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Résumé

Nanoparticules recouvertes de carbohydrates comme biocapteurs de lectines
Nicoleta Bogdan, Ph.D.

Université Concordia, 2009

Les interactions protéines-carbohydrates sont impliquées dans l'adhésion des
bactéries a la surface cellulaire. L’utilisation des carbohydrates a. permis le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques et de biodétection. Comme leurs
interactions a§ec les protéines sont faibles, une amplification de celles-ci est nécessaire.

Cette thése va aborder une telle approche pour développer un biocapteur. Pour
amplifier et optimiser les interactions protéines-carbohydrates cette étude combine
Iefficacité des glycodendriméres (GD) pour la reconnaissance de lectines et les
propriétés optiques de I’or afin de développer des glyconanoparticules d’or (GNP)
comme biocapteurs.

Pour synthétiser les GNP, des dendrimeres de type poly(amidoamine) PAMAM
sont adsorbés sur des nanoparticules d’or (NP). Puis, les amines terminales de NP sont
modifiées avec des carbohydrates (et des fluorophores) par un couplage thio-urée. Les
méthodes physico-chimiques de caractérisation ont démontré que des GNP solubles dans
I’eau, ayant une taille d’environ 2 nm, avec peu de défauts sur les branches de PAMAM
et un bon rapport steechiométrique N : S sont obtenues. Un titrage des amines terminales

avec le TNBS permet de constater les bons rendements du greffage des carbohydrates.
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Les GNP ont été utilisées comme biocapteurs pour la détection de lectines
végétales et d’une bactérie, E. coli par fluorescence et microscopie. Les mesures de
fluorescence ont démontré que la surface d’or des GNP est impliquée dans le processus
d’atténuation de la fluorescence des lectines par un mécanisme de transfert d’énergie de
type SET.

Cette méthode a permis de déterminer les parametres thermodynamiques et
cinétiques de I’interaction lectines-carbohydrates. Les constantes d’affinités de la lectine
Con A pour les GNP sont 10 & 100 fois supérieures aux GD. Les parametres
thermodynamiques obtenus montrent une contribution entropique favorable pour les GNP
comparée a une contribution entropique défavorable pour les GD lors de la formation du
complexe lectine-carbohydrate. Les résultats cinétiques montrent que la formation du
complexe lectine-GNP est une réaction biomoléculaire du deuxiéme ordre ayant une
vitesse d’association inférieure aux vitesses contrdlées par diffusion.

Le potentiel de nanoparticules de silice recouvertes de carbohydrates pour la
détection des lectines a aussi ¢té montré dans cette thése. Cependant ces derniéres sont

moins sélectives envers les lectines.
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Chapitre 1. Introduction générale

1.1. Imtroduction

Les glycoprotéines présentes a la surface des cellules sont impliquées dans un ensemble
de processus biochimiques dont les infections bactériennes et virales ainsi que dans la
propagation de cellules cancéreuses. Ceux-ci impliquent des protéines ayant une affinité
plus ou moins sélective envers des carbohydrates qui sont appelés lectines. Le grand
nombre de processus dans lesquels les carbohydrates de glycoprotéines sont impliqués a
mené au développement de stratégies thérapeutiques (médicaments, vaccins) et de
biodétection impliquant des molécules synthétiques ayant des carbohydrates. Dans cette
thése, une telle approche est développée et validée par la détection de lectines et d’une

bactérie.

Dans ce chapitre, une revue de la littérature sera présentée en portant une attention
particuliére sur les aspects physico-chimiques des interactions entre carbohydrates et
lectines. Le role de la multivalence est examiné et plus spécifiquement, I’utilisation d’une
catégorie de molécules, les glycodendrimeéres, est détaillée ainsi que 1’utilisation de
nanoparticules. Ensuite, des méthodologies de détection de lectines impliquant des
carbohydrates sont décrites. L’emphase est aussi mise sur ’utilisation de la fluorescence
comme mode de détection. Les objectifs de la thése, la méthodologie choisie sont

finalement décrits.



1.2. Carbohydrates dans la reconnaissance des protéines

Les carbohydrates sont un des produits de la photosynthése et ils sont des composés
essentiels pour les organismes vivants car ils représentent une réserve d’énergie pour les
plantes et pour les animaux. Les carbohydrates sont des molécules biologiques qui se
trouvent en nature sous forme de monosaccharides (glucose, fructose, etc.), ou bien sous

forme de polysaccharides (cellulose, amidon).

De plus, les carbohydrates sont impliqués dans la reconnaissance moléculaire en
interagissant avec des protéines. Cette interaction se produit par l’intermédiaire de
récepteurs ayant une affinité particuliere pour un type de carbohydrates. Comme il est
montré dans la Figure 1.1, cette spécificité découle d’une interaction entre récepteurs et
ligands sur la surface cellulaire. Celle-ci se distingue donc de I’adhésion non spécifique
de protéines, due notamment & des interactions de van der Waals ou bien d’interactions

¢lectrostatiques.
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Figure 1.1: Exemples des interactions ligands-récepteurs 4 la surface cellulaire [1].

La Figure 1.1 montre des exemples d’interactions ligand-récepteur. Un de ces exemples
est Dinteraction entre carbohydrates (récepteurs) et les protéines (ligands). Comme
I'illustre la Figure 1.1, la surface extracellulaire des membranes est recouverte de
carbohydrates liés de fagon covalente & des protéines formant les glycoprotéines. Ces
derniéres fonctionnent comme une barriére de diffusion appelée glycocalyx. Elles servent
de récepteurs a la surface des cellules de mammiferes et des agents pathogénes (virus,
bactéries) et elles se lient de fagon spécifique avec certaines molécules (lectines,
hormones) ou, elles sont glycoconjuguées d'une autre cellule, ce qui, dans ce cas, permet

la communication entre cellules.



Les lectines sont des prqtéines qui interagissent spécifiquement avec des carbohydrates
[2-4]. Les carbohydrates peuvent é&tre sous forme de monosaccharides,
d'oligosaccharides, de glycoprotéines ou de glycolipides. Les lectines sont impliquées
dans la communication entre les cellules ainsi que dans les interactions entre les
carbohydrates et les protéines a la surface des cellules favorisant ainsi ’adhésion d’agents
pathogénes (virus, bactéries) aux cellules saines [5, 6]. Les surfaces de lectines présentent
généralement plusieurs sites de liaison pouvant reconnaitre des carbohydrates. Le site
principal se lie spécifiquement aux monocarbohydrates, alors que les sites secondaires ou
les sites hydrophobes montrent une spécificité pour les oligosaccharides [7]. Par
conséquent, I’interaction des lectines avec les carbohydrates multivalents a la surface des
cellules cause I’agrégation des cellules. Ce phénomeéne est appelé hémagglutination dans
le cas de globules rouges. L’agglutination est, en général, utilisée pour la détection et la
caractérisation des cellules. En présence des carbohydrates spécifiques et multivalents,
les lectines précipitent. L’agglutination et la précipitation des lectines peuvent étre

inhibées en utilisant des carbohydrates spécifiques pour ces lectines.

Les lectines sont classées en fonction de leur spécificité par rapport aux carbohydrates [2]
ou de leur origine soit végétale, bactérienne et animale (comme les galectines qui sont
spécifiques pour le galactose). Ces lectines sont formées de plusieurs monomeres, pas
nécessairement identiques, ayant une masse moléculaire qui ne dépasse pas 40 kDa.
L’affinité des lectines pour les monosaccharides (de I’ordre de 1 mM) est généralement

plus faible en comparaison avec leur affinité pour les oligosaccharides (de I’ordre du uM)

[8].



A la surface des cellules, les oligosaccharides sont formés de plusieurs unités de
monosaccharides. Certains monosaccharides présentent une topologique semblable. Par
exemple, les lectines qui reconnaissent le galactose se lient aussi au N-acétyle
galactoseamine. Certaines lectines, comme la PA IIL de Pseudomonas aeruginosa,
présentent aussi une affinité pour plusieurs monosaccharides (mannose, fructose et
fucose) ayant des structures différentes mais avec des fonctions hydroxyles avec une

topologie trés similaire, tel que présenté dans la Figure 1.2.

CHs

o—D-mannose —D-fructose

Figure 1.2: Structures de monosaccharides (mannose, fructose et fucose).

Les lectines végétales sont produites par les plantes légumineuses (pois, féves, haricots,
arachides, etc.). Le Tableau 1.1 présente quelques exemples de lectines végétales et leurs

spécificités pour les carbohydrates [9].

La lectine Concanavaline A (Con A) utilisée dans cette étude, est produite par le haricot
sabre (Concanavalia ensiformis). Elle a été isolée en 1919 par Sumner, qui a également
démontré sa spécificité pour les carbohydrates [10]. La découverte de cette lectine a joué

un rdle important pour élucider la spécificité du groupe sanguin. Con A a une structure de



homotétramére composée de quatre sous-unités identiques de 26 kDa pour une masse
totale d’approximativement 104 kDa. Chaque sous-unité est liée a deux ions métalliques,
soit Ca®* et Mn®". A pH 7, les tétraméres sont formés préférentiellement alors qu’aux pH
plus acides (pH 4.5 a 5.6) il y a la formation de diméres seulement. Con A présente une
sélectivité pour des groupes de a-D-mannose (a-D-man) et a-D-glucose (a-D-Glc) de
forme pyrannose. Un tétramére de Con A pourra donc se lier en méme temps a quatre

carbohydrates.

Une autre lectine utilisée dans cette étude, le Wheat germ agglutinin (WGA), est isolée
du Triticum vulgaris. Cette lectine d’une masse moléculaire de 36 kDa est un dimére
formé de deux sous-unités identiques. La lectine WGA présente une sélectivité pour le N-

acétyle glucosamine (NAcGlc) et 1’acide sialique.



Tableau 1.1: Exemples des lectines végétales et leurs affinités pour les carbohydrates.

Source de lectine Abréviation Affinité
Arachis hypogaea PNA B-D-gal-(1—3)-D-NAcGal
Canavalia ensiformis Con A a-D-man > 0-D-Glc
Dolichos biflorus DBA a-D-NAcGal
Griffonia simplicifolia GSA-II a et B-NAcGlc
Griffonia simplicifolia | GSA IB4 a-D-galactose
Glycine max SBA a-D-NAcGal > -D-NAcGal
Lens culinaris LCA a-D-man > a-D-Glc
Lotus tetragonolobus LTA a-L-fucose
Ricinus communis RCA-I B-D-gal-(1—4)-D-NAcGlc
Triticum vulgare WGA NAcGlc > acide sialique
Ulex europaeus UEA-I a-L-fucose

Les lectines, présentes a la surface des bactéries, sont impliquées dans 1’adhésion
bactérienne aux glycoprotéines a la surface cellulaire. Cette adhésion représente la
premiére étape dans le processus d’infection d’une cellule [11]. Les lectines sont des
facteurs de virulence. Certaines bactéries pathogénes mutantes qui n’ont pas de lectines
sont incapables d’initier I’infection [12]. Aprés ’adhésion, les bactéries s'agglutinent et
forment un biofilm qui est une matrice de polymeére hydratée. Ce biofilm donne une

certaine résistance des bactéries aux antibiotiques. Les lectines bactériennes sont sur des



fimbriae (pilis), qui sont des organelles qui assurent la mobilit€ des lectines dans le

milieu, afin de reconnaitre la surface d’une cellule.

L'adhésion de la baciérie Escherichia coli (E. coli), qui est un pathogéne humain, se
produit par l'intermédiaire des fimbriae de tvpe I avec des domaines de lectines favorisant
I’adhésion a I'épithélium de I'appareil urinaire [13, 14]. Les lectines d’E. coli ont des sites
de reconnaissance différents (FimH, FimC). Par exemple, le FimH représenté dans la
Figure 1.3 est spécifique pour le mannose. La structure du complexe avec le mannose est
illustrée sur la Figure 1.4 [15]. Cette spécificité sera utilisée pour vérifier I’efficacité des

biocapteurs développés lors de cette étude.

Figure 1.3: Sites de reconnaissance de la bactérie E. coli [15].
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Figure 1.4: Interactions entre le a-D-man et huit acides aminés de la bactérie E. coli par
des liaisons hydrogéne, interactions hydrophobes et liaisons avec les molécules d’eau

[15].

Une autre bactérie, qui produit deux lectines dont une sera étudiée, est la Pseudomonas
aeruginosa (PA). Elle cause des infections du systéme respiratoire, de 1'appareil urinaire
et gastro-intestinal. Elle peut causer la mortalité chez les nouveaux-nés car la bactérie a
une résistance aux antibiotiques [16]. Dans le cas de patients atteints de fibrose kystique
la mortalité est d’environ 50%. La bactérie PA, posséde des fimbriae de type IV qui lui
permettent de se lier 3 la surface des cellules. Elle produit deux lectines solubles qui sont
associées aux facteurs de virulence de la bactérie. La lectine PA IL (12.7 kDa) a une
spécificité pour le galactose et possede une constante d’association de 3.4x10* M1 [17].
La lectine PA IIL (11.7 kDa) posséde une sélectivité forte pour le fucose tel que le
montre une constante d’affinité de 1.6x10° M7 [18]. Les deux lectines sont des
tétraméres et elles sont présentes dans le cytoplasme et sur la paroi extracellulaire de la

bactérie et se lient aux carbohydrates de glycoconjugués [19]. PA IL et PA IIL sont
9



impliquées dans la formation du biofilm et dans l'adhérence de PA aux cellules
épithéliales des patients atteints de fibrose kystique. Les interactions entre la bactérie et le
biofilm sont responsables de I’infection des poumons par la bactérie PA [20]. La
formation du biofilm consiste en une étape d’adhésion des bactéries & la surface des
poumons, suivis de la prolifération et 1’agglomération des bactéries [20]. Ce biofilm
donne une résistance aux anticorps et une protection contre la pénétration des

antibiotiques. La lectine PA IL sera aussi utilisée pour valider le biocapteur synthétisé.

1.2.1. Interactions ligand-récepteur

Plusieurs études ont permis de mieux comprendre les processus de reconnaissance
impliquant les carbohydrates. Ces processus sont complexes et impliquent un équilibre
entre la formation de liaisons d’hydrogéne, d’interactions de van der Waals,
d’interactions hydrophobes, et d’interactions électrostatiques. Les molécules d'eau
forment des liens hydrogénes avec le ligand. Les acides aminés ont des groupes NH et
CO qui sont impliqués dans les liaisons avec le ligand par des liaisons hydrogene et des
interactions électrostatiques. Les interactions électrostatiques et la coordination avec des

ions métalliques sont moins souvent impliquées dans I’interaction.

Les liaisons hydrogéne sont fortement impliquées dans la spécificité et I’affinité des
carbohydrates pour les protéines. Elles dépendent, en général, des interactions entre les
hydroxyles de carbohydrates et les chaines latérales d'acides aminés de la protéine tels
que l'acide aspartique (Asp), de l'asparagine (Asn), de l'acide glutamique (Glu), de la

10



glutamine (Gln), de l'arginine (Arg), des résidus de sérine (Ser), de tyrosine (Tyr) et de
leucine (Leu). Le groupement hydroxyle des carbohydrates posséde I'avantage d’avoir un
degré de rotation autour de l'angle de torsion de C-OH, ce qui permet une meilleure

orientation et méne a une meilleure spécificité [5].

Par exemple, sur la Figure 1.5, 'oxygéne en position 3 (O3) du groupement hydroxyle du
mannose forme une liaison hydrogéne avec Arg 228 de la lectine Con A [2]. Les oxygéne
en position 4 et 6 (04) et (O6) forment des liaisons hydrogene avec Asp206, O4 et O6

une liaison hydrogéne avec Asn 14 et Tyr 100.

Figure 1.5: L’interaction entre le Con A et le Me-a-D-man par des liaisons hydrogéne.

[2].

Les interactions de van der Waals sont aussi impliquées dans les interactions

hydrophobes. Méme si les carbohydrates sont des molécules polaires, la disposition des

11



groupements hydroxyles, tel qu’illustré dans la Figure 1.6, cause la formation de régions
hydrophobes a leurs surfaces. Ceci favorise les contacts avec les chaines latérales

hydrophobes des protéines [21, 22].

g,,LHmO Régions hydrophobes du
Groupes polaires m..a+H—o‘&§g,O__§ B-D-glucose
équatoriaux el = O
4 O=Hd+
Région hydrophobe du

B-D-galactose

HO /OH
O
Ho&@zo —§
HO

Figure 1.6: Régions hydrophobes et polaires des carbohydrates [21].

La Figure 1.7 présente I’interaction entre la lectine Con A et le p-NOs-o-D-man. Il y a
des interactions par des liaisons hydrogene entre les acides aminés de la protéine (Asnl4
et Asp208, Arg228, Leu99 et Tyr100) avec le sucre et aussi des interactions de van der
Waals entre la Tyr12, Leu99 et Tyr100 et le groupement hydrophobe phényle du p-NO,-
a-D-man [7]. La présence du groupe phényle hydrophobe sur p-NO;-a-D-man augmente

I’affinité pour la lectine Con A de 10 fois comparé a celle de a-D-man [23, 24].

12



T90 R

LEL

Figure 1.7: Interaction hydrophobes entre Con 4 et le p-NO,-0-D-man (PNM) [7].

Les molécules d’eau jouent aussi un role important. Les interactions non polaires
impliquent la libération de molécules d’eau. En relachant plusieurs molécules d’eau, le
systéme est stabilisé d’un point de vue entropique et énergétique car les interactions entre
molécules d’eau et résidus non polaires ne sont pas favorables. Pour les interactions
polaires, les molécules d’eau peuvent se lier par des liaisons hydrogene avec les ligands

et récepteurs.

1.3. Multivalence et interactions avec des protéines

Les carbohydrates jouent un role important dans le syst¢tme immunitaire. Des approches
synthétiques ont été développées pour utiliser les carbohydrates comme inhibiteurs
d’adhésion de bactéries sur les cellules saines et aussi pour diminuer la propagation de
cellules tumorales. Ces approches utilisent des ligands multivalents pour augmenter

’affinité faible (de ’ordre du mM) entre monosaccharides et protéines [24]. Le concept
13



de multivalence est inspiré de la nature car les ligands et récepteurs qui sont a la surface

des cellules sont multivalents [25].

Des oligosaccharides ont donc été synthétisés et utilisés comme une alternative aux
traitements utilisant des monosaccharides. Les tests d’inhibition ont montré une plus
grande affinité des oligosaccharides comparée aux monosaccharides [20, 26]. Des
oligosaccharides synthétiques ont été utilisés dans le traitement de diverses maladies
telles que les infections bactériennes et virales [20], les déficits immunitaires, 1'arthrite,

I'inflammation et le cancer [27].

D’autres approches multivalentes posant moins de défis synthétiques que la synthése
d’oligosaccharides ont été développées pour augmenter 1’affinité entre les carbohydrates
et les protéines. La discussion qui suit porte sur I’effet de la multivalence sur la
spécificité des interactions carbohydrates-protéines ainsi que [utilisation de
carbohydrates multivalents pour la reconnaissance des protéines, [I’inhibition et la

détection.

De nombreuses études montrent que les molécules multivalentes, géométriquement bien
organisées ayant une structure ouverte terminée par des carbohydrates en surface,
augmentent la reconnaissance moléculaire des protéines qui ont plusieurs récepteurs tel
que montré dans la Figure 1.8. Cependant, plus ce type de molécule est flexible, plus la
perte d’entropie sera grande et ’interaction des carbohydrates aux récepteurs de protéines

sera moins favorable [25].
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Figure 1.8: Interaction entre les récepteurs des protéines et des ligands monovalents et

multivalents.
1.3.1. Glycodendriméres

Les dendrimeéres [28-35] sont une classe de molécules qui possédent un ensemble de
propriétés structurales, ce qui en fait un bon choix pour la synthése de glycomolécules
multivalentes. Les 6endriméres sont des molécules ayant un noyau sur lequel sont
attachées successivement des branches ayant des groupes fonctionnalisés. A la fin de
chaque réaction, une nouvelle génération ayant un nombre croissant de branches
identiques est obtenue. Deux types de ﬁléthodes de synthése sont utilisées pour obtenir
des dendriméres: la synthése divergente [28, 31] et la synthése convergente [29]. La
synthése divergente s'effectue a partir du cceur vers la périphérie, en greffant de petites
molécules sur la surface du dendrimére. La synthése convergente consiste & construire le
dendrimeére de la périphérie vers le cceur a l'aide d’unités dendritiques qui sont rattachées

ensemble, par un cceur, dans I’étape finale de synthése. Des carbohydrates peuvent étre

15



greffés a la surface des dendriméres, ce qui forme une classe de molécules nommées

glycodendriméres dont la structure est illustrée dans la Figure 1.9.
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Figure 1.9: Structure du glycodendrimére de type poly(amidoamine) PAMAM de

génération 1 (G 1) avec 18 groupements mannoses en surface [24].

Présentement, les glycodendriméres sont surtout formés a partir de dendriméres de type
poly(amidoamnine) (PAMAM) obtenus par la méthode divergente [24]. Les amines
terminales des dendrimeres servent & greffer des carbohydrates par I’intermédiaire de
groupements isothiocyanates [23, 24, 36-38]. Les dendrimeres PAMAM présentent

I’avantage d’étre faciles a synthétiser et ils sont méme disponibles commercialement.
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D’autres glycodendriméres de type poly(propyléne imine) similaires aux PAMAM ont
été synthétisés [39]. Les glycodendriméres PAMAM ont été utilisés pour 1’agglutination
de lectines [24, 40] et I’inhibition de la bactérie E. Coli {37, 41]. Les glycodendrimeéres
ont été aussi testés comme vaccins [42, 43] dans le traitement d’infections pathogénes [6,

44] et du cancer [42, 45, 46].

L’efficacité des glycodendriméres a reconnaitre des protéines augmente avec la
génération de glycodendriméres, ou Gn (n=0, 1, 2, 3, etc.) correspond a la génération de
dendriméres. Les générations inférieures de glycodendriméres (GO, G1 et G2) ont des
structures ouvertes avec peu de défauts mais elles présentent moins de carbohydrates en
surface que les générations supérieures (G3, G4, etc). Toutefois, I’augmentation du
nombre des carbohydrates en surface pour les générations supérieures diminue la
reconnaissance moléculaire a cause de I’encombrement stérique [24]. Pour ces raisons,

I’amplification de la reconnaissance par les glycodendrimeéres est limitée.

1.3.2 Glyconanoparticules d’or

Des alkylthiols terminés par des carbohydrates adsorbées sur des nanoparticules d’or [47]
ou sur des plaques recouvertes d’or sous forme des monocouches auto-assemblées
(SAM) [48, 49] ont été utilisées comme approches multivalentes. Les propriétés optiques
et catalytiques de 1’or, des nanoparticules d’or et des structures SAM ont été utilisées

dans le développement de sondes biomédicales ou chimiques.
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La premiére méthode développée pour obtenir des nanoparticules d’or est la méthode de
réduction de l'acide tétrachloroaurique (HAuCly) en présence du citrate de sodium [50,
51]. En utilisant cette méthode, des particules avec un diamétre variant entre 10 et 100
nm peuvent étre obtenues. Plusieurs méthodes de synthése de nanoparticule d’or
relativement simples ont été développées et elles permettent de mieux contréler la taille
des particules. La méthode la plus utilisée est celle de Brust [52] qui est schématisée dans
la Figure 1.10. Cette méthode utilise comme ligand le thiol car le soufre se lie de fagon
covalente a l'or. Pour cette réaction, une solution aqueuse de l'acide tétrachloroaurique,
(HAuCly) est transférée a une solution de bromure de tétraoctylammonium dans le
toluéne qui agit comme surfactant. Par la suite, 1’or est réduit par le réducteur NaBH, en

présence de dodécanethiol [52].
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Figure 1.10: Réaction de Brust pour obtenir des nanoparticules d’or recouvertes

d’alkylthiols.

La méthode de Brust permet la synthése de nanoparticules d'or stables et avec une

distribution réduite de leur taille. Cependant, ces nanoparticules sont insolubles dans
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I’eau. La synthése de nanoparticules d’or peut également étre effectuée dans une solution
de méthanol-eau en utilisant des thiolates solubles dans I’eau [53]. Plus tard, Murray a
rapporté la synthése de nanoparticules d'or solubles en utilisant comme stabilisateur le
tiopronin qui est un acide aminé [54]. Pour obtenir des nanoparticules d’or solubles dans
I’eau, des dendrimeres de type poly(amidoamine) PAMAM ont été adsorbés a la surface
d’or [55]. La synthese se déroule dans le méthanol et des particules de 2-3 nm sont

obtenues. Ces nanoparticules sont solubles dans 1’eau.

Les propriétés optiques de nanoparticules d’or dépendent de leur taille et structure [56-
59] et de I’environnement chimique (ligand organique, solvants) [60, 61]. De plus, quand
les nanoparticules sont suffisamment proches l'une de l'autre, les interactions inter-

particules peuvent changer leurs propriétés optiques.

Une caractéristique optique importante des nanoparticules d’or est la présence d’un
plasmon de surface (SP) dans le spectre UV-VIS. Le plasmon de surface est dii au nuage
électronique a la surface de nanoparticules qui entre en résonance avec le champ
¢lectromagnétique a cause des oscillations des électrons de la bande de conduction. La
couleur des nanoparticules dépend de I’intensité et de ’énergie du SP. Le plasmon de
surface a 520 nm est caractéristique de nanoparticules d'or de taille plus grande que 2 nm
et il se déplace vers des longueurs d’ondes plus €levées quand leur taille augmente [62],

telle que le démontre la Figure 1.11.
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Figure 1.11: Déplacement du plasmon de surface dans le spectre UV-VIS en fonction de

la taille de nanoparticules d'or [62].

Les nanoparticules de taille de moins de 2 nm n’ont pas de plasmon de surface a 520 nm.
Ceci est du au fait que les électrons de conduction sont dans des niveaux discrets
d’énergie, alors que dans l'or métallique, les électrons sont délocalisés et forment un

continuum ayant dans le spectre UV-VIS I’aspect d'un conducteur [63].

1.4. Biocapteurs a2 base de nanoparticules d’or

Les propriétés optiques ainsi que physico-chimiques des nanoparticules d’or (plasmon de
surface, effet de taille de quantum, conductivité) ont été utilisées pour la détection des

protéines par des méthodes optiques telles que la résonance des plasmons de surface
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(SPR), microscopies électroniques (MEB, TEM) ainsi que la calorimétrie (ITC). Ces

méthodes ont I’avantage de détecter des protéines non marquées au préalable.

Dans cette section, quelques exemples d’applications des nanoparticules d’or pour la
détection de biomolécules par colorimetrie, SPR et TEM sont présentés. Par exemple, des
nanoparticules fonctionnalisées avec des protéines, des peptides et 'ADN ont été utilisées
comme biocapteurs [64-70]. Plus récemment [66] des NP modifiées avec des peptides ont
été utilisées pour visualiser in vitro des cellules des fibroblastes. Ces NP sont stables,

compatibles avec le milieu biologique et elles ne sont pas toxiques pour les cellules.

Tel que présenté dans la Figure 1.12, [66] des nanoparticules sur lequelles ont été greffés
des alkylthiols modifiés avec de carbohydrates (glyconanoparticules, (GNP) [71] ont été

utilisées pour la détection des protéines [67, 72-74].

1-100nm

Carbohydrates

Figure 1.12: Interactions des glyconanoparticules d’or avec des protéines [66].



Cependant, la présence d’alkylthiols sur ces GNP diminue la stabilité et la dispersion de
taille de GNP. De plus, les branches thiols contribuent & des interactions non spécifiques

entre les NP et les protéines [75].

Des GNP modifiées avec des oligosaccharides, obtenus par la méthode de Penadés [47],
ont été utilisés pour étudier les interactions entre les carbohydrates et les biomolécules
(protéines, des peptides ou ADN) et différents processus biologiques [47, 65, 66, 76]. Le
groupe de Panadés [77] a utilisé des GNP modifiées avec du lactose dans une thérapie
anti-adhésive afin de ralentir ou empécher la progression de cellules cancéreuses. Une
des étapes dans la formation de métastases est I'adhérence des cellules cancéreuses aux
sélectines présentes & la surface de l'endothélium des cellules. Aprés ’adhésion, ces
cellules peuvent migrer et ainsi créer de nouvelles cellules cancéreuses. Par conséquent,
Putilisation de glyconanoparticules a comme but d’inhiber ’adhésion des cellules

cancéreuses a la surface des cellules en bloquant les selectines.

Pour comprendre le mécanisme des interactions entre les carbohydrates multivalents et
les protéines [25, 78], plusieurs recherches ont utilisé la lectine Con A en présence de
GNP comme systtme multivalent [72, 79, 80-82]. Les études par colorimétrie ont
démontré une agglomération des particules aprés 1’addition de Con A aux GNP
recouvertes de mannose qui est suivie d’une précipitation due a la formation d’un

complexe tridimensionnel [79].
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Les GNP ont été aussi utilisées dans la reconnaissance de la lectine Con A par la méthode
SPR [72]. Comme le montre la Figure 1.13, cette étude utilise une surface d’or (SAM)
modifiée avec l’alkylthiol et le mannose. Les groupements mannose de SAM
reconnaissent la lectine Con A. Cependant, en présence de GNP, la lectine Con A
présente une affinité plus grande pour les récepteurs mannose de GNP. Cette affinité est

due a la multivalence et a la distribution spatiale des ligands a la surface de GNP.

5> B s s

Figure 1.13: Etude de compétitivité par SPR entre les interactions carbohydrates de type

mannose de glyconanoparticules d’or et d’une surface SAM et la lectine Con A [72].

Depuis 1971 les nanoparticules d’or [83] ont été utilisées dans l’imzﬁuno marquage des
biomolécules. Le développement de la méthode TEM permet la visualisation du
marquage des cellules par les nanoparticules d’or modifiées avec des protéines, peptides
ou avec I’ADN [84-86]. Il n’est pas nécessaire de modifier les cellules avec des

biomolécules ou avec des fluorophores. Le groupe de Lin [87] a utilisé les GNP pour le



marquage de protéines membranaires. L’image TEM présenté dans la Figure 14, montre
que les GNP de type mannose (points noir qui correspondant a 1’or) présentent une
adhésion spécifique pour les récepteurs Fim H de pili (sous forme de baton blanc) de la

bactérie E. coli (en noir).

Figure 1.14: Marquage de la bactérie E. Coli par les glyconanoparticules d’or [87].

1.5. Détection de protéines par fluorescence

La fluorescence (par spectroscopie ou microscopie confocale) est la méthode de choix
pour la détection de biomolécules car elle a la sensibilité requise pour étudier des
phénoménes biochimiques impliquant un petit nombre de molécules. Néanmoins, il faut

dans la majorité des cas greffer des fluorophores sur la protéine ou sur le ligand.



De maniére générale, la fluorescence se produit suite a I’absorption de photons par une
molécule de type fluorophore, fluorochrome ou par sonde fluorescente. C’est un
phénomeéne physique dans I’ensemble des phénomeénes de luminescence comprenant la
photoluminescence. Le diagramme de Jablonski présenté dans la Figure 1.15, ilustre deux
différents phénoménes liés a la photoluminescence: la fluorescence et la
phosphorescence. La fluorescence a lieu suite & une absorption de lumicre et elle est
caractérisée par I’émission de photons qui se produit lors des transitions électroniques
d’une molécule entre un état excité singulet S1 vers 1’état fondamental singulet SO
(relaxation). La phosphorescence est un type de photoluminescence qui persiste apres
’arrét de ’excitation lumineuse. En effet, elle se distingue de la fluorescence par le mode
de désexcitation de la molécule. La phosphorescence est caractérisée par des transitions
électroniques entre un état triplet excité et 1’état fondamental singulet. Dans ce cas, la

durée de vie moyenne de I’état excité est plus longue que pour la fluorescence.

Phaosphoresence

Figure 1.15: Diagramme de Jablonski. Adapté de [88].
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De plus en plus en biologie, la détection sélective de biomolécules peut étre réalisée par
le transfert d’énergie par résonance de type Forster (FRET) (Forster Resonance Energy
Transfer) [88-91]. Tel que représenté dans la Figure 1.16 la méthode FRET est basée sur
la mesure du transfert d'énergie entre deux molécules fluorescentes (un donneur et un
accepteur) lorsque leurs niveaux d’énergie coincident et que leur séparation est entre 10
et 100 A. Ceci conduit a une diminution de l'intensité de fluorescence du donneur et a
une augmentation de I’intensité d’émission de 1’accepteur. Pour un transfert d’énergie de
fluorescence optimal, le spectre d’émission du donneur doit se superposer au spectre
d’absorption de ’accepteur. L’efficacité du transfert est proportionnelle 4 I’inverse de la
distance entre le donneur et I’accepteur a la puissance 6. Dans cette section, des exemples

de détection par FRET seront présentés.

=== Transfert
— d’ énergie

52 -

Fex

Figure 1.16: Transfert d’énergie par résonance de type Forster (FRET). Adapte de [88].
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Certains biocapteurs qui possédent une bonne sensibilité pour la détection de glucose
dans le sang utilisent la méthode par FRET. Ce type d’analyse a été réalis€¢ pour
I'interaction compétitive entre la lectine Con A, des polymeéres fluorescents de type
dextran sur lesquels ont été greffés des fluorophores de couleurs différentes et le glucose

[92].

Une autre étude [93] montre une affinité sélective entre des carbohydrates et une lectine
en mesurant le transfert d'énergie par FRET entre la fluorescéine (donneur) d’une sonde a
base de polymére modifiée avec la lectine et un polymére de dextran marqué avec le

Rouge du Texas® (accepteur).

L’affinit¢ entre la lectine PA IL de la bactérie Pseudomonas aeruginosa pour
I’homosérine N-acyle lactones (AHSL) est démontrée par le transfert d'énergie FRET
entre deux marqueurs fluorescents qui sont des dérivés d'acide naphtaléne sulfonique
greffés a la lectine [94]. D’autres études [95] ont utilisé des glycodendrimeres
fluorescents de type PAMAM modifiés avec de glucose et marqués avec le chromophore
Alexa Fuor®, utilisés pour la détection de la lectine fluorescente, Con A. Dans cette
étude, le transfert d’énergie se réalise entre ies fluorophores du glycodendrimere et de la

lectine.

Récemment, des nanoparticules d’or ont été utilisées pour la détection et le marquage des

biomolécules par fluorescence. Elles ont été utilisées en raison de leur coefficient
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d'extinction élevé et d'un large spectre d'absorption dans visible qui recouvre les spectres
d’émissions de plusieurs fluorophores. Par exemple, des nanoparticules d’or modifiées
avec des dendriméres de type PAMAM et conjuguées avec des biomolécules (biotine) ont
été utilisées pour détecter spécifiquement, par FRET, les interactions de type biotine-
avidine, en présence de QD conjugués avec 1’avidine [75]. Les QD sont des semi-
conducteurs avec des propriétés optiques photostables et une taille de moins de 100 nm.
Leur efficacité est supérieure a celles des colorants fluorescents organiques mais ils sont
excités par la lumiere UV ce qui peut causer une dégradation du matériel biologique. De

plus, dans le cas de QD de CdS et CdSe, les ions Cd** sont trés toxiques.

De plus, des études récentes [96] ont démontré I'utilisation de nanoparticules d’or pour la
détection de protéines par un transfert autre que le FRET, le transfert d'énergie entre un
fluorophore et une surface de nanoparticule métallique séparées d’une distance (d) de 220
A comme il est représenté dans la Figure 1.17. Ce transfert d'énergie entre le donneur et
les électrons de la bande de conduction d’un métal est appelé le transfert d'énergie de
surface (SET). Dans le cas de transfert dipdle-surface de métal, le rendement de transfert
d’énergie varie selon 1/d*. Les interactions des fluorophores avec des surfaces de métaux
sont différentes selon la distance d’interaction. Pour des distances < 10 A le transfert
d’énergie est important. Pour des distances de 20 a 300 A le transfert d’énergie est
dominant. Pour des distances > 500 A, les oscillations de fluorescence dues aux effets

dip6le-miroir sont prépondérantes.
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Eex

Donneur Eem

Eser

Accepteur

Figure 1.17: Transfert d'énergie entre un fluorophore (FITC) et une surface de

nanoparticule métallique d’or (SET). Figure modifiée d’apres [96].

Les processus FRET et SET [96] ont des comportements différents selon la séparation
entre la fluorescéine (donneur) greffée sur les brins complémentaires d'ADN et I'or des
nanoparticules {(accepteur) dun diamétre de 1.4 nm, greffé sur le brin d’ADN & I"opposé
du fluorophore. La distance entre le fluorophore et I’or a été systématiquement variée en
augmentant les longueurs des brins d'ADN. Le processus SET n'est pas un processus
résonnant contrairement au processus FRET. Dans le cas de SET, le champ
électromagnétique du dipdle (donneur) du fluorophore interagit avec les électrons libres
dans la bande de conduction du métal (accepteur). Ces électrons de conduction se
comportent comme un gaz de Fermi et agiront I'un sur l'autre plus fortement avec le
dipble oscillant quand ils sont proches et dans une direction perpendiculaire a la surface
du métal. Le dipdle n'interagit pas avec les transitions électroniques résonantes discrétes,

mais plutdt avec la bande électronique du métal.
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Le groupe de Kim [75] utilise des nanoparticules d’or conjuguées avec la lectine Con A
en présence des QD conjuguées avec dextrane. Les résultats montrent que la
photoluminescence de QD diminue de 70 % aprés 1’addition de nanoparticules d’or dii &
un transfert d’énergie SET entre QD et la surface d’or. La constante d’affinité évaluée par
la méthode de transfert SET entre les QD et les nanoparticules d’or a une valeur de

6.7x10'M™".

Des glyconanoparticules fluorescentes, non toxiques pour les cellules, ont €té utilisées
pour le marquage des cellules [47] et leur détection par la microscopie confocale.
Cependant, il n’y a pas d’études par FRET ou SET portant sur le mécanisme d’interaction

des glyconanoparticules d’or pour la détection des protéines.
1.6. Affinité¢ des carbohydrates multivalentes pour les protéines

La littérature [8, 25, 97] contient peu de détails sur les mécanismes par lesquels les
ligands multivalents augmentent leur affinité pour les récepteurs- des protéines. Toutefois,
il en ressort que I’augmentation de 1’affinité est reliée a la formation de complexes sous
forme d’agrégats. Ceux-ci se forment grice aux interactions intramoléculaires et

intermoléculaires des ligands multivalents avec les protéines.

Dans le cas de ligands multivalents, la constante d’association des interactions
intramoléculaires est plus grande que pour un ligand monovalent. Ceci est di au fait que

I’énergie libre d’interaction est plus grande que celle pour une interaction monovalente.
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Par exemple, la Figure 1.18 montre les récepteurs des toxines bactériennes de Shiga et de
Shigalike (SLT) qui forment un complexe avec un carbohydrate pentavalent par un
mécanisme intramoléculaire ol les cing accepteurs de la toxine interagissent avec les cing

carbohydrates du ligand [98].

Figure 1.18: Interactions intramoléculaires entre les récepteurs des toxines bactériennes

de Shiga et de Shigalike (SLT) et un ligand pentavalent [98].

Les ligands multivalents peuvent également se lier aux récepteurs par des interactions
intermoléculaires. Ce type d’interaction implique la formation d’agrégats de grande taille
qui précipitent. Dans le cas ou les ligands multivalents ont une longueur suffisante, la
formation d'agrégats est plus favorable que pour une association intramoléculaire. La

formation d’agrégats peut étre stabilisée par des interactions entre protéines. La formation



de complexes tridimensionnels entre les carbohydrates et les récepteurs multivalents de
lectines cause une précipitation. Les études de Brewer [99-102] ont montré la formation
sélective d’agrégats lectine-carbohydrate. Des complexes homogénes tridimensionels
sont formés en présence des carbohydrates multivalents. La précipitation des agrégats
dépend d’un ensemble de facteurs, tels que la concentration du ligand et de la protéine, la
constante d'affinité caractérisant l'interaction, la valence du ligand et de la protéine, la
structure du ligand et de la protéine, la concentration ionique, le pH ainsi que la
température. Des précipités sont souvent formés quand le ligand et la protéine sont

présents dans des rapports équimolaires.

Le groupe de Toone [103] a effectué des études structurales et énergétiques sur le
complexe formé par Con A et des glycodendriméres de valences différentes. Les
glycodendriméres avec plus de trois carbohydrates ont une plus grande affinité due a la

formation des complexes tridimensionnels comme le montre la Figure 1.19.

Figure 1.19: Formation du complexe tridimensionnel de Con A (gauche) par des

interactions intermoléculaires (droite) [103].
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Les études de Kiessling [104] utilisant un ligand trivalent pour la Con A observent la
formation de petits agrégats. Par la suite, ces agrégats interagissent avec les
carbohydrates immobilisés sur le ligand et non pas avec la protéine qui est un tétramére
pour former des gros agrégats. Ce résultat est relié a I’augmentation de la constante
d’affinité. Cependant, les conséquences énergiques pour la formation des agrégats sont

peu claires.

1.7. Interaction carbohydrate-protéine

Le potentiel d’un biocapteur pour la détection des protéines dépend de la force
d’interaction carbohydrate-protéine qui est caractérisée par une constante d’affinité K,.
Les parametres thermodynamiques, soit les contributions enthalpique et entropique ainsi

que I’énergie libre, permettent d’identifier les facteurs déterminants.

Une de méthodes qui permet d’étudier la thermodynamique de la reconnaissance
carbohydrate-protéine est la microcalorimétrie (Isothermal Titration Microcalorimetry,
ITC). Les études effectuées avec des glycodendriméres par ITC montrent que la
constante d’affinité (de 1'ordre de 10° M™), I’enthalpie (-AH) et ’entropie (-AS)
augmentent avec la multivalence du ligand [105, 106]. L’entropie devient plus négative
avec l’augmentation du nombre des carbohydrates et ceci est relié a la flexibilité du
ligand [105]. Cependant, pour optimiser les interactions carbohydrates-protéines il faut
minimiser la diminution de I’entropie en rigidifiant le ligand sans ajouter des contraintes

stériques sur la molécule.
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Les études cinétiques apportent des précisions sur les mécanismes d’interaction
carbohydrate-protéine. Cependant, seulement quelques constantes cinétiques entre des
monocarbohydrates et la lectine Con A ont été déterminées par calorimétrie et
fluorescence. Ces ¢études ont montré que les vitesses d’association entre les
monocarbohydrates-protéines (de 'ordre de 10* M’s™) [107, 108] sont inférieures aux
vitesses contrdlées par diffusion (de I’ordre de 107 M's™) [109]. De plus, la valeur
négative pour le changement d’entropie lors de la formation du complexe entre les
monocarbohydrates et Con A [109] montre qu’il y a des contraintes stériques pour la

formation du complexe.

1.8. Objectifs de la thése

La revue de la littérature présentée ci-dessus a permis de mettre en évidence les progres
récents dans I’utilisation des carbohydrates multivalents pour la détection de
biomolécules et pour certaines approches thérapeutiques. Certaines limites ont aussi été
mises en évidence. Par exemple, I’efficacité des glycodendriméres est limitée par les
effets stériques lorsque leur taille augmente. Les nanoparticules d’or recouvertes de
carbohydrates greffés sur des alkylthiols causent des interactions non spécifiques avec les
protéines et la présence de chaines d’alkyls hydrophobes peut diminuer la stabilité et la
dispersion de nanoparticules. De plus, il n’y a pas d’études portant sur le mécanisme de
Pinteraction carbohydrate-protéine en utilisant les GNP qui ont été réalisées. Le but de

cette these est donc de proposer différentes approches pour améliorer la reconnaissance



des lectines par des GNP et aussi de comprendre I’interaction entre celles-ci et les

lectines.

L’objectif principal de cette thése est de développer un biocapteur qui combine
Iefficacité des glycodendriméres pour la reconnaissance de lectines et les propriétés
optiques des nanoparticules d’or. Ce biocapteur sera utilis¢é dans les méthodes de
fluorescence (FRET ou SET et en microscopie confocale) pour la détection sélective de
lectines et d’une bactérie E. coli. Les GNP serviront comme un outil expérimental pour
déterminer les constantes thermodynamiques et cinétiques. Cet outil permettra d’étudier
le comportement des protéines directement dans I’environnement ou elles sont actives,
comme, par exemple, le role des protéines dans I’adhésion cellulaire. Egalement,
’utilisation du biocapteur en €lectrophorese et en immunoprécipation sera examinée. Un
autre objectif pour cette thése consiste a greffer des carbohydrates sur la silice et de les

utiliser pour la detection et I’immobilisation sélective des lectines.

La thése est structurée comme suit: en premier lieu, la revue de littérature a été€ présentée
dans le premier chapitre. Le deuxiéme chapitre décrit les méthodes de synthese des
nanoparticules d’or et surfaces de silice recouvertes des carbohydrates. Ce chapitre
présente aussi les techniques de caractérisation et les conditions expérimentales utilisées
dans ce projet. La caractérisation des nanoparticules sera présentée dans le troisicme
chapitre. Dans le quatriéme chapitre, les glyconanoparticules d’or seront utilisées pour la
reconnaissance de lectines. Des tests d’immunoprécipitation des lectines ainsi que des

tests d’atténuation de la fluorescence seront présentés. L’étude thermodynamique et



cinétique de l’interaction carbohydrate-protéine en utilisant comme modéle le couple
GNP-lectines fluorescentes est 1’objet du cinquiéme chapitre. Le chapitre suivant
présente des applications possibles de GNP pour Ila séparation de lectines par
électrophorése et la détection d’une bactérie par microscopie. Les applications de silice
recouverte de carbohydrates dans I’immmunoprécipitation, [’atténuation de la
fluorescence ainsi que I’immobilisation d’une lectine pour la détection par microscopie

confocale, seront aussi présentés dans ce dernier chapitre.
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Chapitre 2. Synthése de nanoparticules et surfaces recouvertes de

carbohydrates

2.1. Imtroduction

Au cours des derniéres années, plusieurs groupes ont produit des nanoparticules
fonctionnalisées avec des biomolécules [64, 69, 70, 110-113] ou de carbohydrates [65,
66, 71, 77, 82, 86, 114, 115] pouvant servir de biocapteurs. Toutes ces études utilisent
comme méthode de synthése le greffage sur 1’or d’alkyl thiols fonctionnalisés avec des

biomolécules ou carbohydrates, qui est effectué dans une seule étape.

La présente ¢tude vise a utiliser des nanoparticules d’or recouvertes de carbohydrates qui
présentent une affinité spécifique pour des lectines. L’approche proposée, différente de ce
qui a été publié, consiste a greffer des carbohydrates a la surface de nanoparticules d’or
stabilisées préalablement avec des dendriméres de type poly(amidoamine) PAMAM. Plus
précisément, la synthése consiste a adsorber, tout d’abord, des PAMAM a la surface de
particules d’or afin de les solubiliser et stabiliser ainsi que d’obtenir des particules ayant
une bonne compatibilité avec le milieu biologique. Dans une deuxiéme étape, des
carbohydrates sont greffés sur les amines terminales de nanoparticules d’or stabilisés
avec PAMAM (NP) pour obtenir des glyconanoparticules d’or (GNP).V Pour obtenir des
GNP fluorescentes, un fluorophore est adsorbé en méme temps que les carbohydrates.

Les GNP seront utilisées comme biocapteur multivalent pour la détection des protéines.



Le greffage de carbohydrates est aussi effectué¢ sur des nanoparticules de silice et des
plaques de verre. La silice est un matériau de choix pour cette étude car elle est beaucoup
utilisée pour I’immobilisation et séparation des molécules. L approche utilisée comprend
trois étapes: I’activation de la silice pour obtenir les silanols, le greffage de silanes pour
obtenir les siloxanes et le greffage des carbohydrates a la surface de siloxanes. Ces
surfaces de silice fonctionnalisée avec des carbohydrates seront utilisées pour

I’'immunoprécipitation et la détection de lectines par fluorescence.

Les propriétés chimiques et physiques des nanoparticules d’or avant et aprés le greffage
des carbohydrates sont déterminées par une série de méthodes physico-chimiques
résumées dans la Figure 2.1a. La fraction organique (PAMAM et carbohydrate) sera
analysée par FTIR ainsi que par XPS pour évaluer le rapport N : S. Le rendement du
greffage des carbohydrates sera évalué par le titrage des amines terminales qui réagissent
avec un chromophore, ce qui permet une quantification par la spectroscopie UV-VIS. La
masse organique obtenue par TGA servira a évaluer le diamétre et la masse moléculaire
des nanoparticules d’or. Pour les GNP fluorescentes, la fluorescence sera mesurée par
spectroscopie de fluorescence. Pour la fraction d’or, les méthodes TEM et DLS seront
utilisées pour analyser la taille de particules, la spectroscopie XPS pour étudier 1’état
d’oxydation de P’or et la spectroscopie UV-VIS pour déterminer le plasmon de surface

caractéristique de ’or.

Les propriétés chimiques et physiques des nanoparticules de silice avant et aprés le

greffage des carbohydrates sont déterminées par les méthodes physico-chimiques
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résumées dans la Figure 2.1b. La fraction organique (silanol et carbohydrate) sera
analysée par FTIR et TGA. Le rendement du greffage des carbohydrates sera évalué par
la méthode mentionnée ci-dessus. La taille des particules de silice sera analysée par

microscopie MEB.

Les équipements utilisés pour les différentes applications des nanoparticules modifiées
soit: I’immunoprécipitation, 1’atténuation de la fluorescence suite 4 la reconnaissance de
lectines par les nanoparticules, la séparation des lectines par électrophorése SDS-PAGE,
la détection de la bactérie E. coli par MCBL et MEB et, I’'immobilisation d’une lectine
fluorescente a la surface des plaques de verre recouvertes de carbohydrates par MCBL

sont présentés dans la Figure 2.2.
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Méthode Propriétés

TEM, DLS d (nm)

UV-VIS plasmon surface
% taux greffage de carbohydrates
(titrage TNBS)

XPS degré d’oxydation de I’or,
rapport N : S

FTIR groupes fonctionnels

TGA % fraction organique

Fluorescence émission (FITC/RITC)

Méthode Propriétés

UV-VIS % taux greffage de carbohydrates
(titrage TNBS)

FTIR groupes fonctionnels

TGA % fraction organique

MEB d (nm)

Figure 2.1: Caractérisation physico-chimique de: (a) nanoparticules d’or recouvertes de
PAMAM, carbohydrates et le fluorophore (FITC); (b) silice recouverte de silane et

carbohydrate.
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UV-VIS MCBL
Flucrescence MEB
SDS-PAGE

MCBL

®

GNP  ConA WGA GNP-FITC  E. coli Mannose  Con A-FITC

(a) (b) ©

Figure 2.2: Applications de nanoparticules recouvertes de carbohydrates et méthodes
expérimentales pour la: (a) précipitation des lectines; (b) détection d’une bactérie E. Coli
par les GNP fluorescentes; (c) application de silice recouverte de carbohydrates pour la

détection d’une lectine.
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2.2. Méthodes de synthése

2.2.1. Synthése des dendrimeres PAMAM

Les dendrimeres de type poly(amidoamine) PAMAM ont été utilisés comme support
pour greffer des molécules organiques ou biomolécules. Leur solubilité, stabilité et
compatibilit¢ avec les biomolécules et le milieu biologique, leur petite taille et
multivalence expliquent ce choix. Dans cette section, la synthése des dendriméres
PAMAM est présentée. Ces derniers seront, par la suite, adsorbés sur des surfaces d’or et

serviront a greffer des carbohydrates.

A partir de la cystamine, sept générations des dendriméres PAMAM de type ester et
amine sont synthétisées par la méthode de synthése divergente de Tomalia [33]. Cette
méthode se déroule en deux étapes soit, une addition de Michael, pour former les
générations ester et une amidation des esters, pour former les générations amine. Suite a
une addition d’acrylate de méthyle a la cystamine en présence d’une base, la
triéthylamine, la premiére génération ester G-0.5 avec quatre groupements ester
terminaux est synthétisée. La réaction suivante est une amidation des esters terminaux de
la génération précédente obtenue en ajoutant un exces d’éthylénediamine pour former la
premiere génération amine GO avec quatre groupements amines terminaux. Une
succession des réactions d’addition de Micheal et d’amidation méne aux générations
suivantes jusqu'a la génération amine G2 qui a 16 groupements amines terminaux. Le

détail de chaque synthése est présenté ci-dessous. Les spectres RMN du '"H RMN et °C
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RMN ont été obtenus en utilisant un instrument de Varian de 300 MHz. Les générations

esters ont été analysées dans CDCl; et les générations amines dans le CD;0D.
2.2.1.1. Synthése de la génération PAMAM G-0.5

Le dichlorure de cystamine (10 g, 0.044 mol) dissout dans 5 mL d’eau nanopure et
acrylate de méthyle (0.956 g/cm® ; 0.80 mol, 72.17 ml) sont mélangés dans 100 mL
méthanol. Une solution de triéthylamine (0.726 g/cm’® ; 0.10 mol, 13.77 mL) est ensuite
additionnée lentement. Aprés [’addition d’environ la moitié de la solution de
tri¢thylamine, la solution blanche devient plus claire. La réaction continue a la
température de la piéce sous atmosphére d’azote pendant 48 h. Apres 48 h, la solution est
chauffée a 40°C pendant 30 min. Le solvant est éliminé sous vide. Le produit obtenu est
visqueux avec des solides blancs. 11 est mélangé au diéthyléther et extrait deux fois avec
de ’eau. La partie aqueuse est extraite de nouveau avec le diéthyléther. La phase
organique est séchée avec du sulfate de magnésium pendant 30 min et est ensuite filtrée.
Le solvant est évaporé et 19 g de PAMAM G-0.5 de couleur jaune sont obtenus. Le
rendement de la réaction est de 90 %. Les déplacements chimiques du proton et du
carbone pour G-0.5 (Figure 2.3) sont pour 'H RMN (3, ppm) : 2.44 (t), 2.72 (1), 2.78 (t),
3.62 (s) et pour BCc RMN (d, ppm) : 32.5, 36.3, 49.1, 51.3, 53.1, 172.6.

o

<
-

Figure 2.3: Structure du dendrimére de génération G-0.5.
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2.2.1.2. Synthése de la génération PAMAM GO

L’éthylene diamine (0.899 g/cm3 ; 240.26 mL) est mélangé avec 54 mL de méthanol et
ensuite la solution est refroidie a 5°C. A ce mélange, est ajoutée une solution de 50%
(m/m) dans le méthanol du PAMAM G-0.5 (18 g). La réaction se produit sous
atmosphére d’azote a 5°C pendant 5 jours et apres le mélange est chauffé a 40°C pour 30
min. L’éthyléne diamine en excés et le méthanol sont évaporés sous vide. L’excés
d’éthyléne diamine est ensuite éliminé par 1’azéotrope toluéne : méthanol : 3/1. Aprés la
purification, 20.1 g de PAMAM GO0 d’un produit visqueux de couleur jaune sont obtenus.
Le rendement de la réaction est de 92 %. Les déplacements chimiques du proton et du
carbone pour GO (Figure 2.4) sont pour 'H RMN (8, ppm): 2.12 (s), 2.30 (%), 2.57 ), 2.67
(t), 3.07 (t), 3.17(t), 3.20 (m) et pour C RMN (3, ppm): 34.6, 37.0, 42.5, 43.0, 50.8,
53.7,175.

H,N

(@)

N
S
T

Figure 2.4: Structure du dendrimére de génération GO.
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2.2.1.3. Synthése de la génération PAMAM GO.5

A une solution de ’acrylate de méthyle (0.956 g/cm®; 12.30 mL) dans le méthanol (50%
m/m) sont additionnés lentement, pendant 30 min, 9.30 g PAMAM GO. La réaction est
faite sous atmosphére d’azote a la température de la pi¢ce pendant 48 h. Le mélange est
chauffé a 40 °C pour 30 min et le solvant ainsi que le méthyle acrylate en excés sont
éliminés par évaporation sous vide. A la fin, 15 g de PAMAM G0.5 un produit visqueux
de couleur jaune est obtenu. Le rendement de la réaction est de 98 %. Les déplacements
chimiques du proton et du carbone pour G0.5 (Figure 2.5) sont pour 'H RMN (8, ppm) :
2.28 (1), 2.44 (1), 2.63 (1), 2.65 (5), 2.68(t), 2.74 (1), 3.19 (m), 3.57 (s) et pour >C RMN (3,

ppm) : 32.4,33.4,35.9,36.9,49.0,49.4, 51.3,52.3, 52.7, 171.8, 172.8.

Figure 2.5: Structure du dendrimére de génération GO.5.

45



2.2.1.4. Synthése de la génération PAMAM G1

L’éthyléne diamine (0.899 g/cm®; 198.37 mL) est mélangé avec 44 mL de méthanol et la
solution est refroidie & 5°C. A ce mélange, 50% (m/m) dans le méthanol du PAMAM GO0.5
(10.27 g) est ajouté. La réaction se poursuit sous atmosphere d’azote a 5°C pour 5 jours et,
ensuite le mélange est chauffé a 40°C pour 30 min. L’éthyléne diamine en exces et le
méthanol sont évaporés sous vide. L’excés d’éthyléne diamine est éliminé par 1’azéotrope
toluéne : méthanol : 3/1. Aprés purification, 10.2 g d’un produit visqueux de PAMAM G1
de couleur jaune sont obtenus. Le rendement de la réaction est de 95 %. Les déplacements
chimiques du proton et du carbone pour G1 (Figure 2.6) sont pour 'H RMN (5, ppm): 2.28
(s), 2.33 (1), 2.53 (1), 2.67 (t), 2.77 (t), 3.28 (t), 3.30 (m) et pour >C RMN (8, ppm) : 33.5,

33.7,35.5,37.5,40.9, 41.9, 48.6, 49.6, 50.1, 52.4, 173.9, 173.5.

Figure 2.6: Structure du dendrimére de génération G1.

46



2.2.1.5. Synthése de la génération PAMAM G1.5

Dans une solution d’acrylate de méthyle (0.956 g/cm?; 6.68mL) dans le méthanol (50%
m/m) sous agitation, 6.67 g PAMAM G1 sont ajoutés lentement durant 30 min. La
réaction se fait sous atmosphere d’azote a la température de la pi¢ce pendant 48 h. Le
mélange est ensuite chauffé a 40 °C pour 30 min. Le solvant et ’acrylate de méthyle en
excés sont éliminés par évaporation sous vide. A la fin, 13.9 g d’un produit visqueux
PAMAM G1.5 de couleur jaune sont obtenus. Le rendement de la réaction est de 98 %.
Les déplacements chimiques du proton et du carbone pour G1.5 (Figure 2.7) sont pour 'H
RMN (8, ppm): 2.29 (t), 2.37 (1), 2.46 (1), 2.48 (1), 2.69 (t,) 2.70 (1), 2.82 (), 3.21 (), 3.25
(m), 3.61 (s), 7.90 (t) et pour *C RMN (8, ppm): 32.4, 33.6, 33.8, 34.1, 37.0, 38.8,48 .4,

49.5,49.9, 51.3, 51.5,52.7,172.2, 172.7, 172.9

Figure 2.7: Structure du dendrimere de génération G1.5
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2.2.1.6. Synthése de la génération PAMAM G2

L’éthyléne diamine (0.899 g/cm’; 328.32 mL) est mélangé avec 91.35 mL de méthanol et
la solution est refroidie a 5 °C. A ce mélange, une solution 50 % (m/m) dans le méthanol
du PAMAM G1.5 (10.15 g) est ajoutée et la réaction continue sous atmosphere d’azote a
5°C pendant 5 jours et apres, le mélange est chauffé a 40 °C pour 30 min. L’éthyléne
diamine en excés et le méthanol sont évaporés sous vide. L’excés d’éthyléne diamine est
€liminé par I’azéotrope toluéne : méthanol : 3/1. Aprés purification, 12 g d’un produit
visqueux de PAMAM G2 de couleur jaune sont obtenus. Le rendement de la réaction est
de 95 %. Les déplacements chimiques du proton et du carbone pour G2 (Figure 2.8) sont
pour 'H RMN (3, ppm) : 2.27 (t), 2.31 (1), 2.53 (1), 2.67 (1), 2.74 (t), 2.80 (), 3.20 (t), 3.28
(m) et pour *C RMN (8, ppm) : 33.7, 33.9, 35.7, 37.7, 39.0, 41.2, 42.2, 47.2, 48.9, 49.8,

50.2,52.6,173.8,174.2.

Figure 2.8: Structure du dendrimére de génération G2
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Dans le Tableau 2.1 les caractéristiques des PAMAM soit le nombre de groupes (ester ou

amine) en surface et les masses moléculaires des dendriméres PAMAM sont présentés.

Tableau 2.1: Le nombre de groupes (ester ou amine) en surface et les masses molaires
(MW) des dendrimeres PAMAM des générations ester (G-0, G0.5 et G1.5) et amine (GO,

Gl et G2) [33].

Nr. groupes MW

PAMAM
(ester ou amine) | (Da)
G-0.5 4 496
GO 4 609
GO.5 8 1298
Gl 8 1522
G1.5 16 3348
G2 16 3348

2.2.2. Synthése de glyconanoparticules d’or (GNP)

Ce travail a pour objectif d’augmenter ’efficacité¢ de glycodendrimeres en limitant les
effets stériques sur les branches de dendrimeéres PAMAM de générations supérieures a
G2 et d’obtenir des nanoparticules d’or solubles et compatibles avec un milieu

biologique. Les dendrimeres PAMAM sont également utilisés pour stabiliser les
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particules d’or car ils agissent comme surfactant en réduisant I’agglomération des

particules d’or.

Dans la premiére étape de la synthése des nanoparticules d’or, les dendriméres PAMAM
de générations ester et amine (G-0.5 a G2) avec un pont disulfure synthétisés par la
méthode de Tomalia [33] sont adsorbés sur une surface d’or en utilisant la méthode de
Brust [52]. Lors de I’adsorption de disulfures, la liaison S-S est coupée et les molécules
formées sont liées a la surface d’or par un lien Au-S. Selon la littérature 1’adsorption de

dithiols sur I’or est plus facile que dans le cas de thiols [116].

Seulement les générations amine sont utilisées dans une deuxiéme étape pour le greffage
des carbohydrates qui est effectué par couplage thio-urée entre les amines de NP et des
groupes isothiocyanate des carbohydrates. Les générations ester de NP sont aussi étudiées
car elles peuvent étre aussi utilisées comme support pour le greffage des molécules ou

biomolécules par un couplage ester-amine.

La Figure 2.9 montre la méthode de synthése. La réduction de Au® du complexe Au™-
dendrimére a Au’ s’effectue par un réducteur, le borohydrure de sodium (NaBH,). Ceci
est suivi par le greffage du carbohydrate de type mannose sur les amines de

nanoparticules par un couplage thio-urée.
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Figure 2.9: Synthése de nanoparticules d’or stabilisées avec PAMAM de génération GO
(Au-GO) (1) et greffage de carbohydrates (p-ITC-a-D-man) sur les amines terminales de

nanoparticules d’or (2).



2.2.2.1. Adsorption de PAMAM 2 la surface de NP

Lors de cette étude, le rapport AuCly : dendrimeéres, AuCly: NaBHy et la vitesse
d’addition du réducteur sont optimisés afin d’obtenir des particules plus petites que 2 nm
[117]. La synthese des nanoparticules d’or est effectuée dans le méthanol [55], pour

éviter I’hydrolyse des esters.

A une solution vigoureusement agitée, de 0.5 mmole de tétrachloroaurate d'hydrogéne
(IIT) trihydraté (HAuCls x3H,0) dans 50 mL de méthanol, une solution de dendriméres
PAMAM dans du méthanol est ajoutée. Pour les générations PAMAM G-0.5 et GO le
rapport molaire AuCly” : PAMAM est 1 : 2. Pour les générations GO0.5 et G1 le rapport
molaire AuCly : PAMAM est 1 : 1 et pour les générations G1.5 et G2, le rapport molaire
AuCly : PAMAM est 2 : 1. Suivant ’addition du PAMAM, la solution jaune de AuCly
devient orange. Le mélange est agité pendant 30 minutes pour que 1’or soit complexé
avec les dendrimeres. Au mélange de couleur orange, une solution de 7.5 mmoles de
NaBH, dans 50 mL de méthanol est ajoutée a une vitesse de 10 mL par minute. Le tout
est brassé pendant 1 h. La solution devient brun-rouge suivant 1’addition du réducteur. Le
méthanol est ensuite éliminé par évaporation sous vide. Les nanoparticules précipitent
avec l’ajout de 100 mlL d’acétone. Une heure est requise pour sédimenter les
nanoparticules. Apres, elles sont recueillies par filtration sur un filtre de nylon de 0.45
um. Le précipité est lavé avec un mélange acétone : méthanol 5 : 1. Le solide recueilli est
séché dans une étuve a vide & 20°C pendant 6h. La quantité récupérée est d’environ 100

mg de nanoparticules.
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Les nanoparticules Au-G-05 sont noires; Au-GO sont brunes; Au-GO0.5 sont brunes-
rouges; Au-G1, Au-G1.5 et Au-G2 sont brunes. Toutes les nanoparticules d’or stabilisées
avec PAMAM sont solubles dans 1’eau et dans une solution tampon de PBS. La taille des
particules est déterminée par TEM. Les particules ont été caractérisées par FTIR, XPS et
TGA afin de vérifier I’adsorption des dendrimeéres PAMAM. La présence du plasmon de
surface, qui est reliée a la taille des nanoparticules, a été vérifiée par la spectroscopie UV-
VIS. Le taux de greffage des PAMAM a été déterminé par le titrage des amines avec le

TNBS.

2.2.2.2. Greffage de carbohydrates (et de fluorophores) sur les NP

La deuxiéme étape de synthése du biocapteur est le greffage des carbohydrates p-
isothiocyanatophényle soit : a~-D-mannopyranoside (p-ITC-a-D-man), B-
galactopyranoside (p-ITC-B-D-gal) et N-acétyle-B-D-glucosamine (p-ITC-B-D-NAcGlc)
et du fluorophore isothiocyanate: fluorescéine (FITC) ou tétrarhodamine (RITC) pour
obtenir des particules fluorescentes. Ce greffage est effectué directement sur les amines
des nanoparticules d’or et résulte en la formation d’un groupement thio-urée [24, 37,
118]. Une purification consistant en la précipitation causée par ’ajout d’acétone suivie

d’une filtration est effectuée.

Les carbohydrates p-ITC-a-D-man et p-ITC-B-D-gal ont été greffés sur les amines de

dendriméres PAMAM (sans nanoparticules d’or) en utilisant la méthode proposée par
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Roy [24] pour la formation du groupement thio-urée afin de comparer 1’efficacité des

glycodendrimeéres avec celle des glyconanoparticules d’or.

Les carbohydrates p-isothiocyanatophényle greffés sur les nanoparticules et dendrimeres
sont synthétisés & partir de carbohydrates p-nitrophényle [118]. Les carbohydrates
phényliques sont utilisés & cause de ’attraction hydrophobe du groupe phényle pour les
récepteurs de bactéries et lectines plus grande que celle des carbohydrates méthyliques

[5, 24].

A une solution aqueuse de NP stabilisées avec les PAMAM de génération amine (Au-GoO,
Au-Gl et Au-G2) d’un pH de 9, une solution aqueuse de carbohydrates p-
isothiocyanatophényle, (1.2 mole par groupe d’amine terminale) est ajoutée, goutte a
goutte. Le nombre de moles d’amines terminales de glyconanoparticules d’or de
différentes générations a ¢té déterminé par un titrage avec le TNBS. Pour obtenir des
GNP fluorescentes, les carbohydrates sont mélangés avec un fluorophore, (FITC ou
RITC) solubilisée dans méthanol dans un rapport de 99 : 1 (%), (1.2 mole par amine
terminale). Les fluorophores FITC et RITC sont utilisés pour le greffage sur les
nanoparticules d’or car ils ont une grande absorptivité molaire et un bon rendement

quantique.

Apres le mélange avec les carbohydrates, aucune agglomération n’a été observée pour

Au-GO. Dans le cas de Au-G1 et Au-G2, aprés le mélange avec le carbohydrate, il y une
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agglomération des particules. (Figure 2.10). Les solutions deviennent claires vers la fin

de la réaction.

Au-G2 Au-G1 Au-G0

Figure 2.10: Solubilité de nanoparticules d’or recouvertes de PAMAM dans I’eau dans

les premiéres minutes suivant I’addition du carbohydrate de type mannose.

Aprés ’addition du carbohydrate (et du fluorophore), les solutions de nanoparticules sont
mélangées pendant 6 h a la température de la piéce (sans lumiére quand le fluorophore est
présent) avec un agitateur magnétique. Avec 1’ajout de NaOH 0.1 M le pH est maintenu a
9-9.3 pendant toute la réaction. Aprés 6 h, les solutions sont refroidies & 4°C pendant 12
h. Par la suite, le pH est ajusté a 7 avant d’ajouter 100 mL d’acétone pour précipiter les
nanoparticules. La nouvelle solution qui contient de ’acétone et de 'eau est refroidie
dans un bain de glace durant 6 h pour accélérer la précipitation. Aprés 30 minutes, il y a
des agrégats bruns dans la solution. Le précipité est filtré sur un filtre de nylon de 0.45
um et lavé plusieurs fois avec de 1’acétone. Aprés le greffage des carbohydrates, les
nanoparticules d’or sont de couleur brune. Les nanoparticules sont séchées a 20 °C sous

vide pendant 6 h.
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2.2.2.2.1. Syntheése de carbehydrates (p-ITC-a-D-man)

Les carbohydrates p-ITC-a-D-man, p-ITC-B-D-gal, p-ITC-B-D-NAcGlc ont été
synthétisés a partir de carbohydrates p-nitrophényle [118] comme schématisé dans la
Figure 2.11. Par la suite, par une réaction entre 1’amine du p-nitrophényle de

carbohydrates et le thiophosgéne, comme le montre la Figure 2.12, le carbohydrate

isothiocyanate est obtenu.

- . -
H thiophosgene
H ¢} NH, — H o N==C==$
pH 9, 6h

Figure 2.12: Schéma réactionnel pour la synthese de p-ITC-a-D-man.

Pour obtenir le p-NH,-a-D-man, le catalyseur Pd-C 10% (50 mg) est ajouté¢ a une
solution de p-NO»-a-D-man (0.473 g, 1.57 mmoles) dans le méthanol (50 mL). Le ballon

est purgé avec H; trois fois puis I’hydrogénation se poursuit pendant 1 h sous agitation.
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La solution de couleur rose pile est filtrée afin d’éliminer le catalyseur. Aprés
1’évaporation du solvant sous vide, 0.4 g de cristaux est récupéré. La transformation du
groupement nitro en amine est vérifiée par la chromatographie a couche mince (méthanol

: chloroforme : 1 : 1) ainsi que par FTIR. Le rendement de la réaction est de 88%.

Pour obtenir le p-ITC-a-D-man, une solution de p-NH;-a-D-man (0.202 g, 0.67 mmoles)
et 25 mL d’une solution de thiophosgene dans 1’éthanol 80% sont mélangées (0.13 mL,
1.69 mmoles) sous agitation. La réaction se produit a la température de la piéce pendant
2h. Apreés 45 minutes le pH diminue a 2. Aprés la synthése, la chromatographie sous
couche mince (méthanol : chloroforme 1 : 1) montre que le produit de départ est absent.
Le solvant est éliminé par évaporation sous vide et le carbohydrate est précipité dans
I’eau. Le précipité est filtré et lavé avec ’eau. Le rendement de la réaction est de 60%.
Les déplacements chimiques du proton pour le p-ITC-a-D-man sont 'H RMN (8, ppm) :

5.4 (d), 5.1 (d), 4.8 (d), 4.7 (d), 4.4 (d), 3.8 (5), 7.1 (d), 7.4 (d).

2.2.3. Synthese de nanoparticules stabilisées par le 1-dodécanethiol

Les propriétés des nanoparticules stabilisées avec les PAMAM (Au-GO, Au-Gl et Au-
(G2) ont été comparées aux nanoparticules d’or stabilisées avec le 1-dodécanethiol (Au-
thiol) synthétisées avec la méthode de Brust [52]. Les études de Murray [117] effectuées
sur les nanoparticules Au-thiol ont permis 1’évaluation du diameétre, de la masse

moléculaire et du nombre d’atomes d’or. La synthése de celles-ci est décrite ci-dessous.
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A une solution de 1.5 g de bromure de tétraoctyle d’ammonium (3 moles
(CH3(CH,)7)sNBr) dans 80 mL de toluéne, est additionnée sous agitation une solution de
0.31 g de HAuCly dans 25 mL d’eau déionisée. Le tout est agité pendant plusieurs
minutes. La solution jaune de HAuCly x3H,O devient orange-brune lorsque AuCly est
transféré dans la phase organique. Les phases organique et aqueuse sont séparées et 0.436
mL de 1-dodécanethiol (rapport molaire AuCly™: dodecanethiol 1:2) est ajouté a la phase
organique. La solution est mélangée pendant 10 minutes et la couleur brune devient jaune
trés pale. A ce mélange, une solution de 0.38 g de NaBH, dans 25 mL d’eau déionisée est
ajoutée. Le tout est agité pendant 3 h. La phase organique devient noire suivant 1’addition
du réducteur (NaBHy). Apres 3 h, les phases organique et aqueuse sont séparées. La
phase organique est recueillie et le toluéne est évaporé. La température d’évaporation du
toluéne doit é&tre environ 45°C pour prévenir une décomposition des agrégats. Des

particules noires sont obtenues et elles sont caractérisées par UV-VIS, FTIR et TGA.

2.2.4. Fonctionnalisation de NPSi avec des carbohydrates

2.2.4.1. Introduction

La surface de silice a été utilisée pour l'immobilisation de biomolécules telles que des
enzymes, des protéines ou d'ADN [119-125]. Gréce a la facilité de la modification de la
silice et a la biocompatibilit¢ des nanoparticules de silice (NPSi) avec le milieu
biologique [126, 127] ainsi que leur taille nanométrique, [128] des NPSi fonctionnalisées
avec des protéines, des peptides, d’ADN ou anticorps [129] ont été utilisées comme
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biocapteurs. La littérature présente quelques exemples de NPSi modifiées avec des
enzymes [130] ou des fluorophores [130-133] utilisées comme biocapteurs et
biomarqueurs. Récemment, des nanoparticules (Ag, Fe;0s, et ZnS-CdSe) recouvertes de
silice et fonctionnalisés avec le dextrane ont été synthétisées pour tre utilisées comme
biocapteurs [134]. Il a été montré que la présence de silice & I’extérieur de ces particules

peut améliorer leur photostabilité [126, 133].

Cependant il n’y a pas beaucoup de recherches sur le développement de NPSi modifiées
avec des carbohydrates (et de fluorophores) afin de les utiliser comme biocapteurs ou

dans des colonnes d’affinité pour la chromatographie.

Dans ce projet, les particules de silice modifiées par des carbohydrates ont été utilisées
pour I’'immunoprécipitation et la détection par fluorescence de lectines. La préparation de
nanoparticules de silice est effectuée en deux étapes. La premicre consiste en la
fonctionnalisation de la silice avec des groupements amines. La seconde repose sur le
greffage des carbohydrates sur des amines adsorbées sur la silice tel qu’illustré sur la
Figure 2.7. Pour chaque étape de synthése, les particules seront caractérisées par FTIR et
TGA afin de vérifier leur fonctionnalisation, tout d’abord avec silane et par la suite avec
des carbohydrates. Le taux du greffage de carbohydrates sera déterminé par le titrage des

amines avec le TNBS et la taille des nanoparticules par MEB.
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2.2.4.2. Greffage de silane sur les NPSi

Pour augmenter la concentration des groupements silanol a la surface de la silice, dans
une premicre étape, les particules sphériques de silice de taille de 20 nm, obtenues de la
compagnie Sigma, ont été¢ chauffées dans un tube de quartz & 600°C, pendant 48h sous
vide [135-138]. De cette maniére, la surface de la silice a été activée avec des
groupements hydroxyles, ce qui permet un greffage des silanes avec un bon rendement.
Des conditions anhydres sont nécessaires afin d’éliminer ’adsorption des molécules

d’eau a la surface de silice qui pourraient bloquer la surface active de silice.

Dans la deuxiéme étape, sur les particules de silice activée, un greffage de silane a été
effectué comme il est illustré dans la Figure 2.13 [139, 140]. Environ 40 g de silice
précédemment activée sous vide, ont été¢ immergés dans 250 mL de tolue¢ne contenant 4
mL de silane, (3-aminopropyle-triéthoxysilane). Le mélange obtenu a été sous reflux
pendant 3 h a 110°C. Apreés la réaction, la silice modifiée avec le silane a été lavée avec

du toluéne (100 mL) ensuite avec de l'acétone (100 mL) et séchée sous vide pendant 12 h.

OH NV 10 % tolug —o
8 600°C, 48h g Ot % toluéne || Ng
f‘_" 5 E_OH * O/SI\/\/ NHy ———— E_O;S'\/\/NHZ
_ —O
OH \ Q%) (3h)

3-aminopropyle-triméthoxysilane

Figure 2.13 : Schéma réactionnel pour le greffage de silane sur les NPSi.
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2.2.4.3. Greffage de carbohydrates sur les NPSi

Dans la derniére étape, les carbohydrates seront greffés sur les amines obtenues dans
1’étape précédente. A une solution méthanolique de NPSi modifiées précédemment avec
le silane, est ajoutée goutte a goutte une solution méthanolique du carbohydrate (p-1TC-
a-D-man) dans une proportion de 1.2 mole par amine terminale [24] comme schématisé
dans la Figure 2.14. Les conditions de synthése et de purification pour les NPSi sont les

mémes que celles présentées pour les GNP.

—0,
—0:Si _~_ NH: HO-HO,
—0 + Hﬁoﬂ’Qw

0{_)-N-c=s 12

8SSi\/\/ NH, mole/NH,

méthanol
6 h, pH 9, t=23 °C,

Figure 2.14: Greffage de p-ITC-0-D-man sur les groupements amines de silice.
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2.2.5. Fonctionnalisation de plaques de verre avec des carbohydrates

2.2.5.1. Introduction

De maniére générale, pour détecter les interactions spécifiques entre les protéines et
carbohydrates, un des réactifs impliqués dans I’interaction est fixé sur la surface. La
fixation peut se faire par une simple physisorption ou bien par la formation d’une liaison
chimique qui va permettre une fixation stable des carbohydrates sur la surface. Les
carbohydrates doivent étre assez loin de la surface afin de limiter les interactions non
sélectives entre les protéines et le substrat [141]. Donc, il est important de fonctionnaliser
la surface d’un support avec des carbohydrates de mani¢re a ce qu’elle réagisse
spécifiquement avec la protéine en limitant les interactions non spécifiques. Il est aussi
important de limiter ’encombrement stérique a la surface et de favoriser ’accessibilité
des sites de la protéine ainsi que de limiter les interactions non spécifiques avec les

cibles.

Des surfaces modifiées avec de ’ADN [142, 143], des protéines [144-146] ou des
carbohydrates (puces de carbohydrates) [147-149], ont été développées. Lors des
premiéres études, des carbohydrates greffés a la biotine qui a des interactions fortes (K,
de Pordre de 10" M) avec I’avidine ou la streptavidine ont été utilisés. Les
carbohydrates ont €té¢ physisorbés a la surface d’une plaque de verre modifiée avec
I’avidine ou la streptavidine [150-152]. Lors d’autres études, des carbohydrates ont été

immobilisés de maniére covalente sur une surface (verre, polymére) [153-155]. L’étude
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de Kiessling [141] utilise une surface modifiée avec des amines pour le greffage des
carbohydrates afin d’éliminer I’immobilisation non sélective des carbohydrates a la
surface du support. Des carbohydrates contenant une fonction azide ont aussi été
immobilisés de maniére covalente par une réaction de Staudinger a la surface d’une
plaque de verre fonctionnalisée avec des dendriméres PAMAM de génération 4 et
comportant en surface des groupes phosphanes [156, 157]. Les PAMAM sont utilisés
afin de maximiser les sites réactifs a la surface du support. Les monocouches auto-
assemblées des carbohydrates sur I’or [116, 158, 159] ont été développées par Russell et
al. [160], Kahne et al. [161] et Mrksich et al. [162] afin d’immobiliser des biomolécules
spécifiquement orientées & la surface. La détection des protéines immobilisées a la
surface de puces a carbohydrates a été réalisée par microscopie confocale de fluorescence

[162, 163], par marquage enzymatique [164, 165] et par SPR [166, 167].

Dans cette section, le greffage des carbohydrates isothiocyanates a la surface d’une
plaque de verre recouverte d’amines est décrit. La préparation du substrat consiste en
hydroxylation d’une plaque de verre, le greffage du silane suivi de la fixation des
carbohydrates par un couplage thio-urée tel que présenté pour les NPSi. Les plaques
modifiées avec des carbohydrates ont été utilisées pour immobiliser spécifiquement et

détecter des lectines fluorescentes par microscopie confocale de fluorescence.
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2.2.5.2. Greffage de silanes a la surface de des plaques de verre

Les étapes pour la préparation du support consistent a nettoyer, a augmenter la

concentration en hydroxyle & la surface d’une plaque de verre suivi d’un greffage de

silane [168-171]. Pour ce faire, des plaques de microscope ont été nettoyées dans un

mélange de H,SO,4 : H,O; de 3 : 1. Les plaques sont ensuite rincées plusieurs fois avec de

I’eau déionisée et distillée et séchées. Elles ont étés mises dans une solution KOH (10%

m/v) dans ’alcool isopropylique, pendant 1 h. Par la suite, les plaques ont étés lavées

avec du méthanol et séchées sous jet d’azote.

Les plaques de verre activées avec des groupements hydroxyle en surface ont été

immergées dans une solution de 2% de silane (3-aminopropyle-triméthoxysilane) dans le

toluéne anhydre pour une période de 2 h, menant ainsi a la réaction décrite par la Figure

2.15. Ensuite, les plaques ont étés lavées avec du méthanol et séchées sous jet d’azote.

KOH ( 10% wiv)

__ o—
OH _O_ /s

oH
HyC” "CH3’

ih

HLce

/ toluéne —O. . NH
OH + PN NH, ——— B OS NNR

0 i-2h —O0
— OH \ %) ( )

3-aminopropyle-triméthoxysilane

Figure 2.15: Schéma réactionnel pour le greffage de silane a la surface des plaques de

verre.
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2.2.5.3. Greffage de carbohydrates a la surface de plaque de verre.

Dans la derniére étape, les carbohydrates de type mannose sont greffés par un couplage
thio-urée de maniére covalente a la surface d’une plaque de verre. Pour ce faire, les
plaques de verre modifiées précédemment avec des groupements amines en surface sont
mises dans une solution de p-ITC-a-D-man (1M), dans le méthanol. La réaction se
déroule & un pH de 9 pendant 6 h a 23°C et puis pendant 12 h 4 4 °C. Afin de terminer la
réaction, le pH a été ajusté a 7 avec une solution HCl 0.1 M. Aprés la réaction, les
plaques ont été lavées avec de 1’acétone et séchées sous jet d’azote. Les plaques
fonctionnalisées avec le mannose ont €té utilisées comme substrat pour la détection d’une
lectine fluorescente par microscopie confocale. Ces applications sont présentées dans le

Chapitre 6.
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2.3. Techniques de caractérisation de nanoparticules d’or. Conditions

expérimentales.

L’adsorption des PAMAM sur les nanoparticules d’or ainsi que le greffage des
carbohydrates sur les nanoparticules d’or ont été analysés en se servant de la
spectroscopie UV-VIS, FTIR, XPS et TGA. Un titrage des amines terminales a été
effectué par UV-VIS afin de déterminer le rendement du greffage des carbohydrates. La
taille des particules a été déterminée par TEM et DLS. La fluorescence des
nanoparticules d’or fluorescentes a été mesurée. Les applications des glyconanoparticules
fluorescentes pour la détection de lectines et d’une bactérie sont présentées dans les

chapitres 4 et 6.

Des nanoparticules d’or stabilisées avec le dodécanethiol (Au-thiol) servant pour une
I’étude comparative avec les nanoparticules d’or stabilisées avec PAMAM, ont aussi été

caractérisées par UV-VIS, FTIR et TGA.

2.3.1. Analyse UV-VIS

La formation des nanoparticules d’or a été analysée par spectroscopie UV-VIS afin de
vérifier la réduction de Au™ a Au®. Ce processus est suivi en déterminant la présence de
plasmon de surface (SP) des nanoparticules d’or a environ 520 nm. Les échantillons de
NP et GNP ont été¢ dissous dans du méthanol (0.1 mg/mL) en utilisant le méthanol

comme blanc. Un spectre UV-VIS a aussi ¢té enregistré pour une solution de
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nanoparticules stabilisées avec le thiol (Au-thiol) dans le toluéne (0.1 mg/mL) en

utilisant, comme blanc, le toluéne.

Les spectres UV-VIS des solutions ont été mesurés entre 300 et 700 nm dans des cellules
de quartz (1x1x4 cm), avec une résolution de 2 nm en utilisant le spectrometre UV-VIS,

modé¢le Cary 100, Varian.

2.3.1.1. Evaluation du taux de greffage des carbohydrates par titrage avec le

TNBS.

Dans cette section, le nombre de moles d’amines terminales sur les nanoparticules d’or
(NP) de générations de PAMAM (Au-GO, Au-G1l et Au-G2) et sur les GNP de @e
mannose (Au-GO0-man, Au-Gl-man et Au-G2-man) est calculé afin de déterminer le
rendement de cette réaction. Pour ce faire, les amines terminales de NP‘ et de GNP ont été
titrées avec I’acide trinitrobenzéne sulfonique (TNBS) [129, 172]. Dans cette réaction, les
amines terminales sont modifiées en N-trinitrophénylamine comme présenté dans la
Figure 2.16. Le spectre UV-VIS du produit résuitant donne deux pics aux longueurs
d’onde de 340 ou 420 nm. Le nombre de moles d’amines terminales a été calculé en
effecuant une courbe de calibrétion pour un étalon soit la cystamine, en se servant de la

transition a 340 nm.

67



O.N

HO,S NO,
NO,

A4

05N

Figure 2.16: Schéma réactionnel pour la réaction entre les amines de NP (Au-GO0) et le

TNBS.

Pour le titrage des amines, 1 mL de 1’échantillon (NP/GNP) de concentration 1 mg/mL
est mélangé avec 1 mL de solution tampon de pH 9 (acide borique 0.1 M et KOH 0.5 M)
et 1 mL de TNBS 0.1% (m/m). Cette solution est thermostatée pendant 2 h & 70°C. Pour
arréter la réaction, apres 2 h a 70°C, la solution est refroidie et 0.5 mL de HCl 1 M est
ajouté. Le spectre UV-VIS entre 300 et 500 nm est ensuite mesuré. Le blanc est effectué
de la méme maniere qu’il a été présenté ci-dessus, en remplagant 1 mL de 1’échantillon

par 1 mL d’eau nanopure.

2.3.1.2. Evaluation du nombre de moles de fluorophores greffés sur les NP.

Afin d’évaluer le nombre de fluorophores (FITC ou RITC) greffés sur les GNP de
génération GO de type mannose (Au-man-FITC) et de type galactose (Au-gal-RITC), des

spectres d’absorbance entre 300 et 600 nm ont €té enregistrés pour les nanoparticules
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d’or avant et aprés le greffage des carbohydrates et fluorophores (0.1 mg/mL dans 1’eau).
Anp correspond & 1’absorbance a une longueur d’onde de 420 nm ou les nanoparticules
d’or (NP) avant le greffage des carbohydrates et fluorophores absorbent. L’absorbance
Agr correspond a 1’absorbance maximale du fluorophore (& 495 nm pour FITC et 558 nm
pour RITC). A partir des mesures d’absorbance, le coefficient d’extinction molaire des

NP (enp, Mem™) a été calculé en utilisant I’équation (2.1):

SNP=A420X MWNP /(1 X C) (2.1)

La masse moléculaire (MWxp) de NP de 12.8 KDa est évaluée a partir de résultats TGA.

Le parcours optique 1 est de 1cm et la concentration de NP (c) est de 0.1 mg/mL.

La concentration des GNP fluorescentes [ GNP-F1] est calculée a partir d’équation (2.2) et
le nombre des moles de fluorophores par moles d’or (moles g /moles Au) est calculé a

partir de 1’équation (2.3) :

[GNP-F]] = ANp-(AF] X CF]:]) / ENP (22)

moles g / moles Au=Ag, / (ep x [GNP-F1]) (2.3)

Le coefficient d’extinction molaire pour le fluorophore e est de 68 000 (M cm™) pour
FITC et de 65000 (M"'cm™) pour RITC, le facteur de correction pour le fluorophore

(CFp) est de 0.3 pour FITC et de 0.17 pour RITC selon le manufacturier Pierce [173].
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2.3.2. Analyse par TGA et DTA.

Les pourcentages de la masse organique et d’or des NP des générations ester (Au-G-0.5,
Au-GO0.5 et Au-G1.5) et des générations amine (Au-GO, Au-G1 et Au-G2) ainsi que pour
les (GNP) de type mannose (Au-G0-man, Au-G1-man et Au-G2-man), ont été déterminés
par TGA et DTA. Le pourcentage massique d’or obtenu par TGA pour les GNP est utilisé
pour estimer le diameétre, la masse moléculaire, le nombre de branches PAMAM et le
nombre d’atomes d’or. Une analyse TGA a ét€ aussi effectuée pour les nanoparticules
d’or stabilisées avec le 1-dodécanethiol (Au-thiol) afin de les comparer avec les

nanoparticules d’or stabilisées avec PAMAM.

Les mesures TGA ont été effectuées en utilisant 1’appareil Extar 6000 Thermal
Instrument de Seiko. Il est constitué d’une balance électromagnétique ayant une précision
inférieure au pg, installée dans une chambre thermorégulée (25°C a 1000°C) et étanche
permettant des atmospheéres gazeuses spécifiques (N2, Ar ou air). L’échantillon, dont la
masse initiale est connue, est placé dans un creuset en platine. Un deuxiéme creuset qui
contient de 1’alumine sert de référence pour 1’analyse thermique différentielle. Par cette
technique, nous avons suivi la calcination des NP/GNP (environ 2 mg) sous atmosphere

d’azote. Initialement la température a été maintenue a 120°C pendant 30 minutes pour

éliminer I’eau. Par la suite, la température a été augmentée de 10°C/min jusqu’a 800°C.
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2.3.3. Analyse par FTIR

Pour caractériser certains groupes fonctionnels des dendriméres PAMAM (générations
ester et amine), des mesures FTIR ont été effectuées en utilisant un spectrometre Thermo
Nicolet NEXUS 670 et le logiciel Omnic version 6.0a. Quelques gouttes d’une solution
contenant des PAMAM dans le méthanol (0.1 mg/mL) ont été¢ déposées sur une pastille
du NaCl et le méthanol a été évaporé. Le spectre du NaCl seul a été pris comme

référence.

Pour caractériser les nanoparticules d’or stabilisées avec les PAMAM (NP) de
générations ester (G-0.5, GO.5 et G1.5) et amine (GO, G1 et G2) ainsi que les GNP de
générations amine (GO, Gl et G2) des spectres ont été enregistrés. Environ 1 mg
d’échantillon NP/GNP a été mélangé avec environ 25 mg de bromure de potassium
(KBr). Le KBr est utilis¢ comme référence. Les spectres ont été mesurés entre 600 et
3500 cm™ avec une résolution de 2 cm™ par réflexion diffuse. Le spectre de KBr est

soustrait de 1’échantillon.
Des spectres FTIR entre 600 et 3500 cm™ avec une résolution de 2 cm™ ont été mésurés

pour des solutions Au-thiol (0.1 mg/mL) dans le toluéne. Le spectre du toluéne seul a été

pris comme référence est il a été soustrait de 1’échantillon.
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2.3.4. Analyse par XPS

Les mesures XPS permettent de déterminer la stoechiométrie N : S des NP de générations
ester (Au-G-0.5, Au-GO0.5 et Au-G1.5) et amine (Au-G0, Au-G1 et Au-G2) ainsi que de

GNP de type mannose (Au-GO-man, Au-G1-man et Au-G2-man).

La spectroscopie XPS a €té choisie pour nos études car elle permet d’obtenir la
composition chimique et la concentration relative des différents éléments jusqu’a une
profondeur de 5 a 50 A. De plus, cette méthode permet de distinguer les degrés

d’oxydation des différents éléments [174].

Lors d’une analyse XPS, 1’échantillon est bombard€ par un rayonnement X d’énergie hv
de 1 a 2 keV. Les photons causent I’excitation et 1’éjection d’électrons, appelés
photoélectrons. Ceux-ci proviennent des niveaux de basses énergies qui sont
caractéristiques des éléments. Les photoélectrons sont analysés selon leur énergie. Dans
Péquation (2.4) [174], on constate que 1’énergie cinétique (EC) mesurée est directement
reliée a I’énergie de liaison (EL) des électrons dans les différentes orbitales par la relation
fondamentale de conservation de I’énergie, ce qui permet de déterminer la nature des

éléments.

hv=EC +EL + ge (2.4)
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ol @e est le potentiel d’extraction nécessaire pour €jecter les électrons dans le vide. La
gamme d’énergie cinétique variant de 400 a 1400 eV permet d’étudier les électrons des
niveaux de cceur des éléments.

L’échantillon a analyser est mis sous forme de pastille et déposé dans une porte-
échantillon, puis il est dégazé i température ambiante dans la chambre de transfert avant
d’étre analysé. Le spectre XPS a été pris a4 un angle d’émission de photoélectrons de 0° en
utilisant comme source de rayons X, la raie monochromatique Al Ka (1486.7 eV). Pour
’acquisition des spectres a haute résolution, ’énergie de passage a été fixée a 20 eV en
mode CAE «constant analyzer energy » avec une incrémentation de 1’énergie de 100
meV. Les survols sont enregistrés entre 0 et 1100 eV avec une énergie de passage de 160
eV et une incrémentation de 0.3 eV. Les spectres de haute résolution sont enregistrés
pour Cls, Audf, Nl1s et S2p. Dans le cas ou I’échantillon est faiblement conducteur,
I’énergie cinétique des photoélectrons est faussée car il y a accumulation de charges
positives a la surface de I’échantillon. Dans ce cas, les pics sont déplacés vers des
énergies de liaison plus élevées. Afin de récalibrer les spectres, le pic a 284.9 eV qui
correspond a I’orbital Cls est utilisé comme référence interne. En utilisant le logiciel
d’analyse CasaXPS®, le fond linéaire est soustrait du spectre de 1’échantillon. Pour
calculer la composition de I’échantillon, des corrections pour la fonction de transmission,
qui exprime I’efficacité du transport des électrons vers le détecteur en fonction de
I’énergie de I’analyseur, la section efficace, et le libre parcours moyen des photoélectrons
ont été effectués avec logiciel CasaXPS®. Aprés ces différentes corrections, la surface du

pic est proportionnelle a la concentration atomique (%) de I’élément. Les mesures XPS
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ont été effectuées en utilisant le spectrométre Vacuum Generators 220iXL avec un

analyseur hémisphérique.

2.3.5. Analyse par MEB

Les GNP en présence des bactéries E. coli ont été visualisées par MEB. Une analyse
élémentaire a été aussi effectuée par EDX. La préparation du support et des échantillons
est la méme que celle utilisée pour la microscopie confocale, présentée plus loin dans

cette séction.

Les mesures MEB ont été effectuées en utilisant le microscope a pression variable (MEB-
VP), S-4300SE/N, Hitachi. La résolution du faisceau d'électrons varie entre 1.5 nm
(30kV) et 5.0 nm (1kV) sous vide poussé et de 3.5 nm (30kV) a 10 Pa de pression. La

plage d'amplification est de 20 & 500 000X.

Le principe d’un appareil MEB consiste & balayer, a 1’aide d’un faisceau trés fin, point
par point la surface d’un échantillon par lignes successives et a transmettre le signal du
détecteur & un écran cathodique. Par l'intermédiaire d'un canon a électrons, un faisceau
d'électrons ayant une é€nergie entre 10 a 40 eV est envoyé sur 1'échantillon et sous I'impact
du faisceau d'électrons, des €lectrons rétrodiffusent (er) et des électrons secondaires (es)
sont aussi émis par 1'échantillon. Ces derniers sont obtenus par 1’interaction entre les
électrons du faisceau et les électrons des couches électroniques de I'atome comme il est

montré dans la Figure 2.17.

74



Faisceau d'électrans
incidents (énergie Eo)

er €r. électrons rétrodiffusés

RX €s. électrens secondaires

v\\\ ' €A électrons Auger

&1, électrons transmis
C: Cathodoluminescence
RX:rayons X

Figure 2.17: Processus du balayage de la surface d’un échantillon par MEB.

L’image obtenue donne des informations sur la topographié de I'échantillon. Pour
I’analyse MEB, ’échantillon doit étre un conducteur électrique (ou rendu conducteur par
dépdt d’une couche mince d’or ou de graphite) afin d’éviter Paccumulation de charges.

Pour obtenir des images des bactéries, une couche de graphite a été utilisée.

2.3.6. Analyse par TEM.

La taille des particules d’or (NP et GNP) a été mésurée par TEM. Quelques gouttes d’une
solution fraiche de NP et GNP (1 mg/mL dans I’eau) ont été placés pendant 30 secondes
sur des supports de cuivre (300 mesh). L’excés est éliminé avec du papier buvard.
Ensuite la grille est séchée a I’air pendant 1 h. Les images ont été prises avec un

microscope a transmission électronique JEM-2000FX & un voltage de 200 V.



Le microscope électronique a transmission permet d’obtenir des images des matériaux a
I’échelle de quelques nanométres. Il permet aussi de mettre en évidence la
micromorphologie des solides étudiés et la présence de domaines cristallins,
déformations, etc. Le microscope électronique a transmission est constitué¢ de trois
composantes principales : une colonne optique électronique, un systéme de vide et les
éléments électroniques nécessaires a son fonctionnement (lentilles, etc.). La colonne
comporte une succession de lentilles électromagnétiques dont le champ magnétique

influence la trajectoire des électrons.

2.3.7. Analyse par DLS

La taille des GNP (1 mg/mL dans ’eau) a aussi été¢ déterminée par la diffusion de la
lumiére. Avant d’effectuer les analyses, les solutions fraiches ont été filtrées deux fois sur

des filtres Millex-GV de 0.22um.

Les mesures ont été effectuées dans des cellules en plastique d’un volume de 3 mL. Une
distribution de taille des particules a ¢été enregistrée avec [’analyseur Brookhaven

Instrument Corporation, modele 90 Plus/BI-MAS.
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2.4. Applications de nanoparticules pour la reconnaissance moléculaire.

2.4.1. Spectroscopie de fluorescence

La fluorescence est une méthode de choix pour cette étude car elle est plus sensible que la
spectroscopie d’absorption. Elle permet la détection simultanée de composés fluorescents

a des concentrations trés faibles et de maniére sélective.

Les études de fluorescence qui sont présentées dans les Chapitres 4 et 5 ont pour but de
quantifier ’efficacité des glyconanoparticules (fluorescentes ou non) comme biocapteurs
de lectines. Elles permettent aussi de quantifier 1’affinité des GNP pour les lectines ainsi

que de déterminer la thermodynamique et la cinétique de la reconnaissance.

Les spectres de glyconanoparticules d’or fluorescentes recouvertes de mannose et de
fluorescéine de concentration 2.2 uM, présentés dans le Chapitre 4, ont été mesurés dans
une cellule de quartz d’un volume de 3 mL (1 x 1 x 4 cm). Les mesures d’atténuation de
la fluorescence pour déterminer les constantes d’affinités ainsi que les parameétres
thermodynamiques et cinétiques ont été effectuées sur une plaque a 98 puits en triplicata.
Les solutions ont été préparées dans une solution tampon de PBS (0.15 M NaCl/20 mM-

tampon phosphate, pH 7.4) qui a aussi été utilis€ comme blanc.

Pour les GNP ou lectines marqués de FITC, la fluorescence a été mesurée a la longueur
d’onde d’émission de 520 nm pour une excitation a 490 nm avec une fente de 5 nm. Pour
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les lectines marquées de RITC, la fluorescence a été mesurée a la longueur d’onde
d’émission de 580 nm pour une excitation a 550 nm avec une fente de 5 nm. L’émission

est enregistrée avec un spectromeétre Perkin Elmer Luminescence Spectroscopy LS 50B.

2.4.2. Séparation des protéines par I’électrophorése SDS-PAGE

La méthode SDS-PAGE (sodium docecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) a
été choisie car elle permet la séparation et I’identification et des protéines en fonction de
leur masse moléculaire en utilisant une matrice de gel de polyacrylamide. Elle est une
méthode fiable qui permet d’analyser simultanément plusieurs échantillons sur un méme
gel, dans des conditions expérimentales identiques. La coloration avec le bleu de

Comassie et la fluorescence est utilisée pour visualiser les protéines.

Dans un premier temps, cette étude propose de séparer des protéines de tailles différentes,
Con A et WGA, et de les détecter en fonction de leur masse moléculaire en combinant
I’'immunoprécipitation sélective des protéines par les GNP de type mannose et
I’identification des protéines aprés une séparation par I’électrophorése SDS-PAGE. Cette
méthode permet de mettre en évidence I’affinité sélective des GNP de type mannose pour

la lectine Con A.

Dans un deuxi¢me temps, le complexe Con A-GNP est mis en évidence aussi par SDS-
PAGE mais détecté par fluorescence. Pour cette expérience la lectine Con A marquée ou

non avec FITC (Con A, Con A-FITC) et des GNP de génération GO de type mannose
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marqués avec FITC (Au-man-FITC) ont été utilisées. La masse moléculaire de Au-man-

FITC a été ainsi obtenue.

La migration des protéines a été effectuée sur un gel de separation de 12% [24] dans le
tampon (1.5M Tris-HCIl, pH 8.8), coulé en position verticale entre deux plaques de verre
(0.75 mm épaisseur), en utilisant le systéme d’électrophorése Mini-PROTEAN 3
Electrophoresis Cell, Bio Rad®. Le sommet du gel constitue le gel d’entassement 4% [24]
dans le tampon (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8) qui a plusieurs puits qui contiennent les

échantillons a séparer.

Les Tableaux 2.2 et 2.3 montrent la préparation des gels de séparation (12%) et
d’entassement (4%) a partir des solutions d’acrylamide / méthylénebisacrylamide (30%T,
2.67%C). Le %T représente la concentration totale (g/100 mL) d'acrylamide et de I'agent
réticulant, le méthylénebisacrylamide et le % C représente le rapport (%) entre les poids

du méthylénebisacrylamide sur celui de I'acrylamide.
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Tableau 2.2: Préparation des solutions d’acrylamide/méthylénebisacrylamide pour

I’électrophorese SDS-PAGE.

Acrylamide/ méthylénebisacrylamide (Ac/bisAc)

(30%T, 2.67%C)/100 mL

29.2 g acylamide et 0.8 g N’N’-bis-methyléne-acrylamide

1.5 M Tris-HCl, pH 8.8/ 50 mL (Tris base 9.08 g)

0.5 M tris-HC], pH 6.8 (Tris base 3 g)

10 % SDS/10 mL: dodécylsulfate de sodium (SDS) 1 g

10 % TEMED/ 3mL: N,N,N',N'-té¢traméthylénediamine 0.3 mL

10 % APS /3 mL: ammonium persulfate 0.3 g

Tableau 2.3: Préparation des gels pour 1’électrophorese SDS-PAGE.

Gel de séparation 12 % Gel d’entassement 4%
Ac/bisAc (30%, 2.67%) 4.00 mL | Ac/bisAc (30%, 2.67%) 0.65 mL
H,O 330mL | H,O 3.00 mL
1.5M Tris/HCI, pH 8.8 2.50 mL | 0.5M Tris/HC], pH 6.8 1.25 mL
10 % SDS 0.10 mL | 10 % SDS 0.05 mL
10 % APS 0.05mL | 10 % APS 0.25mL
10 % TEMED 0.05mL | 10 % TEMED 0.05 mL

La base et le sommet du gel sont mis dans une solution électrolyte (Glycine, Tris base,
sodium dodecyl sulphate (SDS)). L'anode est située en bas du gel et la cathode en haut.
Les échantillons sont mélangés avec un tampon d’échantillon (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8,
glycérol 1.0 mL 5%, bleu de bromophénol 0.04%). Le bleu de bromophénol migre plus
rapidement et il est ajouté pour visualiser la migration. Les échantillons sont mélangés

aussi avec du B-mercaptoéthanol. Ce dernier est un agent réducteur qui brise les ponts
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disulfures des protéines et les dénature. C’est pour cette raison que les bandes qui
correspondent aux tétrameres ou dimeéres ne sont pas visibles sur les gels. Les protéines
ont été séparées avec une tension constante de 160 V et un courant de 350 mA sur des
gels de séparation (12 %). Le temps de migration est de 45 min soit jusqu'au moment ou
le colorant atteint le fond du gel. Apres la migration, les gels ont été révélés par une
solution de coloration (0.025% Bleu de Comassie, 40% méthanol, 10% acide acétique)
pendant 20 min et décolorés pendant 6 h. Pour chaque protéine présente, une bande est
observée. Les bandes des protéines ont été visualisées en €pi-illumination transmise & une
longueur d’onde de 360 nm ou en fluorescence avec I’Alpha Innotech Corporation,

CHEMILMAGER 5500.

Des solutions de lectines (Con A, Con A-FITC) et Au-man-FITC (Img/mL dans PBS),
ont été mélangées dans un rapport (v/v) de 2 : 1. Apres 1 h, le complexe protéine-GNP
(surnageant et précipité) a été analysé par électrophorese. Pour ce faire, 0.075 mL de
lectine, GNP-FITC et du complexe (surnageant et précipité) ont été prélevés et ensuite
mélangés avec 0.075 mL du tampon de chargement, le B-mercaptoéthanol. Ensuite, 20 pL
de chaque mélange ont été prélevés et appliqués sur le gel. Pour le standard (Broad
Range®, 6.5-200 kDa, BioRad), 10 uL de solution d’une dilution de 1 : 20 ont été
appliqués sur le gel. Pour obtenir la dilution, 0.05 mL de standard ont été mélangés avec
0.45 mL H,O et 0.5 mL de la solution de tampon de I’échantillon (0.5 M Tris-HCI, pH

6.8, glycérol 1.0 mL 5%, bleu de bromophénol 0.04%).
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2.4.3. Détection de la bactérie E. coli

Les glyconanoparticules d’or fonctionnalisées avec des fluorophores présentées dans
cette thése, ont pour but de développer un biocapteur efficace pour la détection de
bactéries sans les modifier chimiquement. Des glyconanoparticules de génération GO de
type mannose modifiées avec la fluorescéine (Au-man-FITC) sont utilisées pour la

détection de la bactérie E. coli.

Cette étude comporte plusieurs étapes. La premiére correspond a la préparation du
support par Pimmobilisation de poly(lysine) & la surface d’une plaque de verre de
microscope. Une autre étape est I’immobilisation des bactéries a la surface d’une plaque
recouverte de poly(lysine). Les bactéries ont été préalablement cultivées afin
d’augmenter le nombre des recepteurs sur les pili des bactéries. La derniére étape consiste
en le marquage des bactéries par les GNP fluorescentes et la détection par la microscopie
confocale de fluorescence (MCBL). Une étude complementaire a été effectuée par MEB

pour marquer les bactéries par ’or des GNP.

2.4.3.1. Immeobilisation de la poly(lysine)

Des plaques de microscope ont été immergées pendant 12 h dans une solution de
poly(lysine) 0.01 % (m/m). Par la suite, les plaques ont été lavées pendant 10 min avec de
I’eau nanopure pour €liminer ’excés de poly(lysine). Ce type de support est beaucoup

utilisé pour immobiliser les bactéries mais il n’est pas sélectif.
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2.4.3.2. Immobilisation et marquage de E. Coli par les GNP fluorescentes

Les bactéries E. coli CFT073, fournies par I’INRS-Institut Armand-Frappier, ont été
cultivées pendant 24 h a 37°C dans un milieu de culture (10 g NaCl; 10 g trypton; 10 g
levure, 500 mL I’eau nanopure, autoclavé a 120°C pour 1 h). Les plaques de pétrie ont
été recouvertes avec 50 pL du milieu bactérien et incubés a 37°C pour 12 h [175]. Dans
les mémes conditions que celles présentées ci-dessus, trois cultures de bactéries ont été

obtenues pour augmenter le nombre des récepteurs sur les pili des bactéries.

Approximativement une colonie, obtenue dans la troisiéme culture de bactéries, a été
suspendue dans 50 pL. du milieu de culture et mélangées pendant 10 min avec des GNP
(1 mg/mL dans PBS). Les GNP utilisées sont celles de génération GO de type mannose ou
marquées avec la fluorescéine (Au-GO-man ou Au-man-FITC) ou de type galactose ou
marquées avec la tétrarhodamine (Au-G0-gal ou Au-gal-RITC). Ce mélange a €té déposé
sur des plaques de microscope recouvertes de poly(lysine) et incubées pendant 1 h a 37
°C. Par la suite, les plaques ont été lavées trois fois avec une solution de PBS pour
éliminer les bactéries non-liées et les GNP en excés. Les plaques ont été immergées dans
une solution de paraformaldéhyde 4% pendant 15 min. Les plaques ont été lavées
pendant 15 min avec la solution de PBS et de I’eau pendant 10 min. Ces plaques ont étés
utilisées pour prendre des images de fluorescence ou réflectance par MCBL et des images
MEB. La détection de la bactérie E. coli par des images de fluorescence et de réflectance

a été effectuée en utilisant le microscope confocal MRC 1024ES, BioRad. Le FITC a été
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excité a2 494 nm et I’émission a été détectée a 518 nm. Le RITC a été excité a 555 nm et

I’émission enregistrée a 580 nm.

La microscopie confocale est beaucoup utilisée pour la localisation in situ d'une sonde
fluorescente dans des cellules d'un spécimen. Le principe général de cette méthode est
schématisé sur la Figure 2.18. Un laser cause 1’excitation des fluorophores. Il y a alors
émission provenant de différents plans de la préparation. Grace a un diaphragme variable,
il est possible de sélectionner les rayons émis par un seul plan et d'éliminer le signal

provenant d'autres plans. Les rayons réfléchis sont filtrés en fonction de leur longueur

d'onde puis détectés par des photomultiplicateurs.
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Figure 2.18: Schéma de fonctionnement d’un microscope confocal [176].
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Chapitre 3. Caractérisation des nanoparticules

3.1. Introduction

Dans ce chapitre la caractérisation de nanoparticules d’or avant et aprés le greffage des
carbohydrates sera présentée en premier lieu. L’objectif de cette partie est de vérifier si
les glyconanoparticules d’or (GNP) sont solubles, stables en milieu biologique et
utilisables dans des tests de reconnaissance moléculaire qui seront présentés dans les
chapitres suivants. Pour démontrer que le greffage des carbohydrates peut se faire sur
d’autres supports, dans la deuxiéme partie du chapitre, le greffage des carbohydrates a la
surface de nanoparticules de silice sera détaillé. Les nanoparticules de silice recouvertes

des carbohydrates seront utilisées pour la détection de lectines.

Des méthodes physico-chimiques telles que I’UV-VIS, le FTIR, la TGA et le XPS, ont
été utilisées pour caractériser les nanoparticules. La distribution de taille des

nanoparticules a été déterminée par TEM et par DLS.
3.2. Caractérisation de nanoparticules d’or

Le choix d’utiliser des dendrimeéres de type PAMAM adsorbés a la surface d’or vise entre
autres a assurer la solubilité et stabilit¢ des nanoparticules d’or dans I’eau et dans un
milieu biologique. Cette section est consacrée a ’étude de ces propriétés ainsi que de
caractériser 1’adsorption des PAMAM de générations ester (G-0.5, GO.5 et G1.5) et

amine (GO, G1 et G2) et le greffage des carbohydrates & la surface d’or. Cependant,
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seulement les générations amine des nanoparticules d’or ont été utilisées dans la
deuxiéme partie pour le greffage des carbohydrates. Une étude comparative avec des

particules d’or modifiées avec 1-dodécanethiol est aussi présentée.

Tout d’abord, la solubilité des nanoparticules a été étudiée. Aprés la synthése, comme le
montre la Figure 3.1, les nanoparticules d’or stabilisées par les PAMAM sont solubles

dans I’eau tandis que celles recouvertes de 1-dodécanethiol (Au-thiol) sont insolubles.

(@) (b)

Figure 3.1: Solubilité de nanoparticules: (a) Au-GO et (b) Au-thiol dans I’eau.

Aprés le greffage des carbohydrates sur les nanoparticules stabilisées avec les PAMAM,
des GNP solubles dans I’eau et dans le tampon PBS sont obtenues. Les solutions de
nanoparticules d’or de génération GO avant et aprés le greffage des carbohydrates sont les
plus stables en temps car aucun précipité n’est observé méme aprés 30 jours. Les autres

générations ont une tendance a précipiter aprés une semaine.
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3.2.1. Détermination de la taille de nanoparticules d’or

Dans cette section, la distribution des tailles ainsi que la taille moyenne des particules
d’or sont déterminées. Les analyses par TEM et DLS présentés dans cette section ont été

effectuées pour la génération GO de NP et GNP de type mannose.

La Figure 3.2 montre une image TEM des NP (Au-GO) sur laquelle des points noirs
correspondant & de ’or dont le diametre varie entre 2 et 10 nm. On constate que les
particules d’or ont tendance a s’agglomérer, possiblement dii & la présence d’amines

protonées en surface qui peuvent former des liens hydrogéne avec les amides de

PAMAM.
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Figure 3.2: Image TEM pour les NP stabilisées avec PAMAM.
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La Figure 3.3 montre la distribution de taille de Au-G0-man. On note qu’apres le greffage
des carbohydrates (mannose) les nanoparticules sont plus dispersées. Dans cette image
TEM, une distribution de taille plus étroite des nanoparticules et aussi une taille moyenne
d’environ 2 nm est obtenue. Donc, le greffage de carbohydrates stabilise les

nanoparticules.

Figure 3.3: Image TEM pour les GNP de type mannose.

La diffusion de la lumiére (DLS) confirme le résultat TEM pour la taille des GNP de type
mannose de génération GO dans I’eau ainsi que dans le PBS. La Figure 3.4 montre une
distribution de taille centrée autour de 2 nm pour les GNP. Il n’est pas possible de voir
une distribution Gaussienne sur la Figure 3.4 car la limite de détection de la taille des

particules est d’environ 1.5 nm.
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Figure 3.4: Distribution de taille de GNP de type mannose.

Une étude précédente [177] portant sur des nanoparticules d’or recouvertes d¢ PAMAM
de type amine de génération G2 a rapportée une distribution de taille d’environ 15 nm.
Cependant, lorsque la génération PAMAM augmentait (G6), la taille diminuait & 7 nm.
L’analyse TEM montre que ces particules sont agglomérées et qu’elles ont une structure
polycristalline. L’agglomération des particules est relié¢e a la surface chargée
positivement par les amines protonées qui peuvent interagir avec des anions. Une autre
étude [55] montre que les nanoparticules d’or de type amine de génération PAMAM (G4)

sont plus dispersées que celles de la génération G2 qui ont une taille moyenne de 2.5 nm.
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3.2.2. Plasmon de surface des naneparticules d’or

La spectroscopiec UV-VIS est utilisée afin d’analyser le plasmon de surface de
nanoparticules et les transitions électroniques caractéristiques de 1’or. Dans les Figures
3.6 et 3.7, I’absence d’un pic a 313 nm dans le spectre UV-VIS montre que Au® est bien

réduit en Au’.

La couleur brune des solutions de NP est la premiére indication que des nanoparticules de
trés petite taille sont obtenues. D’autres études sur les nanoparticules d’or ont montré que
plus les tailles des particules augmentent, la couleur devient rouge et dans le spectre UV-
VIS des particules une bande caractéristique a 520 nm apparait [117]. Cependant les
mesures effectuées par UV-VIS pour les NP obtenues dans cette étude montrent
I’absence de cette bande. Tel que présenté dans les Figures 3.5 et 3.6, les spectres UV-
VIS de nanoparticules d’or (NP) sont approximativement identiques pour les générations
ester et amine de dendriméres. Dans ces figures, I’absence du plasmon de surface (SP)
entre 500 et 550 nm, caractéristique des nanoparticules d’or, suggére que la taille de
nanoparticules est inférieure & 2 nm [117]. Apres le greffage des carbohydrates sur les
amines terminales de nanoparticules Au-G0, Au-Gl et Au-G2, la Figure 3.7 montre
encore ’absence du pic a 520 nm dans les spectres UV-VIS. Cependant, dans cette
figure, le pic caractéristique a environ 260 nm correspondant au phényle des

carbohydrates est visible.
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Figure 3.5: Spectres UV-VIS des NP: (a) Au-G-0.5; (b) Au-GO0.5; (¢) Au-G1.5 (0.1

mg/mL dans le méthanol).
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Figure 3.6: Spectres UV-VIS des NP: (a) Au-GO; (b) Au-G1; (c) Au-G2 (0.1 mg/mL

dans le méthanol).
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Figure 3.7: Spectres UV-VIS des GNP de type mannose: (a) Au-G0-man; (b) Au-Gl-

man; (¢) Au-G2-man (0.1 mg/mL dans le méthanol).

Dans la littérature [55], les nanoparticules d’or recouvertes de PAMAM de taille 2.5 nm
présentent un plasmon de surface a environ 520 nm. Plus la génération PAMAM

augmente, la taille diminue et le plasmon se déplace vers 500 nm.

Une étude comparative a été effectuée avec des nanoparticules stabilisées avec le 1-
dodécanethiol (Au-thiol) qui ont été synthétisées d’aprés la méthode Brust [52]. La
Figure 3.8 montre que les nanoparticules (Au-thiol) ont une faible bande SP a 520 nm

Celle-ci démontre que la taille de particules recouvertes de thiols est sous 2 nm.
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Figure 3.8: Spectre UV-VIS pour Au-thiol (0.1 mg/mL dans le toluéne).

Les études de Murray [117] ont démontré que la méthode de synthése de nanoparticules
(les rapports thiol : or : réducteur) ainsi que la température et la période d’ajout des

réactifs peuvent produire une variation de taille des particules entre 1.5 et 5.2 nm.

3.2.3. KEtude du greffage de PAMAM et de carbohydrates sur les NP par FTIR

La spectroscopie FTIR est utilisée pour identifier les bandes fonctionelles d’amines,
d’amides et des esters avant ainsi qu’aprés ’adsorption de dendriméres PAMAM des
générations ester (G-0.5, G0.5, G1.5) et amine (GO, G1 et G2) a la surface de
nanoparticules d’or. En utilisant cette méthode, une étude comparative avec les
nanoparticules modifiées avec thiol (Au-thiol), a aussi été effectuée. Par la suite, le

greffage des carbohydrates sur les amines primaires par la formation du groupement thio-
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urée ainsi que la synthése des carbohydrates sont suivies par FTIR en examinant la

transformation du groupement nitro en amine.

La Figure 3.9 présente les spectres FTIR de NP de génération ester (Au-G-0.5, Au-GO.5,
Au-GL1.5). Ces spectres montrent la présence des bandes esters et amides caractéristiques
des dendrimeres (G-0.5, GO0.5, G1.5) (Figure 3.9). L’élongation du C=0 d’esters est a
environ 1730 cm™. La bande I des amides (déformation du N-H des amides) est & 1640
cm’, la bande II des amides (déformation du C=O des amides) est & 1550 cm’,

I’élongation asymétrique du N-H est & environ 3540 cm™ et 1’élongation symétrique du

N-H 2 environ 3340 cm™.
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Figure 3.9: Spectres FTIR de: (a) dendrimeéres PAMAM: (A) G-0.5; (B) G 0.5; (C) G 1.5

et (b) NP: (A) Au-G-0.5; (B) Au-G0.5; (C) Au-G1.5.
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La Figure 3.10 montre les spectres FTIR de NP de génération amine (Au-GO, Au-Gl1 et
Au-G2) qui contiennent les bandes d’amines primaires et d’amides caractéristiques des
dendriméres (GO, G1 et G2) [33]. La bande de déformation angulaire des liens N-H des
amines primaires (cisaillement) est a environ 900 cm'l, la bande I des amides est a
environ 1640 cm™ et la bande II des amides est 4 environ 1550 cm™. Les élongations

asymétrique et symétrique du N-H dues 4 des amides sont entre 3520 et 3300 cm™.
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Figure 3.10: Spectres FTIR de: (a) dendriméres PAMAM : (A) GO; (B) G1;(C) G2 et (b)

NP: Au-GO (A) ; (B) Au-G1; (C) Au-G2 de génération amine.
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Cette étude montre que les spectres de NP contiennent les bandes spécifiques des
groupements des PAMAM (générations ester ou amine) ce qui nous permet de conclure

que les PAMAM sont adsorbés a la surface d’or.

La littérature [117, 178] montre qu’en étudiant par FTIR les configurations des groupes
méthylenes et les vibrations C-S, certaines informations sur la configuration adoptée par
une chaine aliphatique peuvent étre obtenues dans le cas de nanoparticules d’or
stabilisées avec 1-dodécanethiol (Au-thiol). Une comparaison a aussi été effectuée pour

les NP avec des PAMAM.

Comme le montre la Figure 3.11, la vibration asymétrique CH, est 4 ~2920 cm™. Ceci
suggere que les groupes méthylénes sont majoritairement dans une configuration trans a
la surface d’or. Ceci a aussi été observé pour des alkylthiols absorbés sur des

nanoparticules d’une taille d’environ 2 nm [179].
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Figure 3.11: Spectre FTIR pour Au-thiol.
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Le pic d’élongation symétrique C-H du méthyléne est 3 ~2874cm™. L’élongation
asymétrique du CHj est 4 2946 cm™. Les déformations symétriques du méthyle sont a
~1378 cm™’. Les configurations 4 la surface d’or sont caractérisées par des vibrations C-S
qui lorsque observées 3 ~720 cm™ indiquent une liaison adjacente C-C trans tandis qu’un
pic 4 ~640 cm™ indique une liaison C-C gauche. Cette derniére est caractéristique de
surfaces irréguliéres qui ont des défauts. Le spectre FTIR des nanoparticules (Au-thiol)
montre la présence d’un pic 3 ~725 cm™ attribué a une liaison C-C trans adjacente au lien
C-S et I’absence de la bande 4 ~640 cm™. Ce résultat met en évidence une configuration
trans majoritairement et un diamétre petit de nanoparticules ce qui est en accord avec les

analyses UV-VIS présentée ci-dessous.

Cependant, la méthode FTIR ne peut pas nous fournir des informations sur la
configuration adoptée par une chaine aliphatique de PAMAM car dans le spectre de NP
(stabilisées avec les dendriméres PAMAM), I’élongation asymétrique du CH, et les
bandes caractéristiques pour les vibrations C-S & ~720 cm™ et 4 ~640 cm™ ne sont pas
visibles. La seule bande visible est 1’élongation symétrique du CH; est entre 2830-2860

em’,

Le greffage des carbohydrates sur les amines terminales des NP a été aussi suivi par
FTIR. En premier lieu la réduction du groupement nitro du p-NHj-a-D-man en
isothiocyanate pour le p-ITC-a-D-man est observée. Dans la Figure 3.12, la présence
dans le spectre FTIR de la bande d’élongation isothiocyanate N=C=S d’intensité

moyenne 4 2123 em™, S=C & 1502 cm™, des bandes larges C-O des éthers entre 1000-
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1120 cm™ et la bande large du OH des alcools & 3320 cm™, démontrent que le

carbohydrate, p-ITC-a-D-man, est obtenu.
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Figure 3.12: Spectre FTIR pour le p-ITC-a-D-man.

Le greffage des carbohydrates sur les NP implique une modification des amines
terminales en thio-urée. Dans la Figure 3.13, la disparition de la bande du groupe
isothiocyanate 4 2123 cm™, P’apparition de la bande thio-urée S=C-N a 1509 cm™, la
présence des bandes C-O des esters a 1000-1120 cm™ et OH des alcools 4 3320 cm’,
démontrent que des nénoparticules d’or modifiées avec des carbohydrates ont été
obtenues. Le spectre vibrationnel des GNP type mannose présenté dans la Figure 3.13
montre la présence des bandes amides I (N-H) a 1627 cm™ et IT (C=0) & 1535 em’' reliées

au PAMAM adsorbés sur les nanoparticules d’or.
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Figure 3.13: Spectre FTIR pour Au-GO-man: (a) dans le domaine 600-3600cm™; (b)

dans le domaine 900-2000 cm™.
3.2.4. Détermination de la fraction organique par TGA et DTA.

Pour obtenir des informations simultanément sur la perte de masse organique ainsi que
sur les transformations telles que la déshydratation ou la dégradation de la masse
organique adsorbée a la surface d’or, des analyses TGA et DTA ont été effectuées. La
méthode TGA a permis d’estimer le % (m/m) d’or et de fraction organique des
nanoparticules d’or avant (NP) et aprés le greffage de mannose (GNP). Une comparaison
a été faite avec des nanoparticules d’or stabilisées avec le 1-dodécanethiol et les résultats

ont été comparés a la littérature.

La fraction organique (% Fract. org.) obtenue par TGA permet de calculer le rapport
masique PAMAM : Au pour les NP (générations amine et ester) ou thiol : Au pour Au-

thiol. Egalement, & partir des résultats TGA, le nombre des branches PAMAM modifiées
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avec le mannose ou thiol, adsorbées & la surface d’or, le nombre des atomes d’or et la

masse moléculaire des glyconanoparticules (GNP) et Au-thiol ont été estimés.

Dans le Tableau 3.1, les résultats TGA pour les NP montrent que le pourcentage de
masse organique augmente aprés le greffage des PAMAM et le rapport massique
PAMAM : Au de 1 : 1.3 demeure approximativement constant a partir de la génération

Au-GO0.5.

Tableau 3.1: Détermination du rapport massique entre la fraction organique et la fraction

de I’or pour les nanoparticules d’or de générations PAMAM et Au-thiol par TGA.

NP Fract. org. : Au
Au-G-0.5 1:5.2
Au-GO 1:2.4
Au-GO.5 1:1.3
Au-Gl1 1:1.3
Au-G1.5 1:13
Au-G2 1:1.2
Au-thiol 1:24

Dans le cas de nanoparticules d’or stabilisées avec le 1-dodécanethiol, I’analyse TGA
indique que celles-ci subissent une perte de masse organique de 32 % entre 110-350°C tel

qu’indiqué sur la Figure 3.15. Cette diminution correspond a la perte de molécules de
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dodécanethiol [180]. Le pourcentage de masse organique de 32 % permet de calculer le
rapport massique thiol : Au qui est 1 : 2.4, Comparant la fraction organique & ce qui a
déja été publié pour Au-thiol, [178] le diametre de nanoparticules d’or est evalué a

environ 1 a 1.5 nm.
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Figure 3.14: Analyse TGA pour Au-thiol.

La perte de masse organique ainsi que les transformations de la fraction organique des
glyconanoparticules. ont été évaluées par TGA et DTA. La Figure 3.15 présente la perte
de masse organique obtenue par TGA pour les GNP modifiées avec le carbohydrate de
type mannose (Au-GO-man, Au-Gl-man et Au-G2-man). Dans cette figure, les mémes
changements ont été obtenus que pour les NP stabilisées avec PAMAM. La perte d’eau a
lieu dans le domaine de température 30-110 °C. La perte de masse organique commence
vers ~200 °C et cette température est associée au bris de la liaison Au-S et a la désorption
de PAMAM de la surface d’or. Vers 500 °C la présence d’une pic exothermique indique
qu’une autre transformation est visible, di a la dégradation de PAMAM. Dans le cas du
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thiolate de glutathionne adsorbé sur I’or, la littérature [181] montre un pic exothermique a

500°C obtenu par DTA qui correspond a I’oxydation de la fraction organique.

Dans le cas des GNP, les courbes obtenues par DTA indiquent qu’apres 600 °C il y a des
transformations majeures dues a la dégradation de la masse organique (carbohydrates et
PAMAM adsorbés a la surface d’or). Donc, la désorption des dendrimeres et
carbohydrates de la surface d’or se poursuit jusqu’a une température d’environ 600 °C.
Lorsque la température est supérieure a 600 °C il y a décomposition de la fraction
organique. A partir de 700 °C, la masse demeure approximativement constante. C’est
donc le domaine de température entre 110 & 600 °C que la masse organique a été tenu en
compte pour évaluer la taille et la masse moléculaire ainsi que le nombre de branches

PAMAM adsorbés sur les nanoparticules.
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Figure 3.15: Analyse (1) TGA et (2) DTA pour les GNP de type mannose: (a) Au-GO-

man; (b) Au-G1-man; (¢) Au-G2-man.
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Si I’on compare les résultats TGA pour les nanoparticules d’or avant et apres le greffage
de mannose, il est possible d’observer dans la Figure 3.16 que le pourcentage de masse
organique augmente et demeure approximativement constant a partir de la génération

GO.5 de NP et G1 de GNP.
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Figure 3.16: Perte de masse organique €valuée par TGA de NP de génération PAMAM

Gn ou n=-0.5, 0, 0.5, 1, 1.5 et 2 (a) avant et (b) apres le greffage du carbohydrate de type

mannose.

A partir des résultats par TGA effectués sur Au-thiol par le groupe de Murray [117] soit
la variation de la fraction de thiol en fonction du diamétre et du nombre d’atomes d’or et
en utilisant les résultats par TGA pour la fraction organique de GNP de type mannose
(Au-G0-man, Au-Gl-man et Au-G2-man) de 47 %, 62 % et 68 %, le diamétre des GNP
(d), le nombre de branches PAMAM modifiées avec mannose (# Gn-man, Gn=G0, Gl1,
G2) adsorbées a la surface d’or, le nombre d’atomes d’or (# Au) ainsi que la masse
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moléculaire de GNP (MW) ont été évalués. Un exemple de calcul est présenté dans cette
section pour Au-G0-man. Les mémes calculs ont été effectués pour Au-Gl-man et Au-

G2-man et les résultats sont présentés ci-dessous.

Apres le lissage de la courbe de la Figure 3.17 soit le pourcentage organique TGA en
fonction du diamétre (d) en nm de nanoparticules d’or en se servant de 1’approche décrite

dans la référence [117], I’équation 3.1 est obtenue:

%TGA org. = 43.873 d99'* (3.1)

A partir de I’équation 3.1 et des fractions organiques des GNP (Au-G0-man, Au-G1-man
et Au-G2-man) obtenues dans cette étude par TGA, les diamétres calculés sont de 0.92

nm, 0.68 nm et 0.63 nm.
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Figure 3.17: Variation de % TGA organique en fonction du diameétre de nanoparticules

d'or, d (nm) [117].
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A partir de la variation des atomes d’or en fonction du diamétre d (nm), [117] représenté
dans la Figure 3.18, et en utilisant 1’équation 3.2 obtenue apres le lissage de cette courbe,
le nombre des atomes d’or calculé corespond a 28, 11 et 9 pour un diamétre de 0.92, 0.68

et 0.63 nm de GNP (Au-G0-man, Au-G1-man et Au-G2-man).
# atomes Au = 35.918 4*%7 - (3.2)
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6.5
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Figure 3.18: Variation du nombre des atomes d'or de nanoparticules d'or en fonction du

diamétre, d (nm) [117].

En utilisant la taille de particules et le nombre des atomes d’or, les masses moléculaires
calculées sont de 15, 9.5 et 8.6 kDa et le nombre des branches PAMAM modifiées avec
mannose adsorbées a la surface d’or est de 5, 2 et 1 pour Au-G0-man, Au-G1l-man et Au-

G2-man.
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En réalité, les GNP présentent une distribution de taille de particules et donc, une
distribution de masse moléculaire. Pour une taille moyenne des nanoparticules (Au-GO-
man, Au-G1l-man et Au-G2-man) d’environ 1nm la masse moléculaire moyenne calculée

est de 15 kDa.

Les mémes calculs ont été effectués pour les nanoparticules d’or recouvertes de
dodécanethiol (Au-thiol). Pour une fraction organique de 32 % obtenues par TGA, un
diamétre de 1.4 nm, 98 atomes d’or, 45 branches thiol adsorbées a la surface d’or et une

masse moléculaire moyenne de 38 kDa sont obtenus.

Dans la littérature [182], pour I’hexanethiol adsorbé sur une particule d’or ayant un
diamétre de 1.1 nm, la masse molaire est de 14 kDa avec 75 atomes d’or. Pour les
nanoparticules d’or sur lequelles est adsorbé un compésé disulfure (R-S-S-R) un diametre
de 1.4 nm avec 55 atomes d’or [183] est calculé. Pour un diamétre de 2 nm il est estimé
qu’il y a 251 atomes d’or en surface avec 54 branches (-S-R) adsorbées a la surface ’or.

Chaque branche (-S-R) occupant une aire de 0.233 nm? [184].

L’aire occupée par une branche de PAMAM sur une nanoparticule d’or a été estimée.
Une comparaison a été effectuée avec les nanoparticules Au-thiol afin d’obtenir des
informations sur la densité des branches adsorbées a la surface d’or. Il faut préciser que
I’aire de surface des atomes d’or n’est pas calculée pour le cas d’une sphere car les
atomes d’or présentent une structure différente telle qu’un cubooctaedre ou icosaédre

comme le montre la Figure 3.19 [185].
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Figure 3.19: Structures d’agrégats d’or: (a) cuboocta¢dre avec 459 atomes d’or et (b)

icosaedre avec 561 atomes d’or [185].

Dans le cas des nanoparticules de diameétre d’environ 1 nm avec 28 atomes d’or, la
surface des atomes d’or présentente une structure de cuboocta¢dre comme le montre la
Figure 3.20 a. Dans la litérature [186], pour un diametre de 1.4 nm, une structure de

cubooctaedre avec 55 atomes d’or est présententé dans la Figure 3.20 b.

(@) (b)
Figure 3.20: Structure d’un cubooctaédre avec (a) 28 et (b) 55 atomes d’or [186].
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Afin d’évaluer I’aire occupée par une branche PAMAM modifiée avec mannose adsorbé
a la surface d’or et de la comparer a 1’aire du thiol adsorbé, des mesures €lectrochimiques
ont été effectuées [187]. Selon ces mesures le taux de recouvrement de GO-man a la
surface d’électrode d’or (111) est de 3x107% moles/cm® et du 1-dodécanethiol de 7.4 x10°
' moles/cm?. A partir de ces résultats, les aires occupées par le GO-man et par le 1-
dodécanethiol sont de 0.555 nm?, respectivement 0.224 nm? soit I’aire du cdne représenté
dans la Figure 3.21. Selon des études précédentes [183], chaque thiol adsorbé a la surface
de nanoparticules d’or occupe une surface de 0.214 nm’. Le rapport de ’aire de molécule

GO-man par molécule de dodécanethiol est de 2.5 (0.555/0.224) tandis que le rapport
| observé entre le nombre de dodécanethiol par le nombre de branches GO-man est de 9

(45/5).

Surface d'or (111) Surface d'or (111)

(b) I'aire occupée par
™ dodécanethiol:
0.224 nm?% molécule

(a) I'aire occupée pa
GO-mannose:

0.555 nm?/ molécule =
2 nm ¥ 1.8

nm

Sk

—

0.37 nm

Figure 3.21: (a) L’aire de surface occupée par une branche GO-mannose et (b) par le

dodécanethiol obtenue expérimentalement par électrochimie a la surface d’or (111) [187].

Si ’on compare 1’aire totale de la surface occupée par les atomes d’or recouverte de thiol

de 10.08 nm* (45 branches thiol x 0.224 nm?), cette valeur est supérieure a 2.8 nm® (5
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branches x 0.555 nmz) pour les NP recouvertes de GO-mannose. Ce résultat montre que

les alkylthiols sont plus denses a la surface d’or.

Les calculs du nombre de branches des dendriméres PAMAM modifiés avec le mannose
de génération GO adsorbées par atome d’or (# GO-man) (équation 3.3), I’aire occupée par
une branche de GO-man (Agoman) (équation 3.4), 'aire de surface de I’or pour une
structure de cubooctahédre (Aa,) (équation 3.5) ainsi que la masse moléculaire de GNP

de génération GO de type mannose (MW ay.Go-man) (équation 3.6) sont détaillés ci-dessous.

# G0-man = # atomes Au X MW 5, X (% Fr. o) / (Y0 Fr.au) X MW 3.3)
ou:

% Fr.au et % Fr.o sont les fractions d’or et organique obtenues par TGA pour Au-GO-
man; MW,, est la masse moléculaire de I’or; MW, est Ia masse moléculaire pour la

fraction organique (GO-man).

Un taux de recouvrement de GO-mannose, I"Go-man, @ la surface de Au (111) de 3x1071°

moles/cm” a été déterminé par des mesures électrochimiques.

L’aire occupée par une molécule de PAMAM de génération GO modifiée avec mannose

(AGo-man) est calculée a partir de I’équation (3.4).

AGo-man= 1 molécule (GO-man) x 1 nm?*/ I'Go-man X 10 moles x Na 34

ou N4 = 6.023 x10%* molécules/moles est le nombre d’Avogadro.
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L’aire de surface de I’or pour une structure de cubooctahédre (A,,) est calculée a partir

de I’équation (3.5):

AAu =# GO-man x A GO-man (35)

La masse moléculaire de Au-G0-man (MW ay.Go-man) €St calculée & partir de 1’équation

(3.6):

MW au-Go-man= MW Fr.a, + MWFr.org (3.6)

ou la fraction de la masse moléculaire associée a I’or (MWg; 4,) est calculée & partir de

I’équation (3.7):

MW, a0= #A0 x MWy x 100/ (% Fr.au) (3.7)

La fraction de la masse moléculaire associée a GO-man (MWg o)

est calculée a partir de 1’équation (3.8):

MWk, org = # GO-man x MW, (3.8)
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3.2.5. Calcul du taux de greffage de carbohydrates par titrage avec le TNBS

La méthode de titrage spectroscopique des amines primaires avec 1’acide trinitrobenzene
sulfonique (TNBS) décrite dans le Chapitre 2 permet de calculer le rendement de la
réaction d¢ greffage des carbohydrates. Ceci est réalis¢ en déterminant le nombre de
moles des amines primaires (umol NH; /mg) pour les nanoparticules d’or de générations
PAMAM avant et apreés le greffage de mannose a partir d’une courbe de calibration a 340

nm utilisant la cystamine, tel que présenté dans la Figure 3.22.

0,8
0,71
0,61
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0,31
0,21
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Absorbance a 340 nm (u.a.)

Figure 3.22: Courbe de calibration pour la cystamine pour déterminer le nombre de

moles des amines primaires (umol NH; / mg).

Les résultats présentés dans le Tableau 3.2 montrent les rendements élevés du greffage de
mannose sur les nanoparticules d’or stabilisées avec le PAMAM, évalués par le titrage

avec le TNBS.
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Tableau 3.2: Détermination du nombre de moles de NH,/mg pour les NP et GNP de
générations GO, G1 et G2 par le titrage TNBS et des rendements () de greffage de

carbohydrates de type mannose.

pmol NH, /mg
n (%)
TNBS

Au-GO 2.30+0.6
Au-G0-man 03+0.1 87+1

Au-Gl 3.0+0.6
Au-Gl-man 0.1£0.1 98 +2

Au-G2 2.0 £0.1
Au-G2-man 0.1+0.1 97+2

3.2.6. Evaluation du nombre de meles de flucrophores greffés sur les NP

Les résultats présentés dans le Tableau 3.3 obtenus a partir des mesures UV-VIS
montrent que la surface des GNP de type mannose est recouverte de 8.2 + 0.1 moles
FITC/mole Au ce qui représente 36% FITC a la surface d’or comparé¢ a 64 %
carbohydrates évalués par titrage TNBS. Ce résultat démontre que la surface active de
mannose est diminuée apres le greffage de FITC. Dans le cas de RITC la surface des
GNP de type galactose est recouverte de 0.9 = 0.2 moles RITC/mole Au ce qui représente
4% RITC a la surface d’or compare a 96 % carbohydrates évalués par titrage TNBS. Ce

résultat montre que le greffage de RITC diminue faiblement la surface active des
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carbohydrates. Le RITC est difficilement greffé a la surface d’or, et ceci est peut étre
reliée a sa solubilité réduite dans I’eau. Le greffage des fluorophores n’est donc pas facile

a contrdler.

Tableau 3.3: Evaluation du nombre de moles de fluorophores des GNP (Au-man-FITC

et Au-gal-RITC) par UV-VIS.

moles fluorophore/
% fluorophore | % carbohydrate

moles Au
Au-man-FITC 82+0.1 3641 64 + 1
Au-gal-RITC 09+0.2 4+2 96 +2

3.2.7. Détermination du rapport N : S par XPS

La spectroscopie XPS est utilisée pour déterminer la steechiométrie N:S des
nanoparticules. L’analyse XPS de la surface des nanoparticules aprés le greffage du
carbohydrate de type mannose (p-1TC-a-D-man) sur les générations (GO, G1 et G2) de
nanoparticules d’or, donne deux pics pour: Au 4f 7, et 4f 5 a environ 83.2 et 86.87 eV
comme le montrent les Figures 3.24 a, 3.25 a et 3.26 a. La différence entre les deux pics
de 3.67 eV et I’absence du pic a 84.9 eV pour Au (III) démontre que 'or des
nanoparticules stabilisées est dans 1’état de valence zéro [180, 188]. Les Figures 3.23 b,

3.24 b et 3.25 b montrent que le soufre présente un doublet qui correspond aux niveaux
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2p 3net2p 1 denviron 161.7 et 162.9 eV et les Figures 3.23 ¢, 3.24 ¢ et 3.25 ¢ montrent
que 1’atome d’azote a un seul pic correspondant au niveau 1s a environ 398.9 eV. Pour
calculer le rapport S : N, le pourcentage atomique pour S 2p 3 et N 1s est utilisé. Le
rapport atomique N : S correspond a celui prédit comme le montre le Tableau 3.4. Ces
résultats démontrent que les dendrimeéres et les carbohydrates sont bien adsorbés sur les

nanoparticules et les branches des PAMAM ont peu de défauts.

Tableau 3.4: Résultats XPS pour les GNP de type mannose.

Position | Position | Position | Rapport N:S
Rapport N:S
Au 4f 52 S Zp 31 N1s mesuré
prédit
(eV) (eV) (eV) XPS
Au-GO-man 87.1 161.6 399.2 2.0£0.1):1 23:1
Au-Gl-man 86.5 160.9 398.8 (32+£02):1 34:1
Au-G2-man 86.4 160.7 398.8 (3.8£0.2):1 4.1:1
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Figure 3.23: Spectres XPS pour (a) Au; (b) S; (¢) N de Au-G0-man.
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3.3. Caractérisation de nanoparticules de silice

La silice est utilisée comme substrat pour l'immobilisation de protéines, d’enzymes,
d'ADN ou comme matériel chromatographique [119-121, 123, 189-191]. Des substrats de
silice recouverts par des nanoparticules d’or stabilisées avec thiol ont été utilisés pour la
détection de protéines [192]. Les particules de silice occupent un rdle important en
chromatographie et en catalyse mais de plus en plus dans le domaine biomédical.
Plusigurs techniques ont été mises au point pour préparer des nanoparticles de silice de
taille de 1 a 20 nm [193]. La fonctionnalisation chimique des nanoparticules de silice
avec plusieurs types de groupements démontre leur potentiel comme biocapteurs [123,

130, 191].

Le greffage chimique de différents silanes a la surface de silice a €té utilisé pour obtenir
des matériaux pour la détection et la purification de composés biologiques [189, 190,
194]. Apres Dactivation de la surface de silice avec des groupements hydroxyles suivie
d’un greffage des groupements silanol [135, 136, 138, 195, 196], plusieurs groupes
peuvent étre greffés a la surface [130]. Pour augmenter les propriétés hydrophiles de la
silice, des groupements amines ont ¢été adsorbés a la surface. Toutefois, ces derniéres
peuvent interagir de manicre électrostatique avec les groupements carboxyles des

protéines et dans ce cas la détection n’est pas sélective.

Comme la silice est compatible avec plusieurs matériaux biologiques, n’est pas toxique et

est moins dispendieuse que I’or, elle est utilisée, dans cette étude, pour obtenir un
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biocapteur des lectines. Des carbohydrates de type mannose seront chimisorbés sur des
particules de silice stabilisées avec le silane (NPSi-NH). Le design du biocapteur obtenu

(NPSi-man) présente une architecture multivalente avec un cceur de silice.

Cette approche permet d’étudier I’interaction entre les NPSi-man et les lectines sans
compromettre leurs sites actifs. Le marquage des lectines pourrait aussi se faire a I’aide
d’une sonde fluorescente (fluorescéine) greffée sur les NPSi-NH, en méme temps que les
carbohydrates. Le greffage de fluorophore (FITC) a la surface de silice a pu étre réalisé

mais il ne sera pas présenté dans cette étude.

Dans cette section le greffage de silanes et de carbohydrates de type mannose sur les
nanoparticules de silice est décrit. La spectroscopie FTIR a été utilisée pour analyser les
groupements fonctionnels sur la silice et le titrage des amines avec le TNBS pour évaluer
le rendement de greffage des carbohydrates. La fraction organique a été évaluée par
TGA. La taille et la morphologie des particules aprées le greffage des carbohydrates, ont
ét¢ déterminées par la microscopie MEB. Les conditions expérimentales de
caractérisation de NPSi sont les mémes que celles utilisées pour les GNP. Le potentiel de

NPSi-man pour la détection des lectines est discuté dans le dernier chapitre.

3.3.1. KEtude du greffage du silane et de carbohydrates par FTIR

Les spectres FTIR de la silice avant et apres le greffage du silane et apres le greffage de

carbohydrate de type mannose ont été¢ mesurés.
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La Figure 3.26 montre le spectre FTIR des nanoparticules de silice avec des groupements
silanol en surface (NPSi-OH) avec des bandes spécifiques de SiO-H a 3739 cm” et des

bandes SiO et Si-O-Si entre 1110 et 830 cm™ [197-199].
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Figure 3.26: Spectre FTIR de NPSi-OH.

Apres le greffage du silane, le 3-aminopropyle-triméthoxysilane, les Figures 3.27 et 3.28
montrent la disparition de la bande SiO-H a 3739 cm™ et I’apparition des bandes reliées
au silane soit les élongations asymétrique et symétrique du N-H a 3376 et 3280 cm™, les
élongations asymétrique et symétrique du CH, a 2933 et 2840 cm’, la déformation
angulaire du N-H des amines a 1580 cm™ et la déformation angulaire du C-H
(cisaillement du CH,) a 1482 cm™ [197, 198]. Les bandes Si-O et Si-O-Si sont a 1098 cm’

Yet 813 cm™.
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Figure 3.27: Spectre FTIR du silane.
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Figure 3.28: Spectre FTIR de NPSi apres le greffage de silane.
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Aprés le greffage du carbohydrate de type mannose (p-ITC-a-D-man) sur les amines de
nanoparticules de silice, la Figure 3.29 montre la disparition de la bande N=C=S 4 2123
cm™ et la présence de la bande S=C-N 4 1502 cm™ qui démontre que le carbohydrate est
greffé par un couplage thio-urée. La bande 4 3300 cm™ est reliée aux groupements OH du

mannose.

100 - N
80
60

40 -

% Transmittance

20

T T T T T T T T T T
3600 3OIOO 2400 1800 1200 600

Nombre d'onde (cm”)

Figure 3.29: Spectre FTIR de NPSi apres le greffage de p-ITC-a-D-man.
L’analyse FTIR démontre que les NPSi sont bien recouvertes de mannose. Le titrage

spectrophotométrique des amines par TNBS a été utilisé afin de quantifier le rendement

de greffagé de mannose. Les résultats sont présentés ci-dessous.
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3.3.2. Calcul du taux de greffage des carbohydrates sur la silice par titrage avec le

TNBS.

Une courbe de calibration de la cystamine a 340 nm a été effectuée. Les détails de ces
mesures sont décrits dans le Chapitre 2. Le rendement du greffage des carbohydrates a
été calculé en évaluant le nombre d’amines par mg d’échantillon pour les nanoparticules
de silice avant et aprés le greffage de carbohydrate de type mannose par la méthode de
titrage des amines par le TNBS. Les résultats obtenus sont de (3.4 £+ 0.1) umol NHy/mg
de NPSi-NHj; et (0.24 + 0.1) umol NHy/mg de NPSi-man. Le rendement du greffage de

mannose sur silice est donc de 93 + 1%.

3.3.3. Détermination de la fraction organique 2 la surface de silice par TGA.

L'effet du traitement thermique de silice pour I’activation avec des groupements silanol
sur les propriétés de surface de la silice a été étudié par TGA [136]. Ces études ont
montré que dans le cas des surfaces irréguliéres et hétérogénes de silice, des molécules
d'eau sont fortement adsorbées a la surface de la silice. L'analyse thermogravimétrique de
la silice a indiqué une perte continue de l'eau adsorbée a la surface et une condensation
possible des silanols extérieurs aux températures de 450 °C. Comme le montre la Figure
3.30, aprés le traitement thermique, trois types de silanols sont accessibles a la surface de
la silice pour la modification avec silane. Un premier type de silanol est libre, un vicinal

et un dernier forme des ponts siloxane.
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Figure 3.30: Types de silanol formés aprés le traitement thermique de silice: (A) libre

(B) vicinal et (C) qui forment des ponts siloxane [136].

L’analyse TGA a été effectuée pour les particules de silice apres le greffage de silane et
le greffage de mannose. La Figure 3.31a montre une faible perte d’eau d’environ 1.2 %
dans la région de 30 & 140°C. Donc le traitement thermique effectué (voir le Chapitre 2)
pour activer la surface de silice avec silanol a éliminé 1’eau des particules de silice. Ceci
est relié & la diminution des volumes des pores de silice [136]. La masse organique
désorbée de la surface de silice est d’environ 5% apres le greffage du silane. Ce résultat
démontre un faible pourcentage de silanol a surface de silice. Cependant, la Figure 3.31b
montre une augmentation de la masse organique de 25 % aprés le greffage de mannose.
Les deux thermogrammes montrent une perte de masse organique dans une seule étape.
Le résultat TGA nous indique un plus faible pourcentage de masse organique adsorbée a

la surface de silice comparée aux glyconanoparticules d’or.
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Figure 3.31: Thermogrammes de (a) NPSi-NH; et (b) NPSi-man.
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3.3.4. Evaluation de la taille de particules de silice par MIEB

La taille des particules de NPSi-man a ét¢ déterminée par des mesures MEB.
Approximativement 1 mL de solution (1 mg/mL NPSi-man dans méthanol), est déposé

sur une plague recouverte d’un film d’or. Le méthanol est évaporé sous vide pendant 2 h.

La Figure 3.32, montre des particules de silice agglomeérées, d’une taille d’environ 20-50
nm, tel que déterminé par la compagnie Sigma. Les particules sont agglomérées a cause
d’interactions électrostatiques avec la surface de silice. Des particules agglomérées ont

été aussi obtenues pour les nanoparticules de silice avant et aprés le greffage du silane.

Figure 3.32: Analyse MEB de nanoparticules de NPSi-man.
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3.4. Conclusion

Des GNP d’or solubles dans 1’eau ont €té obtenues. La génération GO de GNP (Au-G0-
man) est la plus stable dans une solution aqueuse. L’absence de plasmon de surface dans
le spectre UV-VIS a 520 nm de NP et GNP est reliée a la petite taille des particules. Les

méthodes TEM et DLS confirment que la taille moyenne des GNP est de moins 2 nm.

La présence des bandes caractéristiques des groupes fonctionnels de PAMAM et des
carbohydrates dans le spectre FTIR des GNP démontre que les dendriméres et les
carbohydrates ont été greffées a la surface d’or. La steechiométrie N : S obtenue par XPS
démontre qu’il y a peu de défauts sur les branches de PAMAM. Les rendements de
greffage qui varient entre 87 et 98% démontrent que les carbohydrates sont bien greffés a
la surface d’or. Dans le cas des GNP fluorescentes, le greffage des fluorophores est
difficile a contréler. Le FITC occupe 36% de la surface d’or comparé au RITC qui en

occupe seulement 4 %.

La fraction organique évaluée par TGA montre une saturation de la surface d’or a partir
de Au-G 0.5. Le pourcentage de fraction organique obtenu par TGA permet de calculer
un diamétre moyen d’environ 1 nm pour les GNP avec 28 atomes d’or, une structure de

cubooctaédre et une masse moléculaire moyenne pour les GNP de 15 kDa.

Les analyses FTIR, TGA et le titrage TNBS montrent que le greffage des carbohydrates

peut aussi se faire avec de bons rendements sur les particules de silice (92%).
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Chapitre 4. GNP pour la reconnaissance des lectines

4.1, Introduction

Ce chapitre est consacré a la démonstration de 1’efficacité des GNP pour la détection des
lectines par fluorescence. Tout d’abord, la reconnaissance des lectines pour les GNP par
la formation des complexes GNP-lectines a été mise en évidence par UV-VIS, DLS et
TEM. Par la suite, une méthode de détection de lectines par fluorescence est développée.
Différentes stratégies consistant en des GNP combinées a des lectines fluorescentes ou
non fluorescentes sont examinées. Parmi ces stratégies, celle qui est la plus efficace et
reproductible a ¢été identifiée et a été utilisée pour étudier le mécanisme de

reconnaissance de lectines par les GNP.
4.2. Etude de la formation du complexe lectine-GNP

L’affinité sélective des lectines pour les carbohydrates sous certaines conditions mene a
la formation d’agrégats et a la précipitation surtout s’il y a des interactions des
carbohydrates avec plus d’une lectine [92-102, 200, 201]. Dans le cas ou le ligand se lie &

plusieurs sites de la méme lectine il n’y a pas la précipitation.

Comme il a été présenté dans I’introduction, la précipitation des lectines dépend de

plusieurs facteurs [97]. Dans ce chapitre un ensemble de facteurs seront donc examinés.
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Ceux-ci comprennent I’effet de la multivalence, de la structure du ligand, de la lectine
ainsi que de la concentration du ligand et de la lectine, de méme que le rapport molaire

entre eux pour la précipitation des lectines.

Une série d’expériences simples a été effectuée pour démontrer la sélectivité et la
réversibilité de P’interaction entre les GNP et une lectine. Pour cette étude, des GNP de
type mannose (Au-Gn-man), N-acétyleglucosamine (Au-Gn-NAcGlc) et galactose (Au-
Gn-gal) ainsi que des GD de type mannose (Gn-man) et galactose (Gn-gal) de différentes
générations (Gn=GO0, G1, ou G2) ont été testées en présence des lectines. Les lectines
végétales Con A et WGA ont été choisies pour cette recherche car il existe de
nombreuses études qui nous permettent de comparer les GNP avec d’autres biocapteurs.
La lectine PA IL qui provient de la bactérie Pseudomonas aeruginosa [144] a aussi été
utilisée. Bien que plusieurs recherches aient démontré la spécificité de la lectine PA IL
modifiée avec biotine pour les carbohydrates [202, 203], il reste encore a développer un

biocapteur efficace pour la détection de cette lectine.

4.2.1. Sélectivité de Con A pour les GNP de type mannose

La sélectivité de GNP type mannose pour la lectine Con A est facilement mise en
évidence par le test de précipitation de la lectine. Dans ce test, les GNP modifiées avec le
mannose: Au-G0-man, Au-G1l-man et Au-G2-man ont été dissoutes dans le PBS (1 mg/
ImL). Ces solutions ont été mises en présence de la lectine Con A dissoute dans le PBS

(1 mg/mL) dans un rapport de 1 : 1 et ont été mélangées pendant 1 min. La turbidité de la
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solution change rapidement aprés I’ajout des lectines aux GNP et aprés 15 min, la lectine
commence a précipiter (Figure 4.1).

(a) (b) (©)

Figure 4.1: Précipitation de la lectine Con A par les GNP d’or de type mannose: (a) Au-

GO0-man; (b) Au-Gl-man; (c) Au-G2-man apres 15 min.

Le simple test visuel de la précipitation de la lectine Con A en présence de nanoparticules
d’or modifiées avec le mannose démontre une reconnaissance rapide des sites actifs de la
lectine par les mannoses des GNP. Ce test montre aussi que la précipitation se produit

plus rapidement avec 1’augmentation de la génération de GNP.

La réversibilité du complexe entre Con A et Au-G0-man a été démontrée par I’expérience
suivante: le précipité a été mélangé avec un exces de a-D-man / a-D-gal (200 mg/mL
dans PBS) pendant 1 min (Figure 4.2 d, e). Dans le cas de Au-GO-man, le précipité brun
obtenu aprés 30 min a été dissout seulement aprés 1’ajout de a-D-man et non pas de a-D-
gal. Les mémes résultats ont été obtenus pour les autres générations. La réversibilité

observée montre qu’il n’y a pas d’agglomérats de GNP.



®

Figure 4.2: Sélectivité des lectines pour les GNP: (a) Au-G0-man, (1 mg/mL); (b) Con A
(1 mg/mL); (c) solution (a) mélangée avec (b); (d) solution (c) mélangée avec 1 mL a-D-
man (200 mg/mL); (e) solution (c) mélangée avec 1 mL a-D-gal (200 mg/mL) (f) WGA

(1mg/mL); (g) solution (a) mélangée avec (f).

La sélectivité de Au-GO-man pour Con A est démontrée en mélangeant les GNP (1
mg/mL) avec une autre lectine (WGA) (1 mg/mL), sensible au NAcGlc (Figure 4.2 g).
Aucune précipitation ne se produit, ce qui démontre la sélectivité¢ des GNP de type
mannose envers les récepteurs de Con A mais pas avec le WGA. La sélectivité de Au-
GO-man pour Con A et non pas pour WGA a été confirmée par I’électrophore SDS-

PAGE et est présentée dans le Chapitre 6.

4.2.2. Immuncprécipitation des lectines suivie par UV-VIS

Pour les GNP en présence de lectines, aucun plasmon de surface a 520 nm n’a été

observé dans le spectre UV-VIS. Le seul changement correspond a I’augmentation de

I’absorbance de GNP apres I’ajout des lectines. Donc, n’importe quelle longueur d’onde
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entre 250 et 600 nm peut &tre utilisée pour mesurer la variation de 1’absorbance en

fonction du temps pour la formation du complexe GNP-lectine.

Dans cette section, des mesures plus détaillées de la précipitation des lectines (Con A, PA
IL et WGA) causée par les GNP ou les GD ont été effectuées en mesurant la variation de
’absorbance & 490 nm pour Con A [24] et WGA [23, 204] et 4 280 nm pour PA IL [94].
Un rapport (v/v) de 2 : 1 entre les lectines (1 mg/mL dans PBS) et les GNP ou GD (1
mg/mL dans PBS) a été utilisé. Il faut préciser que les concentrations en GD (générations
GO0, G1 et G2) sont 12, 6 et 4 fois supérieures aux celles des GNP (générations GO, G1 et

G2).

Dans le cas de Con A (sous forme de tétramere), la Figure 4.3 A montre que I’absorbance
augmente rapidement suite a I’addition de GNP de type mannose: Au-GO-man, Au-G1-
man et Au-G2-man. Ce résultat montre la formation rapide d’agrégats. I.’augmentation
de I’absorbance se poursuit lentement et 1’absorbance atteint un maximum en 6 min pour
Au-G2-man, 17 min pour Au-Gl-man et 25 min pour Au-GO-man. L’absorbance
commence a diminuer due a la précipitation des agrégats qui présentent une taille trop
grande pour demeurer en suspension. Une précipitation totale de la lectine Con A par les
GNP de type mannose est obtenue aprés 30 min pour Au-G2-man, 40 min pour Au-G1-

man et 55 min pour Au-GO-man.

Des GNP de type mannose d’une taille de 16 nm ont été utilisées pour la précipitation de
Con A [79]. Ces GNP présentent un plasmon de surface (PS) a 520 nm. La cinétique de

précipitation de Con A, suivie & 620 nm, montre que plus la concentration en Con A
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augmente plus I’intensité de PS diminue, le PS se déplace vers des longueurs d’onde plus

grandes et la bande devient plus large due a ’agrégation des nanoparticules d’or.
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Figure 4.3: Variation de I’absorbance a 490 nm en fonction du temps apres le mélange
de : A) Con A et les GNP de type mannose : (a) Au-GO-man, (b) Au-G1-man, (c) Au-
G2-man; B) Con A et les GD de type mannose : (a) GO-man, (b) G1-man, (c¢) G2-man.
Des solutions de 1 mg/mL de GNP ou GD ont été¢ melangées dans des proportions de 1 :

2 avec Con A (1 mg/mL).

La méme expérience a été effectuée avec les glycodendrimeres (GD) de type mannose

(G0-man, G1-man et G2-man) afin de comparer ['efficacité de glycodendrimeéres greffées
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sur de nanoparticules d'or pour la complexation de la lectine Con A. Pour cette
expérience, I’absorbance a 490 nm a été mesurée apres que la lectine Con A (1 mg/mL
PBS) et GD (1 mg/mL dans PBS) aient été mélangées dans un rapport de 2 : 1. La Figure
4.3B montre une lente augmentation de ’absorbance pour le complexe Con A-GD et
aucune précipitation n’est obtenue méme aprés 3 h. Des résultats semblables ont été

obtenus précédemment [24].

La lectine WGA, qui est un dimere, a aussi été précipitée par les GNP de type NAcGlc de
génération GO (Au-GO-NAcGlc). Les solutions de lectine WGA (1 mg/mL dans PBS) et
de Au-GO-NAcGle (1 mg/ml. dans PBS) ont été mélangées dans un rapport de 2 : 1.
Comme la montre la Figure 4.4, I’absorbance augmente puis & partir de 85 min,

’absorbance diminue rapidement.
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Figure 4.4: Variation de ’absorbance a 490 nm en fonction du temps apres le mélange
de WGA avec Au-G0-NAcGle. Une solution de 1 mg/mL en GNP a été melangée dans

une proportion de 1 : 2 avec WGA (1 mg/mL).
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Pour démonter la généralité de notre approche, une lectine d’origine bactérienne, la
lectine PA IL qui a une affinité pour le B-D-gal [20, 202, 203, 205], a été aussi étudiée.
La complexation entre PA IL, qui est sous forme de tétramére, (1mg/mL PBS) et les GNP
type galactose (Au-GO-gal) (1 mg/mL PBS) a été suivie en mesurant la variation de
’absorbance & 280 nm en fonction du temps aprés qu’elles aient été mélangées dans un
rapport de 2 : 1. La variation de 1’absorbance est présentée dans la Figure 4.5 a. La méme
expérience a été effectuée en utilisant les glycodendrimeres de type galactose (G0-gal) (1
mg/mL PBS) et le résultat est présenté dans la Figure 4.5 b. Dans les deux cas,
I’absorbance augmente dans les premiéres secondes mais elle augmente beaucoup plus
rapidement dans le cas de GNP comparé au GD. Pendant les premic¢res 30 min
I’absorbance augmente et diminue aprés 50 min. Dans le cas de GD, I’absorbance
augmente lentement et aucune précipitation n’est observée avec le temps. Seulement les

GNP ont causé la précipitation de PA IL.
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Figure 4.5: Variation de 1’absorbance a 280 nm en fonction du temps aprés le rriélange

de (a) PA IL et Au-GO-gal; (b) PA IL et GO-gal. Des solutions de 1 mg/mL en GNP ou

GD ont été melangées dans des proportions de 1 : 2 avec PA IL (1 mg/mL).

La précipitation observée dans ces tests est due a la formation d’un réseau
tridimensionnel [200, 201]. Dans le cas de Con A, chaque lectine du tétramére est li€ & un
mannose de GNP. Cependant, une GNP doit étre liée a au moins deux lectines de
tétrameéres différents afin pour former un complexe tridimensionnel tel que présenté dans

la Figure 4.6.

Figure 4.6: Complexation entre les GNP et la lectine Con A [206].
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La précipitation de WGA ou PA IL par les GNP de type NAcGlc ou galactose est elle
aussi reliée a la formation d’un complexe tridimensionnel. Cependant, il n’y a pas
d’autres études de précipitation des lectines WGA et PA IL par les carbohydrates des GD

ou GNP pour comprendre le mécanisme d’interaction.

La précipitation rapide des GNP comparée aux GD est reliée & I’affinité plus grande des
GNP pour les récepteurs des lectines. Cette affinité pourrait étre reliée non seulement a la
multivalence mais aussi a la structure rigide de GNP. L’accessibilité des carbohydrates
des GNP aux récepteurs des lectines ainsi que la solvatation/désolvatation peuvent aussi
jouer un role dans I’augmentation d’affinité des GNP pour les lectines. Tous ces facteurs

sont discutés en détail dans le Chapitre 5.

La précipitation rapide, sélective et réversible des lectines par les GNP valide notre
approche pour la reconnaissance des lectines. La formation des complexes est mise en
évidence aussi par des expériences de diffusion de la lumiére et des mesures TEM

présentées ci-dessous.

4.2.3. Etude de la taille du complexe lectine-GNP par DLS et TEM.

Les GNP en présence de lectines forment des agrégats. Ce phénoméne d’agrégation a été
suivi par la diffusion de la lumiére qui permet de déterminer la taille des agrégats. Pour

ces expériences la lectine Con A (0.1 mg/mL dans le PBS) en présence de GNP de type
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mannose, de génération GO (Au-G0-man) (1 mg/mL dans le PBS) mélangées dans des

rapports (v/v)de 10: 1 a1 : 10 est utilisée.

La Figure 4.7 montre une taille d’environ 3 nm pour Con A et de 2 nm pour les GNP
(Au-GO-man). Dans le cas ou Con A et les GNP sont présentes dans la solution dans un
rapport (v/v) de 2 : 1 des agrégats d’environ 60 nm sont obtenus. En diminuant la
quantité de Con A (Con A : GNP de 1 :1) des agrégats d’environ 250 nm ont été obtenus.
Pour un rapport Con A : GNP de 1 : 2, la taille des agrégats augmente & 400 nm. Lorsque
la concentration en GNP augmente, (Con A : GNP de 1 : 5), de gros agrégats se forment
et précipitent rapidement. Des agrégats d’une taille de 300 nm sont observés. Dans le cas
ol la concentration de la lectine diminue par rapport aux GNP, des agrégats d’environ 60

nm sont obtenus pour le rapport Con A : GNP de 1 : 10.

En résumé, de gros agglomérats sont obtenus pour un rapport (v/v)de 1 : 1 et 1 : 2 entre
GNP et lectine. On constate qu’en augmentant la concentration de GNP la quantité en

Con A détectée diminue.
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Figure 4.7: Evaluation par DLS du diamétre pour le complexe formé entre Con A

(0.1mg/mL dans PBS) et Au-GO-man (1 mg/mL dans PBS) mélangés en différentes

proportions (v/v).

L’agglomération de Au-GO-man (1 mg/mL, PBS) en présence de la lectine Con A (0.1
mg/mL, PBS) dans un rapport (v/v) de 1 : 1 a aussi été visualisée par TEM. Dans la
Figure 4.8 des taches de couleur noire dont la taille varie de 50 & 200 nm sont visibles.
Les points noirs correspondent aux particules d’or qui s’agglomeérent en présence de la

lectine Con A pour former des complexes tridimensionnels.
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Figure 4.8: Visualisation de la formation du complexe Con A-Au-G0-man par TEM.

4.3. Détection de lectines par fluorescence

La détection des protéines est souvent réalisée a I’aide de marqueurs fluorescents attachés
sur des biomolécules (protéines, anticorps) [207]. Ces types de détection présentent des
contraintes car les modifications chimiques sur des biomolécules peuvent causer des

changements structuraux et donc de spécificité.

Des stratégies utilisant des carbohydrates multivalents fluorescents pour la détection des
protéines non fluorescentes ont été rapportées. Des glycodendrimeres fluorescents de
type PAMAM modifiés avec le glucose et marquées avec un fluorophore subissent une
atténuation de 70 % en présence de la lectine Con A fluorescente [95]. L’ atténuation de la

fluorescence est causée par transfert d’énergie via un mécanisme de type FRET entre les
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fluorophores. Les nanoparticules d’or modifiées avec le PAMAM et conjuguées avec des
biomolécules ont été aussi utilisées pour détecter, par FRET, les interactions de type
biotine-avidine, en présence de points quantiques (QD) fluorescents [75]. Dans un autre
cas, [96] le transfert d'énergie entre un fluorophore d’une protéine et une surface de
nanoparticule d’or métallique a été utilisé pour la détection de protéine. Ce transfert
d'énergie appelé le transfert d'énergie de surface (SET) est différent du FRET quand a sa
variation en fonction de la distance entre la surface et la protéine fluorescente. Comme il
a été présenté dans I’introduction, le transfert d’énergie par FRET peut se produire pour
une distance entre carbohydrates et lectines sous 100 A [90] tandis que le transfert

d’énergie par SET peut se faire pour une distance plus grande que 200 A [96].

Ces deux stratégies sont illustrées dans la Figure 4.9 pour les systémes GNP-lectines
étudiés soit: (1) le transfert d’énergie par FRET (Figure 4.9a) entre les fluorophores d’une
GNP et une lectine et (2) par transfert d’énergie par SET (Figure 4.9b) entre le

fluorophore d’une lectine et la surface d’or d’une GNP.

144



(a) Transfert d'énergie par FRET (b) Transfert d'énergie par SET

Lectine

Figure 4.9: Schéma des mécanismes proposés pour la détection des lectines par

fluorescence: (a) FRET ou (b) SET.

4.3.1. Etude du transfert d’énergie par FRET

Dans la perspective de contribuer a amplifier la reconnaissance moléculaire pour une
détection rapide et spécifique des protéines, sans les modifier chimiquement, cette étude
propose, d’abord, ’utilisation de glyconanoparticules d’or greffées de fluorophores. La
détection se fait par I’atténuation de la fluorescence de ces particules en présence des

lectines modifiées ou non par des fluorophores.

L’intensité de la fluorescence de GNP de génération GO marquées de FITC de type

mannose (Au-man-FITC) et de type N-acétyle-glucosamine (Au-NAcGlc-FITC) a été
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mesurée en présence des lectines Con A et WGA, modifiées ou non avec FITC ou RITC.
L’effet de la concentration des lectines sur ’atténuation de la fluorescence des GNP
fluorescentes a été évalué. La concentration de GNP (Au-man-FITC et Au-NAcGlc-
FITC); (2.2 uM dans le PBS) et le domaine de concentration des lectines fluorescentes ou
non: Con A et Con A-FITC de 0.03-0.64 uM et WGA et WGA-RITC de 0.09-1.84 uM,
ont été choisis de fagcon a avoir de bonnes intensités en fluorescence et de ne pas avoir de

précipitation.

4.3.1.1. Résultats et discussion

Les spectres de GNP marquées de FITC montrent une excitation & 490 nm et émission a
520 nm (Figure 10). Pour les études suivantes, la variation de la fluorescence des GNP-

FITC en présence des lectines a été suivie a la longueur d’émission de 520 nm.
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Figure 4.10: (a) Spectre d’excitation et (b) d’émission de GNP marqués de FITC (Au-

man-FITC); (2.2 uM); Aex=490 nm, Aep,=520 nm.
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La Figure 4.11 montre que la fluorescence de Au-man-FITC (2.2 uM) diminue avec
I’augmentation de la concentration de Con A. En présence de Con A (0.64 uM), la
fluorescence a 520 nm est atténuée de 7 %. Cette atténuation peut étre reliée au transfert
d’énergie entre les fluorophores FITC de GNP qui se trouvent confinés dans le complexe
avec Con A. Cependant, pour une concentration en lectines de 0.64 pM, une atténuation
de la fluorescence de 40 % a été obtenue en présence de Con A-FITC et de 46 % en
présence de Con A-RITC. Ces résultats montrent que I’atténuation la plus importante est
obtenue lorsque les GNP fluorescentes sont en présence de lectines marquées avec des
fluorophores. Ces atténuations de 40 % et 54 % pourraient &tre attribuées au transfert
d’énergie par FRET entre FITC de GNP et le fluorophore (FITC) ou (RITC) de Con A
(donneur). Les mesures de fluorescence ont demontré que le transfert par FRET n’a pas
été observé car aprés I’excitation a 490 nm, aucune augmentation de la fluorescence a la
longueur d’émission de RITC de Con A-RITC a 580 nm n’a été observée en présence de
Au-man-FITC. Donc, le transfert correspondrait plutét a un transfert par SET entre le
fluorophore de lectine (donneur) et la surface d’or des nanoparticules (I’accepteur).
L’atténuation plus grande quand les fluorophores sont présents sur la lectine pourrait
aussi étre reliée a des interactions électrostatiques non-sélectives de type hydrophobes
entre FITC de GNP et FITC ou RITC de lectine. Des mesures supplémentaires ont été
faites dans cette étude pour clarifier si I’atténuation importante obtenue pourrait étre

reliée aux interactions non-sélectives entre les fluorophores.
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Figure 4.11: Variation de la fluorescence (%) de Au-man-FITC (2.2 pM) en présence de

(¢) Con A; (@) Con A-FITC; (e) Con A-RITC (¢); Aex=490 nm, Aery=520 nm.

La sélectivité des GNP pour les lectines est vérifiée en mettant des GNP (Au-man-FITC)
(2.2 uM) en présence des lectines WGA et WGA-RITC sélectives pour NAcGlc. La
Figure 4.12 montre une faible atténuation de la fluorescence de 6 % de Au-man-FITC
aprés I’ajout de WGA (1.84 uM). Celle-ci peut étre probablement due aux interactions
non-sélectives entre les carbohydrates ou fluorophore de GNP et les groupements amines
et carboxyles des acides aminés sur la lectine WGA. Quand les GNP (Au-man-FITC)
sont en présence de WGA-RITC, la fluorescence diminue avec la concentration en
lectine. Pour une concentration en WGA-RITC (1.84 uM), la fluorescence diminue de 50
%. Cette atténuation importante de la fluorescence est due probablement a des
interactions électrostatiques non-sélectives de type dipdle-dipdle entre FITC et RITC. S’il

y avait un transfert par FRET entre les deux fluorophores (FITC) de GNP et (RITC) de
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WGA, aprés I’excitation a 490 nm, I’émission & 580 nm de RITC devrait augmenter.
Cependant, aucun changement de la fluorescence n’a pas été¢ observé a 580 nm. Donc

dans ce cas, I’atténuation est due seulement a des interactions non spécifiques.
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Figure 4.12: Variation de la fluorescence (%) de Au-man-FITC (2.2 uM) en présence de

(¢) WGA; () WGA-RITC; Aex=490 nm, Ae,=520 nm.

La sélectivité de Au-NAcGIlc-FITC pour Con A est aussi vérifiée par la fluorescence. La
Figure 4.13 montre la variation de la fluorescence de Au-NAcGle-FITC (2.2uM) en
présence de Con A, Con A-FITC et Con A-RITC & Ay =520nm. Cette figure montre que
la fluorescence pour Au-NAcGlc-FITC demeure constante avec 1’augmentation de la
concentration en Con A. Ce résultat montre que les récepteurs de lectine Con A ne
reconnaissent pas les carbohydrates de type NAcGle des GNP. La lectine n’est donc pas a

proximité de GNP pour atténuer la fluorescence des GNP. Dans le cas de Au-NAcGlc-
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FITC en présence de Con A-FITC, la fluorescence augmente proportionnellement a la
concentration de la lectine fluorescente ajoutée a la solution. Aucune atténuation de la
fluorescence n’est observée car les GNP ne sont pas a la proximité de lectines pour que le
transfert par SET entre le fluorophore de lectine et la surface d’or puisse se réaliser. Les
interactions entre les fluorophores FITC de Au-NAcGle-FITC et de Con A-FITC sont
trop faibles pour produire une atténuation de la fluorescence. Cependant, quand les Au-
NAcGIc-FITC sont en présence de Con A-RITC, la fluorescence diminue de 47 % et
cétte atténuation est due a des interactions non spécifiques entre FITC de GNP et RITC
de Con A. Aprés une excitation a 490 nm, aucun changement de la fluorescence n’a été
observé a 580 nm. Donc I’atténuation entre les deux fluorophores n’est pas reliée au

transfert par FRET.
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Figure 4.13: Variation de la fluorescence (%) de Au-NAcGlc-FITC (2.2 pM) en
présence de (¢} Con A; (3) Con A-FITC; (¢) Con A-RITC (c); Aex = 490 nm, Aep = 520

nm.
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D’autres tests de sélectivité ont été effectués en utilisant les GNP (Au-NAcGlc-FITC)
(2.2 uM) en présence de la lectine WGA et WGA-RITC. La Figure 4.14 montre que la
fluorescence a A= 520 nm diminue avec la concentration des lectines et est atténuée de
30 % en présence de WGA (1.84 uM) et de 50 % en présence de WGA-RITC (1.84 pM).
Ces résultats démontrent une bonne sélectivité de Au-NAcGle pour WGA.
L’augmentation de I’atténuation a 50 % peut étre attribuée au transfert entre le donneur
(RITC) de WGA-RITC et ’or de GNP qui est I’accepteur mais aussi a des interactions
hydrophobes des fluorophores différentes que celles observées dans les tests précédents.
Cependant, le transfert par FRET entre FITC des nanoparticules et RITC de la lectine n’a
pas été observé car aprés une excitation de FITC a 490 nm, la fluorescence de RITC a
Aem=580 nm diminue proportionnellement avec 1’augmentation de la concentration en
lectines. Dans le cas ou le transfert se ferait par FRET, la fluorescence a Aep = 580 nm

devrait augmenter.
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Figure 4.14: Variation de la fluorescence de Au-NAcGlc-FITC (2.2 uM) en présence de

() WGA; (e) WGA-RITC; Aex =490 nm, Aep = 520 nm.

En conclusion, notre approche d’utiliser des GNP marquées avec des fluorophores pour
la détection des lectines non fluorescentes est limitée par une faible atténuation de la
fluorescence (6 % pour Au-man-FITC et 30 % Au-NAcGle-FITC). Cependant, cette
étude montre que dans le cas ou la lectine est marquée avec un fluorophore, 1’atténuation
est plus importante que dans le cas ou la lectine ne posséde pas un fluorophore. Cette
atténuation est reliée au transfert par SET entre le fluorophore de la lectine et la surface
d’or de GNP. Les résultats ont montré que les interactions non spécifiques entre FITC des
GNP et FITC des lectines sont trés faibles. Cependant, des interactions non spécifiques

de type hydrophobes entre FITC de GNP et RITC des lectines ont été observées.

152



4.3.2. Etude du transfert d’énergie par SET

L’approche décrite dans la section précédente n’est pas efficace. C’est pour cette raison
qu’une autre stratégie qui aborde I’utilisation des GNP non fluorescentes en présence de
lectines fluorescentes est maintenant décrite. Dans ce cas les GNP sont exclusivement des
accepteurs et les lectines des donneurs. Le transfert par SET est mis en évidence entre le

fluorophore d’une lectine et la surface d’or d’une GNP.

Plus spécifiquement, des GNP de génération GO de type mannose (Au-GO-man) et de
type N-acétyle-glucosamine (Au-GO-NAcGlc) dans une gamme de concentrations de
0.22 4 2.2 uM ont été mises en présence des lectines fluorescentes Con A-FITC et Con
A-RITC (0.32 et 0.64 uM) ainsi que WGA-RITC (0.92 et 1.84 uM). L’atténuation de la
fluorescence a été suivie a la longueur d’onde d’émission spécifique & chaque

fluorophore.

L’atténuation de la fluorescence de la lectine Con A-FITC par les Au-G0-man a été
inhibée en présence de la levure de mannan, un polysaccharide a base de mannose qui
reconnait la lectine Con A. Plusieurs concentrations en mannan ont été testées soit de
0.0033 a 3.33 mg/mL dans le PBS. Cette étude permet de démontrer qu’en bloquant les
récepteurs de Con A avec le mannan, les GNP seront trop loin de Con A pour que le

transfert entre FITC de Con A et la surface d’or puisse se faire.
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4,3.2.1. Résultats et discussion

La Figure 4.15 montre la variation de la fluorescence des lectines Con A-FITC, Con A-
RITC (0.64 uM) en présence de Au-GO-man et aussi de lectine WGA-RITC (1.84 pM)
en présence de Au-GO-NAcGlc. Une diminution importante de la fluorescence avec la
concentration de GNP soit jusqu’a 80 % pour Con A-FITC et 72 % pour Con A-RITC en
présence de Au-GO-man (2.2 uM) est observée. Une atténuation de 72 % a été obtenue
pour WGA-RITC en présence de Au-GO-NAcGlc (2.2 pM). On observe qu’a partir de
1.1 uM en GNP, que la fluorescence pour les deux lectines demeure approximativement
constante. Donc, a partir de cette concentration tous les récepteurs de lectine sont occupés

par les carbohydrates.
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Figure 4.15: Variation de la fluorescence (%) des lectines (¢) Con A-FITC (0.64 uM);
() Con A-RITC (0.64 uM) en présence de GNP (Au-GO-man) (Aex = 490 nm, Aey = 520
nm); (¢) WGA-RITC (1.84 pM) en présence de GNP (Au-GO-NAcGlc); Aex = 550 nm,

Aem= 580 nm.
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Il faut préciser que les GNP Au-GO-NAcGlc ont produit une atténuation de la
fluorescence de Con A-FITC de 1 % et Au-GO-man une atténuation de la fluorescence de
WGA-RITC de 3 %. Ces résultats démontrent une meilleure sélectivité des GNP non

fluorescentes pour les lectines que les GNP fluorescentes.

Dans le but d’estimer la limite de détection de cette méthode, la concentration en lectines
fluorescentes a été¢ diminuée par deux soit 0.32 uM pour Con A et & 0.92 pM pour WGA
afin d’avoir de bonnes intensités en fluorescence. La variation de la fluorescence a été

mesurée en fonction de la concentration de GNP.

La Figure 4.16 montre une diminution de la fluorescence avec la concentration de GNP
soit de 60 % pour Con A-FITC et de 72 % pour Con A-RITC en présence de Au-man
(2.2 uM). Une atténuation de 75 % a été obtenue pour WGA-RITC en présence de Au-
GO-NAcGlc (2.2 uM). La méme figure montre une atténuation aussi importante de la
fluorescence de 35 a 55 %, dépendamment de la lectine étudiée, en diminuant la
concentration en GNP a 0.22 uM. Cependant, a partir de 1.1 uM de GNP, la fluorescence
diminue faiblement et un plateau est observé vers une concentration de 2.2 pM car tous
les récepteurs des lectines sont occupés. C’est le raison pour laquelle la concentration

maximale en GNP utilisée est de 2.2 uM.

155



% Fluorescence

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
[GNP] (uM)

Figure 4.16: Variation de la fluorescence (%) des lectines (¢) Con A-FITC (0.32 pM),
(@) Con A-RITC (0.32 uM) en présence de GNP (Au-GO-man) (Aex = 490 nm, Aem = 520
nm); (¢) WGA-RITC (0.92 uM) en présence de GNP (Au-GO-NAcGIc); Aex = 550 nm,

Aem= 580 nm.

Ces résultats montrent une atténuation de la fluorescence des lectines plus importante en
présence des GNP non fluorescentes que dans le cas de GNP fluorescentes. Celle-ci peut
étre attribuée au fait qu’en modifiant la surface des GNP avec des fluorophores 1’affinité
des carbohydrates pour les récepteurs des lectines diminue. Ceci peut &tre reli€ au fait que
le greffage des fluorophores implique une diminution de la concentration en
carbohydrates a la surface de GNP. Dans le cas de Au-man-FITC, FITC occupe 36% de
la surface d’or comparé a 64 % pour mannose. De plus, les fluorophores sont des
molécules hydrophobes pouvant bloquer le site de la reconnaissance de lectine
empéchant [’accés des carbohydrates. Donc, en ¢liminant le fluorophore sur la

nanoparticule on obtient une atténuation de la fluorescence importante car I’affinité des
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GNP pour les lectines devrait augmenter. Cette atténuation pourrait étre reliée au transfert
d’énergie entre le fluorophore des lectines et la surface d’or de GNP quand les deux se
trouvent & une distance optimale pour que le transfert par SET se réalise. Cependant, ce
transfert ne devrait pas se réaliser si les récepteurs des lectine sont bloqués par un autre

carbohydrate.

4.3.2.2. Inhibition du transfert d’énergie par SET

Pour démontrer que le transfert d’énergie par SET se réalise seulement si la lectine est a
proximité des GNP, le mannan ayant une affinité pour Con A est utilis¢ pour bloquer
I’interaction entre les carbohydrates de GNP pour les récepteurs des lectines. De cette
maniére, la fluorescence de Con A-FITC ne devrait pas beaucoup diminuer. Le mannan
est aussi utilisé dans les tests d’inhibition par la méthode ELLA [24]. Cette étude a utilisé
des glycodendriméres afin de bloquer l’interaction de Con A pour le mannan. Une
glycoprotéine est utilisée pour inhiber le transfert par FRET entre le donneur (Con A
fluorescente) et I’accepteur (bille de polymére fluorescente) [93] ou bien le transfert par
SET entre le donneur des points quantiques fonctionnalisés avec le dextrane (QD-

dextrane) et I’accepteur (Con A fonctionnalisée avec des nanoparticules d’or) [75].

Pour cette étude, il est proposé d’étudier I’inhibition du transfert d’énergie entre le
donneur (Con A-FITC) et ’accepteur (la surface d’or) de GNP de type mannose de
génération GO (Au-G0-man). Tout d’abord, la fluorescence de Con A-FITC (0.32 pM) a
été analysée seulement en présence de mannan pour voir s’il y a une atténuation. Les

résultats ont montré que dans le cas d’une concentration en mannan de 3.33 mg/mL,
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I’atténuation diminue de 9 %, pour 1.66 mg/mL 1’atténuation diminue de 3 %. Pour les

concentrations inférieures a 1.66 mg/mL en mannan }’atténuation est sous 1 %.

Par la suite, les GNP ont été ajoutées a la solution de Con A-FITC (0.32uM) et de
mannan. La Figure 4.17 montre qu’en présence de mannan (0.33 a 3.33 mg/mL),
I’atténuation de la fluorescence de Con A-FITC par Au-G0-man (2.2 uM) est d’environ
15 %. Une partie de cette atténuation est aussi reliée au mannan. Plus la concentration en
mannan diminue plus I’atténuation de la fluorescence est importante. Cette étude montre
que le mannan bloque une partie des récepteurs de Con A et empéche les GNP de se fixer
sur les récepteurs de Con A. De cette maniére, le fluorophore est loin de la surface d’or et
le transfert d’énergie se réalise difficilement. Donc le mécanisme d’interaction
carbohydrate-protéine suggeré par le transfert d’énergie entre le fluorophore et la surface
métallique d’or semble valide.
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Figure 4.17: Attenuation de la fluorescence (%) de Con A-FITC (0.32 uM) par Au-GO-
man (2.2 uM) en absence et en présence de mannan (0.0033-3.33 mg/mL); Lx=490 nm,

Aem=520 nm.
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4.4. Conclusion

Cette étude a montré que les GNP reconnaissent des lectines spécifiques et la formation
de ces complexes est réversible. Les mesures décrites ci-dessus ont permis de valider que
la méthode de synthése des GNP consistant a greffer des carbohydrates a la surface de

nanoparticules d’or résulte en un biocapteur efficace.

Les mesures de fluorescence ont démontré le potentiel de GNP pour la détection des
lectines. Les résultats obtenus dans ce chapitre permettent d’éliminer une premiere
approche soit d’utiliser des nanoparticules d’or marquées de fluorophores pour la
détection des protéines non fluorescentes car la réponse obtenue par fluorescence est
faible. La deuxiéme approche, qui consiste a d’utiliser des nanoparticules d’or non
fluorescentes, est la plus sensible et spécifique pour la détection des protéines
fluorescentes. Grace aux mesures de fluorescence, le mécanisme d’interaction par un
transfert d’énergie de type SET entre ’or des GNP et les fluorophore des lectines a pu

étre démontré.

Le schéma de la Figure 4.18 a, résume les résultats obtenus dans ce chapitre. Le spectre
sur la Figure 4.18a montre que la lectine Con A-FITC a une fluorescence importante a
520 nm en absence des GNP. Apres 1’ajout des GNP a la solution de lectine, la
fluorescence a 520 nm diminue considérablement. Dans la Figure 4.18b, il est montré
qu’aprés le mélange de la lectine avec le mannan, le transfert par SET entre le

fluorophore de Con A-FITC et I’or de GNP se réalise difficilement car les récepteurs sur
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la lectine sont majoritairement bloqués par le mannan, de maniére a ce que 1’or soit trop
loin de la lectine pour que le transfert d’énergie se produise. Cependant, il est obtenu
qu’apres 1’ajout de GNP a la solution lectine et mannan (3.33 mg/mL) la fluorescence de
Con A-FITC est atténuée de 13 % comparativement a 60 % en absence de mannan. Donc,
le mannan qui a une structure différente de la structure globulaire des GNP, ne peut pas
bloquer efficacement tous les sites de lectine et inhiber totalement 1’atténuation de la
fluorescence de lectine reliée par les GNP. Des tests supplémentaires devraient étre
effectués en variant les concentrations en mannan et GNP ou en utilisant un autre

inhibiteur, une glycoprotéine.
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Figure 4.18: Modéle suggéré pour le transfert d’énergie entre (a) la lectine fluorescente

(Con A-FITC) et les GNP de type mannose en absence et (b) en présence de mannan.
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Les mesures de fluorescence ont donc démontré que ’atténuation de la fluorescence se
produit par un transfert SET entre le fluorophore FITC de lectine (Con A-FITC) et la

surface métallique d’or de GNP (Au-G0-man).

Cette méthode a ¢té appliquée pour la mesure quantitative des parameétres

thermodynamiques et cinétiques des interactions lectine-GNP. Cette étude est présentée

dans le chapitre suivant.
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Chapitre S. Détermination de parameétres thermodynamiques et

cinétiques de la formation du complexe lectine-GNP par fluorescence

5.1. Introduction

Les interactions protéines-carbohydrates ont fait 1’objet de plusieurs études visant le
développement des médicaments, inhibiteurs et biocapteurs [3-5, 15, 45, 208-210]. Les
interactions faibles a des concentrations de I’ordre du mM entre les monosaccharides et
lectines [8, 24, 211], posent un probléme pour le développement d’applications
thérapeutiques. Une forte affinité est requise pour compétionner avec les récepteurs
multivalents des protéines présents & la surface des cellules. Dans la présente étude,
I’affinité des GNP multivalentes pour les lectines a été comparée a celle des GD de type
PAMAM pour déterminer I’effet de la structure et de la multivalence sur I’interaction

carbohydrates-protéines.

Plusieurs techniques expérimentales telles que la colorimétrie (immunoprécipitation, tests
ELLA) et I’électrophorése SDS-PAGE [24] ont été utilisées pour quantifier I’affinité des
carbohydrates pour les récepteurs des protéines. La cristallographie par rayons-X [212,
213] a fourni une image tridimensionnelle de cette interaction. Pourtant, il n’y a pas
beaucoup d’études détaillées sur les aspects énergétiques du mécanisme d’interaction. La
microcalorimétrie [8, 97, 101-103, 105, 214, 215] a été utilisée pour obtenir les
paramétres thermodynamiques de ces interactions et ceci a apporté des informations

complémentaires aux techniques mentionnées ci-dessus. Dans cette étude, la
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spectroscopie de fluorescence est utilisée dans I’étude du mécanisme d’interaction
lectines-carbohydrates et pour la détermination des parameétres cinétiques pour la

reconnaissance entre lectine et GNP.

5.2, Variation de la fluorescence des lectimes avec la concentration de GNP.

Dans cette section, ’atténuation de la fluorescence d’une lectine modifiée par un
fluorophore est utilisée pour étudier la reconnaissance entre le récepteur de la protéine et
les carbohydrates de la GNP. Cette méthode permet aussi d’obtenir les parameétres
thermodynamiques a équilibre tels que la constante d’affinité (K,), 1’énergie libre de
réaction (AG®), la steechiométrie du complexe lectine-GNP de méme que, les
contributions enthalpiques (AH®) et entropiques (TAS®). Les paramétres cinétiques tels
que la constante de vitesse (ky), I’énergie d’activation (Ea), I’entropie (AS"), enthalpie
(AH") et énergie libre (AG*) d’activation pour le complexe lectine-GNP ont aussi été

déterminés.

Dans la premiére partie, les constantes d’affinité des GNP de type mannose (Au-Gn-man)
et N-acétyle glucosamine (Au-Gn-NAcGlc) des générations (Gn=G0, G1 et G2) pour les
lectines conjuguées avec des fluorophores (Con A-FITC et WGA-RITC) ont été
obtenues. Une comparaison a été effectuée avec les glycodendriméres de type mannose

(Gn-man) de génération (Gn=GO0, G1, G2).
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L’équilibre des formes dimére-tétramére de Con A est sensible au pH. Le tétrameére existe
a pH 7.0 tandis que le dimére est dominant & pH 5.0. Pour cette étude, Con A est utilisée

sous forme de tétramére a pH 7.4 dans le PBS.

Pour calculer la constante d’affinité (K,) entre Con A-FITC/WGA-RITC et les GNP (Au-
G-man/Au-G-NAcGlc) des solutions de 320, 32 et 3.2 nM en Con A-FITC et de 925,
92.5 et 9.25 nM en WGA-RITC (aprés le mélange) dans le PBS ont été titrées avec Au-
G-man/Au-G-NAcGlc de différentes concentrations allant de 0.011 & 2.2 uM (aprés le

mélange) dans le PBS a une température de 23 °C.

Pour calculer la constante d’affinité (K,) entre Con A-FITC et les GD (G0-man, G1-man,
(G2-man), une concentration fixe de 320 nM de Con A-FITC (aprés le mélange) dans le
PBS a été titrée avec les GD de différentes concentrations allant de 0.01-1 mM (aprés le

mélange) dans PBS.

L’atténuation de la fluorescence de Con A-FITC par les GNP de type mannose a 520 nm
et a 580 nm pour les GNP de type NAcGlc, est illustrée par les Figures 5.1 et 5.2. Celles-
ci correspondent a la variation de fluorescence de Con A-FITC/WGA-RITC en fonction

de la concentration de Au-G-man/Au-G-NAcGlc ajoutée a la solution de lectine.
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Figure 5.1: Atténuation de la fluorescence de Con A-FITC (320 nM) par GNP: (¢) Au-

GO0-man; (2) Au-G1l-man; (¢) Au-G2-man; Ae,=490 nm, A =520 nm.
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Figure 5.2: Atténuation de la fluorescence de WGA-RITC (925 nM) par (¢) Au-GO-

NAcGlc; (2) Au-G1-NAcGlc; (¢) Au-G2-NAcGIc; Aex=550 nm, Aep,=580 nm.
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Dans la Figure 5.1, il est possible de voir que ’intensité de la fluorescence de Con A-

FITC diminue de 60 %, 63 % et 80 % en présence d’une concentration de 2.2 pM de

GNP (Au-GO-man, Au-G1l-man et Au-G2-man). A cette concentration, tous les sites de

liaison sont occupés et la fluorescence demeure donc constante.

Dans la Figure 5.2, I’intensité de la fluorescence de WGA-RITC diminue de 75 % en

présence d’une concentration de 2.2 pM Au-G0-NAcGlc et de 62 % en présence de Au-
G1-NAcGlc et Au-G2-NAcGlc. 11 faut noter que pour une concentration de 0.22 uM de

GNP de type NAcGlc une atténuation de 55 % pour Au-G1-NAcGlc et Au-G2-NAcGle

est obtenue comparativement a 42 % pour Au-G0-NAcGle.

L’atténuation de la fluorescence est réversible car apres I’ajout d’un excés de a-D-man au
complexe entre Con A-FITC (320 nM) et Au-G0-man (0.22 ou 2.2 nM) (Figure 5.3),
’intensité de la fluorescence de Con A-FITC augmente jusqu’a 80% de sa valeur initiale.
Ceci démontre une interaction spécifique entre Con A-FITC et Au-GO-man. Dans la

-F

Figure 5.3, (%)Fluorescence=wx100, ot Fuax , Fone, FpD-man sont la

max F GNP
fluorescence de Con A-FITC en absence, en présence de GNP et aprés I’ajout de a-D-

man au complexe Con A-FITC-Au-G0-man.
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Figure 5.3: Réversibilité de I’atténuation de la fluorescence (pourcentage de la valeur

initiale) du complexe formé entre Con A-FITC (320 nM) et Au-GO-man de

concentrations (¢} 0.22 uM; (<) 2.2 uM aprés I’ajout de a-D-man.

Les Figures 5.4 et 5.5 montrent qu’en présence de Au-G0-man et Au-GO-NAcGlc (2.2
pM), I’atténuation de la fluorescence est de 60 % pour Con A-FITC (320 et 32 nM) et de
68 % et 60 % pour WGA-RITC (925 et 92.5nM). Ces résultats démontrent que I’affinité
des lectines pour les GNP est similaire dans des domaines de concentration des lectines
plus petits ou égaux a la concentration des GNP. Ces résultats sont confirmés par les
constantes d’affinité¢ présentées ci-dessous. Dans le cas ou les lectines (Con A-FITC et
WGA-RITC) sont en faible concentration (3.20 et 9.25 nM), 1’atténuation est de 27 et 33
% en présence de Au-G0-man et Au-G0-NAcGlc (2.2 uM). Ces résultats confirment que

des concentrations de I’ordre du nM des lectines peuvent étre détectées en présence de
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GNP. Les Figures 5.4 et 5.5 montrent que le domaine de concentration de GNP ou
’atténuation de la fluorescence des lectines est importante se situe entre 0.2 et 2.2 uM
soit ou la concentration des GNP est égale ou supérieure a celle des lectines et que

’intensité de la fluorescence est importante.
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Figure 5.4: Atténuation de la fluorescence (%) de Con A-FITC de concentrations: ()

320 nM; (£) 32 nM; () 3.2 nM par les GNP (Au-GO-man); Aex=490 nm, Aex=520 nm.
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Figure 5.5: Atténuation de la fluorescence (%) de WGA-RITC de concentrations: (1)
925 nM; () 92.5 nM; () 9.25 nM par les GNP (Au-GO-NAcGIc); Aex=550 nm, Aen=580

nm.
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5.3. Détermination de constantes d’affinité pour le complexe GNP-lectine
5.3.1. Introduction

Les interactions entre un récepteur d’une protéine R et un ligand L pour former le

complexe RL sont représentées dans I’équation 5.1 par la réaction suivante:

R+Le&>RL .1
Cette réaction est caractérisée par une constante d’affinité K, (équation 5.2) qui
correspond au rapport des concentrations du complexe formé et le produit entre les

concentrations du récepteur et du ligand.

K = [RZ] | (5.2)

" [R]z]

5.3.2. Résultats et discussion

Pour obtenir la constante d’affinité (K,) entre Con A-FITC/WGA-RITC et Au-G-
man/Au-G-NAcGlc & partir de mesures de fluorescence, 'Equation (5.3) [216, 217] est

utilisée:

ﬂF _ F +———-F°

AF Y AF 5-3)

max max a
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Dans I’équation (5.3), [L] est la concentration de GNP (Au-G-man/Au-G-NAcGlc). Fy, F,
and Fpna, sont ’intensité de fluorescence de Con A-FITC/WGA-RITC en absence, en
présence, et a une concentration maximale en GNP ou la fluorescence demeure constante.

AF = (Fo-F) et AFpax= (Fo-Fmax) sont les variations de I’intensité de fluorescence. A partir

de cette équation (5.3), %Fo a été représentée en fonction de [L]. Les valeurs de

I’ordonnée a I’origine et de la pente pour les droites obtenues dans les Figure 5.6 et 5.7,

fournissent les valeurs de K, pour les complexes des GNP (de générations GO, G1 et G2)

et Con A-FITC (320 nM) ou WGA-RITC (925 nM).

[L] x Fo/AF x 10%(W)

2,0 25

0,0 0,5 1,0 1,5
[L] (una)

Figure 5.6: Courbes pour la détermination de K, pour les complexes formés entre Con A-

FITC (320 nM) et les GNP (L): (¢) Au-G0-man; (&) Au-G1-man; (o) Au-G2-man.
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[LIXFo/AFx10° (1)
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Figure 5.7: Courbes pour la détermination de K, pour les complexes formés entre WGA-
RITC (925 nM) et les GNP (L): (¢) Au-G0-NAcGlc; (m) Au-G1-NAcGlc; (¢) Au-G2-

NAcGle.

Les valeurs de constante d’affinité K, calculées par cette méthode pour les complexes
formés entre Con A et les GNP de type mannose (Au-G0-man, Au-G1-man, Au-G2-man)
varient avec la génération de 5.6 x 10° M4 17 x 10° M (Tableau 5.1). Tandis que les
valeurs de la constante d’affinité K,, pour les complexes formés entre Con A et les GD de
type mannose (GO-man, G1l-man, G2-man) varie selon la génération de 1.1x10* a 5.1
x10° M, (Tableau 5.1). Des valeurs de K, (déterminées par ITC) de Con A de 2x10°> M™!
pour a-D-man [211] de 11.9 x10°> M pour Me-a-D-man [218], de 2.7x10° M'.1 pour Me-
a-D-glc [211] et de 1.86 x10* M pour G2-man, [106] ont été rapportées. Des €tudes par
ITC ont aussi effectuées pour des analogues du mannose multivalgnt et les valeurs de K,
pour Con A augmentent avec la valence de 2.2x10° M pour des analogues mannoses
divalents a 13.5x10° M! pour des trimanosides tétravalents [215]. Les glycodendrimeéres
de type mannose ont également €té testés comme inhibiteurs d’adhésion de Con A au
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mannan. La valeur de ICsy correspondant & la concentration en GD pour laquelle
I’inhibition d’adhésion des lectines au mannan est de 50 %, est de 12.4x10° M pour le
tétramére (GO-man) et de 2.3x10°° M pour le 32-mére (G3-man) comparé 3 9.24 x 10*M

pour Me-a-D-man [24].

Tableau 5.1: Constantes d’affinité (K,), pour les complexes formés entre Con A-FITC et

les GNP (Au-G0-man, Au-Gl-man, Au-G2-man) et GD (GO-man, G1-man, G2-man).

Ka

o

Au-GO-man | (5.6+0.1)x10°

Au-Gl-man | (16%0.1)x10°

Au-G2-man | (17£0.1)x10°

GO-man (1.1+0.6) x10°
Gl-man (4.2 +0.3) x10°
G2-man (5.1 £0.5) x10°

Les valeurs de la constante d’affinité K, pour les complexes formés entre WGA-RITC et
les GNP de type NAcGlc (Au-GO-NAcGle, Au-GI-NAcGle, Au-G2-NAcGlc)
déterminées par cette méthode, varient avec la génération de 4.7x10° M™ a 19x10° M™!
(Tableau 5.2). La littérature [219] rapporte des valeurs de K, de WGA pour NAcGlc de
0.4 x10° M! et de K, de 13x10° M 2 36x10° M’! pour les oligomeéres B(1,4): (NAcGIc),,

(NAcGlc); et (NAcGlc)y (résultat obtenu par ITC). Les glycodendriméres de type
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NACcGIc ont été utilisés comme inhibiteurs d’adhésion de WGA a une glycoprotéine, la
mucine, qui provient de ’estomac de porc. La valeur de ICs est de 3.1x10° M pour le
dimeére, de 5.1x10™ M pour le trimére et de 8.6x10° M pour le tétramére comparé a

1510 M pour allyl a-D-NAcGlc [204].

Tableau 5.2: Constantes d’affinité (K,) pour les complexes formés entre WGA-RITC et

les GNP (Au-GO-NAcGlc, Au-G1-NAcGle, Au-G2-NAcGlc).

Ka

W

Au-GO-NAcGlc | (4.7+0.1)x10°

Au-G1-NAcGle | (19.0 £ 0.3) x10°

Au-G2-NAcGle | (19.0 £ 0.4) x10°

A partir de 1’équation (5.3) et des résultats de la Figure 5.8, les valeurs de K, pour
I’interaction de Au-GO-man pour Con A-FITC (320, 32 et 3.2 nM) et de la Figure 5.9, les
valeurs de K, pour I'interaction de Au-G0-NAcGlc pour WGA-RITC (925, 92.5, 9.25
nM) sont obtenues. Les résultats présentés dans le Tableau 5.3 montrent que les valeurs
de K, demeurent approximativement constantes pour Con A-FITC (320 et 32 nM) et

WGA-RITC (92.5 et 9.25 nM).
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[L] x Fo/AF x 10° (if))

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5
(L1 (uw)

Figure 5.8: Courbes pour la détermination de K, pour les complexes formés entre les

GNP (L) Au-G0-man et Con A-FITC de concentration: (¢) 320 nM; (2) 32 nM; (o) 3.2

nM.

[L] x FJAF x 10°, (W)

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5
[L] (uM)
Figure 5.9: Courbes pour la détermination de K, pour les complexes formés entre les

GNP (L) Au-GO-NAcGlc et WGA-RITC de concentration: (¢ ) 925 nM; (&) 92.5 nM; (o)

9.25 nM.
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Tableau 5.3: Constantes d’affinité (K,) pour les complexes formés entre Con A-FITC
(320, 32 et 3.2 nM) et Au-GO-man et entre WGA-RITC (925, 92.5 et 9.25 nM) et Au-GO-

NAcGlc.

Conc. Lectine K.
(nM) M)
320 (5.6 £0.1) x10°
Con A-FITC 6
32 (5.9 £ 0.5) x10
3.2 (14.0 + 0.3) x10°
925 (4.7+0.1)x10°
WGA-RITC ]
92.5 (11.0£0.1) x10
9.25 (12.0 £ 0.2) x10°

Lorsque ’on compare I’affinit¢ du monosaccharide (Me-a-D-man) [106] pour la lectine
Con A, on s’apercoit que les constantes d’affinité de GD et GNP sont de 100 a 10000 fois
plus grandes. La plus grande augmentation est obtenue pour le complexe GNP-Con A. La
constante d’affinité K, de Au-GO-man (10 mannoses) pour Con A est d’environ 100 plus
grande que G0-man (4 mannose) et 10 fois plus grande que G2-man (16 mannose). Nos
études montrent une augmentation de K, avec la génération de dendriméres mais qui
cesse d’augmenter a partir de la génération G1. Des résultats semblables ont été obtenus
dans la littérature [24] par des tests d'inhibition de I'adhésion de Con A a la levure le
mannan. Les résultats montrent une augmentation du potentiel d’inhibition des

glycodendrimeére de type mannose avec la génération PAMAM (G0-man, G1-man et G2-
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man) comparé aux carbohydrates monovalentes (Me-o-D-man). Les valeurs d’ICs
varient de 12.4, 4.1 et 3.1 pM pour GO-man, G1-man et G2-man comparé a 924 pM pour

le Me-a-D-man.

Le potentiel d’inhibition des GD a aussi été calculé par unité de mannose. Le plus grand
effet de valence a été obtenu avec le dendrimére ayant 8 mannoses (G1-man) ou chaque
résidu de mannose est 28 fois plus efficace que le monomeére Me-a-D-man. Cependant,
dans le cas des dendriméres ayant 4 mannoses (G0O-man) et 16 mannoses (G2-man),
chaque résidu de mannose est 18.8 fois plus efficace que le monomére Me-a-D-man.
Donc le meilleur inhibiteur est le G1-man et le potentiel de GO-man est semblable au G2-
man. Ceci est dii & I’encombrement stérique pour G2-man et un accés difficile aux sites

de reconnaissance de Con A [24].

L’augmentation de 1’affinité des carbohydrates multivalents pour des lectines peut étre
reliée a la formation des complexes lectine-carbohydrate, qui dépend du nombre de
carbohydrates, de la flexibilité des molécules sur lesquelles ils sont greffés et de la
distance entre les carbohydrates. La littérature montre que dans le cas ou les
carbohydrates et les récepteurs des lectines sont bivalents, des complexes
unidimensionnels peuvent se former, [200, 201]. Dépendamment de la multivalence, la
longueur de la molécule sur laquelle sont greffés les carbohydrates, il se peut que celle-ci
s'attache a plusieurs sites de la méme lectine. Dans ce cas on observerait un effet
d’amplification di a la multivalence. Il est aussi possible que la molécule se lie a
plusieurs lectines ce qui implique la formation d’un réseau tridimensionnel et une
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précipitation. Cette situation est fréquente puisque les lectines sont trés souvent des
tétrameres (Con A) et elles présentent des sites de reconnaissance relativement €loignés
(6.5 nm pour Con A) [2]. Les résultats pour la précipitation des lectines par les GNP,
présentés dans le Chapitre 4, démontrent la formation d’un complexe avec un réseau

tridimensionnel.

Dans le cas des analogues diméres de type mannose, K, pour Con A est 2 4 5 fois plus
grande comparée a Me-a-D-man, et cette valeur augmente avec 1’espace entre les
carbohydrates. La valeur théorique de n pour la liaison bivalente d'un carbohydrate 4 Con
A est 1/2, soit deux carbohydrates pour une molécule de Con A. La valeur expérimentale
de n=0.54 pour les analogues dimeres de type mannose indique que des complexes
bivalents avec la lectine sont formés car les carbohydrates divalents sont proches un de

’autre [105].

Les analogues tétrameres de trimannose montrent un K, pour Con A de 35 fois plus grand
comparé a des analogues triméres de type mannose. L’augmentation de la constante
d’affinité pour les tétrameéres de trimannoses est due a la formation de complexes
tridimensionnels. La valeur expérimentale de n=0.25 est compatible avec la valeur
théorique d'un carbohydrate quadrivalent qui se lie & quatre lectines. Ceci indique que
chacun des quatre carbohydrates de trimannoside se lie avec un Con A pour former un
arrangement tridimensionnel. La littérature montre aussi que [’augmentation d’affinité de
trimannoside est due a des interactions supplémentaires des carbohydrates avec des sites

secondaires de reconnaissance de la lectine Con A. Par exemple, le résidu mannose o
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(1,6) de trisaccharides interagit avec le site pour le monosaccharide et le résidu mannose

a (1,3) avec le site secondaire de Con A [8], tel que représenté sur la Figure 5.10.

Figure 5.10: Structure cristallographique pour le complexe trimannoside-Con A. Le
groupement central mannose est marqué avec C, le résidu mannose a (1,3) avec 3 et le

résidu mannose a (1,6) avec 6 [8].

Dans le cas de pentamannoside, 1’affinité pour Con A est encore plus grande comparée
aux trimannosides. La structure obtenue par la diffraction de rayons X montre des
interactions supplémentaires avec les unités d’acides aminées comparativement a ce qui a

été observé pour les mono et trisaccharides sur la Figure 5.11 [220].
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Figure S.11: Structure cristallographique pour le complexe pentamannoside-Con A

[220].

Les valeurs de K, entre Con A et les GNP, qui sont de 10 a 100 fois plus grandes que
dans le cas des GD, sont reliées a la multivalence, a la structure de GNP ainsi qu’a
I’espacement entre les carbohydrates. L’adsorption de PAMAM sur les nanoparticules

d’or suivie du greffage de carbohydrates a comme résultat ’augmentation de la
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multivalence. L’augmentation de I’affinité des GNP est aussi reliée a la structure de GNP
et a ’accessibilité des carbohydrates en surface pour les sites secondaires de lectine. Les
GNP, ayant un groupement hydrophobe dans la position anomérique du carbohydrate, ont
probablement une structure rigide et compacte avec des poches hydrophobes qui
semblent favoriser des interactions secondaires avec d’autres sites de la lectine Con A.
Ces interactions secondaires jouent un r6le dans 1’augmentation de ’affinit¢ des GNP

pour Con A et dans la stabilité du complexe Con A-GNP.

Donc l'effet de multivalence obtenue par la synthése de GNP a été observé par les
mesures des constantes d’affinités. Cependant, les constantes d’affinité des Au-G1-man
et et Au-G2-man pour Con A sont presque identiques et ne sont que 10 fois supérieures a
celle de Au-GO-man. Ces résultats montrent que le potentiel de GNP pour la
reconnaissance des protéines est limit¢é & la génération G1 car la génération G2
présentente plus d’encombrement stérique sur les branches de PAMAM que les autres

générations.

5.4. Stceechiométrie du complexe Con A-GNP

Les mesures de fluorescence permettent le calcul de la stcechiométrie du complexe (RL)

formé entre les GNP (L) et la lectine Con A (R). Dans le modéle utilisé, chaque récepteur

de lectine peut contenir n sites de liaison du ligand. Le taux de saturation des sites

équivalents Y=nLRr, ot Rt est la concentration totale en récepteur et L la concentration
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du ligand fixé (RL). Pour une fixation sur un seul site de la lectine Con A 1’équation de

Scatchard [221] (5.4) est utilisée.

RL RL 1
YzT[mmf{H_R_' o
RL '
p=—oo>t L (5.5)
(1+K,/L) L+K,
En réarrangeant 1’équation (5.5) on obtient, ¥ +%K , =1 donc: % = a-) (5.6)

d

ouKy=1/K,

Les données obtenues pour le titrage d'une solution de lectine Con A-FITC, de
concentration de 320 nM, avec des solutions de concentration variable de GNP (L) (Au-
GO0-man, Au-G1l-man, Au-G0-man) allant de 0.011 a 2.2 uM (aprés le mélange) dans le
PBS a une température de 23°C ont été analysées selon la méthode de Scatchard en
représentant dans I’équation (5.6) Y/L en fonction de Y. La Figure 5.12 montre des
relations linéaires ou les pentes des droites sont égales a -1/K4=K,. La valeur sur
I’abscisse correspond a n et est égale 4 1 GNP par chacune sous-unité identique du
tétrameére Con A. Les études par cristallographie rayons-X [213] montrent que les valeurs

de n preés de 1 correspondent a un récepteur de lectine pour un mannose monovalent.
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Figure 5.12: Courbes de Scatchard pour déterminer le nombre (n) de GNP (L): (¢) Au-

GO-man; (z) Au-G1-man; () Au-G2-man par Con A (320 nM).
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5.5. Paramétres thermodynamiques pour le complexe Con A-GNP.

5.5.1. Introduction

La variation de la constante d’affinité K, en fonction de la température permet de déduire

les parameétres thermodynamiques a équilibre: enthalpie (AHY), entropie (ASY) et I’énergie

libre de Gibbs (AG®). L’enthalpie est calculée en utilisant 1’équation de Vant Hoff (5.7):

K [e]
| Ko | _AHY 1 T (5.7)
Ka, R \7, T

ou K;; et Kp, correspondent aux constantes d’affinité pour les températures T) et Ts.

La constante d’affinité K, varie en fonction de 1’énergie libre de Gibbs (AGY, qui est
représentée par ’Equation 5.8. Plus le AG® est négatif, plus I’affinité du carbohydrate

pour la protéine est forte.

AG*=-RTInK, (5.8)
ou T est la température (K) et R=8.31 J mol K
AG®, dépend de I’enthalpie AH et de I’entropie AS°, selon I’Equation 5.9.

AG®= AH'- TAS® (5.9)

Les valeurs des parametres thermodynamiques dépendent de plusieurs facteurs. La

contribution enthalpique est reliée aux interactions entre le ligand et la protéine et aussi

185



aux interactions avec le solvant. Ces interactions comprennent la formation de liaisons
hydrogéne et des interactions de type van der Waals. Une enthalpie favorable demande
une bonne orientation des ligands dans le site de fixation. Les protéines et les ligands ont
des groupes polaires et lors de la formation du complexe, I’eau d’hydratation peut-étre

perdue, le systéme devient alors moins stable et ’enthalpie sera plus positive.

L’entropie est reliée au degré de désordre lors de I’interaction protéine-ligand et c’est la
somme de diverses contributions: translation (ASiaps), rotation (AS,y), conformation
(AScont), et 'eau d’hydratation (ASw20), (Equation 5.10) [25]. La derniére contribution est
principalement due aux interactions hydrophobes. Ceci méne a un relarguage des
molécules d’eau solvatant les réactifs et & une augmentation de I’entropie ce qui favorise

la formation du complexe.

AS= AStrans+ Asrot+ Ascon+ ASH2O (510)

5.5.2. Résultats et discussion

Afin de calculer les parametres thermodynamiques pour le complexe entre Con A-FITC
et les GNP de type mannose, les constantes d’affinités ont été aussi mesurées a 23, 25, 30
et 35°C. On note que la constante d’affinité augmente avec la génération de GNP (Au-
GO-man, Au-Gl-man et Au-G2-man). A partir des valeurs de K, a différentes
températures, des courbes de van’t Hoff (Figures 5.13) ont été tracées, soit In(K,) en
fonction de 1/T. Les valeurs des pentes de ces courbes correspondent a (—AHO)/R et les
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valeurs de I’ordonnée a I’origine a (AS®)/R. Les paramétres thermodynamiques obtenus

sont présentés dans le Tableau 5.4.

156 4 (@
15.5 -

54 -

In(k)

15.3 -

[ 4]

15.2 -

15.1 T r T
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103/ T(K)
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16.9

16.8 -

in(k,)
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16.6 - &

6.5 Y T
3.2 3.25 3.3 3.38 3.4

103TEKY)
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16.8

infk,)

16.7 -

16.6 -

16.5

16.4 T T T 1
3.2 3.25 3.3 3.35 34

103/ T(K1)

Figure 5.13: Variation de In (K,) en fonction de 1/T pour le complexe formé entre Con A

et: (a) Au-GO0-man; (b) Au-G1l-man; (¢) Au-G2-man.
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La Figure 5.13a montre qu’il y a une diminution presque linéaire de K, avec la
température pour le complexe formé entre Con A-FITC et Au-G0-man. Celle-ci démontre
qu’il n’y a pas des grands changements de conformation de la lectine dans le domaine
étudié. Cependant, la constante d’affinité augmente avec la température pour Au-Gl-
man, tandis que pour Au-G2-man le comportement est plus complexe (Figure 5.13 b et
5.13c). Il se peut que dans le cas de Au-G1-man et Au-G2-man, la variation de K, avec la
température soit reliée & une solvatation/désolvatation différente pour chaque génération
car les générations G1 et G2 de PAMAM adsorbées sur les GNP sont des molécules plus
grandes que la génération GO et ils forment plus des cavités intérieures ou les molécules

d’eau peuvent étre englobées.

Tableau 5.4: Paramétres thermodynamiques pour le complexe formé entre Con A-FITC

et GNP (Au-GO0-man, Au-Gl-man et Au-G2-man) a 23°C.

AH® ASY TAS? AG’®

(kImol™) | Umol™K™) | (kKImol?) | (kimol™)

Au-GO-man | -16.7+0.9 72+£3 21.4+0.8 | -38.1+0.6

Au-Gl-man | 182+ 0.6 2002 59.1+£0.3 [ -409+0.3

Au-G2-man | 159+14 191+4 56.6+ 0.6 | -40.7+ 0.6
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L>énergie libre (AG®) qui varie avec la génération PAMAM entre -38.1 & -40.7 kJmol™
pour le complexe entre Con A et les GNP (Au-GO-man, Au-Gl-man Au-G2-man), a
augmenté par rapport au complexe entre Con A et les GD (G0O-man, G1-man, G2-man)
qui varie avec la génération PAMAM de -22.6 4 -31.8 kJmol ™. Cette augmentation de
I’énergie libre (AG®) dans le cas de GNP par rapport aux GD est due & la contribution
favorable de 1’entropie et a la faible contribution de I’enthalpie de -16.7, 18.2 et 15.9 kJ
mol™ pour Au-G0-man, Au-Gl-man Au-G2-man. On constate que dans le cas de Au-GO-
man, la valeur de (AH®) de -16.7 kJ mol™ est 2 fois plus petite que AH® d’une interaction
monovalente entre Con A et Me-a-D-man [105]. Ces résultats mettent en évidence que
les mannoses de GNP ne se lient pas a plusieurs récepteurs sur la méme molécule de Con

A.

D’aprés I’équation de van’t Hoff (Equation 5.7), une augmentation de K, avec la
température implique des valeurs positives de (AH"). Les valeurs de ’enthalpie pour le
complexe entre Con A et les GNP (Au-Gl-man et Au-G2-man), ne sont du méme ordre
de grandeur que celle obtenue pour le complexe Con A-Au-GO-man. Dans le cas de ces
deux générations, la contribution enthalpique est défavorable comparée a la contribution
enthalpique favorable pour Au-GO-man. Ces valeurs positives d’enthalpie, pour les
générations G1 et G2 de GNP, correspondent a des interactions moins favorables ou bien
a des interactions hydrophobes autres qu’avec le site de liaison et elles sont probablement

associées aux contraintes géométriques des GNP.
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Cette étude montre qu’il n’y a pas de relation proportionnelle entre AH? et le nombre de
mannose des GNP comme il n’y en a pas non plus dans le cas de GD [106]. Par exemple,
G2-man contient 16 mannoses et la valeur (AHO) correspond & seulement deux fois celle
d’une interaction monovalente. Cependant, dans le cas des analogues divalents de
mannose, les valeurs de AH" de -71 kJ mol™” (approximativement deux fois I’enthalpie
d’une interaction monovalente de Me-a-D-man) et de -222 kJmol® pour le tétra-
trimannose (4 fois ’enthalpie d’une interaction monovalente de trimannose) montre que

P’enthalpie augmente proportionnellement avec la valence de mannose [215].

Les valeurs de ’entropie (TAS®) pour le complexe entre Con A et les GNP, varie avec la
génération de GNP de 21.4, 59.1 et 56.6 kJ mol™ et ils sont du méme ordre de grandeur
pour Au-Gl-man et Au-G2-man dans le complexe avec Con A. On observe que
I’entropie la plus favorable de 59.1 kJ mol™ est pour Au-G1-man. L’interaction est, dans
le cas des trois générations, principalement dirigée par 1’entropie et la valeur de TAS® est

plus grande que celle de AH’.

Comme représenté sur la Figure 5.14 les molécules d’eau présentes en solution
interagissent avec la lectine et les GNP et elles sont éliminées de la sphere de solvatation
des carbohydrates et de Con A apres la formation du complexe. Cet effet rend le
changement d’entropie de solvatation favorable lors de I’interaction Con A-GNP, car il y

a une augmentation de l'entropie des molécules d'eau.
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Figure 5.14: Désolvatation de carbohydrates et lectines, formation des liaisons
hydrogenes et interactions hydrophobes aprés la fixation des carbohydrates dans le site de

lectine.

Les paramétres thermodynamiques obtenus par ITC [222] sont présentés dans la Figure
5.15 qui montre que les interactions carbohydrates-protéines sont caractérisées par des
liaisons hydrogéne, des interactions hydrophobes et des changements de conformations.
La formation de fortes liaisons hydrogene et les changements de conformations lors de la
formation du complexe sont caractéris€s par une contribution entropique défavorable et
une contribution enthalpique favorable. Il y a, par contre, une contribution entropique

favorable et une contribution enthalpique défavorable quand les interactions hydrophobes
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et la libération des molécules d’eau de la sphére de solvatation des carbohydrates sont

importantes et c’est ce qui a été observé pour les GNP.

Les groupements phényles des carbohydrates greffés a la surface de GNP jouent dans les
interactions de type hydrophobes entre le ligand et la lectine. La littérature suggére que le
groupement phényle dans le cas de NO,-a-D-man est responsable d’une augmentation de

I’affinité de 10 fois comparée au Me-a-D-man [24].

L’entropie favorable dans le cas du complexe GNP-Con A met en évidence un
arrangement des carbohydrates plus compact que dans le cas de GD. Les groupements
phényles des carbohydrates de GNP sont en surface prés 'un de l'autre et leurs
arrangements compacts favorisent plus des interactions de type hydrophobe avec les sites

secondaires de Con A que dans le cas de GD.

Les parametres thermodynamiques obtenus par ITC [222] pour les types d’interactions
protéines-ligands sont représentés dans la Figure 5.15. La premiére situation S5.15a
correspond aux interactions par liaisons hydrogéne et interactions hydrophobes car le
AH® et TAS® sont favorables. Dans la deuxiéme situation 5.15b les contributions
hydrophobes sont prépondérantes car AHC est défavorable et TAS® est favorable. La
troisiéme situation 5.15¢ correspond aux changements de conformation car le AHC est trés

favorable est TAS® défavorable.
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Par analogie avec les résultats présentés dans la Figure 5.15, on suggére qu’il y a moins
de changements de conformation dans le complexe Con A-GNP que dans le cas de Con
A-GD car les résultats thermodynamiques obtenus pour les GNP (entropie positive)
montrent une situation semblable a celle présentée dans la Figure 5.15a et b. Cependant,

Pentropie négative pour le GD (G2-man) [106], peut étre reliée a des changements de

conformation pour le complexe Con A-GD.

AH
0 AG
0 -TAS

Energie (kJ M)

=70 - (a) liaison
hydrogéne et (b) contributions (c) changement de
contributions hydrophobes conformation
hydrophobes

Figure 5.15: Paramétres thermodynamiques et différents types d’interactions entre

protéines et ligands [222].

Des contributions entropiques favorables mais faibles sont observées lors de I’interaction
entre Con A et Me-a-Glc [211], avec un TAS’ de 1.2 kJ mol™ ou bien entre la lectine PA
IIL et Me-a-D-man out TAS® est de 5.9 kJ mol™ [26]. Pour ce dernier exemple I’énergie
libre AG® est de -23.7 kJ mol™ et I’enthalpie AH? de -17.8 kJ mol™". Lors de I’interaction

entre Me-a-fuc et la lectine PA IIL, I’énergie libre AG® est de -36.4 kl/mol, I’enthalpie
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AH? est de -41.3 kJ mol™ et cette fois la contribution entropique est défavorable TAS? est
de -4.9 kJ mol™.

Dans le cas de GD, les parametres thermodynamiques varient différemment des GNP
(Figure 5.16). La littérature [106] rapporte des valeurs de AG” obtenues par des mesures
ITC de -21.75 kJ mol™ pour Me-o-man et de -25.1 kJ mol™ pour les GD (G2-man). Cette
énergie libre pour Me-a-man et G2-man est compensée par une contribution favorable de
I’enthalpie AH® de -33 et -63.2 kJ mol™ et une contribution entropique défavorable TAS®
de -10.8 et -38 kJ mol™. Les structures flexibles de GD favorisent la formation des liens
hydrogéne avec les molécules d’eau, en contribuant a stabiliser le systéme mais ceci

implique une TAS® défavorable.

o AH
O AG

n l_l | 0 -TAS

(b) (c) (d) {e) )

Figure 5.16: Paramétres thermodynamiques mesurés pour I’interaction entre Con A et (a)
Me-a-man [106]; (b) Me-a-Glc [211]; (c) G2-man [106]; (d) Au-G0-man; (¢) Au-G1-

man; (f) Au-G2-man.

194



Les mesures effectuées pour cette thése montrent une augmentation de la constante
d’affinité et une évolution différente des parameétres thermodynamiques pour les GNP
comparées aux GD [106]. Le changement d’énergie de Gibbs lors de la formation du
complexe est donc plus négatif que dans le cas des GD. Cette énergie libre négative est
constituée d’un AH® de faible valeur négative (favorable) ou positive (défavorable) et un

AS° positif (favorable).

La différence entre les GNP et les GD est de nature entropique. Comme cela a été
mentionné ci-dessus, I’interaction dans le cas des GNP est dominée par un changement
d’entropie favorable tandis que dans le cas des GD le changement entropique est
défavorable et plus faible que le changement enthalpique favorable. L’origine de cette
différence est probablement reliée au fait que les dendriméres adsorbés sur I’or adoptent
une structure plus rigide que dans le cas des GD. Dans une solution aqueuse telle que le
PBS, il est difficile pour ces dendriméres d’adopter une configuration dans laquelle les
interactions entre les groupes hydrophobiques, tels que les phényles, et les molécules
d’eau sont minimisées. Ceci est entropiquement peu favorable. Dans le cas des GD, leur
plus grande flexibilité va permettre une meilleure minimisation de ce type d’interactions
et cela est entropiquement plus favorable. Lors de la formation du complexe Con A-GNP,
en plus de I’interaction du mannose avec le récepteur, le groupement phényle aura des
interactions hydrophobes avec des groupements hydrophobes a I’intérieur du récepteur.
Ceci va libérer des molécules d’eau et causer un changement entropique important et
favorable. Dans le cas des GD, des changements similaires vont se produire cependant le

changement sera moins important car les GD ont au départ une structure moins rigide.
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On note que les entropies d’interactions pour les GNP (Au-G1l-man et Au-G2-man) sont
similaires et plus importantes que pour Au-GO-man. Les enthalpies sont défavorables et
également similaires. Ce comportement est de type hydrophobique et implique la
désolvatation des GNP et de Con A ainsi que des interactions secondaires (autre que le
récepteur principal) de Con A. La similarité des parameétres thermodynamiques de ces
deux GNP suggére que leurs interactions avec Con A sont peut-étre déterminées par la
surface de contact entre la GNP et Con A. Ce processus est probablement déterminé par
la réorganisation de Con A puisque G1 et G2 adsorbés sur I’or perdent leur flexibilité. De
plus, les dimensions des Gl et G2 sont similaires a la taille d’'une Con A et il est
raisonnable de croire que les surfaces de contact seront similaires pour les deux GNP

avec Con A.
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5.6. Cinétique de la formation du complexe Con A-GNP
5.6.1. Introduction

La détermination de constantes cinétiques de 1’association entre les protéines et ligands
permet d’étudier I’interaction directe des molécules biologiques dans I’environnement ou
elles sont actives. La fluorescence est utilisée lors de cette étude car elle est une méthode

rapide et nécessite de faibles concentrations en ligands et récepteurs.

La cinétique de réaction est caractérisée par deux phénomeénes: le phénomeéne de
transport physique ou diffusion et le phénoméne chimique de transformation ou réaction.
Dans la théorie du complexe activé, lors de la réaction, un intermédiaire entre les réactifs

et produits est formé.

Le processus d’association protéine-ligand est formé de deux étapes: la formation du
complexe et sa transformation. Dans le cas d’une association bimoléculaire entre le
ligand [L] et la protéine [R] (5.11), tel que celui entre Au-GO et Con A, le premier
changement d’intensité de la fluorescence est lié aux constantes cinetiques pour

l'association (k) et dissociation (k.1).

R+L('“—]€];ﬂ—f>RL (5.11)
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5.6.2. Résultats et discussion

Les constantes d’affinité et les parametres thermodynamiques (2 1’équilibre), déterminés
dans la section précédente indiquent une complexation entre Con A et GNP de type
mannose dominée par un changement entropique important que 1’on associe a un effet
hydrophobique. Cependant, ces valeurs thermodynamiques ne fournissent aucune
information sur la vitesse a laquelle la réaction a lieu. Pour obtenir cette constante de
vitesse, la cinétique de complexation entre Con A-FITC et GNP de type mannose a été
suivie & I’aide de mesures de fluorescence. 1l faut préciser que, dans la littérature, aucune
étude de la cinétique de la complexation des dendrimeéres ou GNP avec les lectines n’a

été rapportée au meilleur de nos connaissances.

Pour ces mesures, Con A-FITC dans une solution de PBS (0.48 uM) a été mélangée
rapidement avec une solution de GNP de type mannose également dans le PBS (1.67 uM)
(Au-GO-man, Au-Gl-man et Au-G2-man). La variation de la fluorescence a 520 nm a
immédiatement été suivie pendant 180 s. Trois essais ont été effectués. Dans ce domaine

de concentration, aucune précipitation lors de la formation du complexe n’est observée.

Les mesures cinétiques ont été effectuées a différentes températures (24, 33 et 37°C). La
constante de vitesse pour la formation du complexe Con A-GNP a été calculée a partir de
la variation de fluorescence AF= (F¢-F) en fonction du temps (t) ou Fy et F correspondent
respectivement a la fluorescence initiale ou en présence de GNP & un temps (t), selon un

modéle de réaction du deuxiéme ordre décrit ci-dessous.
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Dans la Figure 5.17, il est possible de constater que la fluorescence diminue avec le

temps pour toutes les générations. Aprés le lissage des courbes sur la Figures 5.18, selon

I’équation 5.12 [223] pour les premiéres 60 s, la constante de vitesse de la formation du

complexe (ky, M" s7) a été calculée pour chaque génération de GNP. La régression

linéaire de ces courbes concorde avec une réaction biomoléculaire avec un ordre global

de réaction de deux.

ou,

A= In——

a,—b, ayb

ag= concentration initiale de Con A-FITC
by = concentration initiale de GNP
a = concentration de Con A-FITC au temps t

b= concentration de GNP au temps t
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Figure 5.17: Variation de la fluorescence (F -F) en fonction du temps (t) a 24°C pour le

complexe formé entre Con A-FITC et GNP: (a) Au-GO-man; (b) Au-G1-man; (c¢) Au-G2-

man.
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Figure 5.18: Variation de A en fonction du temps (s) a 24°C pour le complexe formé

entre Con A-FITC et GNP: (¢) Au-G0-man; (z) Au-Gl-man; (¢) Au-G2-man.

A partir de I’équation 5.13, les valeurs d’ordonnée & I’origine et la pente pour les droites

obtenues dans la Figure 5.19, fournissent les valeurs d'enthalpie et d’entropie d'activation.

L’énergie d'activation pour la réaction d'association entre Con A et GNP a été calculée a

partir de 1’équation 5.14. L’énergie libre d’activation a été calculée en utilisant I’équation

5.15.

k AHW  AS k
In| =% |=— +— +In—
T RT R h

AH" =E,—RT
AG' = AH -TAS®

ou,

(5.13)

(5.14)

(5.15)
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ky est la constante de vitesse; A est le facteur pré-exponentiel; Ep est l'énergie
d'activation; R est la constante des gaz parfaits; T est la température; k est la constante de
Boltzmann; % est la constante de Planck; AH" est I’enthalpie d’activation; AS" est

I’entropie d’activation; AG’ est I’énergie libre d’activation.
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Figure 5.19: Variation de In (k,/T) en fonction de 1/T pour le complexe formé entre Con

A-FITC et GNP: (a) Au-G0-man; (b) Au-G1l-man; (¢) Au-G2-man.
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La littérature [108] montre une réaction biomoléculaire du premier ordre entre la lectine
Con A et des carbohydrates car une variation linéaire de log(AF) en fonction du temps est
obtenue. Les paramétres cinétiques pour les complexes Con A-carbohydrates [108]
reflétent la possibilité de formation rapide d'une intermédiaire qui change de structure
pour former le complexe final. Les vitesses d’association sont semblables pour plusieurs
complexes Con A-carbohydrates et elles sont inférieures aux vitesses contrdlées par
diffusion [109]. Un autre exemple d’interactions protéine-carbohydrate, ayant une
constante de vitesse d'association lente est celui des complexes l'agglutinine de germe de

blé-carbohydrates [224].

Dans la littérature, la valeur de k, pour 1’association entre Con A et p-NO-a-D-man est
de 5.4 x 10* M™s™ [107]. Cette valeur est de quatre ordres de grandeur plus basse que ce
qui est prédit pour une réaction contrdlée par la diffusion et celle-ci est donc due aux
contraintes stériques [108]. Ces faibles vitesses d'association pourraient &tre reli€es au
changement de conformation trés rapide d'un des réactifs tel que seulement des espéces
mineures réagiraient. Cependant, les études cinétiques entre Me-Umb-man et Con A
[225] dans des conditions trés diluées ont exclu la possibilité que seulement les especes
mineures de la protéine ou du ligand soient impliquées. Pour ce cas, les vitesses lentes
d'association entre ces carbohydrates et Con A sont reliées a une étape de réaction ayant

une €nergie d'activation élevée.

Les résultats cinétiques obtenus pour la formation du complexe activé entre GNP de type
mannose (Au-GO-man, Au-Gl-man et Au-G2-man) et Con A sont présentés dans le
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Tableau 5.5. La linéarité des courbes dans la Figure 5.18, correspond a une réaction
biomoléculaire d'association d’ordre deux entre Con A et les GNP. Les constantes de
vitesse pour le complexe Con A-GNP sont presque identiques avec la génération de GNP
de 4.7x10%, 6.3x10* et 6.4x10* (M's") & 24°C. Ces résultats sont semblables au
carbohydrate p-NO;-a-D-man [107] et ils sont environ quatre ordres de grandeurs plus

lentes que les constantes de vitesse contrdlées par diffusion.

Tableau 5.5: Paramétres cinétiques pour le complexe formé entre Con A et les GNP (Au-

G0-man, Au-G1-man, Au-G2-man) 4 24°C.

(3 *

k, AH E, AS TAS AG

@05M7s™) | (kJmol™) | (kJmol®) | (Jmol'K™) | (kimol™) | (kJmol?)

Au-GO0-man 4702 19.0+04 | 21.5+0.5 92+1 -272+0.1 | 462+0.1

Au-Gl-man 63x0.1 54+07 79+09 -135%2 -40.1+£0.1 | 455%0.1

Au-G2-man 6407 -1.9+02 | 06+03 -159 %1 -473£0.1| 454x0.1

Le profil cinétique de réaction pour le complexe formé entre Con A (R) et Au-G-man (L)
est présenté dans la Figure 5.20. Plus la génération de GNP augmente, plus le facteur
entropique (TAS") qui représente la barriére énergétique pour la formation du complexe,
devient presque l’unique contribution a AG’. Comme cela a été mentionné
précédemment, les GNP ont une structure rigide et les carbohydrates étant a la surface de
la GNP sont bien solvatés. Ceci impose donc des contraintes stériques importantes pour

la formation du complexe activé et la composante entropique est défavorable.
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Figure 5.20: Profil cinétique de réaction pour le complexe Con A (R)-GNP (L).

Dans le cas de Au-GO-man, In (k,/T) augmente linéairement avec 1/T (R2=O.978) dans la
Figure 5.19 a. Ce résultat suggere qu’il n’y a pas de transformations majeures de la
structure de Con A, de GNP et du complexe Con A-GNP dans le domaine des
températures utilisées. Pour le complexe Con A-Au-Gl-man, la relation entre In (k,/T) et
1/T n’est pas linéaire. La constante de vitesse demeure approximativement constante pour
les premiéres deux températures et augmente pour la troisiéme (R?=0.443), indiquant un
changement dans le processus de formation du complexe activé. La structure des
dendriméres G1 change possiblement et diminue les contraintes stériques associées a la

formation du complexe activé lorsque la température est plus élevée. Cependant, pour le
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complexe Con A-Au-G2-man, la constante de vitesse est du méme ordre de grandeur que
dans le cas de Au-Gl-man et In (ky/T) est approximativement constant avec 1/T

(R?=0.792) car I’enthalpie d’activation est trés faible.

Les GNP, Au-G0-man, qui ont une vitesse d’association avec Con A plus lente que les
autres générations de GNP, ont besoin d’une d'énergie d’activation plus grande pour se
positionner dans le site de la lectine, car la structure rigide des GNP est une contrainte
stérique importante. Plus la génération de GNP augmente plus 1’acces des mannoses aux
sites de reconnaissance de la lectine Con A se produit avec un minimum d’énergie car les

structures des générations G1 et G2 de GNP sont plus flexibles.

Une grande partie de I'énergie libre d'activation (AG") dans 'association de GNP (Au-GO-
man, Au-Gl-man, Au-G2-man) avec Con A de 46.2, 45.5, 45.4 kJmol!, est due a une
contribution entropique élevée puisque la barriére enthalpique est petite. Ceci indique que
l'interaction entre les GNP et le Con A est stériquement restreinte. La principale barriére
pour le complexe GNP-Con A est I’entropie défavorable de 1’association (AS*) qui varie
avec la génération de GNP (Au-G0-man, Au-G1l-man, Au-G2-man) de -91.5, -134.9, -
159.2 Jmol'K™. La littérature présente une valeur de I’entropie de I’association de -160
Jmol'K™! entre ’agglutinine d’arachide et une monosacharide [226]. Uﬁe telle valeur
d’entropie de 1’association a aussi €t€¢ obtenue entre Con A et mannose [109]. Cette
barri¢re dans D’interaction entre les GNP et Con A est due a I’énergie utilisée pour
surmonter des contraintes stériques telles que les changements de conformation de la

lectine et du complexe lectine-GNP. Apreés I’interaction de Con A avec le mannose, la
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géométrie des accepteurs de Con A et des ions Ca” et Mn®" (Figure 5.21), ne change pas
[227]. Cependant, les changements de conformation sont susceptibles de se produire
seulement au niveau structurel tertiaire et non pas au niveau secondaire de la protéine car
aucun changement n'a pas été observé dans les spectres de dichroisme circulaire de la

lectine Con A [227].
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Figure 5.21: Interaction entre les jons Ca?* et Mn 2* de Con A et Me-a-D-man [227].
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5.7. Conclusicn

La détermination des paramétres thermodynamiques et cinétiques a permis de déterminer
Porigine de I’affinité des GNP pour les lectines. Le mécanisme de formation entre Con A
et les GNP de type mannose est celui d’une réaction d’ordre deux ou une GNP réagit
avec une lectine. La plus grande affinité¢ des GNP comparativement aux GD est due a un
facteur entropique important. Ceci est relié a la diminution de flexibilit¢ de PAMAM

apres 1’adsorption sur 1’or.

Plus spécifiquement, la synthése des GNP implique que les dendriméres sont confinés a
la surface des NP, ce les rend moins flexibles. Lorsque les GNP sont dans une solution de
PBS, les groupes hydrophobes, que sont les phényles, entrent en contact avec les
molécules d’eau et a cause de leur confinement, ils ne peuvent pas minimiser ce type
d’interaction peu favorable. Les GNP sont donc dans un environnement peu favorable
d’un point de vue entropique. Lors de la formation du complexe GNP-Con A, les groupes
hydrophobes du GNP se trouvent dans un environnement plus hydrophobe. Il y a donc
moins de contact avec les molécules d’eau. Ce complexe est donc entropiquement plus
favorable. Les glycodendriméres sont plus flexibles ce qui leur permet d’adopter un
arrangement qui minimise les interactions des régions hydrophobes et des molécules

d’eau. Ceci résulte en des changements entropiques (AS®) plus petits.

209



Chapitre 6. Applications des GNP en électrophorése, pour la détection
de E. coli et surfaces de silice recouvertes de carbohydrates pour la

reconnaissance de lectines

6.1. Introduction

Les études effectuées dans les chapitres précédents ont démontré une bonne affinité et
sélectivité des GNP pour les lectines. Toutefois, les échantillons biologiques sont
complexes et composés d’un grand nombre de protéines qu’il faut isoler et ensuite
marquer. Les méthodes conventionnelles pour la séparation et identification des protéines
impliquent généralement une analyse par chromatographie, électrophorése ou par
spectrométrie de masse. Le marquage des protéines se fait généralement par des anticorps
primaires et secondaires modifiés chimiquement avec des sondes fluorescentes ou des
enzymes. Il sera donc intéressant de vérifier le potentiel des GNP pour la séparation des
protéines et le marquage de ces derniéres en utilisant des GNP fluorescentes. Les surfaces
de silice recouvertes de carbohydrates seront aussi testées pour la reconnaissance de
lectines. Cette étude permettra le développement de nouveau substrats pour la

chromatographie ou de biocapteurs.

Dans la premiére partie de ce chapitre, la séparation de lectines et leur détection en
fonction de leur masse moléculaire en combinant la précipitation sélective des lectines
par les GNP et leur identification aprés séparation par électrophorése SDS-PAGE sont

présentés. La masse moléculaire de GNP a été estimée par cette méthode.
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Dans la deuxiéme partie de ce chapitre, les GNP ont été utilisées pour le marquage d’une
bactérie E. coli immobilisée a la surface d’une plaque de microscope recouverte de
poly(lysine). Des images de microscopie confocale et MEB de la bactérie marquée par les

GNP sont présentées.

La derniére partie de ce chapitre a pour but de vérifier la reconnaissance moléculaire des
lectines par des nanoparticules de silice recouvertes de carbohydrates dont la synthése est
décrite au Chapitre 2. Des tests de précipitation et d’atténuation de la fluorescence des
lectines sont présentés. L’adsorption sélective d’une lectine fluorescente a la surface
d’une plaque de microscope recouverte de carbohydrates de type mannose a été examinée

a I’aide de la microscopie confocale.

6.2. GNP pour la séparation des protéines par électrophorése SDS-PAGE

Les interactions spécifiques des GNP avec les lectines pourraient étre utilisées pour isoler
des protéines. Dans une étude précédente de Roy [24], la lectine Con A a été séparée
d’une autre lectine, la WGA, aprés une précipitation en présence des glycodendriméres
type mannose qui a duré plusieurs heures. Dans cette étude, le méme mélange des deux
lectines dissoutes dans le PBS soit Con A qui est sélectif au mannose et WGA qui est
sélectif au NAcGlc, a été utilisé. Les GNP de type mannose de génération GO (Au-GO-

man) ont été ajoutées au mélange des lectines. Le précipité obtenu apres 1h a été séparé

211



du surnageant et les deux fractions (précipité et surnageant) ont été analysées par

électrophorése SDS-PAGE.

La Figure 6.1 montre les bandes caractéristiques des deux lectines et du complexe formé.
La colonne (2) de la Figure 6.1 montre une bande intense vers 31kDa et deux autres plus
faibles & environ 12 et 15 kDa. Ces derniéres correspondent aux fragments des unités de
Con A [24, 228]. Dans la colonne (3), les deux bandes vers 21 et 36 kDa correspondent
aux fragments des unités de WGA [24, 229]. Aprés le mélange de deux lectines avec les
GNP de type mannose, le précipité obtenu présente seulement les bandes de Con A a 31
kDa, 12 et 15kDa (colonne 5) et le surnageant les deux bandes de WGA a 21 et 36 kDa
(colonne 4). Ce résultat démontre que la reconnaissance de lectines est spécifique et que

les GNP permettent la séparation de ces lectines.
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Figure 6.1: Electrophorése SDS-PAGE sur le gel de séparation de 12 % pour: (1)
Standard (Broad Range) ®; (2) Con A; (3) WGA; (4) surnageant et (5) précipité du

mélange Con A et WGA avec GNP (Au-G0-man); coloration avec bleu de Coomassie.

Les complexes formés entre les lectines Con A ou Con A fluorescente (Con A-FITC) et
les GNP (Au-man-FITC) ont été visualisés par fluorescence sur le gel. Dans la Figure
6.2, la colonne (2) correspond & Con A-FITC, et les bandes a 31 kDa, 12 et 15kDa sont
caractéristiques du monomeére de cette lectine. La colonne (3) correspond au mélange de
Con A-FITC et Au-man-FITC. 11 y a accentuation de la bande a 15 kDa pour le complexe
formé et elle est reliée non seulement a la Con A-FITC mais aussi 2 Au-man-FITC qui a
une masse moléculaire d’environ 15 kDa, tel que le montre la colonne (5). La colonne (4)
correspond au complexe formé entre Con A non fluorescente et Au-man-FITC. La bande

caractéristique de Con A a 31 kDa n’est pas visible par fluorescence cependant la bande
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intense vers 15kDa est reliée & Au-man-FITC dans le complexe avec Con A. Dans la
colonne (5) la bande a environ 15 kDa correspond & la solution de Au-man-FITC en
absence de Con A. Ce résultat confirme la masse de GNP d’environ 15 kDa estimée &

partir des analyses TGA.

(1) KDa @ ©) ) &)

Figure 6.2: Electrophorése SDS-PAGE sur le gel de séparation de 12 % pour: (1)
standard (Broad Range) ® ; (2) Con A-FITC ; (3) mélange Con A-FITC et Au-man-FITC;
(4) précipité du complexe Con A-Au-man-FITC; (5) Au-man-FITC; Visualisation en

fluorescence.
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6.3. Marquage de la bactérie E. coli par des GNP fluerescentes

Certaines bactéries possédent des récepteurs de carbohydrates sur des pili a ’extérieur de
leur membrane. Ceux-ci sont impliqués dans ’adhésion des bactéries a la surface des
cellules recouvertes de glycoprotéines par des interactions carbohydrates-protéines [5,
14]. Apres I’adhésion, il y a infection des cellules. Certaines approches thérapeutiques
visent a remplacer les antibiotiques, pour lesquelles les bactéries présentent plus de
résistance, par des carbohydrates multivalents pour bloquer les récepteurs des bactéries

[6, 41, 44, 77].

La croissance sélective des bactéries dans une solution ou sur un substrat peut prendre
plusieurs jours. Plus récemment, des méthodes plus rapides ont été développées pour
l'identification des agents pathogénes en utilisant des anticorps marqués avec des
biomolécules (antigénes, anticorps, ADN) ou des sondes fluorescentes. Ces biocapteurs
sont immobilisés a la surface des cellules au moyen d’interactions de type anticorps-
antigéne ou électrostatique. Le greffage des biomolécules ou fluorophores a été réalisé
sur les glycodendriméres [95] et aussi sur une variété¢ de substrats (polymeéres, quantum
points quantiques, silice, SAM, particules métalliques) [85, 86, 154, 166, 230-232] pour
immobiliser les cellules ou bactéries et étudier les interactions au niveau de la surface de
membrane par microscopie confocale [230] ou AFM [233]. Pour la détection de la
bactérie E. coli, sans la modifier avec des anticorps ou fluorophores, les études de Lin

[87] ont utilisé des nanoparticules d’or recouvertes des carbohydrates pour visualiser, par

215



TEM, l’or présent sur la paroi membranaire de la bactérie dii a des interactions entre les
carbohydrates et les récepteurs des bactéries.

Pour notre étude, le marquage du matériel biologique avec des anticorps-antigénes ou
fluorophores n’a pas été considéré. Le marquage de la bactérie est réalisé par les GNP.
Des images de microscopie confocale en mode fluorescence ont été enregistrées pour les
bactéries E. coli en présence de Au-man-FITC ainsi que pour les blancs (les bactéries en
absence ou en présence de Au-gal-RITC). Cette étude utilise la fluorescence émise par les
GNP modifiés avec un fluorophore ainsi que la détection du signal de réflectance des
particules d’or qui adhérent a la paroi des bactéries E. coli immobilisées sur une plaque
de microscope recouverte de poly(lysine). La Figure 6.3a est une image en mode de
réflectance qui montre des régions en blanc correspondant aux bactéries agglomérées
autour de taches noires représentant les glyconanoparticules d’or. Des bactéries
individuelles sont aussi visibles. La méme image en mode fluorescence sur la Figure 6.3b
montre des régions fluorescentes qui correspondent aux GNP (Au-man-FITC)
agglomérées autour de des bactéries. Ces derniéres ne sont pas visibles sur cette image.
En utilisant des Au-gal-RITC, des petites traces rouges de ces GNP sont visibles sur la
Figure 6.4 b. La Figure 6.4 a montre qu’il y a moins d’agglomération des bactéries et la
trace de Au-gal-RITC est due a des interactions non spécifiques avec ce type de

nanoparticules, ou bien, est peut-Etre reliée a la préparation des plaques.
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Figure 6.3: Détection de la bactérie E. coli marquée par les Au-man-FITC en utilisant la

microscopie confocale en mode: (a) réflectance; (b) fluorescence.
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Figure 6.4: Détection de la bactérie E. coli marquée par Au-gal-RITC en utilisant la

microscopie confocale en mode: (a) réflectance; (b) fluorescence.
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La méthode MEB est aussi utilisée pour marquer les bactéries E. coli par I’or de Au-GO-
man. Des images pour les bactéries en absence et en présence de GNP ont été effectuées.
I’image du blanc dans la Figure 6.5a montre qu’en absence de Au-G0-man les bactéries
(sous forme de bétons de couleur noire) sont plus individuelles et que I’agglomération
observée autour de Au-GO-man (de couleur blanche) dans la Figure 6.5b est due a la

reconnaissance des récepteurs d’E. coli pour les mannoses de GNP.

@ (b)

Figure 6.5: Image MEB pour les bactéries E. coli: (a) en absence et (b) en présence de

Au-G0-man.

Des mesures MEB pour les bactéries E. coli en présence de Au-GO-gal ont aussi été

effectuées. Les images MEB et I’analyse qualitative effecuée par EDX ont montré

I’absence d’or de Au-GO-gal autour des bactéries.
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Les résultats obtenus dans cette section montrent le potentiel de GNP pour la séparation
sélective des lectines ainsi que pour la détection des bactéries par des méthodes rapides

de microscopie.

6.4. Nanoparticules de silice pour la reconnaissance de lectines

Les NPSi sont utilisées dans la chromatographie comme matériel de purification ou de
détection. Récemment, des nanoparticules (Ag/ZnS-CdSe/Fe,03) modifiées avec de la
silice et recouvertes des carbohydrates ont été utilises comme des nanoparticules

fluorescentes pour la détection des lectines [134].

Des applications potentielles pour la biodétection des protéines des substrats de silice
recouverts de carbohydrates sont présentées. Dans cette section, les lectines Con A et
WGA ont été étudiées en présence de nanoparticules de silice modifiées avec le mannose.
La spectroscopie UV-VIS a été utilisée pour mesurer la cinétique de précipitation de Con
A et la fluorescence pour mesurer [’atténuation de la fluorescence des lectines

fluorescentes Con A-FITC et WGA-RITC en présence des nanoparticules de silice.

6.4.1. Immunoprécipitation de Con A par les particules de silice.

Pour cette étude, les nanoparticules de silice recouvertes de mannose (NPSi-man)
synthétisées dans le Chapitre 2 (1 mg/mL PBS) ont été utilisées pour la précipitation de la
lectine Con A (1 mg/mL PBS). Le rapport (v/v) Con A : NPSi-man est de 2 : 1 et les

mesures de précipitation ont été effectuées par la spectroscopie UV-VIS a la méme
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longueur d’onde de 490 nm que celles utilisée pour les GNP. La Figure 6.6 montre une
augmentation de 1’absorbance a 490 nm dans les premiéres secondes jusqu'a 5 min. Aprés
ce temps, le précipité commence a sédimenter et 1’absorbance diminue continuellement.
Ce résultat qualitatif montre une bonne affinité des nanoparticules de silice modifiées
avec le mannose (NPSi-man) en présence de la lectine Con A. Les études d’Earhart [134]
ont aussi montré la formation des complexes entre Con A et les nanoparticules (Ag/ZnS-
CdSe/Fe,03) recouvertes de silice et ayant des groupements dextrane en surface.

Cependant, ces particules ont produit une précipitation totale de Con A en 4 h.

0,8:
07-
0,6-
0,5-

0,4

Absorbance {u.a.)

0,3

0,2 — T T 1T T ¥ T T T v T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Temps (min)

Figure 6.6: Variation de I’absorbance & 490 nm en temps pour le complexe formé entre

Con A et NPSi-man.
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6.4.2. Atténuation de la fluorescence des lectines par des particules de silice.

L’atténuation de la fluorescence de lectine Con A-FITC causée par des nanoparticules de
silice de type mannose (NPSi-man) est examinée dans cette section. La sélectivité de la
reconnaissance a ¢té testée en effectuant des mesures d’atténuation de la fluorescence de
WGA-RITC en présence NPSi-man. Des nanoparticules de silice activée avec des
groupements hydroxyles (NPSi-OH) ont été aussi analysées en présence de ces lectines
mentionnées ci-dessus. Une concentration en lectines et en particules de silice de 0.05
mg/mL (dans le PBS) a été utilisée pour ces mesures. Le blanc utilisé est le PBS. Pour
Con A-FITC, la fluorescence a ¢té mesurée a la longueur d’onde d’émission de 520 nm
pour une excitation a 490 nm avec une fente de 5 nm. Pour WGA-RITC, la fluorescence
a été mesurée a la longueur d’onde d’émission de 580 nm pour une excitation a 550 nm

avec une fente de 5 nm.

Dans la Figure 6.7 on observe une atténuation de la fluorescence de Con A-FITC de 24%
par les particules NPSi-OH. Ceci est di a des interactions non sélectives de type
hydrogene entre les groupements OH a la surface de la silice et la lectine. Une atténuation
de Ia fluorescence de Con A-FITC de 45 % a été obtenue en présence de particules NPSi-
man. Celle-ci est reliée a la complexation de NPSi-man avec Con A. Cependant le
mécanisme de I’interaction n’est pas connu. Des mesures supplémentaires de taille des
particules et de fluorescence devraient étre effectuées en variant la concentration des
particules de silice et des lectines ainsi qu’en utilisant des particules de silice modifiées

avec un carbohydrate autre que le mannose pour voir si 1’atténuation de la fluorescence
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des lectines est reliée & la solubilité des particules, a la taille ou a la spécificité de

Pinteraction et de clarifier le processus de reconnaissance de lectines par les NPSi.
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Figure 6.7: Variation de la fluorescence (%) pour la lectine Con A-FITC (0.05 mg/mL)
(a) en absence des particules de silice; (b) en présence de NPSi-OH (0.05 mg/mL); (¢) en

présence de NPSi-man (0.05 mg/mL) ; A&=490 nm, Aern=520 nm.

Dans la Figure 6.8, il y a une faible atténuation de la fluorescence de WGA-RITC de 1.4
% par les particules de NPSi-OH. Ce résultat montre qu’il y a moins d’interactions de
type hydrogeéne ou hydrophobes a la surface de silice et la lectine WGA. Cependant, une
atténuation de la fluorescence de WGA-RITC de 20 % a €té obtenue en présence de
particules NPSi-man du a des interactions non spécifiques de type hydrogéne et des

interactions hydrophobes.

222



100 | T I
g T
S 75
[

0
e
S 50
ra
S
25
0 ;

(a (b} (c)

Figure 6.8: Variation de la fluorescence (%) pour la lectine WGA-RITC (0.05 mg/mL)
(a) en absence des particules de silice; (b) en présence de NPSi-OH (0.05 mg/mL); (c) en

présence de NPSi-man (0.05 mg/mL) ; Aex=550 nm, Aey=580 nm.

Les mesures effectuées par UV-VIS ont montré que les particules NPSi-man précipitent
la lectine Con A dans un temps plus long que les GNP de type mannose. Les mesures de
fluorescence ont démontré une atténuation importante de la fluorescence de Con A-FITC
en présence de NPSi-man. Cependant des interactions non spécifiques entre WGA-RITC

et NPSi-man ont également été observées.

Ces résultats montrent les limites de I’utilisation des nanoparticules de silice pour la
séparation et la détection des lectines. Comme mentionné dans la littérature [157], le
greffage des dendriméres PAMAM a la surface de silice serait une alternative pour
maximiser les sites réactifs a la surface de silice et optimiser la sélectivité¢ des

nanoparticules de silice.
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6.5. Immobilisation sélective de la lectine Con A-FITC

L’objectif de cette étude est de développer un biocapteur d’utilisation réversible,
recouverte des carbohydrates a la surface d’un support solide, afin d’immobiliser
sélectivement les protéines et bactéries. Ce type de surface pourrait étre utilisé pour
détecter par microscopies MEB et confocale des biomolécules (bactéries, cellules)
immobilisées sélectivement sur une surface modifiée avec des carbohydrates. Afin
d’éliminer le marquage des protéines, la détection pourrait se réaliser a 1’aide des

glyconanoparticules d’or ou silice marqués de fluorophores.

Dans cette section, une surface de silice recouverte de mannose est utilisée pour
I’'immobilisation de ConA-FITC. Celle-ci a pour but de vérifier s’il est possible de
remplacer les plaques recouvertes de poly(lysine) avec les plaques de silice recouvertes

des carbohydrates pour une immobilisation plus sélective des bactéries.

Pour ce faire, la plaque sur laquelle des résidus mannose ont été greffés a été incubée
pendant 1h avec une solution de Con A-FITC (1 mg/mL) en PBS. Apres I’incubation, la
plaque a été lavée avec une solution de PBS pendant 15 min et ensuite avec de 1’eau

pendant 10 min.

Pour obtenir des images de fluorescence, le filtre pour le FITC a une excitation a 490 nm

et émission a 520 nm a été utilisé. Des plaques de verre non modifiées ont été utilisées
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comme blanc et les images obtenues montrent que la surface des plaques n’est pas
fluorescente car la Con A-FITC ne se lie pas a la surface.

Dans la Figure 6.9, il est possible de voir que la plaque est fluorescente et I’émission du
FITC sur la Con A est en vert. Donc la protéine Con A-FITC (vert) est bien immobilisée
et a tendance a s’agglomérer a la surface des groupements mannose. Toutefois, des
mesures supplémentaires devraient étre effectuées pour démontrer la sélectivité du

support recouvert de mannose.

Figure 6.9: Détection de la lectine Con A-FITC sur une plaque de silice modifiée avec p-

ITC-g-D-man.
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6.6. Conclusion

Les glyconanoparticules d’or développées dans cette thése ont montré leur potentiel pour
la séparation sélective des lectines. L’or et le fluorophore des GNP assure une détection
multiple de la bactérie E. coli par des méthodes rapides de microscopies sans les modifier

chimiquement.

L’étude sur les surfaces de silice recouvertes des carbohydrates valide la méthode du
greffage des carbohydrates sur d’autres supports que ’or. Cependant, les nanoparticules
de silice présentent des limites pour la reconnaissance des lectines a cause des

interactions non spécifiques entre les acides aminés des lectines et la surface de silice.
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Conclusions générales

Les travaux effectués au cours de cette thése ont permis de développer de nouvelles
méthodes de synthése de nanoparticules recouvertes de carbohydrates et de démontrer

leur potentiel comme biocapteurs pour la détection des lectines.

La premiére partie de ces travaux a porté sur la synthése et la caractérisation de GNP. Les
méthodes physico-chimiques de caractérisation ont démontré que des GNP solubles dans
I’eau ayant une taille d’environ 2 nm, avec peu de défauts sur les branches de PAMAM et
un bon rapport stcechiométrique N : S ont été synthétisées. Un titrage des amines
terminales avec le TNBS permet de constater les bons rendements du greffage des

carbohydrates.

Dans la deuxiéme partie de cette thése, il a été démontré que les GNP ont une plus forte
affinité pour les lectines que les glycodendrimeéres (GD). Un autre objectif de cette these

visait a élucider 'origine de cette affinité accrue.

Des mesures de fluorescence utilisant des GNP en présence des lectines Con A et WGA,
sans fluorophore ou modifiées avec des fluorophores ont été effectuées. Celles-ci ont
montré que la surface de ’or de GNP est impliquée dans le processus d’atténuation de la

fluorescence par un mécanisme de transfert d’énergie de type SET.
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L’utilisation du couple lectine fluorescente-GNP a permis la détermination de parameétres
thermodynamiques et cinétiques. Les paramétres thermodynamiques suggerent que le
confinement des dendriméres a la surface d’or leur conférent une structure rigide
comparée a la structure flexible de GD. Ceci se refléte par une contribution entropique
favorable pour les GNP comparée a une contribution entropique défavorable pour les GD
lors de la formation du complexe carbohydrate-lectine. Ceci est causée par les groupes
phényles et surfaces hydrophobes d¢s GNP qui sont en plus grand contact avec 1’eau

avant la formation du complexe.

Les résultats cinétiques confirment que la formation du complexe lectine-GNP est une
réaction biomoléculaire du deuxiéme ordre. Les parameétres cinétiques pour les
complexes Con A-GNP montrent des vitesses d’association Con A-GNP inférieures aux
vitesses contrdlées par diffusion et qui augmentent avec la génération de PAMAM. Les
valeurs négatives pour I’entropie d’activation montrent la formation d’un complexe
activé est ordonné. Cependant, ’augmentation des valeurs négatives pour l’entropie
d’activation avec la génération de GNP est due aux contraintes stériques liée a la

formation du complexe lectine-GNP.

Des approches diverses pour le marquage d’une bactérie, E. coli et la séparation de
lectines par électrophorése ont été aussi démontrées. Les GNP fluorescentes ou non, ont
un bon potentiel pour la séparation des protéines ainsi que pour la détection des bactéries

par la microscopie confocale ou MEB.
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Un autre substrat soit la silice a été utilisée pour le greffage de carbohydrates. Les NPSi
et les plaques de verre recouvertes de mannose ont ét¢ utilisées pour la reconnaissance
des lectines. Les mesures effectuées ont apporté des informations importantes sur le
potentiel de ces surfaces pour la reconnaissance de protéines. Cependant, il reste encore a

améliorer la sélectivité de NPSi et de valider leur utilisation comme des biocapteurs.

Les propriétés obtenues pour les GNP telles que leur petite taille, leur bonne affinité et
sélectivité pour les lectines ainsi que leur structure rigide montrent qu’ils sont de bons
candidats pour la vectorisation de médicaments et leur utilisation comme biocapteur.
Cependant, il reste a étudier la toxicité des GNP. Des études biochimiques seront

nécessaires pour vérifier leur toxicité chez les plantes.
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