].
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Les constantes de dissociation des oligoméres de chimiokines sont habituellement
dans la gamme du micromolaire et sont toujours supérieures aux concentrations
physiologiques mesurées dans le sérum, qui sont dans la gamme du nanomolaire [222, 223].
Une activité maximale est détectée a une concentration nanomolaire in vitro, ce qui suggére
que toutes les chimiokines sont actives sous forme monomérique. Il reste cependant a savoir
si les oligomeres possédent une activité in vivo. Toutefois, les chimiokines s’agrégent en
présence de certaines molécules comme les glycosaminoglycanes (GAGS) incluant HP et
les protéoglycanes [224]. Cette agrégation pourrait les protéger de la protéolyse, les faire
participer au mécanisme de formation du gradient chimiotactique, en libérant les chimiokines
sécrétées, et les faire participer a la reconnaissance et a la présentation de certaines
chimiokines a leurs récepteurs pour une activité maximale. Les protéines G couplées aux
récepteurs ont récemment été observées sous forme de diméres [160, 225]. Cependant, le

réle de I'oligomérisation des chimiokines n’est pas encore totalement connu.

Quelle est donc la fonction des oligomeéres de chimiokines? Compte tenu de la
prédominance des chimiokines qui s’oligomérisent, la constatation que les mutants
monomeériques sont entierement fonctionnels dans des essais de chimiotactisme est
surprenante. L'immobilisation des chimiokines a la surface des cellules peut étre nécessaire
in vivo pour empécher leur diffusion en présence du flux sanguin, mais n’est pas nécessaire
dans les essais in vitro en absence de flux. En outre, certaines chimiokines peuvent avoir
besoin d'étre transportées a travers I'endothélium pour une présentation correcte a la
surface cellulaire et les leucocytes peuvent nécessiter I'activation des intégrines pour I'arrét

et 'adhérence in vivo (Figure 10).

Proudfoot et ses collegues ont montré que des chimiokines sauvages et des mutants
ne pouvaient pas s’oligomériser entre elles, dans un modéle in vivo impliquant le
recrutement dans la cavité péritonéale de souris [226]. Dans cet essai, les chimiokines et les
mutants ont été injectées dans le péritoine de souris, et le nombre de cellules, ayant migré
dans la cavité, a été quantifié apres plusieurs heures. Ces études ont clairement démontré
I'échec des mutants monomériques des chimiokines MCP-1, MIP-13 et RANTES a induire la
migration in vivo, et ce, méme si elles ont montré un chimiotactisme in vitro, indiquant un réle
fonctionnel. Ces données suggerent que, bien que la liaison de chimiokines sauvages
monomeériques a des récepteurs soit suffisante pour induire le mouvement des cellules,
d'autres étapes dans le processus global de la migration doivent impliquer des formes

oligomériques, du moins pour certaines chimiokines.
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Figure 11 : Topologie typique d’'un récepteur a chim  iokine.

Les séquences en acides aminés étant différentes d’un récepteur a I'autre, ces derniers ont été schématisés par
des cercles gris. Les parties violettes correspondent aux acides aminés transmembranaires.
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Toutefois, certaines chimiokines, comme MCP-3 et 1-309, ne montrant pas de tendance a
s’oligomériser seule en solution, sont capable d’'induire la migration cellulaire [227]. Ainsi,
méme s'il est utile de tenter de définir des mécanismes généraux, chaque chimiokine peut
avoir son propre ensemble de propriétés. Par exemple, bien que la chimiokine RANTES
exige I'oligomérisation pour l'activation des lymphocytes T, le monomere IL-8 est capable

d’induire l'activation des neutrophiles [228].

De nombreuses études sont donc nécessaires pour bien comprendre les
conséquences fonctionnelles de ces différentes formes de chimiokines. Cependant, il existe
un autre niveau de complexité. En effet, en plus de leur capacité a 'homo-oligomérisation,
certaines chimiokines peuvent également former des hétéro-oligoméres. Nous pouvons citer
I'hétéro-oligomérisation entre les chimiokines PF4 et RANTES, qui a été montré comme
améliorant 'immobilisation in vivo des leucocytes sur les cellules endothéliales par rapport a
la chimiokine RANTES seule [229].

I1B.3.1.3 Récepteurs des chimiokines et mécanismes de liaison

Les récepteurs de chimiokines sont intégrés dans la bicouche lipidique et possedent
sept domaines transmembranaires (TM 1 a 7) (Figure 11). Ces récepteurs ont été nommés
CXCR1 a 6, CCR1 a 11, XCR1 et CX3CR1 selon qu'ils lient les chimiokines CXC, CC, C ou
CX3C respectivement [230].

Les chimiokines d’'une méme famille se lient a un récepteur de la méme famille [231]
et une chimiokine peut lier plusieurs récepteurs. Il existe cependant quelques exceptions, a
savoir que les récepteurs CXCR4, CXCR5, CXCR6, CCR6, CCR9, CX3CR1 et XCR1

(Figure 12) ne lient qu’une seule chimiokine.

Des expériences de mutagénese sur les récepteurs de chimiokines ont permis
d’identifier des régions spécifiques interagissant avec les antagonistes. Des mutations des
récepteurs de chimiokines indiquent que les sites de liaison sont répartis dans toute la
séquence. Vraisemblablement, ces résidus sont a proximité dans le récepteur sous sa forme

active transmembranaire.
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Le récepteur CXCR1 a un site de liaison au niveau de I'Asp 11. Lorsque ce résidu est
remplacé par la glutamine ou lysine (résidus correspondant a CXCR2), la liaison a IL-8 n’est
pas affectée. Toutefois, la substitution par une alanine provoque la perte de la liaison. Selon
ces études, les résidus Glu 7, Asp 9 et Glu 12 sont également importants pour la liaison et
l'activation, tandis que les résidus Lys 108, Asn 110 et Lys 120 ont été identifiés comme
étant critiques pour la signalisation [233]. La partie N-terminale de CCR5 est également
importante pour la reconnaissance et la liaison de ses agonistes. Le clivage de la région N-
terminale diminue l'affinité des agonistes RANTES et MIP-1[3. Les résidus Asp 2, Tyr 3, Tyr
10, Asp 11, Glu 18 et Lys 26 du récepteur sont particulierement importants pour la liaison
[234-236].

Chaque récepteur posseéde un pont disulfure reliant les deux premiéres boucles
extracellulaires (Figure 11). Il est essentiel pour la liaison de MIP-1B. Il est intéressant de
noter que l'absence de cystéines réduit, mais n’élimine pas, la liaison au récepteur CCR5
des souches VIH-1 R5 qui infectent les cellules par le biais de ce récepteur [237]. Il y a
d’autres régions du récepteur CCR5 impliquées dans les interactions agonistes, comme la
boucle ECL2, qui est importante pour une bonne signalisation [238]. En outre, les second et
septieme domaines transmembranaires jouent un réle a la fois dans la fixation et/ou dans la
signalisation. Le second domaine transmembranaire comprend un motif Thr-X-Pro (résidus
82-84). Ce motif introduit un coude dans le domaine hélicoidal, probablement d0 a la

déstabilisation de I'hélice a par la proline.

Des modifications post-traductionnelles de récepteurs a chimiokines ont été
observées comme affectant I'activité. La sulfatation des tyrosines, en particulier Tyr 3 dans la
partie N-terminale de CCR5 est essentielle pour I'activité propre du récepteur, en se liant a
des chimiokines. Le récepteur CXCR4 est lui modifié par une N-glycosylation des résidus
Asn 11 et Asn 176. Ces modifications semblent permettre une forte affinité avec I'agoniste
[239]. Le récepteur CCR2B possede lui a la fois des sites de glycosylation et de sulfatation
(Tyr 26).

La structure tridimensionnelle d’'un complexe chimiokine-récepteur n’a pas encore été
déterminée, mais des épitopes structuraux indiquant I'activité de la famille des chimiokines

ont été proposés par des études structurales et de mutagénese.

L’extrémité N-terminale de toutes les chimiokines étudiées a ce jour est considérée
comme activant le récepteur a la suite de reconnaissances et de liaison a ce dernier. Pour
certaines chimiokines, par exemple, SDF-1a et RANTES, le premier résidu de la partie N-
terminale est essentiel pour I'activité. Pour SDF-1a, le clivage de la lysine N-terminale

provoque une perte totale de Il'activité, formant ainsi un antagoniste puissant [165]. Pour
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RANTES, si la sérine N-terminale est précédée d'une méthionine [240], ou est modifiée
chimiquement (AOP-RANTES) [241], les molécules qui en résultent sont aussi des
antagonistes puissants. C'est aussi le cas lorsque les deux résidus N-terminaux de
I'éotaxine-1 et RANTES sont clivés par la dipeptidase CD26 a la surface des cellules [242,
243]. Dans la séquence de nombreuses chimiokines qui induisent I'activation et la migration
des neutrophiles, un motif de trois résidus, Glu-Leu-Arg (motif ELR) dans I'extrémité N-
terminale précédant la premiére cystéine est essentiel pour I'activité [157]. De méme, pour la
liaison CCR2-MCP-1, les dix résidus N-terminaux précédant la premiere cystéine sont
impliqués dans la liaison au récepteur et dans l'activation. Une délétion du glutamate N-
terminal provoque une réduction de l'activité, et une délétion des deux premiers résidus
provoque la conversion d’'un agoniste en antagoniste [244, 245]. L’absence des premiers
résidus N-terminaux de MCP-1 conduit & une protéine mutante qui acquiert une nouvelle
activité face aux éosinophiles. Ces cellules répondent au chimiotactisme apres la mutation,
mobilisent le Ca?* cytosolique libre, et induisent la polymérisation de I'actine, probablement
grace a CCR3 [246]. Une exception a cette forte dépendance de la séquence N-terminale
est la chimiokine ENA-78, qui est un puissant stimulateur de neutrophiles et est membre de
la sous-famille CXC ELR+ (résidus 11 a 13 pour ENA-78).

La boucle N-terminale, qui suit les deux premiéres cystéines et relie I'extrémité N-
terminale au simple brin de I'hélice 3,0 (Figure 8), posséde une séquence spécifique
permettant la liaison principale au récepteur. Pour IL-8 les résidus YSKPF (résidus 13-17)
conférent une meilleure spécificité envers CXCR1 que CXCR2 [247-249]. Pour la chimiokine
GRO-q, les résidus LQGI (résidus 15-18) conferent une spécificité seulement pour CXCR2.
Pour SDF-1q, la séquence RFFESH (résidus 12-17) confére une spécificité pour le récepteur
CXCR4. Une molécule chimérique obtenue par le remplacement de la partie N-terminale et
de la boucle N dans GRO-a par la séquence N-terminale de SDF-la provoque un
antagoniste de CXCR4 avec une activité sept fois moins importante que pour la forme
sauvage de SDF-1a [165].

Le coude de type | ou lll reliant la premiere et la deuxieme chaine béta est également
impliqué dans la liaison au récepteur. Par exemple, dans MCP-1, les résidus Ser 34 et Lys
35 sont critiques pour l'activité [250, 251]. Parce que les chimiokines, a quelques exceptions
prés, ont des résidus chargés positivement dans cette position, il est possible que la boucle
30s soit impliquée dans une interaction électrostatique avec le récepteur apportant I'agoniste
a la surface de la cellule. D’autres résidus, par exemple ceux sur la boucle N, déterminent

sans doute la spécificité pour le récepteur.
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Apres la boucle 30s dans la séquence des chimiokines, le deuxieme feuillet {,
possede aussi un hombre significatif de résidus cationiques. Dans la plupart des chimiokines
CXC et CC, I'extrémité C-terminale du second feuillet B porte une lysine ou une arginine.
Cette région est supposée étre le site de liaison des glycosaminoglycanes [195, 252-254].
L’implication ou non du troisieme feuillet B des chimiokines n’est pas encore bien connu.
L’hélice a C-terminale a été montrée comme modulant I'activité d’au moins trois chimiokines,
MCP-1 [244], GRO-a [255], SDF-1a [256], mais en général elle ne semble pas étre impliquée

dans l'activation du récepteur.

I.B.3.2 L’interaction des chimiokines et des GAGs

Les interactions entre les chimiokines et leur récepteur sont normalement
considérées comme étant de stoechiométrie 1/1. Telles que mentionnées précédemment, les
chimiokines interagissent également avec d’autres molécules pouvant affecter leur état
oligomérique et/ou leur activité vis-a-vis du récepteur. En plus de leurs interactions avec les
récepteurs, certaines, sinon toutes les chimiokines ont des interactions avec les GAGs. Ces
interactions étaient initialement interprétées comme un mécanisme localisant et présentant
les chimiokines a la surface des cellules avec des gradients haptotactiques guidant la
migration des cellules, et empéchant la diffusion des chimiokines, en particulier dans les
conditions de la circulation sanguine [52, 80, 216]. D’autres processus peuvent également
impliquer des interactions avec les GAGs comme la transcytose de chimiokines a travers les
cellules, la protection contre la protéolyse, des fonctions de co-récepteurs et de signalisation

[24, 257, 258].

Les chimiokines sont des protéines trés basiques (pl 9-10), tandis que les GAGs, tels
gue HP et HS, ont une forte densité de charges négatives provenant des groupements
carboxylate et sulfate. Les interactions entre les chimiokines et les GAGs ont pu étre
démontrées in vitro [100, 216, 259]. Toutefois, afin de prouver que l'interaction avec les
GAGs est fonctionnellement pertinente, des mutants des chimiokines MCP-1, MIP-1(3 et
RANTES ont été concgus pour ne pas lier HP, mais pour maintenir leur capacité a lier les
récepteurs et a induire la migration des cellules in vitro [217, 260]. Ces mutants ont ensuite
été testés in vivo dans des essais de recrutement par voie intrapéritonéale. Ces mutants
n'ont pas été en mesure d’induire la migration [227]. Des mutants déficients pour la liaison
aux GAGs d'autres chimiokines telles que MCP-3 et SDF-1 ont également été montrés
comme fonctionnels in vitro, mais non fonctionnels in vivo [261, 262]. Ces études établissent

clairement 'importance des GAGs dans la fonction des chimiokines.

73



Figure 13 : Différents mécanismes pour la présentation des ch imiokines sur des GAGs aux récepteurs

des leucocytes.

Il faut noter qu’on ne sait pas si les chimiokines interagissent simultanément avec les GAGs et les récepteurs
comme il est suggéré dans la figure, ou si elles sont distinctes. (A) Présentation de chimiokines (bleu clair)
oligomérisées sur des PGs. (B) Certaines chimiokines, comme SDF-1y (violet), ont une longue partie C-terminale
non structurée qui peut étre utilisée comme un « hamegon ». (C) Certains récepteurs peuvent agir comme
molécules de présentation, CCRL2 est un exemple) [263]. (D) En plus de fournir un mécanisme de présentation,
certaines chimiokines (bleu foncé) agissent directement en tant que molécules d’adhésion, comme c’est le cas
pour la fractalkine et CXCL16 [264]. D'apres [221].

74



Les mécanismes d’interaction avec les GAGs demeurent mal connus. Dans la plupart
des études visant a définir les sites des chimiokines impliquées dans la liaison aux GAGS,
les résidus basiques dans des motifs de séquence linéaire comme BBXB (ou B est un résidu
basique) ont été mutés, et les effets des mutations sur la liaison & HP in vitro ont été
évalués. Ces études ont révélé une grande diversité topologique dans I'emplacement des
sites de liaison : I'hélice C-terminale dans IL-8, la boucle 40s dans MCP-3, MIP-1a, MIP-1(3
et RANTES, la boucle 20s dans SDF-1, et le cluster de 50s dans I-TAC [186, 265]. Toutefois,
il a également été montré que les chimiokines sont nombreuses a s'oligomériser en
présence de GAGs, suggérant que les épitopes de liaison peuvent sensiblement étre plus
grands et plus distribués dans le cadre des dimeres et des structures oligomériques d’ordre
supérieur que pour les monoméres. MCP-1, qui est dimérique en solution, pourrait former

des tetrameres en présence de GAGs [217].

Ces données ont conduit a I'hypothése que les GAGs promeuvent I'oligomérisation
des chimiokines fournissant ainsi une plus vaste surface de liaison, ce qui peut étre
important pour la présentation a la surface cellulaire en particulier sous écoulement. De
fagon plus spéculative, il a été suggéré que les différents types de GAGs, étant extrémement
hétérogénes, pourraient induire des structures tridimensionnelles de chimiokines différentes,
ce qui pourrait contribuer a la spécificité de la migration cellulaire [52]. L'oligomérisation peut
également étre nécessaire pour les chimiokines se liant simultanément a un récepteur et a
un GAG, comme c’est le cas pour de nombreuses oligomérisations de chimiokines. Bien s(r,
cette hypothese suppose que les interactions avec le récepteur et le GAG soient simultanées

comme illustré dans la Figure 13, ce qui actuellement n’est pas prouve.

Toutefois, I'oligomérisation en présence de GAGs n’est pas le seul mécanisme pour
la présentation des chimiokines aux récepteurs (Figure 13). Certaines chimiokines ont de
longues parties terminales désordonnées. Dans le cas de SDF-1y, une isoforme de SDF-1a,
la chimiokine posséde une partie C-terminale d’environ 30 résidus basiques, suggérant un
éventuel role dans la liaison aux GAGs [266, 267] (1.B.3.4.1). Comme un domaine non
structuré peut potentiellement se replier dans des conformations différentes pour tenir
compte de nombreux partenaires oligosaccharidiques, celui-ci pourrait intervenir dans la
reconnaissance des GAGs. Peut-étre I'exemple le plus impressionnant de la « plasticité »
structurale dans la liaison des GAGs concerne la lymphotactine. La chimiokine peut adopter
deux conformations completement différentes: une structure canonique se liant au
récepteur, ou un dimere formant un sandwich-B se liant aux GAGs [213]. Ce scénario
oppose I'oligomérisation de certaines chimiokines ou les sites de liaison du récepteur et des
GAGs se chevauchent souvent, avec des chimiokines comme SDF-1y ou ils peuvent étre

indépendants.
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En résumé, les chimiokines peuvent reconnaitre différents GAGs, non seulement par
la liaison d’épitopes dans le cadre de structures tertiaires, mais aussi par des changements
dans le niveau d'oligomérisation, des changements dans le repliement des domaines non
structurés, et également des changements de conformation. Un défi pour I'avenir sera de
déterminer toutes les structures des complexes chimiokines-GAGs, ainsi que la spécificité et
la diversité de ces structures et leurs roles précis dans la biologie des chimiokines. Il reste la
difficulté a travailler avec les GAGs qui sont hétérogénes et difficiles a synthétiser.
Cependant de nouvelles technologies en glycobiologie font progressivement lever ces

barriéres.

I.B.3.3 Intérét thérapeutique des chimiokines

La biologie des chimiokines est encore un nouveau domaine de I'immunologie, avec
les premiers récepteurs identifiés depuis seulement une décennie. Les récepteurs sont une
cible intéressante pour de petites molécules inhibitrices du systeme immunitaire. Cependant,
a I'heure actuelle ces molécules antagonistes ne sont pas disponibles pour la grande
majorité des récepteurs, ou bien ne sont pas encore autorisées. De plus, de nombreuses
guestions se posent quant au choix de(s) la(es) cible(s). C’est pourquoi de hombreux efforts
sont faits pour découvrir et synthétiser ces molécules, et le nombre de brevets résultant de

ces travaux est en constante augmentation.

Il est intéressant d'examiner le nombre de brevets publiés pour les récepteurs
individuels. Par exemple, le grand nombre de brevets pour les petites molécules inhibitrices
de CCR3 refléte l'intérét de l'industrie pharmaceutique dans un nouveau traitement contre
'asthme, sans doute I'un des plus grands marchés du monde occidental. L'identification des
récepteurs de chimiokines en tant que co-récepteurs du VIH a un effet important sur les
programmes de dépistage, et est satisfaisante comme en témoigne le nombre croissant de
molécules brevetées ciblant le récepteur CCR5. Toutefois, le nombre de petites molécules
brevetées pour l'autre co-récepteur du VIH (CXCR4) est décevant, en particulier compte tenu

de son implication dans les métastases du cancer.

Il est maintenant clair que certaines chimiokines se lient a plusieurs récepteurs, ce
gui souléve une question, a savoir quels ligands devraient étre ciblés pour le dépistage [268].
Une des premieres molécules décrite dans la littérature est un inhibiteur de CCR5, TAK779
[269]. La cartographie de son site de liaison, sur un panel de mutants de CCR5, a montré

gu'’il est en fait un inhibiteur non-compétitif, car il se lie a une cavité, formée entre les hélices
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transmembranaires 1, 2, 3 et 7, et non aux domaines extracellulaires qui forment les sites de

liaison du ligand [270].

Les autres questions qui se posent souvent sont de savoir si un inhibiteur doit étre
spécifiqgue ou si l'inhibition de plusieurs récepteurs de chimiokines serait avantageuse. Le
composé BX471 (Berlex Inc.) a été montré comme extrémement sélectif de CCR1, alors que
l'inhibiteur TAK779 de CCR5 est également actif sur CCR2, qui est le récepteur ayant la plus
forte homologie avec CCR5 [269]. D’autres inhibiteurs ont également été reportés comme
inhibant a la fois CCR1 et CCR3 [271]. Comme ces deux récepteurs sont exprimés sur les
éosinophiles, cette sélectivité pourrait étre avantageuse pour le développement d'une
thérapie contre I'asthme. Une molécule active a également été identifiée dans l'inhibition de
la liaison & CCR1, CCR3, CCR5 et CXCR4, mais n'affecte pas CCR2 ou CXCR2 [272].

L'un des principaux obstacles rencontrés dans le développement de molécules
antagonistes des récepteurs est la réactivité croisée différente entre les espéces, ce qui crée
des problemes pour les essais sur des modeéles animaux, comme on l'a constaté avec
BX471 [273]. Par conséquent, bien que le nombre de molécules antagonistes du récepteur
soit en pleine expansion, nous manquons encore de données sur des modeles de maladies
animales. Ces données pourraient étre obtenues a partir de modeles primates, représentant
une dépense considérable, mais bien réalisées, ces études de toxicité devraient permettre
des tests rapides chez les humains. Il a été révélé publiquement que certains programmes
de petites molécules, y compris pour les récepteurs CXCR2, CXCR4, CCR1 et CCR5 sont

entrés dans la phase | des essais cliniques, mais aucune donnée n'a encore été publiée.

I.B.3.4 Choix des cytokines et des chimiokines comme modéles d’études

Comme nous venons de le voir tout au long de ce chapitre, les cytokines et les
chimiokines interviennent dans de nombreux processus biologiques. Nombre de ces
processus sont liés a l'interaction de ces derniéres avec les glycosaminoglycanes. De plus,
leur potentiel thérapeutique les rend importantes, puisque de réelles applications sont

attendues.
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Les chimiokines sont de petites protéines, par conséquent leur étude est plus facile
gue pour d'autres cytokines. Que I'on aborde le sujet d'un point de vue biologique, ou bien
biochimique, la finalité reste la méme : comprendre le role fondamental de ces interaction
protéines/GAG. Cette compréhension permettra sans doute de trouver le moyen de contrer
les processus pathologiques, tout en n’interférant pas sur les processus physiologiques.
Contrer ces processus reviendrait a trouver le moyen d’empécher la fixation de la protéine
sur son récepteur via l'intervention d’'une molécule synthétique. La cible de la molécule
pourrait étre la protéine, en empéchant sa fixation sur le récepteur, ou directement le
récepteur, en empéchant la fixation de la protéine. On sait que les chimiokines interagissent
avec les GAGs lors des processus biologiques. Notre choix s’est donc tourné vers I'étude
des interactions chimiokines/GAGs, car un GAG synthétique pourrait cibler les chimiokines.
Ce choix a été fait en fonction de la technique d'analyse utilisée. Le couplage de
I'électrophorése capillaire a la spectrométrie de masse permet en effet, d’apporter de

nombreuses informations sur ces interactions.

Au cours de ce travail, les interactions de certains GAGs avec trois protéines ont été
étudiées : SDF-1a, MCP-1 et I'IFNy. Les sous parties qui suivent décrivent plus précisément

ces trois protéines.

1.B.3.4.1 La chimiokine SDF-1«

La chimiokine Stromal cell-Derived Factor-1 (SDF-1 ou CXCL12), appartenant a la
famille des chimiokines CXC, est exprimée et sécrétée dans les tissus des vertébrés de
facon constitutive et ubiquitaire. Le géene codant pour SDF-1, initialement cloné par Tashiro
et al. en 1993 [274], est localisé sur le chromosome 10 (localisation 10q11.1) [275]. Ce gene,
hautement conservé chez les vertébreés, fut par la suite identifié comme facteur stimulant la
prolifération des cellules B précurseurs (PBSF : Pre-B cell growth Stimulating Factor) par
Nagasawa et al. en 1996 [276]. Contrairement a SDF-1, les autres chimiokines de la famille
CXC sont codées par des genes localisés sur le chromosome 4 et les génes des chimiokines

CC sont localisés sur le chromosome 17 [157].
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Oligomérisation de la chimiokine SDF-1

SDF-1 posseéde une structure typique des chimiokines stabilisée par deux ponts
disulfure. Elle se compose d’'une extrémité N-terminale structurée de 10 résidus, suivis d’'une
longue boucle, une hélice 31, feuillets B et une hélice a C-terminale. La chimiokine SDF-1
adopte une structure tertiaire conservée et ses formes fonctionnelles sont connues :

monomérique ou dimérique.

La structure quaternaire de SDF-1 a été décrite comme monomérique a pH 4,9
d’aprés des études par RMN [165]. Deux structures dimériques cristallines ont été obtenues
en présence de 1,6 ou 1,9 M de sulfate d'ammonium a pH 7 et pH 8 [192, 277]. Une étude
par ultracentrifugation analytique dans un tampon phosphate a pH 7,4 révele un équilibre
monomere-dimére [278]. Pris ensemble, ces résultats suggerent que les conditions en
solution peuvent affecter I'état d'oligomérisation de SDF-1, de maniére comparable aux
propriétés d’agrégation et de conformation dépendantes du pH et des sels observées pour
les autres chimiokines [211, 218, 279, 280]. En effet, Veldkamp et ses collégues [128] ont
montré que SDF-1 existe sous la forme d’'un équilibre monomere-dimére uniqguement sous
certaines conditions : le pH acide favorise I'état monomérique en déstabilisant la structure
dimérique, tandis que le pH physiologique et les anions, incluant le phosphate, sulfate et

citrate, déplacent I'équilibre vers le dimere.

L'influence des GAGs sur cet équilibre a également été prouvée en utilisant un
disaccharide d’'HP. Les données obtenues [128] suggerent que, a pH physiologique, HP
favorise aussi la dimérisation de SDF-1. Cet équilibre monomére-dimere a été caractérisé
par ultracentrifugation analytique et diffusion de la lumiére dynamique, avec un Kd de 150 +
30 uM a pH 7,4 dans un tampon phosphate [278], et est en accord avec le Kd de 140 + 19
UM déterminé par polarisation de fluorescence [128]. Pour que la dimérisation de SDF-1 se
produise, des anions (phosphate, sulfate, citrate ou HP) doivent étre présents et le pH doit

étre au-dessus du pKa du résidu His 25 (pH > 6), qui est positionné a l'interface du dimere.
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Figure 14 : Perturbations électrostatiques et stabil isation du dimere SDF-1.

Structure cristalline avec les résidus basiques mis en évidence. Les chaines latérales de K24 (vert), H25 (rouge),

et K27 (bleu) sont représentées [128].
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Ce résidu est en interaction avec la chaine latérale positivement chargée de la Lys 27
de la sous-unité opposée (Figure 14). Cette hypothese a été vérifiée, en remplagant le résidu
His 25 par une sérine ou un autre acide aminé. Cette mutation avait pour effet d’éliminer
I'effet du pH sur la dimérisation. A faible pH, la protonation de la chaine latérale du résidu His

25 crée une paire d’'ions défavorable (répulsion électrostatique) a I'interface du dimére.

L'augmentation de la charge positive, quand le pH est inférieur au pKa du résidu His
25, est supposée conduire a des répulsions électrostatiques entre les deux sous-unités,
perturbant ainsi le dimére de SDF-1. Une comparaison avec les autres chimiokines CXC
révele que le résidu histidine est présent uniguement dans la chimiokine SDF-1, a cette

position.

Isoformes de SDF-1

Le géne codant SDF-1 subit un épissage alternatif donnant lieu a différentes
isoformes de la protéine [281]. Jusqu'a récemment, deux isoformes avaient été décrites
[281]. La forme prédominante, SDF-1a, code pour une protéine de 68 résidus (7958,3 Da ; pl
9,9), tandis que l'isoforme SDF-1f contient quatre acides aminés en plus a I'extrémité C-
terminale [282]. Cette isoforme 3 stimule notamment I'angiogenése et elle est localisée dans
des organes trés vascularisés comme le foie, la rate ou encore les reins [283]. L'isoforme a
humaine présente une homologie d’environ 95% avec les isoformes provenant des souris.
Concernant les autres chimiokines, le taux d’homologie se situe aux alentours de 70%, ce
gui suggeére un réle fondamental de la chimiokine SDF-1 dans les processus physiologiques
[165].

De nombreuses données fonctionnelles sur SDF-1 ont été obtenues a partir de SDF-
la et B, bien qu’a ce jour, trois isoformes (a, B et y) et six isoformes (a, B, vy, 0, € et ¢) de
SDF-1 aient été découvertes respectivement chez les rongeurs [284] et les humains [282].
Toutes ces isoformes partagent les trois mémes premiers exons correspondant a l'isoforme
a (résidus 1-68), mais different dans leur quatrieme exon, ce qui leur confére un domaine C-

terminal spécifique [282, 285].

Processus de dégradation

SDF-1 est exprimée de facon ubiquitaire et constitutive dans les tissus des vertébrés.
Les vertébrés ont développé une méthode de préservation de SDF-1 via la régulation du

processus de dégradation [286]. SDF-1 est protéolytiquement dégradée aux deux
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extrémités. La protéolyse de la partie N-terminale s’opére lentement et est indépendante des
isoformes et se produit a la fois dans le sang et les tissus. Cela bloque l'activité de la
chimiokine et abaisse I'affinité de SDF-1 pour son récepteur. Inversement, la dégradation du
C-terminal est rapide, dépend de l'isoforme et se produit seulement dans le sang. La
dégradation est médiée par une N-carboxypeptidase (CPN), qui est une enzyme également
impliquée dans la dégradation d’autres protéines [287]. La protéolyse de la partie C-
terminale n’inactive pas SDF-1, mais diminue son activité de moitié, atténuant la stabilisation

des chimiokines en interaction avec les GAGs au niveau de la surface cellulaire.

Cependant, seule SDF-1a, qui est l'isoforme prédominante et la plus petite, est
sensible a ce processus. C’est pourquoi les vertébrés ont développé un mécanisme de
régulation supplémentaire de la partie C-terminale de la forme prédominante. Ce mécanisme
peut empécher un déséquilibre homéostatique résultant d'une libération soudaine de SDF-1,
provenant des tissus, dans le sang. La présence d'un quatrieme exon durant I'épissage
prévient donc la dégradation protéolytique de la partie C-terminale des chimiokines dans le
sang. Ainsi, SDF-1B3, qui est relativement identique & SDF-la excepté la présence du
qguatriéme exon, montre une activité tres similaire in vitro et dans les tissus, mais est deux

fois plus importante dans le sang.

Interaction de SDF-1 avec les GAGS

Bien entendu, les informations biologiques nécessaires au systeme des chimiokines
ne sont pas seulement stockées dans la séquence des protéines impliquées, mais
également dans la structure des GAGs, en particulier HS auquel se lient la plupart des

chimiokines [288] principalement a travers des interactions ioniques.

En dehors de la sensibilité de la partie C-terminale a la protéolyse, un autre
mécanisme régulatoire de I'activité de SDF-1 a été observé. Il a été montré que la liaison aux
GAGs est nécessaire pour I'accumulation des leucocytes [289], et qu’elle empéche I'attaque
protéolytique, allongeant la durée de vie des molécules de SDF-1 [266]. Par conséquent,
l'affinité de la liaison aux GAGs, qui varie selon les isoformes de SDF-1, fournit un autre

mécanisme de régulation spécifique pour le couple SDF-1/CXCRA4.

L'interaction de SDF-1a avec les GAGs est essentiellement représentée par un motif
de liaison & HS, BBXB (B pour résidu basique), localisé dans le premier feuillet 3 de la
protéine [290]. La liaison de SDF-1a a HS implique les résidus critiques K24 et K27, qui avec
R41 forment la partie essentielle du site de liaison de [254, 291] et sont distincts de ceux

requis pour la liaison au récepteur CXCR4.
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Etant donné que les isoformes 0, € et ¢ ne possedent pas de motifs de liaison a HS
reconnaissable dans leur partie C-terminale, nous pouvons supposer que, comme SDF-1q,
les résidus K24-K27-R41 des isoformes définissent leur capacité a interagir avec ce GAG.
La situation est radicalement différente pour I'isoforme SDF-1y. En effet, cette isoforme de
SDF-1 possede une extrémité C-terminale de 30 résidus, remarquablement conservée entre
les rongeurs et les humains (Figure 15). Comme montré par RMN, ce peptide carboxy-
terminal (résidus 69-98) est caractérisé par une grande flexibilité et est désordonné en
solution, alors que les 68 premiers résidus de SDF-1y ont une structure trés similaire & celle
de SDF-1a. La partie C-terminale est composée de 18 résidus basiques (B), neuf d’entre eux
étant regroupés dans trois domaines BBXB liant HS. L’existence de motifs de liaison a HS
carboxy-terminaux suggére que SDF-1y pourrait interagir avec une affinité renforcée et/ou
une sélectivité différente avec les GAGs pour accomplir des fonctions spécifiques. En effet,
le quatrieme exon de l'isoforme SDF-1y, lui procure la plus grande affinité (Tableau 7) pour

les GAGSs, jamais observée pour les chimiokines [267].

Ainsi, SDF-1y se lie a la surface cellulaire immédiatement apres la sécrétion et
l'isoforme n’est pratiguement jamais trouvée sous une forme libre. Bien que cette isoforme
Soit moins puissante qu’un agoniste, elle est plus efficace en particulier sur une période plus
longue, grace a la persistance des ses interactions. Une administration intrapéritonéale de
SF1l-a et SDF-1ly produit pratiguement la méme réponse locale inflammatoire apres 3
heures, mais aprés 16 heures, la réaction inflammatoire est présente seulement dans les
animaux inoculés avec SDF-1y. Les isoformes SDF-16, SDF-1¢ et SDF-1¢ ont récemment
été mises en évidence, mais aucun mécanisme spécifique de régulation n'a encore été
attribué a ce jour [282]. La forme y est caractérisée par une surface de liaison aux GAGs

étendue, lui conférant une forte affinité pour HS et le dermatane sulfate.

Interaction de SDF-1 avec son récepteur CXCR4

L’activité de la chimiokine SDF-1 réside majoritairement dans sa région N-terminale.
En effet, cette région permet la reconnaissance et la liaison de la chimiokine au niveau de
son récepteur CXCR4 dont elle est le seul ligand physiologique connu. Un modéle en deux
étapes de l'interaction fut proposé par Crump et al. [165]. L'interaction s’initie via la séquence
RFFESH (résidus 12-17) de SDF-1 et les résidus 2-36 du récepteur CXCR4 ce qui

engendrerait un changement conformationnel du récepteur [292].
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Figure 15 : Représentation des surfaces de liaison des GAGs (bleu) des isoformes « et y de SDF-1.

[254, 267, 293]
HP HS DS
SDF-1a / CXCL12a 93+6,1 nM 200 =14 nM Pas de liaison
SDF-1B / CXCL12p 24,7 +2,6 nM 53+ 2,7 nM Pas de liaison
SDF-1y / CXCL12y 0,91 £ 0,07 nM 1,5+0,2 nM 4.8 + 0,04 nM

Tableau 7 : Constantes de dissociation (Kd) desiso  formes a, B et y de la chimiokine SDF-1.

Kd pour HP (HP), HS (HS) et le dermatane sulfate (DS) déterminées par résonance des plasmons de surface
(SPR) [267].
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Ce changement de conformation facilite I'interaction entre les huit premiers résidus
de la chimiokine et un site de fixation alors exposé au niveau du récepteur impliquant les
résidus présents dans les deuxieme (Asp 187) et troisieme (Glu 268) boucles extracellulaires
[294].

On retrouve CXCR4 dans de nombreux types cellulaires : sur les cellules
embryonnaires [295], sur les cellules inflammatoires (lymphocytes T et B, neutrophiles) [296,
297], sur les cellules endothéliales et épithéliales [298, 299], sur les cellules nerveuses du
systéme nerveux central [300, 301] ainsi que sur les cellules cancéreuses [302]. Le
récepteur prédominant de SDF-1, CXCR4, possede aussi une forme alternative due a
I'épissage, CXCR4-Lo. CXCR4-Lo differe du récepteur humain CXCR4 au niveau de la
partie N-terminale mais aboutit en une protéine fonctionnelle qui se lie a SDF-1 et provoque
une mobilisation du calcium intracellulaire et le chimiotactisme. Il a été suggéré que les
récepteurs CXCR4 et CXCR4-Lo possedent une affinité différente pour SDF-1 ou le virus du
VIH [303].

Récemment, un récepteur alternatif pour SDF-1 a été décrit [304, 305]. Initialement
décrit comme RDC1 en 1994 [306], CXCR7 révele une grande affinité de liaison pour SDF-1
et I-TAC. Il est également couplé aux protéines G. Le récepteur CXCR7 est largement
exprimé dans les cellules vasculaires et gliales mais ses fonctions ne sont pas encore
connues [307, 308].

Fonctions physiologigues et pathologiques de SDFE-1

Hématopoiese et inflammation : L'équipe de Nagasawa en 1994 révéla le premier

réble de la chimiokine SDF-1. En effet, elle démontra que la chimiokine participait a la
prolifération des lymphocytes B dans la moelle osseuse mais également dans le foie. De
plus, il fut démontré que les animaux présentant une absence de SDF-1 présentaient une
malformation cardiaque et ne survivaient pas [276]. SDF-1 joue également un réle dans la
maturation des thymocytes dans le thymus. Il faut cependant noter que SDF-1 n’est pas la
seule cytokine a intervenir dans la maturation et la prolifération des lymphocytes B. C'est
aussi le cas pour IL-7, BST-1, IGF-1, PBEF [309].

Embryogenése : SDF-1 posséde un réle important dans le développement

embryonnaire de plusieurs organes comme le développement des systemes nerveux,
cardiovasculaire et immunitaire [171, 310]. Une étude sur des embryons de souris agés de 8

a 13 jours a révélé une forte abondance de SDF-1 et de son récepteur [311].
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Chimiotactisme : SDF-1 intervient également dans les processus chimiotactiques en

recrutant les lymphocytes, les neutrophiles et les monocytes/macrophages vers les sites
d’inflammation [171, 297, 312]. Il a été démontré que SDF-1 peut induire la migration de
cellules neuronales, endothéliales progénitrices [313-315] et hématopoiétiques souches
[316].

Apoptose : SDF-1 a un réle anti-apoptotique dans les cellules souches
hématopoiétiques [317] et les cellules pancréatiques [318] en diminuant la dégradation de
'ADN et en augmentant I'expression d’'une protéine anti-apoptotique, la B-cell lymphoma
(bcl-2) [317]. Cependant, la protéine gpl20 du VIH peut lier le récepteur CXCR4 et cette

liaison induit 'apoptose des cellules T [319] et des cellules du cortex [320].

Angiogenese : SDF-1 est impliquée dans l'angiogenése au niveau des régions
endommagées en participant a la migration de cellules endothéliales [321, 322] et en
augmentant la présence de facteurs angiogéniques tel le VEGF [323]. SDF-1 est également
connue pour participer a l'angiogenese dans les tumeurs comme dans le cancer de la
prostate [324], du rein [325], du pancréas [326], du poumon [327], des ovaires [328], du sein
[329], du c6lon [330] et du cerveau [302]

1.B.3.4.2 La chimiokine MCP-1

La chimiokine « Monocyte Chemoattractant protein 1 » (MCP-1 ou CCL2) est une
protéine de 76 acides aminés (7698,0 Da; pl 9,4) appartenant a la sous famille CC des
chimiokines. MCP-1 est impliquée dans des processus mettant en jeu les récepteurs couplés
aux protéines G [331-333] et les protéoglycanes de surface [52, 334]. MCP-1 gouverne le
recrutement de plusieurs populations de leucocytes incluant les monocytes, les lymphocytes
T et les cellules NK [335], en interagissant avec le récepteur a 7 domaines
transmembranaires CCR2. Ainsi, MCP-1 est fortement impliguée dans une variété de
maladies comme l'athérosclérose [336, 337], l'insuffisance cardiaque congestive [338, 339],
la polyarthrite rhumatoide [340-342], les maladies inflammatoires de l'intestin [343] ou du
systéme nerveux central [344] et l'uvéite’ [345-347]. MCP-1 se lie exclusivement au
récepteur CCR2, contrairement a beaucoup d'autres chimiokines inflammatoires [348], mais
CCR2 est également activé par plusieurs autres chimiokines, y compris MCP-2, MCP-3,

MCP-4 chez 'homme et MCP-2 et MCP-5 chez la souris [158]. L'importance de ce couple

' Une uvéite est (chez 'Homme ou l'animal) une inflammation de I'uvée (iris, corps cilaires et /ou
choroide).
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chimiokine-récepteur dans des modeles de maladies inflammatoires chez la souris, y
compris la sclérose en plaques, I'athérosclérose et l'uvéite, a été confirmée [345-347, 349-
351].

Oligomérisation de MCP-1

MCP-1 se dimérise a de fortes concentrations du fait de sa constante de dissociation
(Kd) de 570 uM déterminée par sédimentation [352]. Pourtant, effectuant également des
expériences de sédimentation, Paolini et al. [353, 354] ont déterminé un Kd de 0,86 + 0,64
MM. L'auteur conclue que la différence de valeurs est certainement due aux conditions

utilisées pour I'analyse.

On retrouve une grande diversité de formes oligomériques des chimiokines. Les
formes non oligomérisées peuvent avoir une activité thérapeutique comme I'a démontré une
forme monomérique de MCP-1 possédant des propriétés anti-inflammatoires dans des
modéles animaux de I'encéphalomyélite auto-immune et de [larthrite [355, 356].

L’oligomérisation de MCP-1 est connue pour étre nécessaire a son activité in vivo [227].

Une forme tronquée de MCP-1 (résidus 10-76) a été détectée comme monomérique
a toutes les concentrations testées, suggérant que l'interaction du dimére natif de MCP-1 est
localisée au niveau de I'extrémité N-terminale [352]. De la méme maniére, un mutant proline-
alanine (P8A) de MCP-1 ne peut pas s'oligomériser [219], ce méme a des concentrations
millimolaires, contrairement a la forme sauvage qui se dimérise a des concentrations
nanomolaires voire submicromolaires en fonction des conditions en solution. Les
monomeres P8A MCP-1 ne sont pas capables d’induire le recrutement cellulaire dans la
cavité péritonéale de souris, en dépit de leur capacité a induire la migration cellulaire aussi
efficacement que leurs homologues sauvages [355]. Le résidu proline en position 8 est donc

essentiel & la dimérisation de MCP-1 [219].

Ces études ont clairement démontré l'incapacité des mutants de MCP-1 a induire la
migration in vivo méme s'’ils possedent une chimiotaxie robuste in vitro, indiquant que les

oligomeres de chimiokines ont un réle fonctionnel.
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Figure 16 : Spectre de masse ESI-FTICR dans 100 mM NH 4OAc (pH 6,8).

(A) MCP-1 (CCL2) 10 uM, (B) MCP-1 10 pM + MCP-2 (CCL8) 10 pM et (C) MCP-2 10 uM. L'astérisque
représente I'adduit acide trifluoroacétique. M[CCL2] représente le monomere et D[CCLZ2] représente le dimére
[357].
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Par spectrométrie de masse (nESI IMS-MS), Schenauer et ses collegues ont été en
mesure d'établir que MCP-1 existait principalement sous la forme d'un équilibre
monomere/dimére [358], ce qui est en accord avec les études d'ultracentrifugation analytique
[217, 353, 359]. Cependant, il a été montré que le dimére de MCP-1 n'est pas
particulierement stable en phase gazeuse [358]. Des triméres et tetrameéeres ont également

été observés, cependant la spécificité de ces oligoméres est discutable.

Interaction de MCP-1 avec son récepteur CCR2

Afin d’identifier les résidus de la chimiokine MCP-1 impliqués dans la liaison au
récepteur CCR2, une substitution de tous les résidus exposés a la surface par des résidus
alanine a été réalisée [360]. Des études ont également impliqué la mutation d’autres résidus
afin de déterminer I'importance de la charge, I’hydrophobicité ou I'aromaticité a des positions
spécifiques. Il en résulte que huit résidus N-terminaux sont importants pour la signalisation.
On retrouve des résidus basiques (K18, K19, R25, K35, K38, et K49) et hydrophobes (Y13 et
P37) [361]. Il existe des preuves provenant d’études par RMN que plusieurs résidus de
MCP-1, particulierement C11, F15, T16 et I51, établissent des contacts avec I'extrémité N-
terminale du récepteur CCR2 [362, 363]. Les résultats obtenus par Monteclaro et al.
suggerent un modéle en deux étapes conduisant a I'activation du récepteur [362]. Dans la
premiere étape, MCP-1 se lie avec une haute affinité au domaine N-terminal extracellulaire
(acides aminés 1 a 40) du récepteur. La seconde étape est la formation d’'une faible liaison
entre MCP-1 et une ou plusieurs des boucles extracellulaires du récepteur. Elle sert & initier

la transduction du signal.

Hétérodimérisation des ligands de CCR2

Crown et al. ont caractérisé I'hétérodimérisation des ligands de CCR2 : MCP-1, MCP-
2, MCP-3, MCP-4 et I'éotaxine, ainsi que les effets de la liaison des GAGs en utilisant un
spectromeétre de masse ESI-FTICR [357].

Pour étudier I'effet d’'un GAG hautement sulfaté sur la formation d’hétérodiméres, un
mélange équimolaire de 2 chimiokines a été analysé par ESI-FTICR en présence du
pentasaccharide d’HP Arixtra®. Les chimiokines MCP-1 et MCP-2 ont montré une forte
propension & s’hétérodimériser (Figure 16), tandis que la formation des hétérodiméres entre
MCP-1 et I'éotaxine, MCP-1 et MCP-4, et MCP-2 et MCP-4 est beaucoup plus faible.
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Ligand Kd Méthode de détermination
HP non fractionnée (Sigma) 1,55 pM Fluorescence [217]
[°H] HP 1,5 uM
HP (MW : 13 000) 29 nM
Chondroitine sulfate C (MW : 50 000) 27 nM Spectrométrie a scintillation [364]
MCP-1 HS (MW : 16 000) 15 nM
(WT) : :
Acide hyaluronique (MW : 757 000) 211 nM
) i Résonnance plasmonique de
HS non fractionné 1260,2 nM
surface [365]
HS non fractionné 0,8 pM
Fluorescence [365]
Dermatane sulfate non fractionné 6 uM
HP 3,4+1,7nM | Spectrométrie a scintillation [216]

Tableau 8 : Exemple de constantes de dissociation en

tre MCP-1 et des GAGs.

Figure 17 : Modélisation de l'interaction MCP-1/HP.

(Gauche) : Structure de la chaine protéique. (Droite) : Surface moléculaire du dimére. Les zones en bleu

correspondent aux résidus basiques de la protéine susceptible d’interagir avec HP [52].
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Aucun hétérodimere avec MCP-3 n'a été observé. En utilisant la spectrométrie de
masse et la RMN, ils ont montré que I'hétérodimére MCP-1/MCP-2 est prédominant en
solution par rapport a 'homodimére MCP-1/MCP-1 [357].

En résumé, les données présentées dans la littérature indiquent que certains ligands
de CCR2 peuvent former préférentiellement des hétérodimeres stables au lieu
d’homodimeres et que ces interactions, comme pour celles des homodiméres, peuvent étre

influencées par des GAGs.

Interaction de MCP-1 avec les GAGS

Les chimiokines n’interagissent pas uniquement avec des récepteurs, sous la forme
de différents états oligomériques pouvant induire différentes réponses de signalisation ; elles
interagissent également avec les GAGs [100] qui stabilisent la formation des oligomeéres. Par
exemple, MCP-1 a une affinit¢ d'environ 1,5 puM pour I'HP non fractionnée [217, 364]
(Tableau 8).

Le site de liaison de la chimiokine MCP-1 & HP a été identifié par mutagenése. Les
résidus impliqués sont K58, H66 [364] et R18, K19, R24, K49 [217, 227] (Figure 17). La
modélisation de la structure des dimeéres indique que les sites de fixation des GAGs sont

différents des sites d'interaction entre les deux protéines, contrairement a SDF-1.

La spectrométrie de masse ESI a permis de montrer que la chimiokine MCP-1 lie
préférentiellement les GAGs sous forme de dimeére [357, 359, 366, 367]. Des complexes non
covalents entre MCP-1 et Arixtra® (pentasaccharide synthétique d’HP) ont été mis en
évidence. Les complexes adoptent principalement une stoechiométrie 2/1 ; et le dimére, en
absence d'Arixtra®, se dissocie a des énergies d’activation relativement faible [358]. Le
pentasaccharide d’'HP Arixtra® semble donc stabiliser le dimére en phase gazeuse. Des
complexes de staechiométrie 1/1 et 2/2 ont également été observés en présence d’HP [366]
mais en plus faible quantité. La modélisation moléculaire indique cependant que le dimére
MCP-1/HP serait de stoechiométrie 2/2.

Des analyses par ultracentrifugation et modélisation indiquent que HP peut
également induire I'oligomérisation en tetramére ou octamere [52, 217]. Des triméres et
tetraméres sont aussi capables de se former en présence d’Arixtra®, mais aux intensités
mesurées, ces résultats peuvent étre d’une importance limitée [358]. La modélisation de la

structure des tetrameéres indique la présence d’'une surface continue de résidus basiques
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encerclant les quatre protéines et probablement correspondant aux sites de liaison des

GAGs [52, 217]. La stcechiométrie du tetramere en présence d’HP reste a déterminer.

L.B.3.4.3 L’interféron gamma humain (IFNy)

Les interférons sont des protéines de la famille des cytokines. Découverts en 1957
par Isaacs et Lindenmann, trois types d'interférons coexistent : type |, Il et lll. Les interférons
de type | (IFNa et IFNB) ont une activité antivirale. lls protégent les cellules contre les
infections virales en induisant la synthése de diverses protéines, notamment des enzymes
qui inhibent la réplication virale. Les interférons de type Il (IFN-A) ont été découverts
réecemment. Bien qu'ils interagissent avec un récepteur différent de celui des interférons de
type |, ils induisent une cascade de signalisation trés semblable a celle des interférons de
type | et stimulent I'expression des mémes génes. L'interféron de type Il (IFNy) est appelé
également I'Interféron immun car il est sécrété par les lymphocytes T de type CD4+ et CD8+
et les cellules NK [368]. Sa sécrétion est stimulée par l'interleukine 18 aussi appelée IGIF

(Interferon-gamma Inducing Factor).

Structure de I'lEN vy

Bureau et al. ont localisé le géne de I'IFNy humain sur le chromosome 12g25. Ce
gene de 6 kb contient trois introns et quatre exons codant pour un polypeptide de 166 acides
aminés dont les 23 premiers constituent la séquence signal [369, 370]. Une fois la séquence
signal clivée, la forme active de I'lFNy humain est une glycoprotéine homodimérique

composée de deux polypeptides de 143 acides aminés (17,1 kDa).

Chaque polypeptide possede deux sites de glycosylation sur les résidus Asn en
position 25 et 97 (sans le peptide signal) [371-375]. L'IFNy ne possede pas de cystéines
dans sa séquence, ce qui exclut toute forme tertiaire liée a des ponts disulfures. Chaque
polypeptide est constitué par 7 hélices a (A a F, constituées de 9 a 21 résidus) liées par des
boucles et une extrémité C-terminale (résidus 124-143) qui est flexible et peut adopter des
conformations variées [376] (Figure 18). La région C-terminale contient deux domaines de
résidus basiques (D1 : 125-131 et D2 : 137-140) qui semblent jouer un réle important dans
l'activité de la protéine [377]. Ces domaines conferent également une sensibilité aux
attaques protéolytiques [378-381]. Sous forme cristalline et non glycosylée, I'lFNy est un

homodimére (Figure 18) de 34 kDa stabilisé par des liaisons non covalentes et par
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l'imbrication des hélices a des deux polypeptides. L’agencement des polypeptides se fait de
fagcon a ce que I'extrémité N-terminale d’'un polypeptide soit & proximité de I'extrémité C-

terminale de l'autre polypeptide.

Comme beaucoup d'autres cytokines, I'lFNy exerce de multiples fonctions et est
capable de réguler plus de 200 genes distincts [382]. Il est un facteur clé dans la régulation
des différents stades de la réponse immunitaire puisqu’il possede des propriétés antivirales,
antiprolifératives et immunomodulatrices [383, 384]. Il participe également a la régulation de

diverses protéines de la matrice extracellulaire.

L'IFNy posséde aussi une activité pro-inflammatoire importante [385] et semble étre
un médiateur dans l'athérosclérose, une maladie inflammatoire chronique des vaisseaux
[386]. De méme, pour la maladie de Crohn et la colite ulcérative, le taux d'IFNy détecté dans
le sang est supérieur a la normale [387]. Lorsque la production de I'lFNy est dérégulée, des
maladies auto-immunes peuvent étre développées, ce qui est le cas pour larthrite
rhumatoide, les scléroses, le diabéte de type I, la schizophrénie ainsi que des maladies auto-

immunes de la peau [388].

Le récepteur de I'lEN vy

L’IFNy transmet son signal aux cellules cibles via un récepteur spécifique, I'lFNyR.
IFNYR est exprimé de maniere ubiquitaire & la surface de la grande majorité des cellules
[389]. Le récepteur est composé par deux sous-unités polypeptidiques : IFNyRa et IFNYRf.
La sous-unité a (472 résidus) contient un domaine extracellulaire (228 résidus), une région
transmembranaire (24 résidus) et un domaine intracellulaire (220 résidus). La partie
intracellulaire contient un site de fixation & Jak1' qui est riche en résidus Ser et Thr. Ces
résidus seront pour la plupart phosphorylés durant la signalisation. La sous-unité IFNyRa
permet linteraction avec linterféron gamma, avec une affinité de I'ordre du nanomolaire
(Kd = 0,1 - 1 nM) [390]. L'IFNyRa est associée avec une autre protéine transmembranaire,
la sous-unité B du récepteur. IFNyYRB est composée d'un domaine extracellulaire (226
résidus), d'une région transmembranaire (25 résidus) et d’'un domaine intracellulaire (64
résidus) qui possede un site de fixation pour Jak2 [391]. Cette sous-unité B joue un réle
moins important que la sous-unité a dans linteraction. Cependant elle est cruciale pour la

transduction du signal.

12 Janus kinase. Famille de tyrosine-kinases cytosoliques (Jak1l, 2, 3 ; Tyk2)
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Figure 18 : Modélisation molécu laire de I'lFN y avec les régions C- terminales étendues.

(A) Deux vues perpendiculaires de 'homodimere avec les deux polypeptides colorés en bleu et rouge. (B) Deux

vues perpendiculaires de I'lFNy interagissant avec HS [392].
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Figure 19 : Structure cristallographique du complexe entre I'l FNy et la partie soluble de la chaine o du

récepteur (bleu/vert).

[393]
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L'IFNy, homodimérique, interagit avec un récepteur constitué par deux hétérodiméres
d’'IFNyR(a/B) [394]. Les éléments structuraux de I'lFNy nécessaires a linteraction ont été
déterminés [395]. Trois régions distinctes sont importantes : la boucle entre les deux
premiéres hélices a (boucle A-B; résidus 18-26), une séquence de I'hélice F (108-124) et
une courte région de I'extrémité C-terminale (128-131) [396, 397] (Figure 19).

Pour transmettre son signal, I'lFNy utilise la voie de signalisation JAK-STAT (Janus
Kinase - Signal Transducers and Activators of Transcription). Les deux sous-unités du
récepteur interagissent au niveau de leur partie cytoplasmique avec les protéines kinases,
Jakl et Jak2 [398]. La fixation de I'lFNy induit la dimérisation des deux sous-unités a du
récepteur, permettant le rapprochement des kinases [399]. Les protéines Jakl et Jak2
s’activent par phosphorylation croisée et permettent la phosphorylation des tyrosines du
récepteur [400, 401]. Des facteurs STAT1a" [402] viennent également interagir afin de
former le facteur GAF (Gamma Activator Factor) qui, une fois dans le noyau, va se fixer sur

des séquences cibles sur les genes régulés par I'lFNy [403].

Interaction de I'EN y avec HS

L'interféron gamma interagit également avec les glycosaminoglycanes. Son ligand
principal est HS. La constante de dissociation, trés spécifique pour cette interaction, a été
évaluée a environ 1,5 nM, ce qui justifie I'intérét porté a sa caractérisation [59]. Des études
ont permis de mettre en évidence deux domaines riches en résidus basiques dans la région
C-terminale de I'lFNy, impliqués dans linteraction avec I'HS [59, 404]. Ces domaines,
KTGKRKR et RGRR, ont ét¢ nommés D1 et D2 respectivement [405]. La séquence
oligosaccharidique interagissant avec la cytokine a pu étre partiellement caractérisée. |l
s'agit d’'un domaine central N-acétylé riche en GIcA (environ 7 kDa) encadré par deux
domaines N-sulfatés de 6 a 8 monosaccharides. Ces deux domaines anioniques semblent

interagir avec les régions C-terminales basiques de la protéine (Figure 20).

L'interaction met principalement en jeu le domaine D1 de la région C-terminale [59].
Des analyses ont permis de mettre en évidence la fragilité des deux domaines C-terminaux
vis-a-vis de la protéolyse. Le clivage des 10 derniers résidus (en aval de D1) augmente
l'activité de la protéine alors qu’un clivage des 14 derniers résidus (ou plus) diminue I'activité
(coupure dans ou en amont de D1) [379, 406]. La fixation de HS protege le domaine D1,
mais pas le domaine D2, de la protéolyse. Cette protection représente un mécanisme de

régulation de l'activité de l'interféron gamma [60].

'3 Facteurs de transcription.
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Figure 20 : Modele de l'interaction IFN  y/HS.

(A) L'IFNy interagit par I'intermédiaire de ses deux domaines D1 (résidus en rouge) avec un segment HS
caractéristique (orange : domaines octasaccharidiques N-sulfatés reliés par un domaine N-acétylé (14-15
résidus). Le domaine D2 est représenté en vert. (B) Représentation agrandie de la séquence oligosaccharidique
[407].
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Ce premier chapitre a permis de mettre en avant I'importance biologique des
interactions entre les cytokines, plus particulierement SDF-1a, MCP-1 et IFNy, et les
glycosaminoglycanes portés par les protéoglycanes. Comprendre la structure oligomérique
de la protéine ainsi que la structure précise du GAG impliqué reste I'un des principaux

objectifs des études réalisées.

De nombreuses méthodes d’analyses existent pour étudier les interactions
protéine/GAG. Elles seront brievement décrites dans le second chapitre de ce manuscrit. Le
couplage entre I‘électrophorése capillaire et la spectrométrie de masse est la méthode qui a
été utilisée au cours de cette thése. Les trois chapitres suivants seront dédiés aux résultats

obtenus pour chacune des protéines décrites ci-dessus.
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CHAPITRE 2 : METHODES
EXPERIMENTALES ET OPTIMISATION
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ILA Méthodes utilisées pour  étudier les interactions

protéines/oligosaccharides

Les nombreuses méthodes d’analyse des interactions protéines / ligands (Tableau 9)
ne sont pas toutes applicables a I'analyse des interactions protéines / oligosaccharides. En
effet, les limitations structurales liées a l'analyse des oligosaccharides restent présentes.
Seules les méthodes utilisées pour I'étude d'interactions protéine / saccharides seront
abordées. La plupart consiste a analyser la protéine et les modifications conformationnelles
induites par sa liaison & I'oligosaccharide, et non la structure de I'oligosaccharide proprement
dit.

II.A.1 Techniques spectroscopiques

Fluorescence : c'est une méthode analytique tres employée pour lanalyse
d'interactions en solution de protéines et d’acides nucléiques. Les rares études d'interactions
protéines / saccharides réalisées par polarisation de fluorescence concernent les lectines
[408-412].

Dichroisme circulaire : lors de la formation d'un complexe non covalent,

'absorbance mesurée sera modifiée du fait d’'un changement conformationnel de la protéine
[413]. Cette méthode est couramment utilisée pour la détermination de paramétres
thermodynamiques, tels que les constante et vitesse d’interaction de complexes protéine /

saccharide (ex : interaction antithrombine / héparine [414]).

Résonance plasmonigue de surface  (SPR): c’est une méthode basée sur la

mesure de la variation des propriétés optiques d’'une surface d’or, sur laquelle est greffée la
molécule a étudier en présence de ligands spécifiques. Dans le cas d’'interactions protéines /
oligosaccharides, le greffage le plus fréquent est celui de I'oligosaccharide (e.g. interaction
SDF-1a / héparine [254]) et c’est la protéine qui est mise en contact avec le ligand. La

cinétique d’interaction est étudiée en temps réel [415].
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) _ BUie ¢ Quantités Echantillon Kd
PTEHTE 'analyse i
y nécessaires pures mol.L’
Infrarouge a
transformée de / Heures UM - uL oui /
Fourier
Fluorescence greffage d'un Heures UM - mL ouli 10°a10™
chromophore
D|§hr0|§me / Heures MM - mL oui 10°a107
circulaire
Résonance reffage du récepteur :
plasmonique de gréce gteur Minutes ng - pL ouli 10°a10™
surface P ligands : non
récepteur :
Puces a sucre g:gg?%i:ru Minutes / oui /
P ligands : non
Calorimétrie / Heures mg - mL ouli 10° 4107
RMN / Heures- mM - mL oui 10°210°
jours
Dialyse / Minutes- UM -pL oui 10ta10"
heures
Chromatographie
d’exclusion / Minutes mM - mL non 10*a10™"®
stérique
. récepteur :
Chronl1at_ogr9ph|e gr?ffage du Minutes mM - mL oui /
d'affinité récepteur ligands : non
Ultracentrifugation . 35 .9
analytique / Heures Mg - pL oui 107a 10
Cristallographie reallsgtmn du Semaines mg oui /
cristal
Modélisation données Jours / / /
structurales
. non en CZE
Electrophorese / Minutes UM - nL 10™ a 107
capillaire oui en EACE
Slppeir e ol / Minutes UM - pL oui /
masse

Tableau 9 : Caractéristiques techniques des méthode s d'analyse d'interactions protéines / ligands.

D’aprés [416, 417].
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Résonance_magnétique nucléaire _ (RMN) : c’est la méthode d’analyse structurale

de complexes protéine / saccharides la plus puissante. Classiquement utilisée pour
déterminer des structures primaires de composés organiques, cette méthode peut dans
certaines conditions donner des renseignements sur les structures tertiaires. Généralement,
les sites d’interaction sont déterminés par la modification des signaux de la protéine lors de
l'ajout de ligands (ex : interaction SDF-1a / héparine [418]), mais I'observation des signaux
de petits oligosaccharides est également réalisable (e.g. interaction peptide de lectine /
disaccharides [419]). En plus des structures, la RMN permet parfois de quantifier les
interactions, mais une limitation apparait pour des complexes de stcechiométries différentes

de 1/1 et possédant un caractére symétrique.

Cristallographie aux rayons X  : a partir d’'une solution saturée en analytes purs, le

solvant est évaporé sous des conditions strictes de température et de pression. Cette étape
de cristallogenése qui peut durer plusieurs jours, voire plusieurs semaines pour des
protéines, donne naissance a des cristaux. L'état cristallin est caractérisé par un
arrangement périodique des atomes et molécules. La diffraction par rayons X permet ensuite
une détermination précise des structures moléculaires figées. Il existe tout de méme des
limitations dues a la présence de zones flexibles, comme les sucres des glycoprotéines par
exemple. En ce qui concerne l'interaction entre protéines et saccharides, la littérature reporte
principalement des études réalisées sur des petits oligosaccharides. Deux méthodes de
cristallisation peuvent étre envisagées : cristallisation du mélange pré-incubé (e.g. interaction
lectine / chitine [420]) et cristallisation de la protéine puis dép6t du cristal dans une goutte

d’'oligosaccharide (ex : interaction SDF-1a / héparine [418]).

II.A.2 Calorimétrie

Le dosage calorimétrique isotherme est une méthode quantitative permettant la
mesure de constantes d'interaction, d’enthalpie d’échange et le calcul de stoechiométrie.
Dans le cas d'une réaction exothermique par exemple, la température augmentera avec la

concentration en ligand [421].
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I1.A.3 Méthodes hydrodynamiques

Chromatographie _d'affinité _: le schéma le plus courant, et aussi le plus

commercialisé, correspond au greffage de I'oligosaccharide sur une phase stationnaire inerte
(e.g. colonnes greffées par de I'héparine). Le mélange de protéines a étudier est ensuite
injecté, et seules les protéines ayant de l'affinité pour la phase stationnaire, donc pour le
saccharide, sont retenues. L'élution est ensuite réalisée par des concentrations croissantes
en sels ou en solvant organique en fonction du type d’interactions mises en jeu,
électrostatiques ou hydrophobes. Cette technique est trés utilisée pour la purification de
protéines [422]. La chromatographie d'affinité permet également de déterminer les
constantes d'interaction entre protéines et oligosaccharides (e.g. interaction MCP / héparine
[364)).

Ultracentrifugation _analytigue _ : l'analyse des interaction protéines / saccharides

(e.g. interaction lysozyme / chitine [421]) peut étre réalisée par ultracentrifugation suivant
deux méthodes complémentaires : 'une basée sur la vitesse de sédimentation et l'autre sur
la sédimentation a I'équilibre [423, 424]. L'ultracentrifugation par vitesse de sédimentation
est la méthode la plus courante. Elle est sensible a la masse et au volume hydrodynamique
de la macromolécule a étudier. Cette méthode consiste a mesurer la vitesse de
sédimentation d’'une molécule en fonction de sa conformation (libre ou liée), en réponse a
une force centrifuge de 40000 a 60000 rpm. Les principales informations qu’elle apporte
concernent 'homogénéité (en masse et en conformation) des échantillons et la présence ou
non d'agrégats et d'interactions fortes avec des ligands. Dans certains cas, cette méthode
permet de mesurer des coefficients de diffusion et des masses moléculaires. La
sédimentation a I'équilibre n’est sensible qu’a la masse de la molécule. Cette méthode est
trés longue a mettre en ceuvre : plusieurs jours sont nécessaires (contre quelques heures
pour la vitesse de sédimentation). Elle permet d'estimer des masses moléculaires et de

déterminer la stcechiométrie des complexes.

I1.A.4 Mutagenese dirigée

L’objectif principal de la mutagénése dirigée est d’identifier les résidus aminés de la
protéine jouant un réle dans sa liaison aux oligosaccharides. La structure de la protéine doit

étre connue. Les résidus basiques (lysine, arginine, histidine), généralement situés en
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surface de la protéine sont remplacés par des résidus neutres (e.g. alanine). La limitation
principale de cette méthode est que la structure tridimensionnelle du mutant doit étre la
méme que celle de la protéine. Les interactions avec les oligosaccharides sont ensuite
étudiées avec les différents mutants par différentes méthodes, la plus courante étant la

chromatographie d’affinité (e.g. interaction MCP / héparine [364]).

II.A.5 Puces a sucre

Des oligosaccharides synthétiques, parfois naturels, de séquence connue et
homogéne sont greffés sur une plaque mesurant quelques millimétres carrés [425]. Un
mélange de protéines est alors mis au contact de la puce, des séquences de lavage
éliminent les éléments non liés. Les protéines liées sont ensuite analysées aprés élution par
fluorimétrie ou spectrométrie de masse. Cette technologie, d’abord utilisée pour I'analyse
d’interactions avec les acides nucléiques, apparait trés intéressante pour les saccharides
[426]. Les limitations principales, qui sont les mémes que pour la SPR, concernent la

difficulté de greffage des ligands.

II.A.6 Modélisation moléculaire

Des modeles sont construits a partir de structures prédéterminées par
cristallographie, par RMN (fichiers PDB de la base de données protéiques, e.g. interaction
SDF-1a / héparine [254]) ou par homologie avec des molécules de structures proches. Les
conformations les plus stables sont prédites par minimisation de I'énergie du complexe.
Dans I'absolu et pour des molécules connues, cette méthode ne possede pas de limitation.
Dans la pratique, la durée des calculs dépend des capacités informatiques : puissance des

stations de calculs, niveau de précision et algorithmes utilisés.

La méthode d'analyse des interactions protéine / saccharide utilisée au laboratoire
porte sur le couplage de deux techniques : I'électrophorése capillaire et la spectrométrie de

masse. Ces deux techniques seront décrites plus en détail.
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Figure 21 : Schéma de principe de I'électrophorése ¢ apillaire.
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Figure 22 : Migration des especes en solution sous I'effet d’'un champ électrique positif dans un capil laire

rempli d’électrolyte.
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II.B L'électrophorese capillaire

L'électrophorése est l'une des principales techniques utilisées en biologie et en
chimie pour la séparation et la caractérisation des molécules. Cette technique, dont les
principes furent énoncés avant ceux de la chromatographie [427], repose sur la migration
d'espéces chargées sous l'action d'un champ électrique. Les milieux principalement utilisés
pour ces séparations sont des gels coulés entre deux plagues en verre (amidon,
polyacrylamide, agarose). Cependant, des analyses présentent des inconvénients, a savoir
des temps de séparation assez longs et une faible reproductibilité. Au fil des années, des
améliorations ont été apportées et des méthodes de séparation extrémement fines ont été
mises au point. Nous pouvons citer par exemple la focalisation isoélectrique (IEF) qui est
une migration, induite par un courant électrique, des molécules dans un gradient de pH
jusgu'a ce qu'elles atteignent un pH équivalent a leur point isoélectrique (pl), valeur de pH a

laguelle elles cessent de migrer, puisque leur charge nette est nulle.

Une méthode miniaturisée a été introduite dans les années 60 : I'électrophorese
capillaire (CE). Le principe de I'électrophorese capillaire repose sur la migration des especes
en solution, porteuses d'une charge électrique globale, soumise a l'effet d'un champ
électrique. La mise en ceuvre consiste a utiliser un tube capillaire ouvert a ses extrémités, en
silice vierge de faible diamétre interne (25 a 100 pum). Ce capillaire est recouvert a I'extérieur
de polyimide qui est un polymére lui conférant une certaine résistance mécanique. Le
capillaire d'électrophorése, d’'une longueur L, est rempli de la méme solution aqueuse
d’électrolyte tampon que les deux réservoirs situés de part et d’autre du capillaire. On
applique aux électrodes une différence de potentiel pouvant atteindre 30 kV. L'intensité ne
doit pas dépasser 100 pA (soit une puissance dissipée d'environ 3 W maximum) afin d'éviter
I'échauffement du capillaire, qu'il est préférable de placer dans une enceinte thermostatée
(Figure 21).

Les espéces, qu'elles soient chargées positivement ou négativement, migrent en
général vers la cathode (tension appliquée au niveau de l'anode) du fait du flux
électroosmotique dO au déplacement de I'électrolyte. Un systeme de détection est placé
avant I'extrémité du capillaire (Figure 22). En mode UV-visible par exemple, le capillaire
coupe le trajet optique entre la source et le photomultiplicateur, ce qui permet de mesurer
'absorbance de la solution en évitant tout volume mort. La détection a la longueur d'onde de
280 nm, spécifique des groupements aromatiques (tryptophane) est souvent complétée par
une détection entre 200 et 220 nm, spécifique des liaisons peptidiques. D'autres détections

peuvent étre envisagées : I'électrochimie [428] ou de minuscules électrodes sont, dans ce
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cas, insérées dans le capillaire, la fluorimétrie [429, 430], la chimioluminescence [431] et la

spectrométrie de masse.

Les travaux de Jorgenson et de ses collaborateurs [432] ont montré que
I'électrophorese capillaire présente de hombreux avantages : efficacité et résolution élevées,
rapidité et automatisation des séparations, faible consommation d'échantillon et de tampon
de séparation, compatibilité avec de nombreux détecteurs. L'emploi d'un capillaire
d'électrophorese de faible diamétre interne permet de générer un faible effet Joule grace a
une meilleure dissipation de la chaleur et donc d'appliquer des champs électriques plus

élevés par rapport a I'électrophorese sur gel, ce qui conduit a des séparations plus rapides.

IL.B.1 Injection des échantillons

Les échantillons peuvent étre injectés dans le capillaire selon deux modes
hydrodynamique et électrocinétique. Le mode hydrodynamique utilise une pression qui est
appliquée dans le flacon contenant I'échantillon. C'est le mode d'injection le plus
couramment utilisé en électrophorése capillaire. Le volume injecté dépend de la viscosité de
I'électrolyte et des dimensions du capillaire d'électrophorése. L'injection électrocinétique
utilise une tension appliquée a I'électrode d'entrée plongée dans le flacon contenant
I'échantillon. L'injection se fait en fonction de la vitesse de migration des différentes espéces.

Le volume injecté dépend alors des mobilités électrophorétique et électroosmotique.

I1.B.2 Séparation

L'électrophorése capillaire permet de séparer les constituants d'un mélange en
solution sur la base de leur différence de migration, lorsqu'ils sont soumis a un champ
électrique. Initialement, ce procédé s'appliqgue aux particules chargées positivement ou
négativement qui se déplacent par application d'un champ électrique avec des vitesses
apparentes variables. Les constituants d'un mélange se séparent dans le temps sous l'effet
de deux facteurs principaux : la mobilité électrophorétique P, et la mobilité

électroosmotique Heo.
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I1.LB.2.1 Mobilité électrophorétique

Dans toute expérience d’électrophorése, un composé porteur d’'une charge électrique
migre, sous l'influence du champ électrique appliqué E a une vitesse appelée vitesse de
migration électrophorétique Ve, qui dépend de sa mobilité électrophorétique pe,. Cette
mobilité est définie a partir de sa vitesse de migration observée dans un électrolyte supposé
immobile et du champ électrique. On peut obtenir e, (cm®V*'s™) a partir d'un
électrophorégramme en utilisant la formule suivante : pe, = L.I/ V.tg, (peut étre négative ou

positive).

Avec L = longueur totale du capillaire en cm, | = longueur utile du capillaire en cm (distance

entrée-détecteur), V = tension électrique en V, te, = temps de migration de I'échantillon en s.

La mobilité pe, dépend, non seulement de la charge de I'espece, mais de son
diameétre et de la viscosité de I'électrolyte. La mobilité électrophorétique est donc d’autant
plus élevée que la charge de I'ion sera élevée et son diamétre faible. Elle est nulle pour une

espéce globalement neutre.

I1.B.2.2 Mobilité électroosmotique

Un facteur important qui contrble généralement la migration des solutés est la
mobilité électroosmotique Me, (ou flux électroosmotique), phénoméne qui fait migrer
I'électrolyte dans le capillaire lorsque celui-ci est soumis a une différence de potentiel. La
silice fondue du capillaire est constituée en surface de groupements silanols (SiOH) qui
s'ionisent en SiO” des que le pH est supérieur a 2. La charge de surface de la silice devient
donc négative. Localement, les cations du tampon vont neutraliser chaque groupement SiO".
Il va donc se former un gradient de charge positive entre la surface du capillaire et le centre
de celui-ci. On parle de la double couche de Stern (Figure 23). Le flux électroosmotique créé
se déplace alors de I'anode (positive) vers la cathode (négative). Les charges positives se
déplacent dans le sens du champ électrique et par solvatation toute la solution tampon est

entrainée (Figure 24).
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Figure 23 : Schématisation de la double couche de Ste  rn donnant lieu au flux électroosmotique.
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Figure 24 : Déplacement des différentes espéces, ca  tions, anions et neutres.
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I1.B.2.3 Mobilité apparente

La mobilité apparente pap, correspond a la vitesse réelle de migration des molécules
au sein du capillaire d'électrophorése et correspond donc a la somme de la mobilité

électrophorétique et de la mobilité électroosmotique : papp = Hep + Heo €N cm2Vts®t

I1.B.3 Analyse des protéines par électrophorese capillaire

Les protéines peuvent étre séparées par électrophorese capillaire selon différents

mécanismes en fonction de leur :

- rapport charge/masse.

- volume hydrodynamique : électrophorése capillaire mettant en ceuvre un électrolyte
polymérisable permettant la formation d'un tamis sous forme de gel réticulé. On
compare cette technique a la chromatographie d'exclusion stérique [433].

- point isoélectrique (pl) : électrophorése capillaire mettant en jeu un capillaire rempli
d'un mélange d'ampholytes (petits polyélectrolytes) créant un gradient de pH au sein
du capillaire. Les protéines injectées migrent sous l'effet du champ électrique en
suivant le gradient, et s'immobilisent lorsque le pH correspond a leur pl [434].

- hydrophobie : cette méthode emploi une phase stationnaire (ex : silice greffée C18),
on parle d'électro-chromatographie [435].

- affinité pour une molécule : électrophorése capillaire d'affinité (ACE) que I'on

compare a la chromatographie d'affinité.

L'électrophorése capillaire d'affinité peut étre réalisée selon trois modes. Le premier
utilise une pré-incubation du mélange protéine/ligand, le second utilise le greffage d'un ligand
sur les parois du capillaire d'électrophorese [436] et le dernier met en jeu un électrolyte de

séparation contenant le ligand.

Ce dernier mode, sur lequel repose cette thése, met en ceuvre une protéine qui est
injectée dans un capillaire conditionné avec un électrolyte contenant le ligand. Les
complexes non covalents sont alors formés pendant la durée de I'analyse et sont séparés
des especes non liées sous l'action du champ électrique. L'électrophorése capillaire d’affinité
permet donc d'étudier les interactions non covalentes entre une protéine et un ligand. Cette

utilisation voit le jour au cours des années 90 [436-444]. Elle est appliquée dans différents
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domaines, comme par exemple, I'étude des interactions enzyme/substrat, protéines/acides
nucléiques et protéines/saccharides. L'atout majeur de cette méthode est que la liaison du
ligand avec la protéine entraine une modification de la mobilité électrophorétique démontrant
l'interaction. L'allure de I'électrophorégramme résultant dépend de la cinétique de formation
des complexes. En effet, si la cinétigue est lente, un nouveau pic correspondant au
complexe formé apparaitra tandis que le pic de la protéine diminuera au cours du temps. Au
contraire, lorsque la cinétique est rapide, le pic correspondant a la protéine sera
progressivement décalé avec l'augmentation de la concentration en ligand [445]. Les
mobilités apparentes obtenues a chaque concentration en ligand permettent de déterminer la

constante de dissociation (Kd) de la protéine par rapport a ce ligand.

Grace a ces différents modes d’analyse, I'électrophorese capillaire est devenue une
technique de séparation applicable a un grand nombre de molécules. Cependant, cette
technique présente une faiblesse en ce qui concerne I'étude des protéines basiques
(chargées positivement). En effet, la surface du capillaire présente des groupements
silanols, conférant ainsi des charges négatives en surface du capillaire. Lorsqu'une protéine
basique est injectée dans le capillaire, celle-ci s'adsorbe sur la surface interne du capillaire
du fait des charges négatives. Dans ce cas, leur migration est trés ralentie puisqu’elles vont
interagir fortement avec les parois du capillaire de silice. Il est donc nécessaire d’avoir
recours a une modification de la paroi [446-448], pour masquer les charges négatives de la

surface interne du capillaire, de fagon covalente (greffage) ou non (tapissage).
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II.B.3.1 Le tapissage

Le tapissage présente de forts avantages, rendant cette modification privilégiée en
électrophorese capillaire. Le protocole de mise en ceuvre est simple puisqu'il utilise
uniguement une solution (tensioactifs, polymeres) que I'on injecte dans le capillaire de
séparation. Les molécules choisies sont neutres afin de ne pas migrer dans le capillaire et de

ne pas interagir avec les complexes étudiés.

La méthode de tapissage, précédemment mise au point au laboratoire pour étudier
les interactions entre une chimiokine et des GAGs [446, 447], utilise un polymére linéaire : le
Poly(éthylene oxyde) (PEO) dont le motif de répétition est présenté dans la Figure 25. Ce
polymere permet de masquer les charges de surfaces via la formation de liaisons hydrogene
avec les groupements silanols de surface (Figure 26). Cependant, le polymére peut

certaines fois se décrocher et polluer le spectrometre de masse lors d'un couplage CE-MS.

I1.B.3.2 Le greffage

Contrairement au tapissage, le greffage, comme son nom l'indique, permet de lier le
polymére de facon permanente sur les parois internes du capillaire. Le greffage utilisé dans
ce travail de thése met en ceuvre un polymere neutre, I'hydroxypropylcellulose (HPC, Figure
27) pouvant se lier, par chauffage, de facon covalente aux fonctions silanols des parois du

capillaire de séparation [449, 450].

Cependant, ces modifications entrainent une forte diminution du flux
électroosmotique nécessaire a la migration des molécules dans le capillaire. L'ajout d'une

pression hydrodynamique tout au long de I'analyse permet de pallier ce manque.
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Figure 27 : Hydroxypropylcellulose
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I1.B.4 Méthode de calcul des constantes de dissociation par ACE

Trois méthodes de linéarisation en fonction de la concentration en héparine contenue
dans I'électrolyte [H]o, et des mobilités de la chimiokine libre p’, et complexée pe, ont été
utilisées pour déterminer la constante de dissociation (Kd) : x-réciproque (Scatchard), y-

réciproque et double-réciproque [451, 452].

Les mobilités électrophorétiques sont déterminées a partir des relations suivantes :

« Mobilité électroosmotique : peo = L.I / V.tyy cm2Vt.s™
«  Mobilité apparente : papp = LI/ V.tye cm2V st

+  Mobilité électrophorétique : pep = Happ - Heo CM2.V 5™

Avec

L = longueur totale du capillaire (cm), | = longueur effective du capillaire (cm) (entrée —
détecteur), V = tension appliquée (V), tyy = temps de migration du marqueur neutre (S), too =

temps de migration de la protéine (s).

A partir de ces relations on peut linéariser les données expérimentales selon les trois

méthodes ci-dessous :
e X-réciproque : uoep - Hep / [H]o = f(uoep - Hep) €t Kd = -1/ coefficient directeur

« y-réciproque : [Hlo / 1% - Hep = f([H]o) et Kd = ordonnée & l'origine / coefficient

directeur

«  Double-réciproque : 1/ P’ - Hep = f(1/[H]o) et Kd = coefficient directeur / ordonnée a

I'origine
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Figure 28 : Représentation schématique d’'une source par électronébulisation (en mode positif).

116



I1.C La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse consiste en la production d’'ions en phase gazeuse et en
la séparation de ces ions selon leur rapport masse/charge, noté m/z. Ces ions sont alors
détectés en proportion de leur nombre, ce qui donne lieu a un spectre de masse : rapports
m/z en fonction de l'intensité des ions. La production des ions en phase gazeuse et leur
séparation selon leur rapport m/z sont réalisées respectivement au sein de la source et de(s)
'analyseur(s) d’'un spectrométre de masse. L'évolution de la spectrométrie de masse s’est
traduite ces 20 dernieres années par le développement de nouvelles sources d'ionisation et

de différents types d’analyseurs. L'analyseur utilisé sera décrit plus loin dans cette partie.

Deux méthodes de désorption-ionisation sont employées en particulier pour I'analyse
de biomolécules : I'ionisation par électronébulisation (ESI pour "electrospray ionization"), et
la désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI). Ces deux techniques permettent
d’amener des biomolécules de poids élevé en phase gazeuse, a partir d'une phase solide
(MALDI) ou liquide (ESI). L'ESI a été utilisée au cours de cette étude.

I1.C.1 L'ionisation par électronébulisation (électrospray ESI)

La désorption-ionisation par électronébulisation a été développée dans les années 80
par Fenn suite aux premiers travaux réalisés par Dole a la fin des années 60 [453]. Fenn
décrira par la suite le principe physique de l'ionisation par électronébulisation (prix Nobel de
Chimie en 2002).

L'électronébulisation est produite par application d'un champ électrique intense a
pression atmosphérique sur I'échantillon contenant l'analyte en solution, dans un tube
capillaire métalliqgue a faible débit [454]. La différence de potentiel de 3 & 5 kV entre le
capillaire et la contre-électrode provoque une accumulation de charges de méme signe a la
surface du liquide donnant lieu a des interactions coulombiennes fortes (Figure 28). Elles
provoquent la dispersion du liquide émergeant en un fin brouillard de gouttelettes chargées
de forme conique, appelé céne de Taylor. Cette électronébulisation est sur la plupart des
instruments favorisée par un gaz nébulisant dans un capillaire entourant le capillaire

d’introduction de I'échantillon.
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Figure 29 : Schéma d'un piége a ions quadripolaire @  trois dimensions.
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L'évaporation du solvant contenu dans les gouttelettes libérées, grace a un flux
d’azote séchant arrivant & contre courant du nébulisat, conduit & des gouttelettes plus petites
(Figure 28). La température du gaz séchant va permettre d'évaporer plus ou moins
rapidement les gouttelettes, selon la température d’évaporation du solvant. Ce processus
perdure jusqu’au moment ou les répulsions coulombiennes deviennent égales a la tension
de surface de la gouttelette, ce qui constitue la limite de Rayleigh. A cet instant, les
microgouttelettes subissent une explosion coulombienne, puis sont a nouveau réduites par
évaporation du solvant. Ce processus se répéte et I'analyte se trouve finalement en phase
gazeuse, débarrassé de son solvant et recouvert de charges. Les ions formés sont

transférés vers I'analyseur.

L'ionisation par électrospray est facilement couplée en amont a des techniques de
séparation, comme la chromatographie liquide ou I'électrophorése capillaire, moyennant une
modification de linterface d'ionisation. L'ionisation par électronébulisation conduit a la
formation en phase gazeuse d'espéces multi-protonées [455], notées [M+nH]"™ en mode
positif et [M-nH]" en mode négatif, avec M, masse moléculaire de la molécule considérée et
n le nombre de protons porté par cette molécule ionisée (en mode positif). L'avantage de la
protonation multiple des espéces est qu'elle rend possible I'analyse de molécules de haute
masse moléculaire par des analyseurs de gamme de rapports m/z limitée (inférieure a 6000

Thomson dans notre cas).

L'ionisation par électronébulisation est connue comme la méthode privilégiée pour
I'étude des interactions non covalentes [456-461], en particulier pour I'étude des interactions
protéines/ligands, permettant ainsi la détermination rapide des stcechiométries des
complexes formés. Pourtant, ce mode d'ionisation ne permet pas d'observer toutes les
interactions. En effet, les interactions électrostatiques et dipolaires sont renforcées en
'absence de solvant contrairement aux interactions hydrophobes. La spécificité des

interactions observées peut, dans certains cas, étre discutée [462, 463].

I1.C.2 Piege a ions quadripolaire (trappe a ions)

Le piege ionique (ou trappe ionique) développé au début des années 50 par
Wolfgang Paul (prix Nobel de physique en 1989) est un analyseur tridimensionnel ou
l'analyse (MS ou MS") et la détection des ions s'effectuent dans un méme espace, suivant

des séquences temporelles successives. La trappe est constituée de trois électrodes : une
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électrode centrale circulaire appelée électrode couronne (ou annulaire), placée entre deux

électrodes identiques appelées électrodes "chapeau” (Figure 29).

Un potentiel ¢o = U - V cos Q t, appelé potentiel de piégeage, est appliqué a
I'électrode couronne et permet de générer un champ quadripolaire conduisant au
confinement des ions dans le piege. Les domaines de stabilité des ions sont déterminés par
les équations de Mathieu. Les trajectoires stables des ions, au sein du champ quadripolaire
résultant, sont tridimensionnelles (figure de Lissajous). Pour la manipulation des ions
(éjection du piege, excitation), des potentiels oscillants de faible amplitude sont appliqués

aux électrodes chapeau.

Les ions produits par la source électrospray sont focalisés et transmis vers la trappe
ionique par un jeu de lentilles et de multipbles (Figure 29). Dans les trappes 3D, la capacité
de remplissage ne dépasse pas une certaine quantité d'ions. Si la trappe est remplie par une
guantité trop importante d'ions, les ions générent eux-mémes des forces qui provoquent leur
dispersion. Ce phénomene est appelé effet de charge d’espace. En pratique, l'effet de
charge d’espace se traduit par une dégradation importante de la résolution et de la précision
de mesure. Pour éviter cet inconvénient majeur, le nombre d'ions dans la trappe est contrélé
par un processus permettant de remplir toujours la trappe par la méme quantité d'ions. Cet
objectif est atteint en ajustant le temps de remplissage de la trappe de facon automatique

(mode ICC : de quelques ms a quelques centaines de ms).

Pour obtenir le spectre de masse, I'amplitude de la tension alternative (V) de
I'électrode annulaire est augmentée progressivement, pour €jecter séquentiellement les ions

vers le détecteur en fonction de leur rapport m/z croissant.
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ILD Couplage de l'électrophorese capillaire a la spectrométrie de

masse

La source dionisation par électronébulisation (ESI) permet lionisation en phase
gazeuse de composés polaires ou chargés, initialement présents en solution. Cette
technique d’ionisation est donc particulierement bien adaptée pour un couplage avec
I'électrophorese capillaire et constitue la source d'ionisation la plus largement employée en
couplage CE-MS. Le transfert des analytes du capillaire d’électrophorese jusqgu’a la source
d'électronébulisation est assuré par linterface. Cette interface doit également permettre
d’établir le contact électrique nécessaire a la fois a I'application du champ électrique dans le
capillaire de séparation et a I'application du champ électrique requis pour le processus
d’électronébulisation dans la source d’ionisation. L'interface joue donc un réle primordial

dans la mise en ceuvre du couplage CE-MS.

La premiere interface mise en place pour le couplage CE-MS a été proposée en 1987
par Olivares et al. [464]. Deux caractéristiques principales sont nécessaires pour une bonne
compatibilité entre les deux techniques. La premiere caractéristique concerne les débits
entre la CE (nL.min'') et les sources ESI classiques (uL.min?), la seconde concerne

I'établissement d’une jonction électrique stable.

Pour pallier au manque de compatibilité de débit de la premiére interface, différents
types d'interfaces, plus performantes, ont été développées. On distingue des interfaces avec

ou sans liquide additionnel : interface a liquide additionnel coaxial, interface a jonction

liquide, interface sans apport extérieur de liquide.

L'interface utilisée au cours de cette étude est une interface coaxiale dite a 3 voies
(Figure 30). Le capillaire d’électrophorése est inséré dans un capillaire métallique central ;
entre les deux circule le liquide additionnel. Un troisieme capillaire, appelé capillaire externe,
permet de faire circuler un gaz de nébulisation co-axialement au liquide additionnel. Le
mélange entre le tampon de séparation et le liquide additionnel s’établit en sortie du
nébuliseur. Une vis micrométrique permet de régler la position du capillaire d’électrophorese

dans l'interface [465].

Le liquide additionnel joue trois rbles importants dans le processus
d’électronébulisation. Il permet de créer le contact électrique pour la séparation, de pallier les
faibles débits de I'électrophorése et de favoriser également le phénomene d’ionisation par sa

composition chimique.
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Figure 30 : Schéma descriptif de I'interface de coup  lage coaxiale a 3 voies.
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Le liquide additionnel (1 & 10 pL/min™) [466-468] augmente donc le débit en sortie du
capillaire d'électrophorése afin détre compatible avec le débit nécessaire a
I'électronébulisation [466, 469]. Une augmentation du débit du liquide additionnel peut

entrainer une dilution de I'échantillon lors du mélange des deux solutions [470, 471].

En fonction de la nature de I'analyse, le liquide additionnel, apporté a l'aide d'un

pousse seringue, au débit optimisé de 3 uL.min™ dans notre cas, est différent.

* Les analyses en conditions dites « natives ou non dénaturantes » en mode positif
sont réalisées a l'aide d’une solution d’acétate d’'ammonium 20 mM (ajustée a pH 5 a
I'aide d’acide acétique) ou bien une solution eau/méthanol (90/10, v/v).

» Les conditions « dénaturantes » en mode positif correspondent a une solution

eau/acétonitrile (60/40, viv) a 1% d’acide formique (AF).

ILE Optimisation des méthodes CE et MS

ILLE.1 Préparation d’'un nouveau capillaire d’électrophorese

Les capillaires utilisés sont des capillaires de silice vierge de diameétre interne 50 um,
commercialisés par Phymep. Le capillaire doit étre coupé a la longueur précise désirée a
l'aide de la lame prévue a cet effet. La coupure doit étre droite pour ne pas interférer sur
l'allure des pics en électrophorése et également sur la formation du spray lors d'un couplage
CE-MS. La taille du capillaire déterminée pour le couplage CE-MS est de 98 cm. Le capillaire
doit comprendre une fenétre de détection UV (entre 5 et 8 mm) se trouvant a 21,5 cm de
'entrée du capillaire. La longueur du capillaire pour la CE seule est de 34 cm avec une

longueur effective de 25,5 cm.

Afin d’enlever la protection de polyimide, la fenétre est créée en brdlant le capillaire
avec la pointe d'une flamme de briquet. Cette étape est également répétée pour les

extrémités (entrée et sortie) du capillaire a raison respectivement de 5 et 8 mm.

Afin d’éter I'amas noir da a la brulure, le capillaire est soigneusement nettoyé avec de

l'isopropanol. Il ne doit plus y avoir de trace noire sur les longueurs brdlées.
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IL.E.2 Tapissage par le PEO

Le protocole de tapissage par le PEO est volontairement présenté dans ce mémoire
méme si aucun résultat l'utilisant ne I'est. En effet, les premiéres analyses, ayant par la suite
conduit au choix du greffage, ont été réalisées avec un tapissage par le PEO. De plus, les

durées de préparations, de conditionnement et donc d’analyses peuvent étre comparées.

Les capillaires de silice, avant leur premiére utilisation, doivent étre activés par un
ringage a la soude afin d’'ioniser les groupements silanols sur la paroi interne. L’analyse de
protéines basiques par électrophorese capillaire est rendue difficile par leur forte interaction
électrostatique avec les parois des capillaires de silice vierge, le recours a des capillaires
modifiés devient indispensable [446]. Une méthode de modification pour les protéines
basiques a été mise au point [448], a savoir le tapissage par le poly(éthylene oxyde) (PEO).
Le PEO est un polymére non chargé, ce qui permet de ne pas déstabiliser les interactions
électrostatiques entre protéines et oligosaccharides. Ces molécules masquent les charges
de surfaces négatives du capillaire pour empécher l'adsorption de cations, et ont pour
conséquence la suppression partielle du flux électroosmotique. L'ajout d'une pression
hydrodynamique tout au long de l'analyse nous a permis de pallier & I'absence du flux

électroosmotique.

ILE.2.1 Solutions utilisées

Chacune des solutions préparées doit étre filtrée (filtres a seringues de 0,20 pum)

avant d’étre placée dans un flacon. Les solutions doivent étre correctement homogénéisées.

- Eau (H»0) ultra pure (Milli-Q) produite le jour méme.

- Solution stock de 100 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 1M obtenue par mélange
de 10 mL d’'une solution commerciale a 30% dans 90 mL d'eau ultra pure. Cette
solution est filtrée (filtres de 0,20 um) puis placée dans un flacon en verre pour étre

stockée a température ambiante.

- Solution stock de 100 mL d’acide chlorhydrique (HCI) & 1M obtenue par mélange de
8,3 mL d’une solution commerciale a 37% dans 91,7 mL d’eau ultra pure. La solution

est filtrée (filtres de 0,20 pum) puis placée dans un flacon en verre inactinique.
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- Acétate d’'ammonium qualité spectrométrie de masse (Sigma) : électrolyte de
séparation. Une solution mére a 75 mM dans de I'eau est préparée puis ajustée a pH
6,5 avec de l'acide acétique. Elle est ensuite filtrée et conservée dans un flacon

pendant 5 jours maximum.

ILE.2.2 Protocole de tapissage

Le tapissage est réalisé a l'aide d’une solution de PEO a 0,2% p/v dans 0,1 M HCI
(2 mg/mL) [472, 473]. Pour éviter la décomposition du PEO par l'acide chlorhydrique, une
solution stock est préparée dans de I'eau. Pour cela, 10 mg de PEO (200 kg.mol™) sont
ajoutés a 4,5 mL d’eau en prenant garde de bien homogénéiser 'ensemble a l'aide d’'un
agitateur magnétique chauffé & 95C. Cette solution & 2,2 g.L™ est stockée dans un flacon en
verre a température ambiante pendant 5 jours maximum. Ensuite, 540 pL de solution stock
et 60 uL d’'HCI 1 M sont mélangés afin d’obtenir une solution de tapissage a 0,2% dans 0,1
M HCI.

Chaque jour les solutions contenues dans les flacons utilisés en CE (vials en
plastique et/ou verre de chez Agilent Technologies) sont changées. Pour une plus grande
efficacité chaque vial posséde un numéro, numéro retrouvé dans les méthodes enregistrées

dans le logiciel de contrdle de la CE.

ILE.2.3 Parameétres de la méthode d’activation/tapissage

Chaque méthode est enregistrée avec tous les parameétres expérimentaux.

Le premier parameétre est celui qui controle la descente de I'électrode dans le vial, en

plus de celle réglée automatiquement. Pour nos analyses ce paramétre est réglé a 5 mm.

Le second paramétre concerne la température de la cassette renfermant le capillaire
d'électrophorése et la température du carrousel contenant les différents vials. Elles sont

maintenues a 25T respectivement par la CE et par u n cryothermostat.

Le dernier paramétre concerne la définition de la position des vials d'entrée (inlet) et
de sortie (outlet). En électrophorése seule, il est nécessaire, lors de l'application de la

tension, d'avoir les deux électrodes baignant dans I'électrolyte de séparation. En CE-MS
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seule I'électrode d'entrée est placée dans I'électrolyte, puisque la sortie du capillaire est

insérée dans l'interface de couplage, assurant la conduction électrique en sortie.

ILE.2.4 Etapes de conditionnement

Ces étapes nécessitent Il'application d'une pression de 950 mbar (pression
atmosphérique) dans le flacon d’entrée. Cette pression est automatiquement réglée en
choisissant I'option ringcage (flush) du logiciel. Les étapes sont programmées au cours du

temps de fagon automatique.

Pour un capillaire CE et CE-MS les étapes sont les suivantes : H,O 5 min, NaOH 1M
15 min, H,O 15 min, air 15 min, H,O 5 min, NaOH 1M 10 min, HCI 1M 15 min, PEO 0,2% 15

min et électrolyte 8 min.

Pour chaque analyse CE ou CE-MS, ce tapissage avec du PEO doit étre répété.

ILE.2.5 Insertion et ajustement du capillaire d’électrophoreése dans I'interface

A la fin de la méthode de tapissage, le capillaire est placé dans linterface de
couplage ESI. Cette étape doit correctement et soigneusement étre réalisée, sous peine de
ne pas obtenir de spray lors de l'analyse CE-MS. Pour se faire, la vis micrométrique doit étre
réglée au cran 0. Pour bien placer le capillaire d’électrophorese, il est préférable de le faire
dépasser de la pointe du capillaire central (Figure 30), puis par la suite de le remonter a
l'aide du plat de I'ongle jusqu’a la pointe du capillaire central. A la fin de la méthode de
tapissage et lorsqu’une goutte est visible en sortie du capillaire d’électrophorése, celui-ci est

sorti de 2 crans (sens + de la vis micrométrique).
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ILE.2.6 Parametres de la méthode d’injection

La température est de 25T et les vials d'entrée et de sortie doivent étre définis ainsi
gue la durée de l'analyse. Les expériences sont réalisées avec une tension positive de
+10 kV en CE-MS et +8 kV en CE seule. La détection UV est effectuée aux longueurs d'onde
de détection 200 et 280 nm. La pression constante appliquée pour palier a la diminution du
flux électroosmotique est de 15 mbar en CE et 50 mbar en CE-MS. Par sécurité, la limite du

courant a ne pas dépasser est choisie a 50 pA.

ILE.2.7 Etapes d'injection en CE et CE-MS

Ces étapes sont lancées automatiquement. Pour un capillaire CE-MS les étapes sont
les suivantes : échantillon (50 mbar 50 s), électrolyte (30 mbar 2 s). Pour un capillaire CE les
étapes sont les suivantes : échantillon (50 mbar 30 s), électrolyte (30 mbar 2 s), marqueur
neutre (50 mbar 2 s) et I'électrolyte (30 mbar 2 s).

En ce qui concerne le couplage CE-MS, le liquide additionnel est apporté (3 uL.min™),
via le pousse seringue, avant de lancer la méthode d’injection. A la fin de l'analyse, un
nouveau tapissage doit étre effectué, permettant ainsi d'améliorer considérablement la

répétabilité des analyses.

Afin de déterminer les mobilités électrophorétiques des espéces, un marqueur de flux
est injecté au cours de cette étape d'injection. Ce marqueur est une molécule neutre (alcool
benzylique) plus couramment nommé marqueur neutre (MN). Il est préparé en ajoutant 1 pL
d'alcool benzyliqgue a 10 mL de tampon de séparation, a savoir l'acétate d'ammonium 75 mM
apH 6,5.

IL.LE.2.8 Conditionnement pour la nuit

Le capillaire peut étre réutilisé plusieurs jours. Cependant, afin d'éviter son oxydation,
une étape en fin de journée est nécessaire. Elle consiste en la suppression du dernier
tapissage, suivi d'un ringage et d'un séchage par de l'air. Ces étapes se font a pression
atmosphérique comme pour le tapissage. Pour un capillaire CE-MS et CE les étapes sont les
suivantes : H,O 5 min, NaOH 1M 15 min, H,O 15 min et de l'air 15 min.
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CE
L=34cm/1=8,5cm

CE-MS
L=70cm

Température
Entrée (inlet)
Sortie (outlet)

25 (carrousel et cassette)

Tampon de séparation (acétate ammonium 75 mM pH 6,5)

Tampon de séparation (acétate ammonium 75 mM pH 6,5)

Conditionnement
(flush 950 mbar)

Etape supplémentaire

1 min H,O

2 min tampon de séparation

1 min tampon + oligosaccharide

1 min H,O

2 min tampon de séparation

1 min tampon + oligosaccharide

(ACE)
Protéine : 20 s, 50 mbar
Injection Tampon : 2 s, 30 mbar Protéine : 60 s, 50 mbar
hydrodynamique MN : 5s, 50 mbar Tampon : 2 s, 30 mbar

Tampon : 2 s, 30 mbar

Tension appliquée

(positive) + 8 kV + 10 kV
Détection UV 200 et 280 nm -
Pression appliquée 15 mbar 50 mbar
Temps d'analyse 20 min 40 min
(réglé)
Environ 25 minutes Environ 45 minutes
Temps Total (contre 1h50 pour le tapissage | (contre 2h15 pour le tapissage

par le PEO)

par le PEO)

Tableau 10 : Tableau récapitulatif des parameétres p

greffé HPC.
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IL.E.3 Greffage par I’hydroxypropylcellulose

Le tapissage par le PEO pouvant se décrocher ou polluer le spectrométre de masse,
le greffage par I'hydroxypropylcellulose a été mis en ceuvre. Ce greffage a considérablement
réduit le temps des analyses ACE et ACE-MS (Tableau 10) et permis la détection des

complexes chimiokines / oligosaccharides de synthese.

ILE.3.1 Préparation de la solution de HPC et remplissage du capillaire

Le greffage par HPC se fait, contrairement au tapissage, en amont de son insertion
dans I'électrophorese capillaire. Une solution aqueuse a 5% p/v de HPC est préparée en
mélangeant 0,25 g de HPC (poudre) a 5 ml d’eau ultra pure. Ce mélange trés visqueux est
soumis a une agitation pendant 1h afin d’obtenir un mélange homogene. Il est injecté dans le
capillaire de séparation & l'aide d’un pousse seringue au débit de 0,5 pL.min™ jusqu’a

I'apparition d'une goutte en sortie.

ILE.3.2 Cuisson du capillaire

Afin de fixer de facon covalente le HPC aux fonctions silanols des parois du capillaire
d'électrophorese, une étape de chauffage est nécessaire. Pour se faire, le capillaire est
placé dans un four utilisé en chromatographie en phase gazeuse (GC) et est soumis a
différentes étapes : un palier de 2 minutes a 60C, une augmentation progressive de la
température de 5T par minutes jusqu’a atteindre 14 0C et un palier de 20 minutes a 140<C.

Toutes ces étapes se déroulent sous un flux d’azote & la pression de 2 bars [449, 450, 474].

II.E.3.3 Conditionnement avant utilisation

Avant utilisation, le capillaire est rincé a l'eau directement dans I'électrophorese
capillaire pendant 15 minutes (flush). Cette étape permet d’éliminer le surplus de HPC, et
également de contréler si le capillaire est bouché ou non. Une fenétre de détection peut étre
réalisée en respectant la procédure décrite précédemment. Il faut noter que plus le capillaire
de séparation est long, plus il y a de risques que le greffage ne soit pas uniforme. Par

conséquent, le choix de ne pas disposer d'une fenétre de détection sur un long capillaire
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d’électrophorése (pour le couplage CE-MS) a été fait. Ceci nous a permis de diminuer la
longueur du capillaire & 70 cm au lieu de 98 cm lorsqu’une fenétre de détection est présente.

Cette plus faible longueur permet également de diminuer la durée des analyses CE-MS.

A la différence du tapissage, une seule méthode d’'analyse est nécessaire pour un
capillaire greffé, puisqu’il n'y a pas besoin de supprimer et de recréer la modification des
parois du capillaire de séparation d’'une analyse a I'autre. Cette méthode est programmée de
maniere a regrouper le conditionnement du capillaire entre chaque analyse (rincage et
remplissage par le tampon de séparation) et les étapes d’injection. Le Tableau 10 regroupe
ces différentes étapes d’'une part pour un capillaire de séparation court (CE) et d’autre part

pour un capillaire long (CE-MS).

Avant chaque arrét prolongé (supérieur a 2h), le capillaire est rincé avec de l'eau

(10 min) et laissé humide en plongeant les deux extrémités dans de I'eau.

Dans le but d'étudier les interactions protéine / oligosaccharide de synthése,
I'électrophorése capillaire, puis son couplage a la spectrométrie de masse, ont été les
techniques utilisées au cours de cette these. Les chapitres qui suivent présentent les
résultats obtenus pour les trois cytokines SDF-1a (chapitre 3), MCP-1 (chapitre 4) et IFNy
(chapitre 5). Ces résultats ont été obtenus grace a 'optimisation du couplage, et notamment

a l'utilisation du greffage HPC en CE, qui a réduit considérablement la durée des analyses.
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CHAPITRE 3 : INTERACTION SDF-1a /
OLIGOSACCHARIDES D’HEPARINE DE
SYNTHESE
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Figure 31 : Structure des tetrasaccharides de synthé

Pour chaque oligosaccharide la formule brute et la masse exacte sont indiquées. Les groupements sulfate qui
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se de type héparine.

difféerent dans la structure sont notés en couleur. (Vert et rose : extrémité non-réductrice ; bleu et rouge :

extrémité réductrice).

132



II1.1 Introduction

Les chimiokines exercent leurs différents réles (1.B.3.1) en interagissant avec des
récepteurs transmembranaires spécifiques. Les chimiokines circulantes sont immobilisées et
pourraient étre présentées a leurs récepteurs par l'intermédiaire des glycosaminoglycanes
(GAGs, majoritairement I'héparane sulfate HS et le dermatane sulfate DS) constitutifs des
protéoglycanes, localisés a la surface des cellules. Les GAGs semblent favoriser
I'oligomérisation de certaines chimiokines ce qui pourrait moduler ainsi leur activité [52, 80].
Cependant, la forme quartenaire, si elle existe, des chimiokines impliquées dans I'interaction
avec leur récepteur n’est pas connue, comme pour un grand nombre de chimiokines dont
SDF-1a. La littérature met en évidence certaines données en ce qui concerne
'oligomérisation de SDF-la indiquant que le complexe SDF-la/héparine serait de
stoechiométrie 2/1. Le couplage CE-MS a donc été introduit au laboratoire dans le but
d’'apporter des données supplémentaires sur l'oligomérisation de SDF-la en présence

d’'oligosaccharides d’héparine sulfatés, modeles d’héparane sulfate.

Nous avons vu dans lintroduction partie 1.B.3.4.1 que la chimiokine SDF-1a existe
sous la forme d’'un équilibre monomere/dimere in vitro, mais avec un Kd de 5 mM [475],
SDF-1a est donc toujours sous forme monomeérique en solution dans les conditions
physiologiques. En présence de disaccharide d’héparine, le Kd est de 170 uM [128] et donc
SDF-1a est encore monomérique. En revanche, en présence d’héparine, le Kd est de 93 nM
permettant ainsi la dimérisation de SDF-la [267]. Des études antérieures menées au
laboratoire [476] ont montré que des tetrasaccharides sulfatés d’héparine favorisaient la
formation de complexes protéine/GAG avec la chimiokine SDF-1a. La taille minimale de ces
oligosaccharides favorisant la dimérisation de SDF-la semble étre un tetrasaccharide
possédant 5 groupements sulfate. Cependant, les oligosaccharides testés étaient issus de
dépolymérisation enzymatique de [I'héparine, par conséquent la population des
oligosaccharides était trés hétérogéne (taille, position des groupements sulfate). La présence
de ces différentes formes d'oligosaccharide ne permettait donc pas de déterminer les

constantes de dissociations (Kd).

Dans le but de lever les différents verrous (hétérogénéité en taille, nombre et position
des groupements sulfate des oligosaccharides), des tetrasaccharides et un hexasaccharide
ont été synthétisés a llInstitut de Chimie Moléculaire et des Matériaux d'Orsay. Ces
tetrasaccharides, dont la structure est validée par RMN, different au niveau du nombre et de
la position des groupements O-sulfate dans la structure (Figure 31), ce qui devrait permettre

de mettre en évidence les sites précis d'interactions du GAG avec la chimiokine SDF-1a.
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Les tetrasaccharides ont été nommés par un sigle Txy avec X et y, représentant une
unité disaccharidique respectivement du c6té non-réducteur et réducteur. Les
oligosaccharides T11, T12 et T13 présentent une extrémité non-réductrice identique, et les
oligosaccharides T21, T22 et T23 présentent également une extrémité non-réductrice
identiqgue mais différente par rapport a la série T1ly (Figure 31). Ces oligosaccharides ont été
congus de facon a respecter l'association des motifs disaccharidiques rencontrés dans
I'héparine naturelle (Tableau 2). Les trois états de sulfatation naturels sont donc représentés
par ces motifs disaccharidiques : un majoritaire trisulfaté et un disaccharide minoritaire
variable. De la méme maniére, I'hexasaccharide H1l (Figure 32) est constitué par
'assemblage de trois motifs disaccharidiques majoritaires, présentant le degré de sulfatation

le plus important.

Dans la suite de ce manuscrit, les motifs disaccharidiques constitutifs des

oligosaccharides synthétiques utilisés seront abrégés de la fagon suivante :

* Le chiffre 1 correspond au disaccharide majoritaire idoA(2S)-a(1->4)GIcNS(6S)
* Le chiffre 2 correspond au premier disaccharide minoritaire idoA(2S)-a(1->4)GIcNS

» Le chiffre 3 correspond au second disaccharide minoritaire idoA-a(1->4)GIcNS
Avec
idoA (acide a-L-iduronique) et idoA(2S) (acide 2-O-sulfo-a-L-iduronique)

GIcNS (2-deoxy-2-sulfamido- a-D-glucopyranosyl) et GICNS(6S) : 2-deoxy-2-sulfamido- a-D-

glucopyranosyl-6-O-sulfate

Afin de déterminer le réle de la distribution des groupements sulfate dans l'interaction
SDF-1a/GAG synthétique, nous avons calculé les constantes de dissociation traduisant ainsi
la force de linteraction pour une structure donnée. Ces travaux ont été réalisés par

électrophorese capillaire d’affinité (ACE).

De méme, dans le but de déterminer la stoechiométrie des complexes formés en
présence des oligosaccharides de synthése et leur(s) effet(s) sur la complexation lorsque
leur taille augmente (et donc le degré de sulfatation), nous avons utilisé le couplage en ligne

entre I'électrophorése capillaire d’affinité et la spectrométrie de masse (ACE-MS).
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Figure 33 : Electrophorégramme du marqueur neutre (M N) sur capillaire greffé HPC.

Capillaire HPC, 50 ym d.i. ; L=34 cm ; | = 25,5 cm (UV 200 nm) ; électrolyte : acétate d’'ammonium 75 mM pH
6,5 ; tension appliquée + 8 kV ; pression appliquée + 15 mbar ; température 25C. MN = marqueur neutre , alcool

benzylique 30 mbar 2 s.
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Figure 34 : Electrophorégramme de SDF-1 a sur capillaire greffé HPC.

Capillaire HPC, 50 um d.i. ; L=34 cm ; | = 25,5 cm (UV 200 nm) ; électrolyte : acétate d’'ammonium 75 mM pH
6,5 ; tension appliquée + 8 kV ; pression appliquée + 15 mbar ; température 25C. Injection : 50 mbar 30 s de

protéine 15 uM ; MN = marqueur neutre, alcool benzylique 30 mbar 2 s.
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II1.2 Etude de l'interaction SDF-1a/tetrasaccharides de synthese par

ACE

I11.2.1 Analyse de SDF-1a par CE

La chimiokine SDF-1a étant une protéine basique (pl 9,56), I'analyse par CE de SDF-
la nécessite une modification des parois internes des capillaires d’électrophorése afin
d’éviter son adsorption [446, 447]. Un premier procédé de modification des parois du
capillaire mis au point au laboratoire [476] avait consisté en un tapissage dynamique par le
polyéthylene oxyde (PEO). Ce polymére neutre permettait de masquer les charges négatives
de surface du capillaire (11.B.3.1). Cependant, ce tapissage est temporaire puisque de nature
non-covalente, et nécessite une trés longue préparation. Le tapissage peut facilement se
décrocher, voire boucher le capillaire ou polluer le spectrométre de masse en mode CE-MS.
Afin d'éviter tous ces problémes liés au tapissage dynamique, nous avons mis au point une
nouvelle modification des parois du capillaire que nous avons choisie permanente
(covalente) [449, 450]. Le polymére neutre utilisé est I'hydroxypropylcellulose (HPC)
(I.B.3.2). Ce greffage a rendu possible les analyses par ACE et ACE-MS, en réduisant

considérablement le temps d’analyse et en augmentant le rapport signal/bruit.

La modification des parois provoque une diminution du flux électroosmotique dans le
capillaire puisque les charges de surface négatives sont neutralisées (6.10" cm2.V'.s™ avec
HPC contre 8.10° cm2.V™'.s™ sans). Une pression hydrodynamique a été appliquée durant
toute la durée des séparations pour compenser la diminution du flux électroosmotique et
réduire le temps des analyses. Tous les paramétres (pression, tension, etc.) utilisés sont
annotés dans la légende des figures présentant les résultats. Les analyses en
électrophorése capillaire ont été réalisées avec un tampon de séparation volatile d’acétate
d’ammonium (75 mM pH 6,5) qui ne cause pas de suppression de signal lors du couplage
avec la MS. Le marqueur neutre (MN) de flux électroosmotique est l'alcool benzylique.
L’'injection du MN par CE a conduit a un électrophorégramme présentant un seul pic (Figure
33). Les électrophorégrammes obtenus aprés l'injection de la chimiokine SDF-1a (15 uM)
laissent apparaitre un pic migrant avant celui du MN, indiquant que la protéine est chargée
positivement dans les conditions de pH utilisées (Figure 34). En relevant la valeur des temps
de migration a I'apex des pics électrophorétiques, la mobilité électrophorétique de la protéine
SDF-1a a été déterminée : Hep spriq = 22.10° cmzV™'.s™. Cette valeur est comparable avec
la mobilité électrophorétique de SDF-1a obtenue (21.10° cm2.V™'.s™) & I'aide d’un capillaire
tapissé par le PEO [476].
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Figure 35 : Electrophorégrammes de SDF-1 a en présence de T11 en concentration croissante obt

ACE.

enus par

@0uM; (b) 1,3 uM; (c) 4 uM ; (d) 6,7 uM ; (e) 13,4 uM et (f) 20 uM de T11. Capillaire HPC, 50 pumd.i. ; L =34

cm ;1 =255cm (UV 200 nm) ; électrolyte : acétate d'ammonium 75 mM pH 6,5 ; tension appliquée + 8 kV ;

pression appliquée + 15 mbar ; température 25<C. Injection : 50 mbar 30 s de protéine 15 uM ; MN = marqueur

neutre, alcool benzylique 30 mbar 2 s.
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I11.2.2 Role de la distribution des groupements sulfate dans l'interaction

En électrophorése capillaire d’affinité, la protéine est injectée dans le capillaire
contenant le ligand. Les complexes sont alors formés directement dans le capillaire durant
l'analyse. La complexation provoque un décalage du pic de la protéine vers le MN. Ce

décalage est plus ou moins important selon la force de l'interaction.

Ce décalage peut s’expliquer par l'interaction qui, dans notre cas, se traduit par une
neutralisation des charges positives de la chimiokine par les charges négatives des
groupements sulfate du GAG diminuant ainsi la charge globale de SDF-1a. En faisant varier
la concentration du ligand dans le capillaire de séparation, il est possible de déterminer les
constantes de dissociation (Kd) par des méthodes de linéarisation des variations de
mobilités électrophorétiques (I1.B.4). Pour chaque concentration, la mesure a été effectuée
au moins trois fois. Les calculs de Kd ont été effectués avec un modéle 1 dimeéere de SDF-1a

/ 1 oligosaccharide.

e Interaction SDF-1 a/ tetrasaccharide T11

Le tetrasaccharide T11 posséde les deux unités disaccharidiques non-réductrice et

réductrice trisulfatées identiques, a savoir 6 groupements sulfate.

Une gamme de concentration a été réalisée afin de déterminer le Kd pour I'interaction
entre SDF-1a et T11: 0 uM de T11 dans I'électrolyte puis 1,3 uM ; 4 uM ; 6,7 uM ; 13,4 uM
et 20 uM. Cette gamme a été reproduite quatre fois afin d'obtenir une meilleure
détermination de la constante de dissociation. Les mobilités électrophorétiques de la
protéine libre et complexée sont déterminées pour chaque série. La Figure 35 présente les
électrophorégrammes obtenus pour une série d’analyses. Les trois autres séries sont

regroupées dans I'’Annexe 1.

Chaque électrophorégramme est constitué de 2 pics: le marqueur neutre et la
protéine complexée ou non a des temps de migration plus faibles. Le temps de migration
(apex des pics) est relevé afin de calculer la mobilité électrophorétique de la chimiokine libre

et complexée (11.B.4).
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Mobilité p (x 10° cm2.V1ts™)
[T11] uM | série 1 série 2 serie 3 serie 4
0 22,6 22,3 23,5 21,5
1,3 18,6 18,4 18,2 18,3
4 16,1 16,3 16,2 15,9
6,7 14,9 14,4 14,5 13,8
13,4 11,3 12,7 11,8 12,7
20 8,9 10,9 9,5 9,7

Tableau 11 : Mobilités électrophorétiques obtenues en présence de T11.

X-réciproque | y-réciproque | double-réciproque
(M) (M) (M)

Série 1 3,41E-06 4,55E-06 2,38E-06
Série 2 2,67E-06 3,19E-06 2,24E-06
Série 3 2,08E-06 2,93E-06 1,50E-06
Série 4 3,45E-06 3,52E-06 3,11E-06

Moyenne par 2,90E-06 3,55E-06 2,31E-06
meéthode

Moyenne des 3
méthodes 2,92 +0,62 uM

KdT11

Tableau 12 : Détermination de la constante de disso  ciation en présence de T11 selon les méthodes de

linéarisation x-, y- et double-réciproque.
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L'électrophorégramme obtenu avec une concentration de T11 égale a 1,3 uM (Figure
35b) montre un léger décalage du pic correspondant & la protéine SDF-1a. La mobilité
électrophorétique de SDF-1a est donc faiblement diminuée (Uep, spr-1a + T11 = 18,6.10° cm2.\V°
'.s™) par comparaison avec I'électrophorégramme obtenu sans T11 (Uep, spr1a = 22,6.107

cm2.V*t.s?, Figure 35a).

L'augmentation croissante de la concentration de T11 dans le tampon de séparation
conduit a une diminution progressive des mobilités électrophorétiques de SDF-1 a (Figure 35
c-f). L'augmentation de la concentration & 20 uM de T11 dans le capillaire de séparation
entraine également une augmentation du temps de migration de la protéine, cependant
l'allure mal définie du pic ne permet pas d’extraire un temps de migration précis, donnant
ainsi une mobilité estimée a environ 9.10° cm2.V'.s™. Par conséquent cette mobilité ne sera
pas prise en compte lors de la détermination de la constante de dissociation. Les résultats

obtenus pour les quatre séries sont rassemblés dans le Tableau 11.

L'augmentation de la concentration montre clairement une diminution progressive de
la mobilité électrophorétique de la chimiokine SDF-1a, caractéristique d’une interaction avec

le tetrasaccharide T11.

Les trois équations de linéarisation ont permis de déterminer la constante de
dissociation de la chimiokine SDF-1la pour le tetrasaccharide T11l. Les coefficients de

corrélation (R2) ainsi que les droites sont présentés dans I'’Annexe 2.

Chacune des séries a conduit a la détermination de trois valeurs de Kd, d’apres les
méthodes x-réciproque, y-réciproque et double-réciproque. Une moyenne pour chaque
méthode a ensuite été réalisée. La constante de dissociation finale est donc la moyenne des

trois moyennes des méthodes (Tableau 12).

La constante de dissociation Kdr;; calculée pour linteraction SDF-1a/T11 est de & 2,92 +
0,62 pM.
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Figure 36 : Electrophorégrammes de SDF-1 a en présence de T12 en concentration croissante obt
ACE.

enus par

@0uM; (b) 1 uM; (c) 3puM; (d) 5 uM ; (e) 10 uM et (f) 15 uM de T12. Capillaire HPC, 50 um d.i. ;L =34 cm ; |

= 25,5 cm (UV 200 nm) ; électrolyte : acétate d'ammonium 75 mM pH 6,5 ; tension appliquée + 8 kV ; pression

appliquée + 15 mbar ; température 25<C. Injection : 50 mbar 30 s de protéine 15 uM ; MN = marqueur neutre,

alcool benzylique 30 mbar 2 s.

Mobilité p (x 10° cm2.V™1.s™)

[T12] uM | série 1 série 2 série 3
0 22,0 23,4 22,4
1 20,3 21,2 20,4
3 18,9 19,9 19,3
5 18,3 18,8 18,5
10 17,1 17,7 17,1
15 16,2 16,6 16,0

Tableau 13 : Mobilités électrophorétiques en présen  ce de T12.

X-réciproque | y-réciproque | double-réciproque
(M) (M) (M)

Série 1 3,09E-06 3,80E-06 2,57E-06
Série 2 2,72E-06 3,48E-06 2,13E-06
Série 3 2,99E-06 4,15E-06 1,94E-06

Moyenne par 2,93E-06 3,81E-06 2,21E-06
méthode

Moyenne des 3
méthodes 2,98 + 0,80 uM

Kd T12

Tableau 14 : Détermination de la constante de disso

linéarisation x-, y- et double-réciproque.
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e |nteraction SDF-1 a / tetrasaccharide T12

Le tetrasaccharide T12 differe de T11 au niveau de la sulfatation du dernier ose a
'extrémité réductrice. L'oligosaccharide T12 possede donc un groupement sulfate en moins
par rapport a T11. T12 est donc l'association d’'un disaccharide majoritaire (1) et minoritaire

(2) de I'héparine.

La gamme de concentration utilisée pour la détermination de la constante de
dissociation Kdri,, est la suivante : 0 — 1 — 3 -5 — 10 — 15 pM. Cette gamme a été ajustée a
partir de celle utilisée pour T11, pour laquelle la concentration de 20 uM s’est révélée trop

élevée.

Trois séries d'expériences ont été effectuées, la Figure 36 présente les
électrophorégrammes obtenus pour une gamme de concentration; deux autres sont
présentées en Annexe 3. La mobilité électrophorétique de la chimiokine SDF-1a en absence
de T12 est égale & 22,0.10° cm2.V'.s™ (valeur proche de celle déterminée en absence de
T11). Les mobilités électrophorétiques obtenues pour ces trois séries d’expériences sont
rassemblées dans le Tableau 13. On remarque une différence dans l'allure des pics
électrophorétiques obtenus en présence de T12 par rapport a ceux obtenus avec T11. Les
pics pour T11l sont moins bien définis que pour T12, ce qui impliqgue probablement la
présence de complexes ayant une stocechiométrie différente. Cette hypothese sera évaluée

lors du couplage ACE-MS.

Tout comme T11, la présence de I'oligosaccharide T12 dans I'électrolyte conduit a
une diminution progressive de la mobilit¢ de SDF-la quand la concentration en T12
augmente. La linéarisation est présentée dans I’Annexe 4. La constante de dissociation Kdr1.
calculée pour linteraction SDF-1a/T12 est de a 2,98 + 0,80 uM (Tableau 14). Cette valeur
est quasiment identique a celle calculée pour T11l (2,92 + 0,62 uM). L’'absence du
groupement 6-O-sulfate de la partie GICNS réductrice semble ne pas diminuer l'interaction
entre T12 et SDF-1a.
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Figure 37 : Electrophorégrammes de SDF-1 a en présence de T13 en concentration croissante obt  enus par

ACE.

@0uM; (b) 1 uM; (c) 3 uM; (d) 5 uM ; (e) 10 uM et (f) 15 uM de T13. Capillaire HPC, 50 um d.i. ;L =34 cm ; |

= 25,5 cm (UV 200 nm) ; électrolyte : acétate d’'ammonium 75 mM pH 6,5 ; tension appliquée + 8 kV ; pression

appliquée + 15 mbar ; température 25<C. Injection : 50 mbar 30 s de protéine 15 pM ; MN = marqueur neutre,

alcool benzylique 30 mbar 2 s.

Mobilité p (x 10° cm2.V1ts™)
[T13] uM | série 1 série 2 série 3
0 21,5 21,8 21,7
1 20,4 20,0 19,7
3 18,4 19,5 19,5
5 19,1 19,1 19,0
10 17,8 18,4 18,0
15 16,8 17,3 17,1
Tableau 15 : Mobilités électrophorétiques en présen  ce de T13.
x-réciproque | y-réciproque | double-réciproque
(M) (M) (M)
Série 1 4,93E-06 6,48E-06 3,55E-06
Série 2 5,21E-06 5,74E-06 3,85E-06
Série 3 5,70E-06 6,25E-06 4,87E-06
Moyenne par 5,28E-06 | 6,16E-06 4,09E-06
méthode
Moyenne des 3
méthodes 5,18 + 1,04 uM
Kd T13

Tableau 16 : Détermination de la constante de disso  ciation en présence de T13 selon les méthodes de

linéarisation x-, y- et double-réciproque.
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e |nteraction SDF-1 a / tetrasaccharide T13

Le tetrasaccharide T13 présente seulement dans sa structure quatre groupements
sulfate. Par rapport a T11, il ne posséde plus le groupement 6-O-sulfate du GIcNS c6té
réducteur comme T12, et également le groupement 2-O-sulfate de I'idoA c6té réducteur. T13

est la seconde association possible entre un disaccharide majoritaire et minoritaire.

De la méme fagon que pour T12, la gamme de concentration utilisée dans le but de
déterminer le Kdriz est 0 — 1 — 3 — 5 — 10 — 15 pM. La Figure 37 présente les
électrophorégrammes obtenus pour la premiére série. Deux autres sont présentées en
Annexe 5. Les mobilités électrophorétiques des trois séries, déterminées de la méme
maniere que précédemment, pour les concentrations 0 — 1 — 3 -5 — 10 — 15 uM sont
présentées dans le Tableau 15. L’augmentation de la concentration provoque également une
diminution de la mobilité électrophorétique. Cependant les valeurs sont légerement
supérieures a celles pour T12, ce qui montre une plus faible interaction entre la chimiokine

SDF-1a et le tetrasaccharide T13. La linéarisation est présentée dans I'’Annexe 6.

La constante de dissociation Kd3 calculée pour l'interaction SDF-1a/T13 est de 5,18
+ 1,04 pM (Tableau 16).

L'absence du groupement 2-O-sulfate au niveau de l'idoA du c6té réducteur semble
diminuer la force de linteraction SDF-1a/T13. La sulfatation idoA(2S) du coté réducteur
semble donc étre nécessaire pour une bonne interaction entre SDF-1a et un tetrasaccharide

de type héparine.

* Interaction SDF-1 a/ tetrasaccharide T21

La série T2y présente une différence au niveau de I'extrémité non-réductrice par
rapport a la série T1ly. Contrairement a T1y, les tetrasaccharides T2y ne possedent pas le
groupement 6-O-sulfate au niveau du GIcNS non-réducteur. T21 présente donc une

structure ou les deux disaccharides sont inversés par rapport a T12.

145



-\.n:: MM a
" SDF-1a
- -~
ol S [ T 0
i -
i MN &
o F
" S0F-1a [
=1 s M T2 \ |
- =T —T T — -
4 i ] [ 2 =1
MN ©
) 3
o 1
o SDF-1a
- Fal
=1 +3pM T
s PR ——— l"‘—\—-—a_-—— —

Figure 38 : Electrophorégrammes de SDF-1 a en présence de T21 en concentration croissante obt

ACE.
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@O0uM; (b) L uM; (c) 3uM; (d) 5 uM ; (e) 10 uM et (f) 15 uM de T21. Capillaire HPC, 50 ym d.i. ; L=34 cm ; |

= 25,5 cm (UV 200 nm) ; électrolyte : acétate d’'ammonium 75 mM pH 6,5 ; tension appliquée + 8 kV ; pression

appliquée + 15 mbar ; température 25<C. Injection : 50 mbar 30 s de protéine 15 pM ; MN = marqueur neutre,

alcool benzylique 30 mbar 2 s.

Mobilité p (x 10° cm2.V1t.s™)
[T21] uM | série 1 série 2 série 3 série 4
0 21,0 21,5 22,2 22,4
1 19,4 19,7 20,1 19,2
3 17,6 18,5 19,0 18,5
5 17,7 17,4 18,1 17,5
10 15,3 16,5 15,9 16,1
15 14,8 15,2 15,5 14,7
Tableau 17 : Mobilités électrophorétiques en présen  ce de T21.
X-réciproque | y-réciproque | double-réciproque
(M) (M) (M)
Série 1 4,10E-06 4,06E-06 4,09E-06
Série 2 5,29E-06 5,55E-06 4,74E-06
Série 3 6,45E-06 6,05E-06 5,84E-06
Série 4 4,87E-06 5,27E-06 4,40E-06
Moyenne par 5,18E-06 | 5,23E-06 4,77E-06
meéthode
Moyenne des 3
méthodes 5,06 + 0,26 uM
Kd T21

Tableau 18 : Détermination de la constante de disso

linéarisation x-, y- et double-réciproque.
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Trois séries d’expériences ont été réalisées afin de déterminer la constante de
dissociation. Les électrophorégrammes de la Figure 38 sont un exemple pour I'une de ces
séries, les autres séries sont présentées dans I'Annexe 7. Les mobilités électrophorétiques
pour les trois séries sont regroupées dans le Tableau 17. La linéarisation des résultats
(Annexe 8) a permis de déterminer la constante de dissociation Kdr,; pour I'interaction SDF-
1a/T21 45,06 + 0,26 UM (Tableau 18).

Nous pouvons comparer T21 a T12, les deux extrémités non-réductrice et réductrice
ont été inversées. Pour T12, on retrouve le GIcNS sulfaté du c6té non-réducteur et non
sulfaté du coté réducteur, et pour T21, la configuration a été inversée. La constante de
dissociation Kdr» (2,98 + 0,80 uM) est plus faible que celle déterminée pour T21 (5,06 +
0,26 uM). Cet écart montre que le groupement 6-O-sulfate du cété non-réducteur est
également nécessaire pour obtenir une plus forte interaction entre SDF-la et
I'oligosaccharide, contrairement au groupement 6-O-sulfate du cété réducteur, comme il a

été montré précédemment.

e |nteraction SDF-1 a /tetrasaccharides T22 et T23

La présence des tetrasaccharides T22 et T23 dans I'électrolyte n’a pas conduit a une
variation des mobilités pour la gamme de concentration 0 — 1 — 3 — 5 — 10 — 15 uM. La
linéarisation des résultats n'est donc pas possible, et par conséquent aucun Kd n’a pu étre
déterminé. Quatre séries ont été réalisées afin de confirmer les observations. La Figure 39
présente les électrophorégrammes pour I'une des séries concernant T22. Les trois autres
séries sont présentées dans I'Annexe 9. Les mobilités électrophorétiques obtenues d'aprés
les électrophorégrammes de la gamme de concentration sont regroupées dans le Tableau
19.

Contrairement a T21, le tetrasaccharide T22 ne posséde pas le groupement 6-O-
sulfate au niveau du GIcNS du cété réducteur. T22 est issu de 'association de deux unités
disaccharidigues minoritaires de type 2. L’association des deux unités disaccharidiques
minoritaires différentes 2 et 3 (T23) conduisent a un tetrasaccharide qui he posséde aucune
interaction avec la chimiokine SDF-1a comme le traduisent les électrophorégrammes
obtenus (Annexe 10) et dont les mobilités électrophorétiques sont regroupées dans le
Tableau 20. Les mobilités obtenues sont quasiment identiques a la mobilité de la forme non
liee de la chimiokine SDF-1a. On peut en conclure que I'absence du le groupement 2-O-
sulfate de l'idoA du coté réducteur, comme il a été montré avec T13, ne conduit a aucune

interaction entre SDF-1a et T23.
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Figure 39 : Electrophorégrammes de SDF-1 a en présence de T22 en concentration croissante obt  enus par

ACE.

@O0uM; B) L uM; (c) 3 uM; (d) 5 UM ; (e) 10 uM et (f) 15 uM de T22. Capillaire HPC, 50 um d.i. ;L =34 cm ;|

= 25,5 cm (UV 200 nm) ; électrolyte : acétate d'ammonium 75 mM pH 6,5 ; tension appliquée + 8 kV ; pression

appliquée + 15 mbar ; température 25<C. Injection : 50 mbar 30 s de protéine 15 uM ; MN = marqueur neutre,

alcool benzylique 30 mbar 2 s.

Mobilité p (x 10° cm2.V*.s™)
[T22] uM | série 1 série 2 série 3 série 4
0 22,3 22,5 23,2 23,3
1 21,3 21,2 21,7 21,6
3 21,0 21,4 21,3 20,9
5 20,9 21,5 20,7 20,4
10 19,8 20,1 20,2 19,7
15 19,2 19,4 19,2 19,3

Tableau 19 : Mobilités électrophorétiques obtenues

en présence de T22.

Mobilité p (x 10° cm2.V1ts™)
[T23] uM | série 1 série 2 serie 3

0 21,9 21,8 23,2
1 21,7 20,1 21,7
3 21,9 21,3 21,7
5 21,6 21,4 21,8
10 21,1 21,4 21,4
15 20,7 21,2 21,2

Tableau 20 : Mobilités électrophorétiques obtenues
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e |nteraction SDF-1 a/ hexasaccharide H11

L’hexasaccharide nonasulfaté de synthése présente un autre disaccharide majoritaire
(1) dans sa séquence. L'’hexasaccharide H11 est donc constitué par le tetrasaccharide T11
et un disaccharide 1. Cet oligosaccharide a été concu dans le but de tester I'ajout de
groupements sulfate et ainsi la taille de I'oligosaccharide sur l'interaction entre SDF-1a et

I'héparine.

Les concentrations de la gamme utilisées pour les tetrasaccharides se sont révélées
trop élevées, et par conséquent, aucun temps de migration ne pouvait étre extrait. C'est

pourquoi la gamme de concentration a été réduitea: 0-0,1-0,2-0,3-0,4 - 0,5 uM.

Trois séries d’électrophorégrammes, obtenues dans les mémes conditions que
précédemment, sont présentées dans I'Annexe 11. Les mobilités électrophorétiques
obtenues d’aprés les électrophorégrammes pour chaque série sont présentées dans le
Tableau 21. La linéarisation des résultats (Annexe 12) a permis la détermination de la
constante de dissociation Kdy;; pour linteraction SDF-1a/H11 a 0,22 = 0,06 uM (Tableau
22).

L'augmentation de la taille de I'oligosaccharide (T11 - H11) apportant trois O-
sulfatations supplémentaires, méne a la détermination d’'une constante de dissociation Kdy;;
13 fois plus faible que pour T11. Cette diminution traduit 'augmentation de l'interaction entre
la chimiokine SDF-1a et H11.

I11.2.3 Conclusion

La détermination des constantes de dissociation pour les tetrasaccharides T11, T12,
T13 et T21 permet de conclure sur linfluence, plus ou moins importante de certains
groupements sulfates O-liés, sur la liaison. Les valeurs cohérentes (R2) obtenues pour le
calcul des constantes de dissociation via les trois méthodes de linéarisation montrent que le
choix du modele de stcechiométrie 1: 1 (un dimére de SDF-1a: 1 oligosaccharide) est
justifié. Les tetrasaccharides T11l et T12 (Figure 31) conduisent & des Kd identiques
(respectivement 2,92 et 2,98 uM). Par conséquent, le groupement 6-O-sulfate du GICNS

réducteur ne modifie pas l'interaction de la chimiokine pour ces tetrasaccharides.
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Mobilité p (x 10° cm2.V*t.s™)
[H11] pMm série 1 série 2 série 3

0 24,3 24,3 24,3
0,1 22,4 22,8 22,6
0,2 21,4 22,4 22,3
0,3 21,1 22,1 22,1
0,4 21,1 21,6 21,6
0,5 19,7 21,2 21,0

Tableau 21 : Mobilités électrophorétiques obtenues en présence de H11.

x-réciproque | y-réciproque | double-réciproque
(M) (M) (M)
Série 1 3,33E-07 2,51E-07 1,97E-07
Série 2 2,50E-07 2,63E-07 1,56E-07
Série 3 2,00E-07 2,19E-07 1,12E-07
Moyenne par |, 51¢ o7 2,44E-07 1,55E-07
méthode
Moyenne
des 3
+
méthodes 0.22%0,06 iM
Kd H11

Tableau 22 : Détermination de la constante de disso  ciation en présence de H11 selon les méthodes de

linéarisation x-, y- et double-réciproque.

Degré de
Oligosaccharide | sulfatation | Kd (uM)
H11 9 0,22
T11 6 2,92
T12 5 2,98
T13 4 5,18
T21 5 5,06

Tableau 23 : Tableau récapitulatif des constantes d e dissociation déterminées pour chaque

oligosaccharide.
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Cependant, lorsque le groupement 2-O-sulfate de I'idoA réducteur est en plus absent
(dans T13), le Kd calculé (5,18 uM) augmente, ce qui traduit une interaction sensiblement
plus faible. Si I'on retire a T11 le groupement 6-O-sulfate du GIcNS non-réducteur (donnant
T21), le Kd calculé est identique (5,06 uM) a celui mesuré pour T13. Ce groupement du coté
non-réducteur est donc impligué dans linteraction et la renforce. En suivant le méme
schéma que précédemment pour le cbété réducteur, 'absence du groupement 6-O-sulfate
réducteur (T22) ne permet plus linteraction entre SDF-1a et le tetrasaccharide. Cela est
également vérifié par le tetrasaccharide T23 ou il manque le groupement 2-O-sulfate de
'idoA réducteur. La position 6-O-sulfate non-réducteur semble étre primordiale pour une

forte interaction.

L’augmentation de la taille de I'oligosaccharide ligand de T11 & H11 met en évidence
un renforcement de linteraction avec SDF-1a. Le nombre total de groupements sulfate
semble ainsi également intervenir dans la force de [linteraction. La construction
d’hexasaccharides de synthése, basée sur le modeéle des tetrasaccharides avec leurs
différences au niveau de la position des groupements sulfate, serait tres intéressante afin
d’obtenir des informations supplémentaires sur le réle de la position de ces groupements

sulfate.

La dimérisation en présence d’'un disaccharide d’héparine conduit a la détermination
d'une constante de dissociation de 170 pM (0,17 mM) [128]. L’interaction avec un
tetrasaccharide se traduit par un abaissement de la constante de dissociation (e.g. 2,92 uM
pour le tetrasaccharide hexasulfaté T11). Les constantes de dissociation déterminées par
ACE (micromolaire) (Tableau 23) sont donc d'un ordre de grandeur environ 30 fois inférieur
a la littérature. Si la taille augmente encore (hexasaccharide nonasulfaté), la constante de
dissociation diminue (0,22 uM) traduisant ainsi 'augmentation de la force d’interaction. Il a
été montré par SPR que SDF-1a se lie fortement a I'héparine (6 KDa) avec une affinité trés
forte de I'ordre de 93 nM [267], ce qui montre encore le role de la taille de I'oligosaccharide.
Il serait donc intéressant de déterminer les constantes de dissociation en présence
d’'oligosaccharide de taille supérieure (octa, deca, dodecasaccharide...) afin de comparer les
valeurs avec celles citées ci-dessus. L’ACE nous a donc permis de déterminer pour la
premiere fois des Kd pour des tetrasaccharides et un hexasaccharide de synthese en
interaction avec SDF-1a, sans pour autant déterminer exactement la stcechiométrie des
complexes. Le modeéle de staechiométrie, un dimeére/un oligosaccharide, semble appropri€,
mais il nous a paru intéressant de déterminer si la modification de position des groupements
sulfate et 'augmentation de la taille de I'oligosaccharide a un réle sur I'oligomérisation de la

chimiokine.
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Figure 40 : Spectres de masse de SDF-1 a obtenus par CE-MS.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d’'ammonium 75 mM, pH 6,5 ; tension appliquée

+ 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25T. Injection 50 mbar 60 s. Liquide d’appoint : méthanol

10% dans H,0, 3 uL.min *. Masse cible (a) 1500 m/z, gamme de masse 600 — 1800 m/z, (b) 3000 m/z, gamme
de masse 1800 — 300 m/z. Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™ a 150C. Masse cible (Target Mass) :

commande du logiciel esquire control (Bruker) permettant de stabiliser les ions dans une gamme m/z donnée.
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Figure 41 : Spectre de masse de SDF-1 a obtenu par CE-MS dans des conditions d’ionisation d ouces.

Capillaire greffé HPC, 50 pm d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d’ammonium 75 mM, pH 6,5 ; tension appliquée
+ 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25C. Injection 50 mbar 60 s. Liquide d’appoint : acétate
d’ammonium 20 mM, pH 5, 3 uL.min_"*. Masse cible 1500 m/z. Gamme de masse 600 — 1800 m/z. Nébulisation

5 psi, séchage 3 L.min™ & 150C.
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III.3 Etude de [I'oligomérisation de SDF-la en présence

d’oligosaccharides de synthese par ACE-MS

L’influence de la position et du nombre des groupements sulfate le long de la
structure d'un tetrasaccharide sur l'interaction avec SDF-1a a été démontrée par ACE grace
a des GAGs synthétiques de structure commune. Il reste maintenant a connaitre la
stoechiométrie des complexes formés. Les travaux précédents menés au laboratoire ont mis
en évidence des complexes de staechiométrie 1/1 (SDF-1a avec un disaccharide) et 2/1 (2
SDF-1a avec un tetrasaccharide, pentasaccharide ou hexasaccharide) [447]. SDF-1a
semble se dimériser en présence d’oligosaccharide ayant un degré de polymeérisation (dp)
minimum de 4 possédant au moins 5 groupements sulfate. Un hexasaccharide nonasulfaté
de synthése a également été étudié en présence de SDF-1a, dans le but de déterminer si
'augmentation de la taille de I'oligosaccharide et du nombre de groupements sulfate joue un

réle dans la staechiométrie des complexes formés.

I111.3.1 Détection de SDF-1a par CE-MS

Dans le but de déterminer la stcechiométrie des complexes SDF-1a/oligosaccharides
de synthése formés en solution, les conditions de couplage entre I'électrophorese capillaire
et la spectrométrie de masse ont été optimisées en premier lieu pour la détection de la
protéine seule.

Le liguide additionnel utilisé pour cette analyse est un mélange eau/méthanol (90 :
10, v/v). Ce liquide, introduit a I'aide d’'un pousse seringue au débit de 180 uL/h, permet
d’obtenir un spray stable et de détecter SDF-1a avec un meilleur rapport signal sur bruit que
sans liquide additionnel. De plus, et cela constitue un critére de choix important, a des
proportions inférieures a 50 % [477], le méthanol n'apparait pas dénaturant. Les complexes
ne seront pas déstabilisés par la faible présence de méthanol, comme il a été montré lors de
précédents travaux [447, 477]. Le spectre de masse ESI (mode positif) de la protéine SDF-
la a été obtenu aprés couplage d'un capillaire greffé par I'hydroxypropylcellulose au
spectromeétre de masse. Les états de charges observés (5+ a 8+) permettent de calculer une
masse moléculaire moyenne M = 7959,5 + 0,7 g.mol™ (Figure 40a) qui est en accord avec la
masse théorique de la chimiokine SDF-1a, M, = 7958,3 g.mol'l, soit un écart de 1,2 g.mol'l
(environ 150 ppm). Le spectre de masse de la Figure 40b a été réalisé dans la gamme de

masse choisie pour les études ACE-MS, a savoir 1800-3000 m/z.

153



|nten5-: SDF-1a Mw = 7959,7 £0,5 g.mol 1

30007 A o 4+ SDF-1a + T11 Mw =9176,1 £1,3 g.mol -1
] 1991.0 ———
] : 2SDFAa+TI1  Mw=171351%14 gmol "1
25007
i 3 SDF-1a+2T11 Mw=26307,6%0,7 g.mol'1
2000 o 7+
] 9+ 2143.0 -80, 2448.9
15007
10007
5001
1800 2000 2200 2400 2600 2800 miz
Intens SDF-1a Mw =7959,6 £0,6 g.mol"l
x10%4 5+
3: B 15030 SDF-1a + T11 Mw=9175t1,4§.m0|'1
4 2 SDF-1a + T11 Mw =17134.4 + 1,1 g.mol L
2 -
] 1904.9
4 4+
1 1990.8
17 8+
] 2142.7
5+
-50.
=3 ex -so;so£836'0
gl e B P,
1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 m/z

Figure 42 : Spectres de masse de SDF -1a en présence de T11 obtenus par ACE -MS.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d'ammonium 75 mM, pH 6,5 contenant 3 uM de
T11; tension appliquée + 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60 s.
Liquide d'appoint : méthanol 10%, 3 yL.min . (A) Masse cible 3000 m/z, gamme de masse 1800-3000 m/z ; (B)

Masse cible 2000 m/z, gamme de masse 1400-2200 m/z. Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™ & 150C.
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Figure 43 : Spectre de masse de SDF -la en présence de T11 obtenu par ACE- MS dans des conditions

d’ionisation douces.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d'ammonium 75 mM, pH 6,5 contenant 3 uM de

T11; tension appliquée + 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60 s .

1

Liquide d’appoint : acétate d'ammonium 20 mM, pH5 ;3 pyl..min . Masse cible 2000 m/z. Nébulisation 5 psi,

séchage 3 L.min™ & 150<C. Astérisque rouge = perte d'un groupement su Ifate.
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Certains travaux présentés dans la littérature ont montré que la chimiokine SDF-1a
pouvait exister sous la forme d’un équilibre monomere-dimere en solution [278]. Une analyse
a été realisée dans des conditions d’ionisation plus douces et moins dénaturantes (liquide
d’'appoint : acétate d’'ammonium 20 mM, pH 5) dans le but de détecter la présence d'un
éventuel dimére de SDF-la. Aucun dimeére n'est observé, méme en modifiant certains
parametres comme la gamme de masse ou encore la masse cible. De plus, le changement
du liquide additionnel a pour effet une faible diminution du signal par rapport a celui obtenu
en présence de méthanol 10%. Ces résultats sont donc en accord avec le Kd de 5mM,
indiquant que SDF-1a est monomérique en solution. Le spectre présenté dans la Figure 41 a
été obtenu dans les mémes conditions, hormis le liquide additionnel, que le spectre de la
Figure 40a. Seuls trois états de charges sont observés (5+ a 7+). lls permettent de calculer
une masse de M = 7959,3 g.mol™, avec un écart de 1 g.mol™ (environ 125 ppm) par rapport

a la masse théorique de SDF-1a.

I11.3.2 Steechiométrie des complexes mesurée par ACE-MS

« Complexes formés entre SDF-1 a et le tetrasaccharide T11

La stoechiométrie des complexes formés entre SDF-1a et les oligosaccharides de
synthese est étudiée par ACE-MS. Elle sera toujours écrite nombre de molécules de SDF-
la/nombre de molécules d'oligosaccharides. Chaque oligosaccharide a été introduit
séparément dans l'électrolyte de séparation a la concentration de 3 UM afin de ne pas

déstabiliser le spray.

La présence du tetrasaccharide hexasulfaté T1ll dans I'électrolyte de séparation
conduit a la formation de nouveaux ions (Figure 42a) correspondant a trois nouvelles
espéces de masse moléculaire plus élevées que celle de SDF-1a. En plus des ions a m/z
1991,0 (état de charge 4+) et m/z 2654,0 (3+) caractéristiques de SDF-1a, une série d’'ions
assez intenses aux états de charge 9+ a 6+ (Figure 42a violet), correspondant
respectivement a des rapports masse sur charge m/z 1905,0 ; 2143,0 ; 2448,9 et 2856,5,
permet de calculer une masse moléculaire de 171351 # 1,4 g.mol™®. Cette masse
correspond a celle d'un complexe non covalent formé de deux protéines SDF-1a (Mineorique =
7958,3 g.mol™) associées a une molécule de T11 (Min¢orique = 1214,0 g.mol™). Une autre série
d’ions en bleu apparait aux états de charge 4+ (m/z 2294,8) et 5+ (m/z 1836,4) soit une
masse moléculaire de 9176,1 g.mol™. Cette masse est celle d'un complexe non covalent

formé par une protéine SDF-1a et une molécule de T11 (1/1).
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Figure 44 : Spectres de masse de SDF-1 a en présence de T12 et T21 obtenus par ACE-MS.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d’'ammonium 75 mM, pH 6,5 contenant 3 uM (A)
T12 et (B) T21 ; tension appliquée + 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar
60 s. Liquide d’appoint : méthanol 10% dans H »,0, 3 pL.min'l. Masse cible 3000 m/z, gamme de masse 1800-

3000 m/z. Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™ & 150<C.
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La derniére série, tres peu intense en vert, correspond aux états de charge 9+ (m/z
2924,0) et 10+ (m/z 2631,8) et de masse moléculaire 26307,5 g.mol*. Cette masse
correspond au complexe non covalent de stoechiométrie 3/2. De facon remarquable, les ions
correspondant au complexe 1/1 sont accompagnés de pics a plus faible rapport m/z distants
de 80 unités de masse et donc caractéristiques de pertes de groupement sulfate. Une
hypothése est que ce complexe 1/1 provient de la dissociation en phase gazeuse du
complexe 2/1, induisant une destabilisation de la structure et une perte des groupements

sulfate qui ne sont plus protégés par une interaction avec la deuxieme molécule de SDF-1a.

Nous avons donc décidé d'analyser ces complexes par ACE-MS en modifiant
uniqguement le liquide d’appoint contenant 10% de méthanol par de I'acétate d’'ammonium 20
mM (pH 5), dans le but de vérifier la spécificité des complexes obtenus. Le spectre de masse
obtenu (Figure 43) présente des ions de plus faible intensité absolue mais globalement de
méme intensité relative. Les espéeces détectées en présence de méthanol sont donc les
mémes qu’en présence d’acétate d’'ammonium. Le choix du méthanol en faible quantité est
donc adapté pour I'étude de ces complexes non covalents. En revanche, contrairement a ce
qui avait été obtenu pour les complexes entre des tetrasaccharides naturels et SDF-1a ou
seul le complexe 2 SDF-1a / 1 tetrasaccharide hexasulfaté insaturé avait été détecté [476],
linteraction entre SDF-la et un tetrasaccharide hexasulfaté saturé et alkylé mene a

plusieurs stoechiométries 1/1, 2/1 et 3/2 avec le complexe 2/1 majoritaire.

« Complexes formés entre SDF-1 a et les tetrasaccharides T12 et T21

Lorsque l'électrolyte de séparation contient le tetrasaccharide pentasulfaté T12, le
spectre de masse obtenu (Figure 44a) présente deux autres séries d’ions en plus des ions a
m/z 1991,1 (état de charge 4+) et m/z 2654,4 (3+) caractéristiques de SDF-1a. La premiére
série en bleu présente deux ions aux états de charge 4+ et 5+ correspondant respectivement
aux rapports m/z 2274,8 et 1820,1. La masse moléculaire déterminée a 9095,4 + 0,2 g.mol'l
correspond a un complexe non covalent formé par une protéine SDF-1a et une molécule T12
(Mthorique = 1134 g.mol'l). La seconde série en violet, constituée par les ions de rapport m/z
2843,4 ; 2437,6 ; 2132,8 et 1896,0 correspondant respectivement aux états de charge 6+ a
9+, conduit & une masse moléculaire de 17055 + 0,8 g.mol™. Cette masse correspond a un
complexe non covalent de stcechiométrie 2/1. L'inversion des disaccharides 1 et 2 dans la
structure du tetrasaccharide T12, donnant T21, conduit & un spectre de masse identique a
celui de T12 (Figure 44b).
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Figure 45 : Spectres de masse de SDF-1 a en présence d'oligosaccharides obtenus par ACE-MS.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d’ammonium 75 mM contenant 3 uM de (A)

T13; (B) T22 et (C) T23, pH 6,5 ; tension appliquée + 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25C.

Injection 50 mbar 60 s. Liquide d’appoint : méthanol 10%, 3 pL.min "1 Masse cible 3000 m/z, gamme de masse

1800-3000 m/z. Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™ & 150<C.
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Les deux spectres de masse identiques obtenus laissent penser que le changement
dans la structure du tetrasaccharide pentasulfaté n’a aucun impact sur la steechiométrie des
complexes non covalents détectés par MS. Seul le nombre de groupements sulfate semble
étre impliqué. Contrairement a T11, la présence d’'un tetrasaccharide pentasulfaté ne permet
pas d’obtenir une stcechiométrie supérieure a 2/1. Tout comme le spectre de masse en
présence de T11, I'espéce majoritairement représentée est de staechiométrie 2/1. Les ions
correspondant au complexe 1/1 sont également accompagnés de pics a plus faible rapport
m/z distant de 80 unités de masse et donc caractéristiques de pertes de groupements

sulfate.

« Complexes formés entre SDF-1 a et les tetrasaccharides T13 et T22

L'ajout du tetrasaccharide tetrasulfaté T13 dans le tampon de séparation conduit au
spectre de masse obtenu par ACE-MS présenté dans la Figure 45a. Deux séries d’ions en
plus des ions caractéristiques de SDF-1a ont été identifiées. La premiére série en bleu est
composeée par les ions de rapport m/z 2254,9 (4+) et 1804,3 (5+). La masse moléculaire
déterminée & 9014,9 + 0,1 g.mol™ correspond au complexe non covalent formé par une
protéine SDF-1a et une molécule T13 (Migorique = 1054 g.mol™). La seconde série en violet
ne contient que deux ions, contrairement aux autres spectres de masse en présence de T11,
T12 ou T21. Les ions de cette série de rapport m/z 2829,9 (6+) et 2426,0 (7+) conduisent a
une masse moléculaire de 16974,2 + 1,1 g.mol'l. Le complexe non covalent formé est de
stoechiométrie 2/1. La présence du tetrasaccharide T22, de méme formule brute que T13,
conduit a un spectre de masse identique a celui de T13 (Figure 45b), ce qui améne encore a
penser que le changement de position des groupements sulfate dans la structure du
tetrasaccharide n'a pas d'influence sur la stoechiométrie des complexes détectés par MS et
gue seul le degré de sulfatation est important. La faible intensité des ions obtenus pour le
complexe 1/1 laisse uniquement apparaitre une perte de groupement sulfate. Cette
observation amene une nouvelle fois a émettre 'hypothese que ces ions proviendraient de la

dissociation en phase gazeuse du complexe 2/1.

« Complexes formés entre SDF-1 a et le tetrasaccharide T23

La présence du tetrasaccharide trisulfaté T23 conduit au spectre de masse présenté
dans la Figure 45c. Seuls les ions caractéristiques de SDF-1a sont détectés : m/z 2654,2
(3+) et 1991,1 (4+). Aucun complexe n'est formé entre la protéine SDF-la et le

tetrasaccharide T23.
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Figure 46 : Spectre de masse de SDF -la en présence de H11 obtenu par ACE -MS.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d'ammonium 75 mM, pH 6,5 contenant 3 uM de
H11 ; tension appliquée + 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60 s.
Liquide d’appoint : méthanol 10%, 3 pL.min ! Masse cible 2200 m/z, gamme de masse 1400-2600 m/z.

Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™" & 150C.
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La présence de seulement trois groupements sulfate dans la structure du
tetrasaccharide n’est donc pas suffisant pour la formation et la détection de complexes. Ce
résultat est confirmé par le fait qu’aucun Kd n’a pu étre déterminé puisque les mobilités

électrophorétiques en ACE n’ont pas révélées une interaction.

* Oligosaccharide H11

La présence de I'hexasaccharide nonasulfaté H11 (Figure 32) dans I'électrolyte de
séparation conduit au spectre de masse présenté dans la Figure 46. Une seule série d’ions
en orange est détectée en plus des ions caractéristiques de SDF-1a. Les ions de rapport m/z
2214,9; 1969,2 et 1772,3 avec des états de charge respectifs 8+ a 10+ conduisent & une
masse moléculaire de 17713 + 1,3 g.mol™. Cette masse correspond & un complexe non

covalent forme par deux protéines SDF-1a et une molécule H11 (Migorique = 1791 g.mol'l).

Contrairement aux tetrasaccharides, aucun complexe de stoechiométrie 1/1 n’est
observé. De méme, l'intensité des ions correspondant & SDF-1a est inférieure a celle des

ions du complexe 2/1, ce qui n’était pas le cas avec les tetrasaccharides.

I11.3.3 Discussion générale

Le couplage ACE-MS nous a permis de mettre en évidence la formation de
complexes entre la chimiokine SDF-la et des oligosaccharides sulfatés de synthese.
L'objectif principal était de savoir si la présence/absence de certains groupements sulfate le
long de la séquence de I'oligosaccharide favoriserait ou non la formation d’oligomeres, et si

oui, quelle en était la stoechiométrie.

Le tetrasaccharide hexasulfaté T11 a conduit aux steechiométries de complexes 2/1
majoritaire, 1/1 et 3/2 (SDF-1a/T11). Ces résultats mettent en évidence la dimérisation de la
chimiokine SDF-1a conformément aux précédents résultats menés au laboratoire [447]. En
effet, les ions du complexe 2/1 sont majoritairement représentés dans le spectre de masse,
suivis par les ions du 1/1 et du 3/2. Cependant, on peut s’interroger sur la spécificité (ou non)
des formes 1/1 et 3/2, puisque par exemple on observe pour 1/1 une perte de groupements
sulfate. Les pics électrophorétiques mal définis obtenus en présence de T11 lors de la
détermination de la constante de dissociation Kdyi; avaient conduit a I'hypothese qgu'ils

devaient étre dus a la présence de plusieurs stcechiométries de complexes SDF-1a/T11. Le
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couplage ACE-MS a donc permis de confirmer cette hypothése par la présence des
stoechiométries 1/1, 2/1 et 3/2.

La présence des tetrasaccharides pentasulfatés T12 ou T21 dans le capillaire de
séparation conduit a des spectres de masse identiques. La différence dans la structure des
oligosaccharides semble ne pas étre impliquée dans la stoechiométrie des complexes. On
retrouve la dimérisation de SDF-1a avec une majorité d’'ions correspondant a la forme 2/1
puis a la forme 1/1, qui présente également des pertes de groupements sulfate. Si I'on
compare a T11, seule I'espece 3/2 n’est plus présente et I'intensité des ions de 2/1 et 1/1 est
plus faible pour T12 et T21. A ce niveau, le changement de position des groupements sulfate
ne semble pas intervenir sur la stcechiométrie des complexes détectés par MS. Seul le
nombre total de groupements semble jouer un réle sur la forme de ces complexes. Il reste
étonnant que les spectres de masse soient identiques si I'on se référe aux constantes de
dissociation mesurées (Tableau 23) pour les deux tetrasaccharides T12 et T21. De méme,
on pourrait s'attendre a ce que les stoechiométries pour les complexes SDF-1a/T11 et SDF-
1a/T12 soient les mémes puisque le Kdr;, est quasiment identique a celui de T11.
Cependant, cela confirme une nouvelle fois notre hypotheése sur la seule implication du
nombre de groupements sulfate dans linteraction SDF-1a/oligosaccharide de synthése, en

ce qui concerne leur stcechiométrie, déterminée en phase gazeuse.

De la méme facon, les tetrasaccharides tetrasulfatés T13 et T22 conduisent a des
spectres de masse similaires, avec les ions de I'espéce 1/1 majoritaires devant ceux de
'espéce 2/1. On retrouve également la perte de groupements sulfate pour I'espece 1/1 et
l'intensité des ions pour les deux especes est largement plus faible par rapport aux spectres
en présence des autres tetrasaccharides. La différence de position des groupements sulfate
n'est, encore une fois, pas impliquée dans la stoechiométrie puisque I'on retrouve les mémes

formes que pour les tetrasaccharides T12 et T21, mais avec des intensités plus faibles.

L’hexasaccharide nonasulfaté de synthése H11 conduit & un spectre de masse ou
l'unigue espece complexée est de stoechiométrie 2/1. L'augmentation du nombre de
groupements sulfate, liée a l'augmentation de la taille de Ioligosaccharide, conduit
également a la dimérisation de SDF-1a. La présence d’'une seule staechiométrie révéle que
linteraction SDF-l1a/H11 est sOrement plus spécifique et/ou plus stable qu'avec les
tetrasaccharides. Cela est confirmé par la constante de dissociation Kdyi: qui est environ 13

fois plus faible que pour T11, ce qui indique que l'interaction SDF-1a/H11 est plus forte.

Ces données peuvent également apporter des informations sur I'éventuelle non
spécificité des complexes de staechiométrie 1/1 et 3/2 observés en présence de T11. Une

dissociation en source pourrait étre une explication pour le complexe 1/1 issu du complexe
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2/1. Le complexe 3/2, n'étant pas retrouvé pour un autre oligosaccharide, pourrait étre di a
une association non spécifique des complexes 1/1 et 2/1. Il se peut que ce complexe existe
pour les autres oligosaccharides, mais ne peut étre observé a cause d'une intensité trés

faible.

Les complexes formés par ACE-MS sont en accord avec les précédents travaux
menés au laboratoire [476]. En effet, la présence d'un tetrasaccharide ou d'un
hexasaccharide d’enoxaparine conduisait au complexe non covalent de stcechiométrie 2/1 et
la présence d’'un pentasaccharide de fucoidane permettait la détection des stoechiométries
1/1 et 2/1. Cette dimérisation est en accord avec la caractérisation du complexe 2/1 par RMN
[254].

Il reste étonnant que le changement de position des groupements sulfate n’ait pas
d’influence sur la stoechiométrie des complexes détectés. Cependant cette observation peut
étre justifiée par la technique d’analyse des complexes en phase gazeuse. Les interactions
électrostatiques sont renforcées, alors que les autres interactions liées au solvant sont
diminuées. L’interaction SDF-la/oligosaccharide est également due a la structure

tridimensionnelle du complexe qui est maintenue par ces différentes interactions.

On peut également se demander si la présence d'une queue propyle au niveau de
'extrémité réductrice des oligosaccharides déstabilise le complexe en solution et/ou en

phase gazeuse.

I11.4 Conclusion et perspectives

Le couplage entre I'électrophorése capillaire, la spectrométrie de masse et la
synthése d'oligosaccharides sulfatés d’héparine nous a permis pour la premiére fois
d’'apporter des données importantes sur [linteraction SDF-la/oligosaccharides. La
détermination des constantes de dissociation a révélé que la position des groupements
sulfate, le long de la structure de l'oligosaccharide, était un élément important pour
l'interaction. De plus, 'ACE-MS nous a indiqué que la stcechiométrie des complexes était

liée au nombre de groupements sulfate dans la structure de I'oligosaccharide.

Ces résultats conduisent a de nouvelles perspectives quant a linteraction de la
chimiokine SDF-1a avec les GAGs. Dans le but d’aboutir & la structure idéale d’'un GAG pour

un mimétique, d’autres oligosaccharides devront étre étudiés. La modification de la position
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des groupements sulfate sur 'hexasaccharide pourrait étre envisagée, ainsi que I'étude d’'un
oligosaccharide de plus grande taille (octasaccharide...). D’autres types d’oligosaccharides,
n'appartenant pas a la famille des GAGs, pourraient également étre envisagés comme le

fucoidane d'origine marine (algues brunes).

SDF-1a interagit également avec son récepteur CXCR4 via sa liaison aux GAGs
portés par les PGs au niveau de la surface cellulaire. La grande interrogation est de savoir
guelle est la forme oligomérique de SDF-1a lorsqu’elle interagit avec son récepteur. Il serait
intéressant de tester dans un premier temps, par ACE et ACE-MS, l'interaction entre SDF-1a
et la partie N-terminale du récepteur CXCR4 (partie impliquée dans l'interaction). Ensuite
'ajout d'un GAG sulfaté en plus de la partie N-terminale de CXCR4 pourrait également étre

étudié afin d’obtenir des informations sur I'oligomérisation de la chimiokine SDF-1a.

A I'neure actuelle, le verrou majeur est la faible disponibilité des oligosaccharides
synthétiques. La majorité des oligosaccharides provient de dépolymérisation enzymatique,
rendant les analyses beaucoup plus complexes. Cependant, le couplage entre
I'électrophorése capillaire et la spectrométrie de masse est un atout quant a I'étude de ces
mélanges. De plus, les progres réalisés dans le domaine de la chimie de synthése des
oligosaccharides sulfatés sont également un atout pour I'étude des interactions
protéines/GAG.
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CHAPITRE 4 : INTERACTION MCP-1 /
OLIGOSACCHARIDES D’HEPARINE DE
SYNTHESE
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IV.1 Introduction

Le chapitre précédent nous a permis d’évaluer le réle de la position et du hombre de
groupements sulfates, portés par des oligosaccharides de synthése de type héparine, sur
I'oligomérisation de la chimiokine SDF-1a. Dans le but de déterminer si la structure des
oligosaccharides a le méme effet sur une autre chimiokine, MCP-1 (1.B.3.4.2), appartenant a
la famille CCL, la méme étude a été effectuée. La chimiokine MCP-1 intervient lors de
réactions inflammatoires et dans certaines pathologies du systéme nerveux central. Le choix
de cette chimiokine a été guidé par la nécessité d’apporter de nouvelles informations sur

I'oligomérisation de cette protéine, déja étudiée au laboratoire [476].

Tout comme SDF-1a, MCP-1 interagit avec les GAGs. Cependant, MCP-1 présente
un niveau d'oligomérisation supérieur au complexe 2/1 de la chimiokine SDF-1a. En effet,
des simulations par modélisation moléculaire montrent que le dimére MCP-1/héparine est de
stcechiométrie 2/2 [217]. Cette stoechiométrie a été confirmée par les précédents travaux
meneés au laboratoire en présence de tetrasaccharide et d’hexasaccharide d’enoxaparine et
de pentasaccharide de fucane [476]. Les stoechiométries 1/1 et 2/1 ont également été
observées. Cependant, il semblerait que la chimiokine soit en mesure de former un
tetrameére en présence de GAGs [366], mais cette structure n’a pas encore été observée par

spectrométrie de masse. La détection du tetramere reste donc un challenge analytique.

La chimiokine MCP-1 existe elle aussi sous la forme d’un équilibre monomére-dimere
en solution [217, 353, 358, 359]. Contrairement a SDF-1a, la chimiokine MCP-1 a été
détectée sous ses formes monomérique et dimérique par spectrométrie de masse ESI [357,

358], mais le dimére n’est pas tres stable en phase gazeuse [358].

Afin de déterminer quels seront les effets de la structure des oligosaccharides sur la
liaison MCP-1/GAG ainsi que les différences par rapport & SDF-1a, nous avons déterminé

les constantes de dissociations par ACE.

De plus, le couplage CE-MS a été mis en ceuvre pour étudier la forme (monomérique
ou oligomérique) de MCP-1 en solution dans nos conditions. Comme pour SDF-1a, nous
avons étudié la stoechiométrie des complexes formés en présence d’oligosaccharides de
synthése dans le but de mettre en évidence la présence de diméres et/ou d’oligoméres

d’ordre supérieur.
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Figure 47 : Electrophorégrammes de MCP-1 en présence
ACE.

de T11 en concentration croissante obtenus par

@0uM; (b)0,5uM; (c) 0,7 uM; (d) 1 pM; (e) 3 uM et (f) 4 uM de T11. Capillaire HPC, 50 pum d.i. ; L=34 cm ; |
= 25,5 cm (UV 200 nm) ; électrolyte : acétate d'ammonium 75 mM pH 6,5 ; tension appliquée + 8 kV ; pression
appliquée + 15 mbar ; température 25<C. Injection : 50 mbar 30 s de protéine 15 uM ; MN = marqueur neutre,

alcool benzylique 30 mbar 2 s.

Mobilité p (x 10° cm2.V™t.s™)
[T11] pM | série 1 serie 2 série 3

0 15,6 15,6 15,6
0,5 13,0 13,0 13,0
0,7 12,3 12,4 12,4

1 10,8 10,9 11,5

3 4,7 4,7 6,0

4 4,1 4,4 4,2

Tableau 24 : Mobilités électrophorétiques obtenues en présence de T11.

X-réciproque

y-réciprogue (M)

double-réciproque

(M) (M)

Série 1 4,65E-06 4,32E-06 4,49E-06
Série 2 4,63E-06 4,20E-06 4,34E-06
Série 3 4,39E-06 4,51E-06 3,40E-06

Moyenne par |, s6e.06 4,35E-06 4,08E-06
méthode

Moyenne des 3
méthodes 4,33 + 0,24 uM

KdT11

Tableau 25 : Détermination de la constante de disso

ciation en présence de T11 selon les méthodes de

linéarisation x-, y- et double-réciproque.
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IV.2 Etude de l'interaction MCP-1/tetrasaccharides de synthese par
ACE

IV.2.1 Analyse de MCP-1 par CE

A linstar de SDF-1aq, la chimiokine MCP-1 est une protéine basique (pl 9,74), et donc
chargée positivement au pH de 'analyse. Les mémes conditions électrophorétiques décrites
dans le chapitre précédent (Il11.2.1) ont été utilisées afin d’éviter I'adsorption de la protéine
sur les parois internes du capillaire d’électrophorese. Les électrophorégrammes obtenus
apres l'injection de la chimiokine MCP-1 (15 uM) montrent un pic avant celui du marqueur
neutre, correspondant a la protéine chargée positivement (Figure 47a). La mobilité
électrophorétique, non mentionnée dans la littérature, de la protéine MCP-1 a été déterminée
& environ ey mcp1 = 15.10° cmz.V™*.s™. La mobilité électrophorétique obtenue pour MCP-1
est plus faible que celle obtenue pour SDF-1a (22.10° cm2.V'.s™). Cette différence est due a
laugmentation du temps de migration de la protéine qui s’explique par une diminution du
rapport z/m. En effet, cette diminution est a la fois due a la charge globale positive de la
protéine plus faible au pH de I'analyse (plycp-1 9,74 contre plspriq 9,52), et a 'augmentation
du poids moléculaire de la protéine (Mycp.1 = 8680 g.mol'l contre Mgpr.1q = 7960 g.mol'l).

1V.2.2 Role de la distribution des groupements sulfate dans I'interaction

e |nteraction MCP-1 / tetrasaccharide T11

Dans le but de déterminer la constante de dissociation du complexe entre MCP-1 et
le tetrasaccharide hexasulfaté T11l, une gamme de concentration a été optimisée pour cet
oligosaccharide : 0 — 0,5 - 0,7 — 1 — 3 — 4 uM. En effet, la mobilité électrophorétique de la
protéine sans oligosaccharide étant plus faible que pour SDF-1aq, il a fallu adapter la gamme
0-1-3-5-10- 15 uM pour ne pas obtenir des pics électrophorétiques trop proches,
voire masqués par le marqueur neutre, et donc ininterprétables. Trois séries de six points ont
été réalisées. La Figure 47 présente les électrophorégrammes obtenus pour une série. Les
deux autres séries sont regroupées dans I'Annexe 12. Les mobilités électrophorétiques
déterminées (Tableau 24) diminuent progressivement, mettant en évidence une interaction
entre MCP-1 et T11.
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Figure 48 : Electrophorégrammes de MCP-1 en présence  de T12 en concentration croissante obtenus par

ACE.

@0uM; (b) 1 uM; (c) 3puM; (d) 5 uM; (e) 10 uM et (f) 15 uM de T12. Capillaire HPC, 50 um d.i. ;L =34 cm ; |
= 25,5 cm (UV 200 nm) ; électrolyte : acétate d'ammonium 75 mM pH 6,5 ; tension appliquée + 8 kV ; pression
appliquée + 15 mbar ; température 25<C. Injection : 50 mbar 30 s de protéine 15 pM ; MN = marqueur neutre,

alcool benzylique 30 mbar 2 s.

Mobilité p (x 10° cm2.Vts™)
[T12] uM | série 1 série 2 série 3
0 15,0 15,3 15,0
1 13,0 13,2 12,9
3 10,2 10,5 10,1
5 8,2 8,2 7,7
10 4,5 4,7 4,8
15 4.4 4.4 4,2
Tableau 26 : Mobilités électrophorétiques en présen  ce de T12.
X rec(llf)/lr)oque y-réciprogque (M) double (rlc\a/lcilproque
Série 1 6,67E-06 6,41E-06 6,89E-06
Série 2 6,98E-06 6,68E-06 7,02E-06
Série 3 6,99E-06 6,28E-06 6,97E-06
MIEHENNE [PET 6,88E-06 6,46E-06 6,96E-06
méthode
Moyenne des 3
méthodes 6,77 £0,27 uM
Kd T12

Tableau 27 : Détermination de la constante de disso  ciation en présence de T12 selon les méthodes de

linéarisation x-, y- et double-réciproque.
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La linéarisation des résultats (Annexe 13) a conduit a la détermination de la
constante de dissociation Kdry; pour l'interaction MCP-1/T11 : 4,33 + 0,24 uM (Tableau 25).
Cette valeur est plus grande (environ 1,4 fois) que pour le Kdr;; de SDF-1 (2,92 uM), ce qui

traduit une plus faible interaction entre la chimiokine MCP-1 et le tetrasaccharide T11.

e |nteraction MCP-1 / tetrasaccharide T12

La gamme de concentration 0 — 1 — 3 -5 — 10 — 15 pM a permis de déterminer la
constante de dissociation du complexe MCP-1/T12. Trois séries ont été réalisées, et la
Figure 48 présente les électrophorégrammes d'une des séries. Les deux autres séries sont
regroupées dans I'Annexe 14. Si I'on compare l'allure des pics électrophorétiques en
présence de T11 et T12 pour MCP-1, on constate que pour T11l et T12 les pics sont mal
définis, c’'est-a-dire gqu’ils sont plus élargis par rapport au pic de la protéine en absence
d’'oligosaccharide. Cela pourrait résulter de la coexistence de stcechiométries différentes
pour T11 et T12, avec cependant moins d’'espéces pour T12. L’hypothése sera vérifiée ou
non lors du couplage ACE-MS (IV.3.2).

Les mobilités électrophorétiques déterminées par ACE (Tableau 26) mettent
également en évidence une interaction entre MCP-1 et T12. La linéarisation des résultats
(Annexe 15), via les trois méthodes de linéarisation, a permis de déterminer le Kdr;, & 6,77 £
0,27 UM (Tableau 27).

La constante de dissociation obtenue pour l'interaction MCP-1/T12 est environ 1,5
fois plus grande que pour l'interaction MCP-1/T11. Cela traduit une plus faible interaction de
MCP-1 avec T12 gu'avec T11. Il semblerait donc que I'absence du groupement 6-O-sulfate
de la partie GIcNS réductrice semble diminuer la force d'interaction. Si I'on se base sur les
motifs disaccharidiques, I'association d'un disaccharide majoritaire (1) et d’'une des formes
minoritaires (2) ne semble pas étre une structure optimale pour une bonne interaction par
rapport & T11, composé par deux disaccharides majoritaires. C’est une situation différente

de SDF-1a puisque il n’y avait pas de différence entre les Kd pour T11 et T12.

* |nteraction MCP-1 / tetrasaccharide T13

Afin de tester l'effet du tetrasaccharide T13, associant un disaccharide majoritaire de
I'héparine (1) et de l'autre disaccharide minoritaire (3), sur l'interaction avec MCP-1, nous

avons utilisé la méme gamme de concentration que pour T12.
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Figure 49 : Electrophorégrammes de MCP-1 en présence
ACE.

de T13 en concentration croissante obtenus par

@0uM; (b) 1 uM; (c) 3 puM; (d) 5 uM ; (e) 10 uM et (f) 15 uM de T12. Capillaire HPC, 50 um d.i. ;L =34 cm ; |
= 25,5 cm (UV 200 nm) ; électrolyte : acétate d’'ammonium 75 mM pH 6,5 ; tension appliquée + 8 kV ; pression
appliquée + 15 mbar ; température 25<. Injection : 50 mbar 30 s de protéine 15 pM ; MN = marqueur neutre,

alcool benzylique 30 mbar 2 s.

Mobilité p (x 10° cm2.V*t.s™)
[T13] uM série 1 série 2 serie 3
0 14,8 15,2 15,3
1 13,5 13,8 13,8
3 11,6 12,0 12,0
5 10,2 10,5 10,3
10 8,0 8,3 8,0
15 6,5 7,1 7,1
Tableau 28 : Mobilités électrophorétiques en présen  ce de T13.
X rec(llf)/lr)oque y-réciprogue (M) double E;Ic;lproque
Série 1 9,48E-06 9,76E-06 8,86E-06
Série 2 8,48E-06 8,59E-06 7,82E-06
Série 3 8,11E-06 8,01E-06 7,34E-06
Moyenne par 8,69E-06 8,78E-06 8,01E-06
méthode
Moyenne des 3
méthodes 8,49 + 0,42 pM
KdT13

Tableau 29 : Détermination de la constante de disso  ciation en présence de T13 selon les méthodes de

linéarisation x-, y- et double-réciproque.
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La Figure 49 présente les électrophorégrammes obtenus pour une série
d’expériences, les deux autres sont regroupées dans I'’Annexe 16. Comme le traduisent les
mobilités électrophorétiques extraites des électrophorégrammes (Tableau 28), il existe une
interaction entre MCP-1 et T13. La valeur des mobilités électrophorétiques révele cependant
une interaction encore plus faible qu'avec T12. La linéarisation des résultats (Annexe 17)

confirme cette observation par le calcul du Kdry3 a 8,49 + 0,42 uM (Tableau 29).

L’allure des pics électrophorétiques en présence de T13 permet également d’émettre
une hypothése quant a la stcechiométrie du complexe, constituée vraisemblablement de
moins de formes que pour T11 et T12. Le couplage ACE-MS permettra de vérifier ou non
cette hypothése (1V.3.2).

L’absence du groupement 2-O-sulfate au niveau de I'idoA du cété réducteur semble
également affaiblir la liaison MCP-1/T13. Ce résultat met en évidence que le tetrasaccharide
constitué par un disaccharide majoritaire et un disaccaride minoritaire de I'héparine ne

permet pas la meilleure interaction.

e |nteraction MCP-1 / tetrasaccharide T21

Le tetrasaccharide T21 est la construction inverse du tetrasaccharide T12, les deux
disaccharides ont été inversés dans la structure dans le but de tester linfluence de la
présence d'un disaccharide minoritaire (Tableau 2) d’héparine au niveau de I'extrémité non
réductrice. La gamme de concentration utilisée est la méme que pour T12: 0-1-3 -5 —
10 — 15 pM.

Les électrophorégrammes de la Figure 50 montrent également un décalage du pic de
la protéine vers le marqueur neutre, traduisant ainsi une interaction entre MCP-1 et T21. Les
deux autres séries sont présentées dans I'Annexe 18. La détermination des mobilités
électrophorétiques (Tableau 30) apporte une précision sur l'interaction MCP-1/T21. En effet,
comme pour T12, on remargque une diminution progressive des mobilités électrophorétiques.
La linéarisation des résultats (Annexe 19) a permis de déterminer la constante de
dissociation Kdr,; pour l'interaction MCP-1/T21 & 6,40 + 0,19 uM (Tableau 31). Cette valeur
est quasiment identique a celle obtenue pour T12, ce qui montre que linversion des
disaccharides n'a pas d’effet sur linteraction entre MCP-1 et T12 ou T21. Cependant,
comme pour T12, le Kdr,; est supérieur a celui de T11, ce qui implique que le groupement 6-

O-sulfate du c6té non réducteur est également nécessaire a une meilleure interaction.
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Figure 50 : Electrophorégrammes de MCP-1 en présence
ACE.

de T21 en concentration croissante obtenus par

@0uM; (b) 1 uM; (c) 3 puM; (d) 5 uM ; (e) 10 uM et (f) 15 uM de T12. Capillaire HPC, 50 um d.i. ;L =34 cm ; |
= 25,5 cm (UV 200 nm) ; électrolyte : acétate d’'ammonium 75 mM pH 6,5 ; tension appliquée + 8 kV ; pression
appliquée + 15 mbar ; température 25<. Injection : 50 mbar 30 s de protéine 15 pM ; MN = marqueur neutre,

alcool benzylique 30 mbar 2 s.

Mobilité p (x 10° cm2.V1ts™)
[T21] pM | série 1 série 2 série 3
0 13,6 16,0 16,0
1 12,0 13,7 13,4
3 9,4 10,7 10,9
5 8,0 8,4 8,7
10 51 59 6,0
15 4,5 4,7 4,6
Tableau 30 : Mobilités électrophorétiques en présen  ce de T21.
x-réciproque | . . double-réciproque
M) y-réciproque (M) M)
Série 1 7,67E-06 7,01E-06 8,22E-06
Série 2 6,12E-06 5,74E-06 6,39E-06
Série 3 5,65E-06 5,82E-06 5,03E-06
Moyenne par
méthode 6,48E-06 6,19E-06 6,54E-06
Moyenne des 3
méthodes 6,40 + 0,19 pM
Kd T21

Tableau 31 : Détermination de la constante de disso  ciation en présence de T21 selon les méthodes de

linéarisation x-, y- et double-réciproque.
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* |nteraction MCP-1 / tetrasaccharide T22 et T23

Trois séries de 6 points, avec la gamme de concentration 0 —1 -3 -5 — 10 — 15 uM,
ont été réalisées. Les électrophorégrammes obtenus en présence de T22 sont présentés
dans [I'Annexe 20 et les mobilités électrophorétiques, déterminées d'aprés les

électrophorégrammes, sont présentées dans le Tableau 32.

La présence de 2 disaccharides minoritaires dans le tetrasaccharide T22 ne permet
pas d’observer une variation de la mobilité électrophorétique, et par conséquent, ne permet
pas la détermination d’'un Kd pour l'interaction MCP-1/T22, comme ce fut le cas avec la
chimiokine SDF-1a.

De méme, les électrophorégrammes en présence de T23 sur un capillaire tapissé par
le PEO (non présentés dans ce manuscrit) n'ont pas montré une variation des mobilités
électrophorétiques. C’est pourquoi les manipulations n'ont pas été reconduites sur capillaire

greffé par I'HPC.

Si l'on retire le groupement 6-O-sulfate du GIcNS du c6té réducteur, aucune
interaction n’est possible. Cela montre que la présence dans le tetrasaccharide d’au moins
un motif majoritaire de I’héparine est nécessaire pour une interaction. L’association des deux
motifs disaccharidiqgues minoritaires ne permet donc pas de réaliser une interaction avec
MCP-1.

* Interaction MCP-1 / hexasaccharide H11

L'’hexasaccharide nonasulfaté de synthése a été introduit dans le capillaire
d’électrophorése selon la gamme de concentration suivante: 0 - 0,2 -04-0,6-0,8 -1
pM. Comme pour SDF-1q, la gamme de concentration 0 — 1 — 3 — 5 — 10 — 15 pM a été

réduite pour éviter la présence de pics trop proches du marqueur neutre ou mal définis.

Trois séries de 6 points ont été réalisées (Annexe 21) et les mobilités
électrophorétiques déterminées sont présentées dans le Tableau 33. La linéarisation des
résultats (Annexe 22) a permis la détermination de la constante de dissociation Kdy;; pour
l'interaction MCP-1/H11 a 1,96 + 0,13 uM (Tableau 34).

L'augmentation de la taille de l'oligosaccharide de synthése (T11 - H11) conduit &
un Kd environ 2,2 fois plus faible que pour T11l. L'interaction MCP-1 / H11 est certes

renforcée, mais beaucoup moins que pour l'interaction SDF-1a/ H11 (l11.2.2).
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Mobilité p (x 10° cm2.V*t.s™)
[T22] uM série 1 série 2 serie 3

0 14,6 14,6 15,6
1 13,9 11,9 13,0
3 12,8 13,5 13,2
5 12,4 12,8 10,5
10 10,9 11,1 11,0
15 9,0 10,0 9,9

Tableau 32 : Mobilités électrophorétiques obtenues

en présence de T22.

Mobilité p (x 10° cm2.V™t.s™)
[H11] pMm série 1 série 2 série 3

0 14,6 14,6 14,6

0,2 14,0 14,0 13,8
0,4 12,3 12,8 12,6
0,6 10,8 11,5 11,2
0,8 8,4 9,5 9,3

1 6,6 7,4 7,3

Tableau 33 : Mobilités électrophorétiques obtenues

en présence de H11.

x-réciproque | y-réciproque | double-réciproque
(M) (M) (M)
Série 1 2,35E-06 2,34E-06 2,25E-06
Série 2 1,73E-06 1,63E-06 1,39E-06
Série 3 2,11E-06 2,03E-06 1,77E-06
Moyenne par
méthode 2,06E-06 2,00E-06 1,81E-06
Moyenne
des 3
méthodes 1,96£0,13 uM
Kd H11

Tableau 34 : Détermination de la constante de disso

ciation en présence de H11 selon les méthodes de

linéarisation x-, y- et double-réciproque.
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1V.2.3 Conclusion

L’électrophorése capillaire d’affinité nous a permis de déterminer la constante de
dissociation pour différentes structures de tetrasaccharides de synthése, ainsi que pour
I'hexasaccharide. Le tetrasaccharide T11, concu de fagcon a contenir deux disaccharides
majoritaires de I'héparine, conduit a un Kd de 4,33 uM. La comparaison de ce Kd avec celui
obtenu pour SDF-1a (2,92 uM) met en évidence une interaction environ 1,5 fois moins forte
gue pour la chimiokine MCP-1. Le tetrasaccharide T12 (disaccharide majoritaire +
disaccharide minoritaire) conduit & un Kd de 6,77 uM montrant une diminution de la force
d’interaction MCP-1/T12. L'absence du groupement 6-O-sulfate du GIcNS réducteur modifie
donc la force de linteraction, ce qui n’était pas le cas avec SDF-1a. De méme, la présence
de l'autre disaccharide minoritaire du coté réducteur (T13) conduit a un Kd de 8,49 uM qui
montre l'importance du groupement 2-O-sulfate de I'ldoA réducteur dans linteraction avec
MCP-1. Nous pouvons donc conclure dans un premier temps sur I'importance d’avoir un
disaccharide majoritaire de I'héparine du c6té non réducteur de I'oligosaccharide afin d’avoir
la meilleure interaction possible. Lorsque le disaccharide majoritaire est placé du c6té
réducteur du tetrasaccharide (T21), il en résulte un Kd de 6,40 uM. Ce Kd, quasiment
identique a celui pour T12, met en évidence la diminution de linteraction MCP-1/T21 de la
méme facon que pour T12. La présence d’'un disaccharide minoritaire de I'héparine du cété
non réducteur, et donc I'absence du groupement 6-O-sulfate du GICNS non réducteur,
provoque également une augmentation de la constante de dissociation, et donc une
diminution de linteraction. La présence de deux disaccharides minoritaires dans la structure
du tetrasaccharide (T22 et T23) ne permet plus l'interaction avec la chimiokine MCP-1. Enfin,
'augmentation de la taille de I'oligosaccharide de T11 a H11 met en évidence, tout comme

pour SDF1a, une diminution de la constante de dissociation, donc une plus forte interaction.

L’ACE a permis de déterminer pour la premiere fois des constantes de dissociation
pour des tetrasaccharides et un hexasaccharide de synthése de type héparine en interaction
avec MCP-1 (Tableau 35). Les Kd déterminés (gamme micromolaire) sont en accord avec
les données de la littérature, puisqu’en présence d’héparine[*H] (6000 — 20000 g.mol™) le Kd
est de 1,5 pM [364] (filtration sur membrane). Comme pour SDF-1a, la taille de

I'oligosaccharide semble étre importante pour I'interaction.
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Degré de
Oligosaccharide | sulfatation Kd (uM)
H11 9 1,96
T11 6 4,33
T12 5 6,77
T13 4 8,49
T21 5 6,40

Tableau 35 : Tableau récapitulatif des constantes d e dissociation déterminées pour chaque
oligosaccharide.

Intens.
MCP-1 : Mw = 8681 £ 0,8 g.mol ™’
4+
5000 21715
4000
2000
3+
2894.6
1800 ' 2000 ' 2200 ' 2400 ' 2600 ' 2300 "miz

Figure 51 : Spectre de masse de MCP-1 obtenus par CE -MS.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d’ammonium 75 mM, pH 6,5 ; tension appliquée
+ 10 kV ; pression appliqguée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60 s. Liquide d’appoint : méthanol

10% dans H,0, 3 uL.min *. Masse cible 3000 m/z, gamme de masse 1800 — 300 m/z. Nébulisation 5 psi,

séchage 3 L.min™ & 150. Masse cible (Target Mass) : commande du | ogiciel esquire control (Bruker)

permettant de stabiliser les ions dans une gamme m/z donnée.
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IV.3 Etude de [l'oligomérisation de MCP-1 en présence

d’oligosaccharides de synthese par ACE-MS

Les expériences d’électrophorése capillaire d’'affinité ont permis la détermination des
constantes de dissociation pour divers oligosaccharides sulfatés de synthése. Construits sur
le modele de I'héparine naturelle, les oligosaccharides, a travers leur interaction avec MCP-
1, ont conduit & se poser des questions quant a la steechiométrie des complexes formés
dans le capillaire d’électrophorese. Des simulations par modélisation moléculaire, confirmeés
par les précédents travaux au laboratoire [476], montrent que le dimére MCP-1 / héparine
est de stoechiométrie 2/2 [217]. La premiére interrogation, basée sur la largeur des pics
électrophorétiques est de savoir si des oligoméres d’ordre supérieur au complexe 2/2 sont
formés. Comme pour SDF-1a, nous pouvons également nous demander si la modification
des positions des groupements sulfate dans la structure de I'oligosaccharide aura un effet
sur la dimérisation de la chimiokine MCP-1. Dans le but de répondre a ces questions, les
conditions de couplage décrites dans le chapitre précédent ont également été reproduites

pour I'étude de I'interaction MCP-1/oligosaccharide de synthese.

1V.3.1 Détection de MCP-1 par CE-MS

Le spectre de masse ESI (mode positif) de la chimiokine MCP-1 a été obtenu par CE-
MS a l'aide d'un capillaire d’électrophorese greffé par de 'HPC. Les états de charge (3+ et
4+) observés dans la gamme de masse 1800 — 3000 m/z permettent de calculer une masse
moléculaire moyenne M = 8681 + 0,8 g.mol™ (Figure 51) qui est en accord avec la masse
théorique de la chimiokine MCP-1, M = 8685 g.mol™, soit un écart de 4 g.mol™ (environ 500
ppm). Les études d'équilibre de sédimentation, présentées dans la littérature sur la
chimiokine MCP-1, ont montré qu'’il existe un équilibore monomeére/dimére pour MCP-1 seule
en solution (Kd de l'ordre du pM) [352-354]. Le dimére a également été observé par
spectrométrie de masse nESI IMS-MS [358]. Cependant, ce dimére n’est pas trés stable en
phase gazeuse [358]. Nos conditions expérimentales permettent de détecter uniquement le

monomeére de la chimiokine MCP-1.

Les complexes formés par ACE-MS seront donc uniquement dus, s'ils se forment, a
la présence de I'oligosaccharide. Il reste a savoir si la présence d’un oligosaccharide sulfaté

sera suffisante pour promouvoir la dimérisation de la chimiokine MCP-1.
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Figure 52 : Spectre de masse de MCP-1 en présence de  T11 obtenus par ACE-MS.

Capillaire greffé HPC, 50 pm d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d’ammonium 75 mM, pH 6,5 contenant 3 uM de
T11; tension appliquée + 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25C. Injection 50 mbar 60 s .
Liquide d’appoint : méthanol 10%, 3 pL.min ! Masse cible 3000 m/z, gamme de masse 1800-3000 m/z.

Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™" & 150C.
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1V.3.2 Steechiométrie des complexes mesurée par ACE-MS

Comme pour SDF-1a, les oligosaccharides de synthése ont été introduits dans
I'électrolyte de séparation a la concentration de 3 uM. Le liquide additionnel est un mélange

eau/méthanol (90 : 10, v/v).

« Complexes formés entre MCP-1 et le tetrasaccharide T11

La présence du tetrasaccharide hexasulfaté de synthése T11l dans I'électrolyte de
séparation conduit & la formation (Figure 52) de quatre nouvelles espéces de masse
moléculaire plus élevée que celle de MCP-1. En plus des ions caractéristiques du monomere
de MCP-1 a m/z 2171,5 (4+) et 2894,5 (3+), on détecte une premiere série (en bleu) d’ions
assez intense. Les états de charge 7+ a 10+ correspondant respectivement aux rapports
masse sur charge m/z 2828,5 ; 2475,3 ; 2200,5 et 1980,4 permettent de calculer une masse
moléculaire de 19794 + 1 g.mol™. Cette masse correspond a la masse d’un complexe non

covalent formé de deux protéines MCP-1 et de deux molécules de T11 (M = 1214 g.mol™).

Une seconde série en orange apparait a m/z 1859,1 (10+) ; 2065,5 (9+) ; 2323,6 (8+)
et 2655,0 (7+) et correspond & une masse moléculaire de 18580 + 1 g.mol™®, soit un
complexe non covalent de stoechiométrie 2/1. La troisieme série en vert est tres peu intense.
Elle regroupe les deux ions de rapports m/z 2589,1 (11+) et 2847,8 (10+) correspondant &

un complexe non covalent de stoechiométrie 3/2.

La derniere série en violet présente deux ions a m/z 1980,4 (5+) et 2474,3 (4+)
correspondant au complexe de stoechiométrie 1/1. Les deux ions se retrouvent confondus
avec les ions 10+ et 9+ du complexe 2/2. Cependant, le pic 5+ est accompagné de pics a
plus faible m/z distants de 80 unités de masse (astérisques rouges) et donc caractéristiques
de pertes de groupement sulfate. Ces pertes ne peuvent étre attribuées a I'ion 10+ car cela

reviendrait a perdre a la fois deux groupements sulfate, et cela est impossible.

Tout comme SDF-1q, les conditions d’ionisation douce (acétate d’ammonium pH 5,
20 mM) ne permettent pas d'obtenir un spectre montrant des complexes de staechiométrie
plus élevée que 3/2 ou bien ils n'existent pas. On peut supposer que le complexe 2/2 est
moins stable en phase gazeuse, ce qui expliquerait la présence du complexe de
stoechiométrie 2/1. De plus la stcechiométrie 3/2 n’avait encore jamais été observée. Elle
pourrait correspondre a la déstabilisation en phase gazeuse de complexes de staechiométrie

plus élevée.
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Figure 53 : Spectre de masse de MCP-1 en présence de  T12 obtenus par ACE-MS.

Capillaire greffé HPC, 50 pm d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d’ammonium 75 mM, pH 6,5 contenant 3 uM de
T12; tension appliquée + 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60 s .

Liquide d’appoint : méthanol 10%, 3 yL.min_"*. Masse cible 3000 m/z, gamme de masse 1800-3000 m/z.

Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™" & 150C.
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Figure 54 : Spectre de masse de MCP-1 en présence de  T21 obtenus par ACE-MS.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d'ammonium 75 mM, pH 6,5 contenant 3 uM de
T21; tension appliquée + 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60 s .

Liquide d’appoint : méthanol 10%, 3 uL.min_"*. Masse cible 3000 m/z, gamme de masse 1800-3000 m/z.

Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™ & 150C.
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« Complexes formés entre MCP-1 et le tetrasaccharide T12 et T21

La présence du tetrasaccharide T12 dans I'électrolyte de séparation conduit au
spectre de masse présenté dans la Figure 53. Trois séries, en plus des ions caractéristiques
du monomére de MCP-1 (m/z 2171,3 et m/z 2894,2) sont observées. La premiere série la
plus intense en bleu est constituée par les ions aux états de charge 7+ (m/z 2804,8) ; 8+
(mfz 2455,1) ; 9+ (m/z 2182,3) et 10+ (m/z 1964,2). La masse moléculaire calculée d'apres
cette série d’ions est de 19631 + 3 g.mol™. Elle correspond au complexe non covalent de

stoechiométrie 2/2.

La seconde série en orange présente des ions moins intenses que pour la premiere
série. Les ions de rapport masse sur charge m/z 1850,8 (10+) ; 2056,5 (9+) ; 2313,3 (8+) et
2643,4 (7+) permettent de déterminer une masse moléculaire de 18498 + 1 g.mol™, soit un

complexe non covalent de stcechiométrie 2/1.

La troisieme série en violet comporte les ions a m/z 1964,2 (5+) et 2455,1 (4+)
correspondant au complexe de stoechiométrie 1/1. Tout comme pour T11, les ions du
complexe 1/1 sont accompagnés de pics a plus faible rapport m/z correspondant a la perte

successive d'un groupement sulfate (astérisques rouges).

La présence du tetrasaccharide inversé T21 (de méme poids moléculaire que T12)
dans [l'électrolyte conduit au spectre de masse de la Figure 54. Hormis les ions
caractéristiques de la chimiokine MCP-1, trois autres séries sont observées. La premiére en
orange est composée par les ions a m/z 1850,9 (10+) ; 2056,4 (9+) ; 2313,4 (8+) et 2643,5
(7+). Ces ions conduisent au calcul d’'une masse moléculaire de 18499 + 1 g.mol™, soit un

complexe de stcechiométrie 2/1.

La seconde série en bleu est composée par deux ions aux états de charge 4+ (m/z
2455,3) et 5+ (m/z 1964,5) et correspond & une masse moléculaire de 9817,0 + 0,2 g.mol™.
Cette masse correspond au complexe non covalent formé par une protéine MCP-1 et une
molécule de T21 (M = 1134 g.mol™). Ces deux ions sont accompagnés chacun d’un pic m/z

distant de 80 unités de masse, soit une perte d'un groupement sulfate.

La derniere série la plus intense en violet est composée par les ions aux états de
charge 10+, 9+, 8+ et 7+. La masse calculée & 19631 + 3 g.mol™ correspond au complexe
non covalent de stoechiométrie 2/2. L'inversion des disaccharides dans T21 conduit & un
spectre de masse identique a celui de T12, ce qui était aussi le cas pour la chimiokine SDF-
la. Quelgue soit la position du disaccharide majoritaire, extrémité réductrice ou non

réductrice, nous observons la formation des complexes 2/1 et 2/2.
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Figure 55 : Spectre de masse de MCP-1 en présence d e T13 obtenus par ACE-MS.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d'ammonium 75 mM, pH 6,5 contenant 3 uM de
T13; tension appliquée + 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25C. Injection 50 mbar 60 s .
Liquide d’appoint : méthanol 10%, 3 pL.min ! Masse cible 3000 m/z, gamme de masse 1800-3000 m/z.

Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™" & 150C.
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Figure 56 : Spectre de masse de MCP-1 en présence de  T22 obtenus par ACE-MS.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d'ammonium 75 mM, pH 6,5 contenant 3 uM de
T22; tension appliquée + 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60 s .
Liquide d’appoint : méthanol 10%, 3 pL.min ! Masse cible 3000 m/z, gamme de masse 1800-3000 m/z.

Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™ & 150C.
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« Complexes formés entre MCP-1 et le tetrasaccharide T13 et T22

Le spectre de masse de la Figure 55 a été obtenu en présence de T13 dans
I'électrolyte de séparation. Deux séries sont observées en plus des ions caractéristiques de
la protéine monomérique MCP-1. En violet, les ions de la premiére série a m/z 2047,6 (9+) ;
2303,1 (8+) et 2361,9 (7+) conduisent & une masse moléculaire de 18418 + 1,1 g.mol™, soit
un complexe non covalent formé par deux protéines MCP-1 et une molécule de T13 (M =
1054 g.mol™). La seconde série la plus intense en bleu présente deux ions a m/z 1948,6 (5+)
et m/z 2435,1 (4+) et correspondent & une masse moléculaire de 9738 + 1,1 g.mol™. La
masse calculée est celle d'un complexe non covalent de stoechiométrie 1/1. Les deux ions
de cette série présentent une perte de groupement sulfate (astérisque rouge). Le complexe
1/1 semble ne pas étre trés stable en phase gazeuse, ce qui expliquerait cette perte de

groupement sulfate.

La présence de T22 dans le tampon de séparation conduit au spectre de masse
présenté dans la Figure 56. Contrairement a SDF-1a, le spectre de masse n'est pas
identique a celui obtenu avec T13. Une seule série d’'ions tres peu intense est observée en
plus des ions caractéristigues de MCP-1. La série en bleu présente les ions aux états de
charge 4+ (m/z 2435,2) et 5+ (1948,4), soit une masse moléculaire de 9737 + 0,1 g.mol™. Le
complexe non covalent formé est de stoechiométrie 1/1. Chacun des deux ions de cette série
met également en évidence une perte d’un groupement sulfate (astérisque rouge), montrant
encore une fois que le complexe 1/1 ne doit pas étre stable en phase gazeuse. Le
tetrasaccharide T22 ne permet pas de promouvoir la dimérisation de la chimiokine MCP-1.
La présence de deux disaccharides minoritaires de I'héparine n’est donc pas suffisante pour
une réelle interaction, et donc une dimérisation, contrairement aux tetrasaccharides T11,
T12, T13 et T21. Cette observation confirme les résultats observés par ACE avec I'absence

d’'une variation de la mobilité électrophorétique en présence de T22.

« Complexes formés entre MCP-1 et le tetrasaccharide T23

La présence de T23 dans I'électrolyte conduit au spectre de masse de la Figure 57.
Comme pour T22, seuls deux ions sont détectés en plus des ions caractéristiques de MCP-
1. La série en bleu est composée des ions a m/z 1932,5 (5+) et 2415,2 (4+), soit une masse
moléculaire de 9657 + 0,5 g.mol™. Cette masse correspond au complexe non covalent de
stoechiométrie 1/1. De la méme facon que pour T22, la présence de deux unités
disaccharidiques minoritaires de I'héparine ne permet pas la dimérisation de la chimiokine
MCP-1.
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Figure 57 : Spectre de masse de MCP-1 en présence de  T23 obtenus par ACE-MS.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d'ammonium 75 mM, pH 6,5 contenant 3 uM de

T23; tension appliquée + 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60 s .

Liquide d’appoint : méthanol 10%, 3 yL.min_"*. Masse cible 3000 m/z, gamme de masse 1800-3000 m/z.

Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™ & 150C.
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Figure 58 : Spectre de masse de MCP-1 en présence de  H11 obtenus par ACE-MS.

Capillaire greffé HPC, 50 pm d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d’ammonium 75 mM, pH 6,5 contenant 3 uM de
H11; tension appliquée + 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60 s .
Liquide d’appoint : méthanol 10%, 3 pyL.min "' Masse cible 3000 m/z, gamme de masse 1800-3000 m/z.

Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™" & 150C.
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« Complexes formés entre MCP-1 et 'hexasaccharide H1 1

Le spectre de masse de la Figure 58 a été réalisé en présence de I'hexasaccharide
nonasulfaté H11. Quatre séries ont été détectées en plus des ions caractéristigues de MCP-
1 (en noir). La premiere série en vert, est la série la plus intense. Elle est composée par les
ions aux rapports masse sur charge m/z 2096,2 (10+) ; 2328,6 (9+) ; 2619,5 (8+) et 2992,9
(7+). La masse calculée est de 20948 + 4 g.mol™ et correspond au complexe non covalent
formé par deux protéines MCP-1 et deux molécules H11 (M = 1791 g.mol™). Le complexe

2/2 méne aux ions les plus intenses.

La seconde série en orange est composée par les ions aux états de charge 7+ (m/z
2737,5) ; 8+ (m/z 2395,8) ; 9+ (m/z 2129,5) et 10+ (1916,8). La masse calculée pour cette

série est de 19157 + 1 g.mol™. Le complexe non covalent formé est de stoechiométrie 2/1.

La troisieme série en rouge est formée par les ions a m/z 2470,3 (12+) ; 2694,5 (11+)
et 2963,3 (10+). La masse moléculaire calculée est de 29632 + 13 g.mol™. Le complexe ainsi

formé est de stoechiométrie 3/2.

La derniére série en violet est formée par les ions a m/z 2096,2 (5+) et 2619,5 (4+)
correspondant au complexe non covalent de staechiométrie 1/1. L’ ion 5+ présente une perte

de groupement sulfate (astérisque rouge).

L'augmentation du nombre de groupements sulfate ne permet pas d'observer une
stoechiométrie supérieure a 3/2. Il se pourrait que le complexe 3/2 provienne d’'un complexe

d’'ordre supérieur (4/2 ou 4/4) possédant une intensité trop faible pour étre détecté en MS.

IV.3.3 Discussion générale

Il a été montré par nESI/IMS-MS que MCP-1 forme un complexe non covalent de
stoechiométrie 2/1 avec le pentasaccharide Arixtra (Figure 5) [358]. Cela a également été
montré en utilisant d’autres sources ESI, comme par exemple la dimérisation de MCP-1 en
présence d'un octasaccharide d’héparine [359]. Il a été observé que des triméres ou
tetrameres étaient capable de lier une molécule d'Arixtra. Toutefois, les auteurs mettent en
doute I'importance de ces résultats a cause de la trés faible intensité des ions observés
[358].

Le couplage ACE-MS nous a permis de mettre en évidence de nouvelles

stoechiométries pour des complexes MCP-1/oligosaccharides de synthése. Contrairement a
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la chimiokine SDF-1a, les spectres de masse obtenus ne sont pas identiques pour les
tetrasaccharides possédant le méme nombre de groupements sulfate. D’apres les résultats
obtenus, pour promouvoir la dimérisation de MCP-1, il faut un tetrasaccharide possédant au
moins 4 groupements sulfate. Cette observation apporte une précision sur les précédents
résultats menés au laboratoire sur la chimiokine MCP-1 [476] qui concluaient que le nombre
minimum de groupements sulfate devait étre de 5. Cependant, ces analyses avaient été
réalisées en présence de fractions d’enoxaparine hétérogenes en masse et de structure non
définie. Le tetrasaccharide T22 possédant également 4 groupements sulfate ne permet pas
la dimérisation de la chimiokine MCP-1. La présence de deux disaccharides minoritaires
n'est donc pas suffisante pour une dimérisation. Le tetrasaccharide T13, ayant le méme
degré de sulfatation, c’est-a-dire 4, est quant a lui en mesure de promouvoir la dimérisation.
I semblerait que la présence d'un disaccharide majoritaire soit nécessaire pour la
dimérisation de MCP-1 contrairement a SDF-1a ou malgré l'absence d'un disaccharide

majoritaire (T22) la dimérisation avait lieu.

Cette hypothése est vérifiée par les tetrasaccharides T12 et T21 ne possédant qu’un
disaccharide majoritaire dans leur structure. Pour T12 et T21, la stcechiométrie 2/1 est en
effet observée. En revanche, seul le tetrasaccharide T12 conduit au complexe de
stcechiométrie 2/2 dans des proportions notables. Cette stoechiométrie est en accord avec
les calculs de modélisation concluant que le complexe incluant le dimére de MCP-1 se fait
en présence de deux molécules d'oligosaccharide [217]. L’hypothese précédente peut étre
complétée par le fait que pour obtenir le complexe 2/2 le disaccharide majoritaire doit étre du

c6té non-réducteur dans la séquence du tetrasaccharide.

La présence de deux disaccharides majoritaires dans la séquence du tetrasaccharide
(T11) conduit & la formation d’'un complexe de stcechiométrie 3/2 (peu intense), en plus des
complexes 2/2 et 2/1. La présence des 6 groupements sulfate semble donc étre le minimum
pour former des complexes de stoechiométrie supérieur au dimere de MCP-1. En présence
de H11, les mémes staechiométries que pour T11 sont observées, contrairement a SDF-1a
ou H11 permettait de stabiliser uniguement le complexe 2/1. Les ions observés pour le
complexe 3/2 sont plus intenses pour H11 que pour T11. Il semblerait que I'augmentation du
degré de sulfatation, et donc de la taille de I'oligosaccharide, favorise la stabilisation du

complexe 3/2, bien que ce complexe reste minoritaire par rapport au complexe 2/2.

Les résultats obtenus par ACE-MS mettent donc en évidence que la chimiokine MCP-
1 est en mesure de former des complexes de stcechiométrie supérieure au complexe 2/2. Au
regard des données obtenues, la taille de I'oligosaccharide doit avoir un réle dans la

formation du tetramere de MCP-1, s'il existe.
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V.4 Conclusion et perspectives

La CE et le couplage ACE-MS nous ont permis de mettre en évidence le role de la
séquence de tetrasaccharides de synthése dans une interaction avec la chimiokine MCP-1
et dans la capacité a promouvoir la dimérisation de MCP-1. Le couplage a également permis
de détecter un complexe de staechiométrie supérieure 3/2, par rapport a celle qui était

connue dans la littérature, a savoir 2/2.

Ces résultats conduisent a de nouvelles perspectives quant a linteraction de la
chimiokine MCP-1 avec les GAGs. En effet, I'étude de [linteraction en présence
d’'oligosaccharides de taille plus importante permettrait de savoir si d'autres stcechiométries

peuvent étre observées.

Tout comme SDF-1a, la variation de la position des groupements sulfate sur
'hexasaccharide peut étre envisagée si la construction chimique des saccharides le permet.
D’autres types de GAGs peuvent étre étudiés afin de se rapprocher de la structure idéale du

GAG dans l'optique d'un mimétique.
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CHAPITRE 5 : OLIGOMERISATION DE
L'INTERFERON GAMMA HUMAIN
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V.1 Introduction

Les deux chapitres précédents ont mis en évidence que des variations structurales
fines de la structure du GAG conditionnent linteraction chimiokine/GAG. Cependant, les
chimiokines ne sont pas les seuls membres de la famille des cytokines a interagir avec les
GAGs. L'interaction entre les GAGs et linterféron gamma humain (IFNy) a également été
mise en évidence. Le ligand principal de I'lFNy identifié est 'héparane sulfate (HS), avec une
affinité de I'ordre de 1,5 nM [59]. Des études in vivo ont montré que la fixation de I'lFNy aux
HS régulait I'élimination plasmatique, la distribution tissulaire et I'accumulation locale de la
protéine. Ainsi I'adhésion aux HS permet de localiser, protéger et moduler les effets de I'lFNy
[60, 396, 406].

Contrairement aux chimiokines, I'IFNy peut interagir indépendamment d’une liaison
aux HS avec son récepteur I'lFNyR permettant ainsi la transduction du signal ou avec
d’autres GAGs. L'IFNy constitue donc une cible thérapeutique, et de nombreux travaux [407]
sont réalisés dans le but de déterminer la structure du ligand oligosaccharidique permettant
d’inhiber la liaison de I'IFNy a HS et a 'lFNyR. Cependant, il reste a connaitre la structure et
la stcechiométrie de la cytokine complexée a I'HS et également la nature du protéoglycane
HS auquel I'IFNy se lie, ainsi que le réle de ce protéoglycane dans Il'activité biologique de
'IFNy.

Les travaux présentés dans ce chapitre s'inscrivent dans une collaboration avec
I'Institut de Biologie Structurale de Grenoble. Dans le but de déterminer la stoechiométrie des
complexes par spectrométrie de masse, entre I'IFNy et des oligosaccharides sulfatés (ce qui
n'avait jamais été réalisé auparavant), le couplage CE-MS décrit précédemment a été mis en
ceuvre. Cependant, l'analyse par spectrométrie de masse dans des conditions dites
« natives » n'avait également jamais été réalisée. L'IFNy étant un homodimere naturel (34
kDa), les conditions expérimentales ont du étre optimisées pour ne pas déstabiliser

’homodimere en phase gazeuse.

Dans le but de caractériser le(s) ligand(s) oligosaccharidique(s) ayant le plus d'affinité
pour I'lFNy grace a une stratégie de « ligand fishing », de la chromatographie d’affinité a été

réalisée par nos partenaires. Les fractions recueillies ont été étudiées par ACE.
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Figure 59 : Electrophorégramme de I'lFN vy sur capillaire greff é HPC.

Capillaire HPC, 50 pm d.i. ; L=34 cm ;1= 25,5 cm (UV 200 nm) ; électrolyte : acétate d’ammonium 75 mM
pH 6,5 ; tension appliquée + 8 kV ; pression appliquée + 15 mbar ; température 25<C. Injection : 50 mbar 30 s de
protéine 15 uM ; MN = marqueur neutre, alcool benzylique 30 mbar 2 s.
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Figure 60 : Spectre de masse de I'lFN y obtenu par CE- MS dans des conditions dénaturantes.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d’ammonium 75 mM, pH 6,5 ; tension appliquée
+ 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60s (15 uM IFNy). Liquide
d’appoint : eau/acétonitrile (60/40, v/iv) a 1% d’AF__, 3 ul..min "' Masse cible 1000 m/z. Gamme de masse 600 —
1400 m/z. Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™ & 150<C.
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Figure 61 : Spectre de masse de [I'IFNy obtenu par CE- MS dans des conditions d’ionisation douces.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d’ammonium 75 mM, pH 6,5 ; tension appliquée
+ 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60 s (15 uM IFNy). Liquide
d’appoint : acétate d'ammonium 20 mM, pH 5, 3 yl..min "' Masse cible 3000 m/z. Gamme de masse 2300 —
3500 m/z. Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™ & 150C.
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V.2 Détection de I'l[FNy par CE-MS

A la différence des chimiokines qui coexistent sous forme monomere/dimere en
solution [217, 353, 359], I'lFNy a une structure homodimérique trés stable. Lors de I'étude de
'IFNy, une premiére interrogation était de savoir si la modification du capillaire
d’électrophorése par I'nydroxypropylcellulose (HPC) permettrait une migration correcte de la
protéine vers le spectromeétre de masse. La seconde interrogation concernait la stabilité en
phase gazeuse de 'homodimere : pourrait-il étre détecté dans le piege a ions utilisé pour le
couplage CE-MS au laboratoire ? Pour répondre a ces interrogations, deux types d’analyses
ont été mis en ceuvre. Chaque analyse utilise un liquide additionnel différent (dénaturant ou

non) et une détection MS dans une gamme de masse différente (bas ou hauts rapports m/z).

Le choix du greffage par I'HPC est adapté a la séparation électrophorétique de I'lFNy,
car cette protéine n'est pas retenue dans le capillaire délectrophorése.
L'électrophorégramme de la Figure 59 met en évidence un pic assez fin pour I'lFNy avant le
marqueur neutre (MN), montrant ainsi le caractere basique de la protéine. En effet, le point
isoélectrique (pl) de I'IFNy a fait I'objet d’'une étude par CIEF-MS en collaboration avec le
Laboratoire de Physicochimie des Electrolytes, Colloides et Sciences Analytiques (PECSA).
Les résultats, non montrés dans ce manuscrit, ont conduit a la détermination d’'un point
isoélectrique de 8,6 pour 'homodimere de I'lFNy, ce qui n'avait jamais été fait auparavant.
La mobilit¢ électrophorétique déterminée pour I'FNy est Hepeny = 16,4.10° cm2V™'.s™
Comme pour la chimiokine MCP-1, 'augmentation de la masse moléculaire et la diminution

du pl conduisent a une plus faible mobilité électrophorétique que pour la chimiokine SDF-1a.

Un premier spectre de masse ESI (mode positif) a été réalisé par CE-MS (capillaire
HPC) dans des conditions dites « dénaturantes » (Figure 60) en utilisant un liquide
additionnel eau/acétonitrile (60/40, v/v) & 1% acide formique (AF) et une gamme de masse
dans les bas rapports m/z. Les états de charges observés (13+ a 26+) permettent de
calculer une masse moléculaire moyenne M = 16908 + 1,9 g.mol™. Cette masse correspond
au polypeptide constitutif de I'lFNy. Le spectre de masse de la Figure 61 a été réalisé dans
des conditions dites « natives » a l'aide d'un liquide additionnel constitué d'acétate
d’ammonium 20 mM a pH 5. Ce liquide, optimisé dans des précédents travaux au laboratoire
[476], permettait de détecter correctement la forme native de I'antithrombine d’une masse
moléculaire (58 kDa) supérieure a celle de I'lFNy. Les ions de rapport m/z obtenus : 3381,6
(10+) ; 3074,9 (11+); 2820,6 (12+) ; 2603,4 (13+) et 2417,2 (14+) conduisent a une masse

moléculaire moyenne M = 33822 + 12,4 g.mol™ correspondant & ’lhomodimére de I'IFNy.
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Figure 62 : Spectre de masse de [I'IFNy en présence de T11 obtenu par CE- MS dans des conditions
d’ionisation douces apres incubation de 1 h.
Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d’ammonium 75 mM, pH 6,5 ; tension appliquée
+ 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60 s (20 uM IFNy / 18 uM de T11).
Liquide d’appoint : acétate d’ammonium 20 mM, pH 5, 3 uL.min__. Masse cible 3000 m/z. Gamme de masse

2300 — 3500 m/z. Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™ & 150C. Incubation & température ambiante (T = 22° C).
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Cependant, l'intensité de ces ions environ 20 fois plus faible, que celle des ions de la
Figure 60 est due a la masse moléculaire de la protéine qui, dans les conditions « natives »,
conduit a des états de charges plus faibles donc a des rapports m/z plus élevés. La gamme
de masse du spectrometre de masse a donc été ajustée aux hauts rapports m/z (gamme
étendue, 200 — 6000 m/z au lieu de 50 — 3000 m/z), conduisant a une accumulation et a une
stabilisation moins importantes des ions dans la trappe, provoquant ainsi des spectres de
masse d'intensité et de résolution plus faibles comme cela avait été démontré pour
l'antithrombine [448, 476]. Malgré cela, nous avons étudié l'interaction entre I'lFNy et des
GAGs par CE-MS et ACE-MS. Dans la suite de ce chapitre, I'appellation IFNy dans les

spectres de masse correspondra toujours a la forme homodimérique de la protéine.

V.3 Complexes IFNy / Oligosaccharides de synthese par CE-MS

L'interaction de I''FNy avec des oligosaccharides de synthése sulfatés de type
héparine comportant 3 groupements sulfate par disaccharide a été étudiée, dans le but de
mettre en ceuvre une stratégie de «ligand fishing » en utilisant le couplage CE-MS. Ces
oligosaccharides représentent un bon modeéle in vitro des domaines NS de I'héparane
sulfate, ligand principal de I'lFNy, sans présager de la longueur. Ce travail préliminaire a
essentiellement consisté a optimiser les parameétres du spectromeétre de masse couplé a
I'électrophorése capillaire. L'IFNy possédant une trés forte affinité pour I'HS [59], une
qguestion s’est posé quant a la possibilité de détecter par CE-MS un complexe
IFNy/oligosaccharide de type héparine préalablement incubé, c’est-a-dire sans remplir le
capillaire d'oligosaccharide. Cette expérience a été réalisée pour trois oligosaccharides : le
tetrasaccharide hexasulfaté T11, I'hexasaccharide nonasulfaté H11l et l'octasaccharide
dodecasulfaté O11. L’incubation a été réalisée pendant 1 h a température ambiante
(T=22C) dans une solution dacétate d’ammonium 75 mM a pH 6,5 (tampon de
séparation). Les concentrations de I'IlFNy et de [l'oligosaccharide ont été choisies
équimolaires (1 homodimére d’'IFNy / 1 oligosaccharide) afin de favoriser la détection par

spectrométrie de masse.

Le spectre de masse de la Figure 62 a été obtenu aprés incubation de I'lFNy avec le
tetrasaccharide T11. En plus des ions caractéristiques de I'lFNy (en rouge) donnant une
masse moléculaire de M = 33818 + 7,9 g.mol'l, deux ions tres peu intenses ont été détectés
(en violet). Les ions a m/z 2698,5 (13+) et 2920,2 (12+) conduisent a une masse moléculaire
moyenne de M = 35049 + 26,2 g.mol™.
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Figure 63 : Spectre de masse de ['lFNy en présence de H11 obtenu par CE- MS dans des conditions
d’ionisation douces apres incubation de 1 h.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d’ammonium 75 mM, pH 6,5 ; tension appliquée
+ 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<. Injection 50 mbar 60 s (18 puM IFNy /17 pM de H11).
Liguide d’appoint : acétate d’'amm onium 20 mM, pH 5, 3 yL.min ! Masse cible 3000 m/z. Gamme de masse
2300 — 3500 m/z. Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™ & 150<. Incubation & température ambiante (T = 22° C).
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Figure 64 : Structure de I'oligosaccharide de synth  ése dodecasulfaté O11.
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Figure 65 : Spectre de masse de [I'lFNy en présence de O11 obtenu par CE- MS dans des conditions
d’ionisation douces apres incubation de 1 h.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d’ammonium 75 mM, pH 6,5 ; tension appliquée
+ 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60 s (18 uM IFNy / 17 uM de O11).
Liquide d’appoint : acétate d'amm onium 20 mM, pH 5, 3 ylL..min ! Masse cible 3000 m/z. Gamme de masse
2300 — 3500 m/z. Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™ & 150<. Incubation & température ambiante (T = 22° C).
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Cette masse est celle d’un complexe non covalent formé entre un homodimere de I'lFNy et

une molécule de T11 (Migorique = 1214,0 g.mol™).

L'incubation de I'lFNy avec I'hexasaccharide H11 a conduit au spectre de masse de
la Figure 63 obtenu par CE-MS. Une série d’ions (en violet) apparait en plus des ions
caractéristiques de I''FNy (en rouge ; M = 33826 + 18,8 g.mol™). Les ions aux états de
charge 11+, 12+, 13+ et 14+, correspondant respectivement aux rapports m/z 3237,5;
2968,4 ; 2742,8 et 2551,0 conduisent a une masse moléculaire moyenne M = 35638 + 44,9
g.mol™. Cette masse correspond au complexe non covalent formé entre un homodimére de
I'lFNy et une molécule H11 (Mieorique = 1791 g.mol'l). Contrairement au spectre de la Figure
62 avec T11, linteraction IFNy/H11 conduit & des ions correspondant au complexe plus

intenses que la forme non liée de I'lFNy.

L'incubation de I'lFNy pendant une heure avec I'octasaccharide O11l (Figure 64) a
conduit au spectre de masse présenté dans la Figure 65. Comme pour les spectres
précédents de I'lFNy en présence d'oligosaccharide, le spectre de masse obtenu en
présence de O11 présente les ions caractéristiques de 'homodimere de I'lFNy (en rouge ; M
= 33822 + 5,3 g.mol™). Une autre série (en violet) constituée des ions de rapport m/z 2587
(14+); 2785,4 (13+); 3016,8 (12+) et 3291,5 (11+) conduit au calcul d'une masse
moléculaire moyenne M = 36197 + 5,9 g.mol™. Cette masse correspond au complexe non
covalent formé par un homodimere de I'lFNy et une molécule O11 (Mieorique = 2368 g.mol™).
La encore, les ions correspondant au complexe IFNy/O11 sont plus intenses que ceux de

'IFNy libre, et dans les mémes proportions que pour le complexe IFNy/H11 (Figure 63).

Les expériences d’incubation de I'lFNy avec un oligosaccharide de synthése sulfaté
de type héparine, nous ont permis de mettre en évidence la formation de complexes non
covalents homodimere IFNy/oligosaccharide  sulfaté. L'interaction  homodimére
IFNy/oligosaccharide sulfaté semble donc assez forte (Kd certainement faible) pour
maintenir le complexe non covalent dans le capillaire d'électrophorése dépourvu
d'oligosaccharide. Cela n'avait pas été le cas dans les travaux précédents menés au
laboratoire avec une incubation de SDF-1a et de MCP-1 avec des oligosaccharides sulfatés
[476]. Cependant, I'interaction en présence de T11 conduit uniguement a deux pics de faible

intensité, ce qui implique certainement une plus faible interaction que pour H11 ou O11.
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Figure 66 : Spectre de masse de [I'IlFNy en présence de H11 obtenu par ACE -MS.

Capillaire greffé HPC, 50 um d.i., L = 70 cm. Electrolyte : acétate d'ammonium 75 mM, pH 6,5 contenant 5 uM de
H11 ; tension appliquée + 10 kV ; pression appliquée + 50 mbar, température 25<C. Injection 50 mbar 60 s

18 uM IFNy). Liquide d’appoint : acétate d’ammonium 20 mM, pH 5, 3 uL..min__*. Masse cible 3000 m/z.
(18 Y)- Liq pp

Gamme de masse 2300 — 3500 m/z. Nébulisation 5 psi, séchage 3 L.min™ & 150<. Incubation & température
ambiante (T = 22C).
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De plus, si I'on compare les spectres de masse en présence d'oligosaccharide a celui de
'IFNy sans oligosaccharide, on remarque que l'intensité absolue des ions ne dépasse pas
1000, contre 2000 pour la forme de I'lFNy non liée & un GAG. Cette baisse d’intensité peut
s’expliquer soit par la détection d’'une espéce moléculaire sous plusieurs ions, soit par une
difficulté pour le complexe IFNy/oligosaccharide a étre transféré en phase gazeuse en mode
positif. Nous pouvons faire I'hypothése que le complexe moins chargé positivement en
présence de l'oligosaccharide, offre une moins bonne réponse en spectrométrie de masse.
Quoi qu'il en soit, les intensités observées sont bien plus faibles que pour SDF-1a ou MCP-1
en présence d'oligosaccharides sulfatés. Cette différence est certainement due au
changement au niveau de la gamme de masse (haut m/z pour I'lFNy) ainsi qu’a la masse de
la protéine. Par conséquent, et cela constitue un probleme qu'il faudra régler par la suite, si
d’autres complexes de stoechiométrie supérieure sont présents, ils ne seront pas détectés du

fait de 'intensité des ions.

V.4 Complexes IFNy / Oligosaccharides de synthese par ACE-MS

Dans le but de mettre en ceuvre la stratégie de « ligand fishing » mais également de
régler le probléme lié a l'intensité en présence d'oligosaccharide, des expériences ACE-MS
en présence des tetra-, hexa et octasaccharides T11, H11 et O11 ont été réalisées, c'est-a-
dire avec I'oligosaccharide présent dans I'électrolyte de séparation. Dans un premier temps,
les concentrations quasiment équimolaires des especes (18 uM IFNy / 17 uM GAG) ont été
choisies. Aucun signal MS, et ce pour chacun des oligosaccharides, n'a été détecté en

spectrométrie de masse a la suite du couplage ACE-MS.

L’hypothése pouvant expliquer cette absence de signal est celle qui avait déja été
proposée dans les travaux précédents du laboratoire [476] pour SDF-1a (Chapitre 3), a
savoir que la forte concentration (17 uM) de I'oligosaccharide dans I'électrolyte de séparation
déstabiliserait le spray. La diminution de la concentration dans I'électrolyte a 5 uM au lieu de
17 uM d'oligosaccharide a conduit a un spectre de masse ACE-MS pour H11 (Figure 66). En
plus des ions caractéristiques de I'IFNy (en rouge ; M = 33826 + 22,5 g.mol™), une série
d’ions en violet a été détectée : m/z 2545,2 (14+) ; 2741,0 (13+) ; 2968,7 (12+) et 3238,1
(11+). Ces ions conduisent & une masse moléculaire moyenne M = 35615 + 6,5 g.mol™.
Cette masse correspond au complexe non covalent formé par ’homodimére de I'lFNy et une
molécule de H11 (Mygorique = 1791 g.mol™).
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Figure 67 : Chromatogramme obtenu par HPLC.

Analyses par colonne Propac PA1 HPLC (gradient de sel 0-1 M, absorbance 232 nm) suite & une analyse par
chromatographie d’affinité C-terminale de I'lFNy avec en bleu le chromatogramme du pic non retenu et en rose
celui du pic retenu en chromatographie d’affinité.
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Figure 68 : Electrophorégramme de I'lFN y en présence des fractions récoltées par HPLC.

Capillaire HPC, 50 pym d.i. ; L=34 cm ;|1 = 25,5 cm (UV 200 nm) ; électrolyte : acétate d’'ammonium 75 mM
pH 6,5 contenant (a) aucun oligosaccharide, (b) F1, (c) F2 et (d) F3 ; tension appliqguée + 8 kV ; pression
appliquée + 15 mbar ; température 25<C. Injection : 50 mbar 30 s de protéine 15 uM ; MN = marqueur neutre,
alcool benzylique 30 mbar 2 s.

Mobilité p (x 10> cm2.V'i.s™?)
Réplicat 1 | Réplicat 2 | Réplicat 3 moyenne
IFNy 15,1 17,4 16,7 16,4
F1 15,2 15,3 12,3 14,3
F2 7,8 7,0 7,4 7,4
F3 15,5 13,4 14,8 14,6

Tableau 36 : Mobilités électrophorétiques obtenues pour les tr

en HPLC.
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Comme pour le spectre de la Figure 63, l'intensité absolue des ions ne dépasse pas
1000. En revanche, l'intensité des ions de I'lFNy non liée est supérieure a ceux du complexe
non covalent. Le couplage dans le mode ACE se révele étre plus délicat a mettre en ceuvre
en CE-MS. Le fait de ne pas observer de signal pour T11 ou O11 est peut étre di a des
concentrations, voire des conditions d’ionisation a optimiser. Pour régler ce probléme,
d’autres expériences devront étre mises en ceuvre afin d’obtenir dans un premier temps un
spectre de masse beaucoup plus intense pour I'homodimére de I'lFNy. De plus une
optimisation des paramétres de spectrométrie de masse devra étre faite, voire également
des paramétres d’électrophorése capillaire (tampon, pH, modification du capillaire), ce qui

n'a pu étre réalisé, faute de temps.

Au vu des résultats obtenus, I'hnomodimére de I'lFNy semble uniquement interagir
avec une seule molécule d'oligosaccharide sulfaté de type héparine. Cependant, certains
travaux ont mis en évidence que I'lFNy interagit avec deux octasaccharides sulfatés de type
HS reliés entre eux par un domaine N-acétylé (14 a 15 disaccharides) [407]. Les complexes
d’ordre supérieurs, s'ils existent, peuvent étres masqués dans le bruit de fond ou ne sont pas
détectés dans nos conditions. Il se peut également que, méme s'ils sont formés en ACE, les
complexes d’'ordre supérieur ne soient pas stables en phase gazeuse dans nos conditions
d’analyses. L'optimisation des paramétres et des conditions d'analyse se révélera étre une
étape trés importante. On pourrait également s’interroger sur la capacité de I'IFNy a lier des
oligosaccharides sulfatés de type HP, d’ou une éventuelle absence de complexes d’ordre

supérieur sur les spectres de masse réalisés.

V.5 Application a des échantillons biologiques

Une fois que l'optimisation ACE-MS aura été faite, la stratégie de « ligand fishing »
pourra étre réalisée sur des échantillons biologiques dans le but de déterminer le(s) ligand(s)
impliqué(s) dans l'interaction avec I'IFNy. Cette stratégie reposera a la fois sur la préparation
des oligosaccharides interagissant avec I'IlFNy par chromatographie d'affinité et sur la

capacité a identifier ces ligands par spectrométrie de masse via le couplage CE-MS.

L’Institut de Biologie Structurale a dans un premier temps effectué une séparation par
chromatographie d’affinité. Un mélange inconnu d’octasaccharides contenant différentes
structure d’HS a été introduit sur une colonne d’affinité greffée par le peptide C-terminal de
I'IFNy.
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Cette procédure a permis de récolter trois fractions : F1, F2 et F3 ou seule F2 est
retenue sur la colonne d’affinité (Figure 67). Chaque fraction (5 uL dans 45 pL de tampon),
dont la concentration est inconnue, a ensuite été étudiée au laboratoire par électrophorese
capillaire d’'affinité. Trois séries ont été réalisées. Les électrophorégrammes obtenus pour
l'une des séries sont présentés dans la Figure 68. Les mobilités électrophorétiques
déterminées a partir des temps de migration des pics électrophorétiques sont regroupées
dans le Tableau 36. Les fractions F1 et F3 conduisent a un léger décalage de la mobilité par
rapport a I'lFNy seule. En revanche, en présence de la fraction F2, la mobilité de I'lFNy est
environ 2,2 fois plus faible que pour la mobilité de 'IFNy en absence d'oligosaccharides.
L’'analyse des fractions par ACE nous a donc permis de confirmer que la fraction F2 interagit
bien avec I'IFNy puisgu’elle provoque une baisse de la mobilité électrophorétique. La faible
baisse de mobilité pour F1 et F3 pourrait étre due a des interactions tres faibles avec des
oligosaccharides peu spécifiques. Cependant, 'ACE confirme les résultats observés par

chromatographie d’affinité.

V.6 Conclusion et perspectives

Ce travail a permis pour la premiere fois de détecter 'homodimere d’'IFNy par
spectrométrie de masse ESI couplée a I'électrophorese capillaire, de méme que des
complexes non covalents en présence d'oligosaccharides de synthése sulfatés. Cependant,
les premiers essais ont soulevé une difficulté concernant la détection sensible de
'’homodimére de [P'IFNy par spectrométrie de masse. Tous les complexes
IFNy/oligosaccharide de synthése détectés sont de stcechiométrie 1/1 (un homodimere/un
oligosaccharide). Ces résultats sont différents des données de la littérature qui concluent a
une stoechiométrie 1/2 (un homodimére/2 octasaccharides de type HS) [407]. Une
optimisation des parameétres de détection sera donc a mettre en ceuvre afin d’obtenir le
meilleur signal possible pour I'étude de ces complexes et permettra ou hon de discuter ces

stoechiométries différentes.

L’électrophorése capillaire d’affinité s’est révélée étre un atout pour la stratégie de
« ligand fishing » qui est développée au laboratoire. La CE devrait étre en mesure de
séparer les complexes non covalents en fonction de leur rapport z/m, puis couplée a la
spectrométrie de masse, la stcechiométrie des complexes et la structure des ligands
oligosaccharidiques pourront étre déterminés. Différents mélanges d'oligosaccharides, issus

d’'une dépolymérisation enzymatique, pourront étre analysés par cette technique.
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Comme pour SDF-1a et MCP-1, une détermination des constantes de dissociation
est a envisager pour l'interaction de I'homodimére de I'lFNy avec différents oligosaccharides
synthétiques sulfatés de synthése (de type HP ou HS) afin d’obtenir des informations sur
linfluence de la taille de I'oligosaccharide et les modifications des positions des groupements
sulfate sur la force d'interaction IFNy/oligosaccharide de synthése.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

L'étude des complexes protéines / glycosaminoglycanes (GAGSs) est dans la majorité
des cas réalisée par résonance magnétique nucléaire et rayons X. Cependant, d’'autres
techniques, apportant d’autres données, permettent également ces caractérisations ; c’est le
cas de I'électrophorése capillaire (CE) et de la spectrométrie de masse (MS). Dans le cadre
de cette thése, I'étude des interactions protéines / GAGs a été réalisée a 'aide du couplage
de ces deux techniques (CE-MS). Cette méthode avait préalablement été développée au
laboratoire pour caractériser les complexes ATlll/oligosaccharides d’héparine et

chimiokines/oligosaccharides d’héparine.

Une partie de ces travaux a tout d'abord été consacrée a l'étude de
l'interaction entre une protéine membre de la famille des cytokines chimioattractantes (SDF-
la) et des oligosaccharides sulfatés de synthése de type héparine de structure connue.
L'objectif était d’étudier I'influence du nombre et de la position des groupements sulfate
portés par I'oligosaccharide sur I'interaction avec la protéine SDF-1a par ACE. Cette étude a
permis pour la premiére fois de mettre en évidence l'impact de la position des groupements
sulfate sur l'interaction. En effet, depuis que les interactions des chimiokines avec les GAGs
sont étudiées, deux hypotheses sont défendues dans la littérature : I'une privilégie la position
des groupements sulfate sur linteraction alors que l'autre considere uniquement leur
nombre. A I'heure actuelle et d’aprés les données de la littérature, la séquence idéale de
héparine requise pour une interaction efficace présente entre 12 et 14 unités
monosaccharidiques [254]. Cette information est cohérente avec notre conclusion qui
indique que l'augmentation de la taille de I'oligosaccharide renforce I'interaction avec SDF-
la. Certains travaux [254] précisent que les groupements 2-O- et N-sulfate sont nécessaires
a l'interaction de I'héparine avec la chimiokine SDF-1a et que le groupement 6-O-sulfate est
moins impliqué dans l'interaction. Basés sur des tetrasaccharides sulfatés de synthese de
type héparine, nos résultats apportent une précision sur la position de ces groupements au
sein de la séquence du GAG. Le groupement 2-O-sulfate est nécessaire du c6té réducteur
du tetrasaccharide et le groupement 6-O-sulfate n’est pas nécessaire du coté réducteur mais
il 'est du c6té non réducteur. Afin d’'apporter d’autres données, il serait judicieux d’étudier les
effets de la position des groupements N-sulfate sur l'interaction SDF-la/héparine et de
transposer la modification de la position des groupements sulfate a des oligosaccharides de
taille supérieure. Cependant, la synthese de ces oligosaccharides n'est pas encore
totalement maitrisée. L'étude par ACE-MS a également été réalisée afin d’obtenir des

données quant a la staechiométrie des complexes non covalents formés. Cette étude a
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confirmé les stoechiométries observées a l'aide d’autres techniques d’analyses, et nous a
permis de déterminer une relation structure-activité de liaison SDF-1a / oligosaccharides de

synthése.

La seconde partie de ces travaux avait pour but I'étude de I'interaction d’'une autre
chimiokine (MCP-1) en présence des mémes oligosaccharides sulfatés de synthese que
pour SDF-1a. De la méme facon, les résultats obtenus nous ont permis de démontrer une
influence de la position et du nombre des groupements sulfate par ACE et de construire une
relation structure-activité de liaison. De plus, ces résultats ont mis en évidence que, bien
gu’elles appartiennent a la méme famille de chimiokines, les deux protéines ne réagissent
pas de la méme facon en présence des oligosaccharides. Cela montre donc que la structure
des deux partenaires (protéine et GAG) est importante pour la formation des complexes.
Contrairement a SDF-1a, il existe moins de données dans la littérature concernant la
séquence idéale de I'héparine. Il a été montré que MCP-1 interagit préférentiellement avec
un octasaccharide d’héparine 11 a 12 fois sulfaté [359], ce qui confirme également que
'augmentation de la taille favorise l'interaction. L'étude de I'octasaccharide d’héparine 11SO;
[478] révéle que les groupements 2-O- et N-sulfate ont une grande importante dans
l'interaction avec MCP-1 contrairement au groupement 6-O-sulfate. De méme, une étude a
démontré que le groupement 3-O-sulfate de la glucosamine (rare sulfatation) n'est pas le
facteur clé de linteraction [479]. Nos résultats apportent une précision, a savoir que les
groupements 2-O- et 6-O-sulfate sont nécessaires du c6té réducteur du tetrasaccharide.
Contrairement a SDF-1q, le groupement 6-O-sulfate du c6té non réducteur est également

nécessaire.

Ces deux premiéres parties ont été réalisées avec des GAGs dont la structure est
parfaitement maitrisée. Cependant, les GAGs in vivo constituent un mélange trés hétérogene
rendant les analyses trés complexes. Dans le but d’améliorer les analyses en présence
d’échantillons biologiques, une stratégie de « ligand fishing » est développée au laboratoire.
La derniére partie de cette these a été consacrée a I'étude d'une cytokine, l'interféron
gamma humain (IFNy) par CE, CE-MS et ACE-MS. L'IFNy est une cible thérapeutique d’'un
grand intérét biologique et I'objectif principal est de caractériser le(s) ligand(s) de cette
protéine. L'analyse par spectrométrie de masse de I'lFNy a été réalisée pour la premiere fois
dans les conditions dites « natives ». Tout comme les protéines SDF-1a et MCP-1, I'lFNy a
été étudié en présence d'oligosaccharides synthétiques afin d’apporter des informations sur
la stoechiométrie des complexes non covalents formés, mais également pour optimiser la
méthode utilisée qui sera la base de la stratégie de «ligand fishing ». Un échantillon
biologique, issu d’'une chromatographie d’affinité, a également été analysé par ACE en

présence de I'lFNy. Les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence la capacité
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de I'lFNy a interagir avec un mélange de GAGs de composition et structure inconnues. La
prochaine étape de ce travail consistera & mettre en ceuvre le couplage CE-MS en présence
d’un échantillon biologique dans le but de caractériser le(s) ligand(s) ayant le plus d’affinité

pour I'lFNy.

D’un point de vue analytique, la CE-MS apparait comme une méthode puissante qui
pourrait simplifier considérablement lidentification des ligands pour différentes protéines
d’'intérét thérapeutigue. D’'un point de vue biologique, des analyses complémentaires
s’averent nécessaires afin de relier les effets structuraux des GAGs a l'activité biologique
des chimiokines. De méme, le couplage CE-MS, ainsi que les progres réalisés dans le
domaine de la chimie des sucres, ouvrent la voie a de nombreux champs de recherche en ce
qui concerne les interactions protéines / GAGs. Comprendre les mécanismes mis en jeu au
cours de ces interactions permettra probablement de mettre au point des molécules

médicaments afin de contrer les processus pathologiques.

Il reste cependant une limite a notre travail. Nous avons seulement testé l'influence
de la position des groupements sulfate sur la séquence et non I'organisation en domaines de
celles-ci le long de la chaine sulfatée. Chaque protéine aurait aussi une structure en
domaines bien précise pour une interaction optimale. Nous pouvons citer par exemple I'IFNy
pour lequel une structure en domaine idéale est proposée : deux domaines N-sulfatés de 6 a
8 monosaccharides de type HS séparés par un domaine central N-acétylé (environ 7kDa)
[407]. Dans notre cas, ces informations aménent & envisager de nombreuses perspectives
quant a la détermination des séquences en domaines des GAGs pour linteraction des
protéines SDF-1a et MCP-1 avec les GAGs.
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VI.1 Appareillage

L'appareil d’électrophorése capillaire utilisé est un HP*°CE commercialisé par Agilent
technologies. Un cryothermostat LAUDA RE104 permet de réguler la température de la
plague tournante (carrousel) portant les flacons contenant les échantillons. Le logiciel
permettant I'acquisition et le traitement des données est le ChemStation Agilent version
A.09.03.

Le spectrométre de masse utilisé est un Esquire 3000+ commercialisé par Bruker
Daltonics (Figure 69). Ce spectrométre est composé d'une source électrospray et d'un
analyseur a trappe ionique quadripolaire. Le logiciel permettant I'acquisition et le traitement
des données est le Bruker Daltonic DataAnalysis version 5.1. Les paramétres de tension de
sortie du capillaire et de focalisation des lentilles ont été choisis par l'intermédiaire d'un
réglage semi-automatique de la "masse cible", correspondant a la valeur du rapport m/z de
l'ion d'intérét. Deux gammes de masse de travail sont disponibles : mode normal (50 a 3000
m/z) et mode étendu (200 a 6000 m/z).

Insertion du capillaire -y

Gaz de nébulisation —— } Skimmer Trappe d'ions
1 dcapillaire l Eleciodes | o
) w-w«} e transfert chapeaux Eﬁw?¥?£f§@%3f
Nebuliseur ——f T | % j { 3
' WAy
, : e

Octopoles

Figure 69 : Représentation schématique du spectrométre de mas se Esquire 3000+ (Bruker Daltonics®©)

Le couplage CE-MS a été réalisé au moyen d'une interface coaxiale & 3 voies
(G1607A, Agilent Technologies). Le liquide additionnel est apporté a l'aide d'un pousse
seringue 74 900 séries (Cole-Palmer, USA). La position du capillaire d’électrophorese dans

le nébuliseur doit étre optimisée de fagon tres précise au moyen d’une vis micrométrique.

Toutes les conditions expérimentales utilisées en CE, MS et CE-MS sont détaillées

dans les légendes des figures présentant les résultats.
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VL.2 Produits

V1.2.1 La chimiokine SDF1a

Cette protéine recombinante (Figure 70) a été fournie par PeproTech France. Vendue
lyophilisée, la protéine a été reprise dans de I'eau, a 75 pM, puis aliquotée et conservée a -
80<C. La protéine a ensuite été diluée pour les analyses dans I'électrolyte de séparation :
acétate d’'ammonium pH 6,5 & 75 mM (Fluka Analytical, pureté = 99,0% pour spectrométrie

de masse) & 15 uM. Une description générale de la protéine est présentée page 78 de ce
manuscrit.

10 20 a0 40 50 &0
[MNAKVVVVLYV LVLIALCLSD GKPVSLSYRC PCRFFESHVA RANVEHLKIL NTENCALQIV

70 20 an
ARLENNNRQV CIDPKLEWIQ EYLEKRLNER FEM

Figure 70 : Séquence de la protéine SDF-1 a humaine.

(Vert) Peptide signal, (Jaune) Séquence de I'isoforme SDF-1a. (Source : Swiss-Prot)

VI1.2.2 La chimiokine MCP-1

Cette protéine recombinante (Figure 71) a été fournie par PeproTech France. Vendue
lyophilisée, la protéine a été reprise dans [I'électrolyte de séparation, a 15 pM, puis
conservée a 4C pendant 3 & 4 jours. Cette protéine ne doit pas étre congelée une fois mise
en solution. Une description générale de la protéine est présentée page 86 de ce manuscrit.

10 20 30 40 30 ad
[MEVSAATICL LIIARTFIPD GLNQPDAINA PVICCYNFIN BEISVQRLAS YERITSSECPE

70 80 a0 100
KEAVIFKTIV AKEICADPKQ EWV(DSMDHL DEQTQTEKT

Figure 71 : Séquence de la protéine MCP-1 humaine.

(Vert) Peptide signal, (Jaune) Séquence de la chimiokine MCP-1. (Source : Swiss-Prot)
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V1.2.3 L'interféron gamma humain

Cette protéine recombinante a été fournie généreusement par le laboratoire
« Structure et Activité des Glycosaminoglycanes » dirigé par le Dr. Hugues Lortat-Jacob
(Institut de Biologie Structurale, Grenoble). L'interféron gamma humain (IFNy) est un
homodimere naturel. La protéine est donc formée par deux polypeptides ayant chacun la
séquence présentée dans la Figure 72. Les échantillons sont a une concentration de 75 UM

dans I'eau. Une description générale de la protéine est présentée page 92 de ce manuscrit.

10 20 30 40 50 60
MEYISYILAF (LCIVLGSLG CYQUDEYVEE AENLEKYFNA GHSDVADNGT LFLGILENWE

70 20 90 100 110 120
EESDRKIMQS QIVSFYFKLF KNFEDDQSIQ KSVETIKEDM NVEFFNSNKE KRDDFEKLIN

130 140 150 160
YSVIDLNVQR KATHELIQVM AELSPARKTG KRERSQMLFR

Figure 72 : Séquence de l'interféron gamma humain (I  FNy).

(Vert) Peptide signal, (Jaune) Séquence en acides aminés de I'interféron gamma, (Rouge) Propeptide.

VI1.2.4 Oligosaccharides de synthése sulfatés de type HP

Une bibliotheque de 6 tetrasaccharides, un hexasaccharide et un octasaccharide de
synthése de type HP nous ont généreusement été donnés par le Pr. David Bonnaffé du
Laboratoire de Chimie Organique Multifonctionnelle (Orsay, UMR 8182).

Chaque oligosaccharide a été aliquoté dans I'eau puis conservé a une température
de -80C. Les gammes de concentration sont réalisées par dilutions successives dans
I'électrolyte de séparation (acétate d’ammonium 75 mM, pH 6,5). Pour les analyses, un

volume de 40 pL minimum doit étre mis dans les vials.

La structure des tetrasaccharides (Figure 31) et de I'hexasaccharide (Figure 32) est
décrite dans le chapitre 3 (SDF-1la). lls ont été synthétisés avec des structures
caractéristiques des différents disaccharides de I'hnéparine (Tableau 2). Les tetrasaccharides

différent au niveau du degré de sulfatation et/ou de la position des groupements sulfates.

L'octasaccharide (Figure 64) est présenté dans le chapitre 5 (IFNy).
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Rappel de la Figure 31 : Structure des oligosaccharides sulfatés de synthes e utilisés.

Les couleurs verte, violette, bleue et rouge représentent les groupements sulfate présents ou non dans la

structure du tetrasaccharide.
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Rappel de la Figure 32 : Structure de I'hexasaccharide de synthése H11.
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Rappel de la Figure 64 : Structure de I'oligosaccharide de synthese dodecas ulfaté O11.
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Chapitre 3 : interaction sdf-1a / oligosaccharides d’héparine de synthése

Annexe 1 : Electrophorégrammes en présence de T11.
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Annexe 2 : Linéarisation
Méthode x-réciproque
X-réciproque (1) X-réciproque (2)
4,E+01 ¢ 4,E+01
3E+01 L 2 3E+01 | y=4874141x + 41,612
= 3,E+01 | = 3E+01 2-0,9148
E e | y=-293314x+38,485 | 5 ) |
~ 2E+01 | 4\ _R*=0,8012 ~ 2E+01 | *
S 1E+01 | P S 1E+01 |
5E+00 5,E+00 |
0,E+00 T T 1 0,E+00 T T )
0,E+00 5,E-05 1,E-04 2,E-04 0,E+00 5,E-05 1,E-04 2,E-04
Ap Ap
X-réciproque (3) X-réciproque (4)
5E+01 3,E+01
4Es0L | y 2-479682x + 60,864 sEs0L | g Y =-210985x+27,938
— y + [ —
: 3,E+01 F R2 = 0,8049 : 2,E+01 | R2 = 0,8662
b=, 3E+01 | - I
< 2E+0L | < 2E+01
g- 2,E+01 é. 1,E+01 f
1,E+01
500 | G 5E+00 | * o
0,E+00 T T 1 0,E+00 T T |
0E+00 5E05 1E-04 2E-04 0E+00 5E05 1E04  2E-04
Ap Ap
Méthode y-réciproque
y-réciproque (1) y-réciproque (2)
1,E-01 2,E-01
1,E-01 1,E-01
S 1E01 3 LE0
~ B8E-02 -~ é’EISﬁ
o 258; y = 6863,3x + 0,0312 = 6E-02 y = 8484,7x + 0,0271
= AE- 2 E 4E-02 2
2E02 R?=0,9511 sEC R?=0,9916
0,E+00 | T T 1 0,E+00 | T T |
0E+00  5E06  1E05  2,E05 0E+00  5E06 1E-05  2,E05
[T11] [T11]
y-réciproque (3) y-réciproque (4)
1,E-01 2,E-01
1,E-01
S 1E01 3 280
~ 8,E-02 ~
— — 1,E-01
o 258; y =7167,6x + 0,021 b =7041,1x + 0,0408
B AE 2_ F 5E02 2_
2E02 R?=0,9786 R?=0,9585
0,E+00 ! T T | 0,E+00 | T T T T |
0E+00 5E06  1E-05  2,E-05 0,E+005,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05 3,E-05
[T11] [T11]
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Méthode double-réciproque

double-réciproque double-réciproque
(1) y =0,0212x + 8923,6 (2) y = 0,0216x + 9658,5
R?=0,9619 R2=0,9771
3,E+04 3,E+04
3 2E+04 3 2E+04 /
S 1E+04 > LE+04
0,E+00 * T T 0,E+00 | T T
0,E+00 4,E+05 8,E+05 0,E+00 4,E+05 8,E+05
1/([T11] 1/[T11]
double-réciproque double-réciproque
(3) y = 0,0132x + 8800,5 (4) y = 0,0308x + 8594
R?=0,929 R?=0,9817
2,E+04 4,E+04
= 2,E+04 < 3,E+04
2 1Er0s 2 2E+0s
= 5E+03 — 1 E+04
0,E+00 | T T 0,E+00 | T T
0,E+00 4,E+05 8,E+05 0,E+00 4,E+05 8,E+05
1/[T11] 1/[T11]
Annexe 3 : Electrophorégrammes en présence de T12
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Annexe 4 : Linéarisation
Méthode x-réciproque
' é . V4 L]
X-réciproque (1) X-réciproque (2)
2,E+01 o) =323727x+ 21,04 3,E+01 oV =-367088x +27,408
w 2E+01 R?=0,9311 ~ 2Bl R? = 0,8956
P = 2E+01
— 1,E+01 —
; : 1,E+01
& 5.E+00 < 5E+00 4
0,E+00 ! T T T 1 0,E+00 | T T T )
0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8E-05 0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05
Ap Ap
V4 -
X-réciproque (3)
3,E+01 y = -334742x + 23,809
~ 2Bl R?=0,7817
= 2,E+01
~
S LE+0L L g PN
< 5E+00 ®
0,E+00 ¢ T T T 1
0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05
Ap
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Méthode y-réciproque

y-réciproque (1) y-réciproque (2)
3,E-01 3,E-01
4 3E01 5 2,E-01
2 zem 2 sen
S LE-01 < 14305x + 0,0543 N 1801 - 12349x + 0,043
2 seo R2=0,9877 Z se02 R2=0,9879
0,E+00 | T T T 1 0,E+00 | T T T !
0,E+00 5,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05 0,E+00 5,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05
[T12] [T12]
y-réciproque (3)
3,E-01
- 3,E-01
< 2E-01
~
~ 2,E-01
N 1eo =12583x +0,0522
- 5,E-02 R4 = 0,9706
0,E+00 | T T T !
0,E+00 5,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05
[T12]
Méthode double-réciproque
double-réciproque double-réciproque
(1) y =0,0429x + 16662 (2) y =0,0315x + 14821
R2=0,9906 R?2=0,9753
8,E+04 5,E+04
2 6,E+04 4,E+04
(<] < 3,E+04
~ 4,E+04 ~ 2E+04
- 2,E+04 i 1,E+04
0,E+00 | T T 1 0,E+00 | T T !
0,E+00 5,E+05 1,E+06 2,E+06 0,E+00 5,E+05 1,E+06 2,E+06
1/[T12] 1/[T12]
double-réciproque
(3 y =0,0326x + 16823
R?=0,9366
6,E+04

3
3 aE+04
> 2E+04

0,E+00

0,E+00 5,E+05
1/[T12]

1,E+06 2,E+06




Annexe 5 : Electrophorégrammes en présence de T13
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Annexe 6 : Linéarisation

Méthode x-réciproque

X-réciproque (1) X-réciproque (2)
1,E+01 8,E+00 y =-191958x + 10,923
: = -202773x + 11,507 '
1,E+01 ¢ y ) X 7,E+00 ¢ R?=0,7988
) R*=0,8273 = 6,E+00
- 8,E+00 — 5E+00
~ - >
: 6,E+00 :' 4,E+00
3,E+00
g_ 4,E+00 7S éx_ 2 E+00
2,E+00 1,E+00
0,E+00 ! T T T T d 0,E+00 T T T T 1
0,E+001,E-05 2,E-05 3,E-05 4,E-055,E-05 0,E+001,E-05 2,E-05 3,E-05 4,E-05 5,E-05
Ap Ap
X-réciproque (3)
8E+00 y =-175356x + 10,848
7,E+00 € R2=0,918
 6,E+00
1 5E+00
E‘ 4,E+00
3,E+00
é' 2,E+00
1,E+00
0,E+00 | T T T T 1
0,E+001,E-05 2,E-05 3,E-05 4,E-05 5,E-05
Ap
Méthode y-réciproque
y-réciproque (1) y-réciproque (2)
4,E-01 4,E-01
< 4,E-01 5 4,E-01
3,E-01 3,E-01
2 s 2 3eo0
— 2,E-01 — 2,E-01
M 2E01 y =15793x + 0,1024 M 2E01 y = 17025x + 0,0978
E 101 2_ E 1E01 2_
LE0l R? = 0,9402 Lea RZ = 0,9479
0,E+00 ! T T T 1 0,E+00 T T T 1
0,E+00 5,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05 0,E+00 5,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05
[T13] [T13]
y-réciproque (3)
4,E-01
3,E-01
S 3E01
~ 2,E-01
M 2E01 y = 15572x + 0,0973
E = R? = 0,9837
5,E-02 -
0,E+00 | T T T 1
0,E+00 5,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05
[T13]
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Méthode double-réciproque

Annexe 7 : Electrophorégrammes en présence de T21

double-réciproque double-réciproque
(1) y =0,0741x + 20853 (z) y =0,077x + 20003
R2=0,9832 R2=0,9361
1,E+05 5,E+04
8,E+04 4,E+04
< 6,E+04 < 3,E+04
S~ 4,E+04 =~ 2,E+04
= 2 E+04 — 1,E+04
0,E+00 * T T 1 0,E+00 ¢ T T T )
0,E+00 5,E+05 1,E+06 2,E+06 0,E+00 1,E+05 2,E+05 3,E+05 4,E+05
1/[T13] 1/[T13]
double-réciproque
(3) y =0,0847x + 17405
R2=0,9754
5E+04
4,E+04
< 3,E+04
=~ 2,E+04
1 E+04
0,E+00 | T T T )
0,E+00 1,E+05 2,E+05 3,E+05 4,E+05
1/([T13]
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Annexe 8 : Linéarisation

Méthode x-réciproque

X-réciproque (1)

X-réciproque (2)
y =-189161x + 15,542

2Evol y = -243740x + 19,302 LE+OL 2
2 1,E+01 R*=0,9088
= 2,E+01 R*=0,9995 =
o~ ~ 8,E+00
= 1,E+01 E 6,E+00
= oy 4,E+00
=1 3 4
g 5,E+00 g 2 E+00
0,E+00 | T T T 1 0,E+00 | T T T |
0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05 0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05
Ap Ap
X-réciproque (3) X-réciproque (4)
1E+01 y = -155035x + 15,355 1E+01 y =-205416x + 20,435
— LE+01 R2=09169 — 1,E+01 RZ = 09489
E 8,E+00 ’ E ;,Eg(l) ,
,E+
: 6,E+00 : 6,E+00
2 4E+00 2 4,E+00
2,E+00 < 2,E+00
0,E+00 | T T T 1 0,E+00 | T T T T |
0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05 0,E+002,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05 1,E-04
Ap Ap
Méthode y-réciproque
y-réciproque (1) y-réciproque (2)
3,E-01 3,E-01
5 3,E-01 5 3,E-01
< 2E-01 < 2E-01
~ ~
frs 2,E-01 = 2,E-01
N 1E01 y= 122676x +0,0515 S 1e01 y = 11978x + 0,0665
= 5E02 R*=0,9998 = 5E-02 R?=0,9727
0,E+00 | T T T 1 0,E+00 | T T T |
0,E+00 5,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05 0,E+00 5,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05
[T21] [T21]
y-réciproque (3) y-réciproque (4)
3,E-01 3,E-01
4 2,E-01 =« 2E01
(5] 5]
~ 2,E-01 ~ 2,E-01
< 1E01 y = 10422x + 0,0631 < 1E0 y = 9755,2x + 0,0514
Esem R?=0,9837 E seo0 R?=0,9877
0,E+00 | T T T 1 0,E+00 | T T T |
0,E+00 5,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05 0,E+00 5,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05
[T21] [T21]
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Méthode double-réciproque

0,E+00 1,E+05 2,E+05 3,E+05 4,E+05
1/[721]

double-réciproque double-réciproque
(1) y =0,0517x + 12649 (z) y =0,0606x + 12782
R2=1 R?2=0,9814
8,E+04 4,E+04
=5 6,E+04 3 3,E+04
i 4,E+04 i 2,E+04
~ 2 E+04 1 E+04
0,E+00 | T : ) 0,E+00 | T : T .
0,E+00 5,E+05 1,E+06 2,E+06 0,E+00 1,E+05 2,E+05 3,E+05 4,E+05
1/([T21] 1/[T21]
double-réciproque double-réciproque
(3) y =0,062x + 10622 (4) y =0,0462x + 10499
R2=0,9791 R?=0,9882
4,E+04 3,E+04
3 3E+04 2 2E+04
i 2,E+04 *‘/ﬁ/‘ i
— 1,E+04 — LE+04
0,E+00 * 0,E+00 ¢

0,E+00 1,E+05 2,E+05 3,E+05 4,E+05
1/[121]

Annexe 9 : Electrophorégrammes en présence de T22
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Annexe 12 : Linéarisation

Méthode x-réciproque

X-réciproque (1)

X-réciproque (2)

2,E+02
—_ =-3E+ + )
o 2E+02 ¢ L SREZ _0 §X6472§ Lo7 — 2E+02 y = -4E+06x + 186,9
L e _' o 2E+02 R2=0,7406
gy ¢ I 1,E+02
3 5E+01 =~ 5E+01 ¢
g <>
0,E+00 T T T T 1 < 0,E+00 | T T T 1
0,E+00 1,E-05 2,E-05 3,E-05 4,E-05 5E-05 0E+00 1,E-05 2E05 3,E-05 4,E-05
Ap Ap
X-réciproque (3)
_ 2E+02 * y = -5E+06x + 216,35
o 2E:02 R2=0,597
=, 1,E+02
=~ 5E+01 ‘
=3
< 0,E+00 ! T T T !
0,E+00 1,E-05 2E-05 3,E-05 4,E-05
Ap
Méthode y-réciproque
y-réciproque (1) y-réciproque (2)
< 2,E-02 2E-02 y= 22085x + 0,0058
3 2_
3 o * - 3 oo R2=0,9167
2 se0s T e
g " y = 16315x + 0,0041 g 5E03
~ 0,400 | . R?2=0,828 . = 0,E+00 | . . .
0,E+00 2,E-07 4,E-07 6,E-07 0E+00  2,E-07 4,E-07 6,E-07
[H11] [H11]
y-réciproque (3)
| 2600 y= 238_09x +0,005
S e ;;%
~
— 1,E-02
=
I 5,E-03
— 0,E+00 | ; . .
0E+00  2E-07 4,E-07 6,E-07
[H11]
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Méthode double-réciproque

double-réciproque (1)

6,E+04 8,E+04
3 =3 6,E+04
g 4EH04 y = 0,0036x + 18250 o
S~ ~
— 2,E+04 R?=0,9458 2 E+04
0,E+00 T 1 0,E+00 | T
0,E+00 1,E+07 2,E+07 0,E+00 5,E+06

1/[H11]

double-réciproque (2)

y =0,0043x + 27606
R?=0,9276

1,E+07 2,E+07

1/[H11]

double-réciproque (3)

8,E+04
= 6,E+04
g oo Msx +29372
— 2,E+04 R*=0,8446
0,E+00 T T 1
0,E+00 5,E+06 1,E+07 2,E+07

1/[H11]
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Chapitre 4 : Interaction MCP-1 / Oligosaccharides d’héparine de synthése

Annexe 13 : Electrophorégrammes en présence de T11
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Annexe 14 :

Linéarisation

Méthode x-réciproque

X-réciproque (1) X-réciproque (2)
6,E+01 y =-214957x + 56,565 6,E+01 y =-215989x + 55,753
— 5E+01 R? = 0,9062 — 5E+01 R? = 0,8889
o 4,E+01 9 aE+01
- =
— 3,E+01 — 3,E+01
~ ~
=2 2,E+01 =2 2,E+01
< 1,E+01 < 1,E+01
0,E+00 | T T ! 0,E+00 | T T )
0,E+00 5,E-05 1,E-04 2,E-04 0,E+00 5,E-05 1,E-04 2,E-04
Ap Ap
X-réciproque (3)
6.E+01 y =-227891x + 53,888
. 5E+01 2
= R?=0,9287
- 4,E+01
= 3,E+01
~
= 2,E+01
1,E+01
0,E+00 | T T 1
0,E+00 5,E-05 1,E-04 2,E-04
Ap
Méthode y-réciproque
y-réciproque (1) y-réciproque (2)
4,E-02 4,E-02
4,E-02 5 4,E-02
3 3E-02 3,E-02
2 3E 2 3E
— 2,E-02 — 2,E-02
= SEo2 y = 4026,7x + 0,0174 = JEo02 y = 4164,2x + 0,0175
E 102 R?=0,9541 £ 1E02 R*=0,9436
5,E-03 ’ 5,E-03 !
0,E+00 T T T T ) 0,E+00 T T T T )
0,E+00 1,E-06 2,E-06 3,E-06 4,E-06 5,E-06 0,E+001,E-06 2,E-06 3,E-06 4,E-06 5,E-06
[T11] [T11]

4,E-02
4,E-02
3,E-02
3,E-02
2,E-02
2,E-02
1,E-02
5,E-03

[T11]/Ap

y-réciproque (3)

y =4144,3x + 0,0187
R*=0,9753

0,E+00 | T

0,E+001,E-06 2,E-06 3,E-06 4,E-06 5,E-06

[T11]
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Méthode double-réciproque

double-réciproque double-réciproque
(1 ) y =0,0176x +3918,7 (2) y =0,0177x + 4075,8
R?=0,9932 R?=0,9931
5,E+04 5,E+04
4,E+04 4,E+04
g 3,E+04 g 3,E+04
=~ 2,E+04 S~ 2,E+04
1,E+04 1 E+04
0,E+00 | T T 1 0,E+00 | T 1
0E+00  1,E+06  2,E+06  3,E+06 0E+00  1,E+06  2,E+06  3,E+06
1/[T11] 1/[T11]
rd 3
double-réciproque
(3) y =0,0175x + 5150
R?=0,9897
5,E+04
4,E+04
< 3,E+04
~~ 2,E+04
' 1E+04
0,E+00 | T T !
0,E+00 1,E+06 2,E+06 3,E+06
1/[T11]
Annexe 15 : Electrophorégrammes en présence de T12
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Annexe 16 : Linéarisation

Méthode x-réciproque

rd . V4 L3
X-réciproque (1) X-réciproque (2)
3,E+01 3,E+01
~ 2Evol y =-149987x + 23,136 ~ 2E0l y =-143169x + 23,281
E 2£+01 R2 =0,9926 £, 2E+01 R%=0,9821
=~ 1,E+01 ; 1,E+01
< 5E+00 < 5E+00
0,E+00 | T T 1 0,E+00 | T T 1
0,E+00 5,E-05 1,E-04 2,E-04 0,E+00 5,E-05 1,E-04 2,E-04
Ap Ap
X-réciproque (3)
3,E+01
e y =-143002x + 23,806
N R?=0,9631
- 2,E+01
=~ 1,E+01
=1
< 5,E+00
0,E+00 | T T !
0,E+00 5,E-05 1,E-04 2,E-04
Ap
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Méthode y-réciproque

y-réciproque (1) y-réciproque (2)
2,E-01 2,E-01
1,E-01 1,E-01
3 1E-01 3 1E-01
3
2 1Ea 2 1E0
— 8,E-02 — 8,E-02
u 6,E-02 y= 6631,1X + 0,0425 g 6,E-02 y= 6313x + 0,0422
F 4E02 R2=0,9987 F 4E02 R2=09969
2,E-02 2,E-02 ’
0,E+00 | T T T 1 0,E+00 | T T T 1
0,E+00 5,E-06 1E-05 2E-05 2,E-05 0,E+00 5,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05
[T12] [T12]
y-réciproque (3)
2,E-01
1,E-01
2 1E-01
3
~ 1,E-01
— 8,E-02
2 6,E-02 y= 6369,7x + 0,04
E 4E02 R2=09877
2,E-02 ’
0,E+00 ! T T T )
0,E+005,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05
[T12]
Méthode double-réciproque
double-réciproque double-réciproque
(1) y = 0,0437x + 6338 ( 2) v=00431x+61366
R?=0,9998 R?=0,9993
6,E+04 6,E+04
é‘- 4,E+04 é‘- 4,E+04
= 2.E+04 > 2E+04
0,E+00 | T T 1 0,E+00 ¢ T T 1
0,E+00  5E+05  1E+06  2,E+06 0E+00  5E+05 1E+06  2,E+06
1/[T12] 1/[T12]
double-réciproque
(3) y = 0,042x + 6025,1
R?=0,9988
6,E+04
S 4E+04
= 2E+04
0,E+00 ! T T |
0E+00  5E+05  1,E+06  2,E+06
1/[T12]
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Annexe 17 : Electrophorégrammes en présence de T13
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Annexe 18 : Linéarisation

Méthode x-réciproque

243

X-réciproque (1) X-réciproque (2)
1,E+01 2,E+01
LE+0L y=-105487x + 14,029 || _ LE*O y =-117975x + 14,879
o 1E+01 ) & 1E+01 ,
I R?=0,9946 a 2
~ 8,E+00 ’ = LE+01 R*=0,9919
_ — 8,E+00
~ 6,E+00 ~ 6’E+OO
3 4E+00 3 4E+00
2,E+00 2,E+00
0,E+00 T T T T 1 0,E+00 | T T T T 1
0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05 1,E-04 0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05 1,E-04
Ap Ap
X-réciproque (3)
2,E+01
1,E+01 —
— Ttror y =-123254x + 15,817
O LE+01 R?=0,9752
: 8,E+00
6,E+00
3‘ 4,E+00
2,E+00
0,E+00 ! T T T T \
0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05 1,E-04
Ap
Méthode y-réciproque
y-réciproque (1) y-réciproque (2)
2,E-01 2,E-01
3‘ 2,E-01 2- 2,E-01
: 1,E-01 : 1,E-01
o y = 7389,6x + 0,0721 o y = 7867,9x + 0,0676
E 5E02 R? = 0,9981 E s5E02 R?=0,9983
0,E+00 ! T T T ! 0,E+00 | T T T 1
0,E+00 5,E-06 1,E-05 2E-05 2,E-05 0,E+00 5,E-06 1,E-05 2E-05 2,E-05
[T13] [T13]
y-réciproque (3)
2,E-01
3- 2,E-01
~
— 1,E-01
o y = 7856,9x + 0,0629
E s5E02 R? = 0,9936
0,E+00 ! T T T )
0,E+00 5,E-06 1,E-05 2E-05 2,E-05
[T13]




Méthode double-réciproque

double-réciproque double-réciproque
(1) y = 0,0698x + 7880,5 (2) y =0,0655x + 8373,3
R?=0,9998 R2=0,9994
1,E+05 8,E+04
8,E+04 4 6,E+04
< 6,E+04 5]
< 4E+04 J 4E+04
2E+04 — 2E+04
0,E+00 ¢ T T 1 0,E+00 ¢ T T 1
0,E+00 5,E+05 1,E+06 2,E+06 0,E+00 5,E+05 1,E+06 2,E+06
1/[113] 1/[T13]
rd 3
double-réciproque
(3) y =0,0612x + 8336,7
R?=0,9982
8,E+04
= 6,E+04
(5]
~ 4,E+04
— 2 E+04
0,E+00 | T T !
0,E+00 5,E+05 1,E+06 2,E+06
1/([T13]
Annexe 19 : Electrophorégrammes en présence de T21
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Annexe 20 : Linéarisation

Méthode x-réciproque

X-réciproque (1)

X-réciproque (2)

2,E+01 3,E+01
= 2E+01 y =-130335x + 18,679 = 2E+01 y =-163503x + 26,56
s R?=0,9615 N 2E+01 R?=0,9875
— 1,E+01 o
; ; 1,E+01
< 5,E+00 <] 5,E+00
0,E+00 ¢ T T T T 1 0,E+00 ¢ T T 1
0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05 1,E-04 0,E+00 5,E-05 1,E-04 2,E-04
Ap Ap
X-réciproque (3)
3,E+01
= 3E01 y = -177000x + 30,062
N 2,E:01 R?=0,9417
— 2 E+01 -
~
= 1,E+01
. 5,E+00
0,E+00 | T T )
0,E+00 5,E-05 1,E-04 2,E-04
Ap
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Méthode y-réciproque

y-réciproque (1) y-réciproque (2)
2,E-01 1,E-01
1,E-01
3 280 3 1e01
= 1E01 = 8E02
S y = 7347,3x + 0,0515 o 6E02 y = 6361,3x + 0,0365
F sE02 2- F, 4E02 2
R?=0,9867 2 E-02 R*=0,9975
0,E+00 ! T T T \ 0,E+00 ¢ T T T 1
0,E+00 5,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05 0,E+00 5,E-06 1,E-05 2,E-05 2,E-05
[T21] [T21]
y-réciproque (3)
1,E-01
1,E-01
J 1E0
~ 8,E-02
o 6E-02 y =5827,3x + 0,0339
E, 4E-02 >
2E02 R?=0,9855
0,E+00 ! T T T )
0,E+00 5,E-06 1,E-05 2E-05 2,E-05
[T21]
Méthode double-réciproque
double-réciproque double-réciproque
(1) y =0,0548x + 6670 (2 y = 0,0383x + 5996,4
R?=0,9987 R2 =0,9995
8,E+04 5,E+04
= 6,E+04 4,E+04
L g 3,E+04
~ 4,E+04 ~ 2E+04
- 2,E+04 Al 1,E+04
0,E+00 ! T T ! 0,E+00 | T T 1
0,E+00 5,E+05 1,E+06 2,E+06 0,E+00 5,E+05 1,E+06 2,E+06
1/[T21] 1/[T21]
double-réciproque
(3) y =0,0317x + 6301,9
R2=0,9951
4,E+04
= 3,E+04
i 2,E+04
~ 1 E+04
0,E+00 | T \
0,E+00 5,E+05 1,E+06 2,E+06
1/[121]
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Annexe 21 : Electrophorégrammes en présence de T22
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Annexe 22 : Electrophorégrammes en présence de H11
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Annexe 23 : Linéarisation

Méthode x-réciproque

X-réciproque (1) X-réciproque (2)
1,E+02 8,E+01

= 8E+01 = 6E+01

- - '

T 6E+01 y = 426421x + 47,704 T aEso1 y = 579460x + 32,449

" 4,E+01 2 _ - 2 _

S 2eeor R?=0,9583 S 2001 R2=0,972

< 0,E+00 | T : T : ) < 0,E+00 | . . . )
0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05 1,E-04 0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05

Ap Ap

X-réciproque (3)

— 8,E+01
o 6.E+01 ‘/‘/0/‘/‘
I see01 y = 473236x + 40,083
; 2,E+01 R2 = 0,9788
< 0,E+00 | . . . )
0,E+00 2E-05 4,E-05 6,E-05 8E-05
Ap
Méthode y-réciproque
y-réciproque (1) y-réciproque (2)
2E-02 y= -852960,2x +0,021 AE-02
3 2e0 ‘\‘\Q\i - 0938 3 seo y=-19751x +0,0321
= = R?=0,9249
= LE02 = 2E02 ‘\’\.\’\‘
T 5E03 T L1E02
= 0,E+00 | T T 1 = 0,E+00 ! T T 1
0,E+00  5E-07 1,E-06 2,E-06 0,E+00 5,E-07 1,E-06 2,E-06
[H11] [H11]

y-réciproque (3)

2 SEos y = -12505x + 0,0254
< ’ p—
o 1Eo2
I, 5E-03
0,E+00 | i . .
0,E+00 5,E-07 1,E-06 2,E-06
[H11]
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Méthode double-réciproque

=3
<
~
-

double-réciproque

double-réciproque (2)
y =0,0348x - 25004

0,E+00 |
0,E+00

(1) 21505 R2 = 0,9949
~ ) 2 2,E+05 =Y
55404 y =0,0213x - 9452,5... i LE+05
{ 0“// ~ 5E+04
T T 1 0,E+00 | T T
1E+06  2,E+06  3,E+06 0E+00  2,E+06  4,E+06  6,E+06
1/[H11] 1/[H11]

double-réciproque (3)
y =0,0268x - 15104

2,E+05
o R2=0,9978
3 1E405
3 5.E+04
0,E+00 | . . .
0E+00  2,E+06  4E+06  6E+06

1/ [H11]
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RESUME

Les interactions non covalentes entre cytokines et glycosaminoglycanes interviennent
dans de nombreux processus physiologiques, tels que la signalisation et la reconnaissance
cellulaire, mais également dans des processus pathologiques tels que les infections virales
ou bactériennes ainsi que dans certains processus canceéreux. Il apparait essentiel, d’'un
point de vue fondamental et pour des applications thérapeutiques, de comprendre les
mécanismes moléculaires mis en jeu lors de ces interactions. A cette fin, le couplage entre
I'électrophorése capillaire (CE) et la spectrométrie de masse par ionisation electrospray
(ESI-MS) s’est révélée étre une méthode de choix pour I'étude des interactions non
covalentes, avec la caractérisation des différents complexes formés en termes de
stcechiométrie et de données thermodynamiques (constantes de dissociation Kd). Cette
approche a également bénéficié de [l'utilisation d'oligosaccharides de synthése de type
héparine, ce qui a permis pour la premiere fois de mettre en évidence les déterminants
structuraux des oligosaccharides sulfatés impliqués dans l'interaction avec les protéines
cibles. Cette étude a concerné les deux chimiokines SDF-1a et MCP-1, pour lesquelles les
bases d'une relation structure-activité de liaison ont pu étre établies. Enfin, nous avons
également mis en ceuvre des premiers essais d’'une stratégie de « ligand fishing » avec
l'interféron gamma humain (IFNy) dans le but de déterminer les ligands oligosaccharidiques

mis en jeu.

Mots clés : Spectrométrie de masse ; électrophorése capillaire ; SDF-1 ; MCP-1 ; interféron

gamma ; glycosaminoglycanes.
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ABSTRACT

The non-covalent interactions between cytokines and glycosaminoglycans are
involved in many physiological processes such as cell signaling and recognition, but also in
pathological processes such as viral or bacterial infections and in certain cancer processes.
From a fundamental point of view and for therapeutic applications, it is essential to
understand the molecular mechanisms involved in these interactions. For this purpose, the
hyphenation between capillary electrophoresis (CE) and electrospray ionization mass
spectrometry (ESI-MS) has emerged as a preferred method for the study of non-covalent
interactions with the characterization of complexes in terms of stoichiometry and
thermodynamic data (dissociation constants Kd). This approach has also benefited from the
use of synthetic heparin-like oligosaccharides, which allowed for the first time to identify the
sulfated oligosaccharides structural determinants involved in the interaction with target
proteins. This study involved two chemokines SDF-1a and MCP-1, for which the structure-
binding activity foundations have been established. Finally, we also implemented the first
experiments of a "ligand fishing" strategy with the human gamma interferon (IFNy) to

determine the oligosaccharide ligands involved.

Key words: mass spectrometry; capillary electrophoresis; SDF-1a; MCP-1; gamma

interferon; glycosaminoglycans.
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