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Resume 

Nanoparticules recouvertes de carbohydrates comme biocapteurs de lectines 

Nicoleta Bogdan, Ph.D. 

Universite Concordia, 2009 

Les interactions proteines-carbohydrates sont impliquees dans l'adhesion des 

bacteries a la surface cellulaire. L'utilisation des carbohydrates a permis le 

developpement de nouvelles strategies therapeutiques et de biodetection. Comme leurs 

interactions avec les proteines sont faibles, une amplification de celles-ci est necessaire. 

Cette these va aborder une telle approche pour developper un biocapteur. Pour 

amplifier et optimiser les interactions proteines-carbohydrates cette etude combine 

Pefficacite des glycodendrimeres (GD) pour la reconnaissance de lectines et les 

proprietes optiques de l'or afin de developper des glyconanoparticules d'or (GNP) 

comme biocapteurs. 

Pour synthetiser les GNP, des dendrimeres de type poly(amidoamine) PAMAM 

sont adsorbes sur des nanoparticules d'or (NP). Puis, les amines terminales de NP sont 

modifiees avec des carbohydrates (et des fiuorophores) par un couplage thio-uree. Les 

methodes physico-chimiques de caracterisation ont demontre que des GNP solubles dans 

l'eau, ayant une taille d'environ 2 nm, avec peu de defauts sur les branches de PAMAM 

et un bon rapport stcechiometrique 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 ete utilisees comme biocapteurs pour la detection de lectines 

vegetales et d'une bacterie, E. coli par fluorescence et microscopic Les mesures de 

fluorescence ont demontre que la surface d'or des GNP est impliquee dans le processus 

d'attenuation de la fluorescence des lectines par un mecanisme de transfert d'energie de 

type SET. 

Cette methode a permis de determiner les parametres thermodynamiques et 

cinetiques de l'interaction lectines-carbohydrates. Les constantes d'affinites de la lectine 

Con A pour les GNP sont 10 a 100 fois superieures aux GD. Les parametres 

thermodynamiques obtenus montrent une contribution entropique favorable pour les GNP 

comparee a une contribution entropique defavorable pour les GD lors de la formation du 

complexe lectine-carbohydrate. Les resultats cinetiques montrent que la formation du 

complexe lectine-GNP est une reaction biomoleculaire du deuxieme ordre ayant une 

vitesse d'association inferieure aux vitesses controlees par diffusion. 

Le potentiel de nanoparticules de silice recouvertes de carbohydrates pour la 

detection des lectines a aussi ete montre dans cette these. Cependant ces dernieres sont 

moins selectives envers les lectines. 
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Chapitre 1. Introduction generate 

1.1. Introduction 

Les glycoproteines presentes a la surface des cellules sont impliquees dans un ensemble 

de processus biochimiques dont les infections bacteriennes et virales ainsi que dans la 

propagation de cellules cancereuses. Ceux-ci impliquent des proteines ayant une affinite 

plus ou moins selective envers des carbohydrates qui sont appeles lectines. Le grand 

nombre de processus dans lesquels les carbohydrates de glycoproteines sont impliques a 

mene au developpement de strategies therapeutiques (medicaments, vaccins) et de 

biodetection impliquant des molecules synthetiques ayant des carbohydrates. Dans cette 

these, une telle approche est developpee et validee par la detection de lectines et d'une 

bacterie. 

Dans ce chapitre, une revue de la litterature sera presentee en portant une attention 

particuliere sur les aspects physico-chimiques des interactions entre carbohydrates et 

lectines. Le role de la multivalence est examine et plus specifiquement, l'utilisation d'une 

categorie de molecules, les glycodendrimeres, est detaillee ainsi que l'utilisation de 

nanoparticules. Ensuite, des methodologies de detection de lectines impliquant des 

carbohydrates sont decrites. L'emphase est aussi mise sur l'utilisation de la fluorescence 

comme mode de detection. Les objectifs de la these, la methodologie choisie sont 

finalement decrits. 
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1.2. Carbohydrates dans la reconnaissance des proteines 

Les carbohydrates sont un des produits de la photosynthese et ils sont des composes 

essentiels pour les organismes vivants car ils representent une reserve d'energie pour les 

plantes et pour les animaux. Les carbohydrates sont des molecules 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 impliques dans la reconnaissance moleculaire en 

interagissant avec des proteines. Cette interaction se produit par l'intermediaire de 

recepteurs ayant une affinite particuliere pour un type de carbohydrates. Comme il est 

montre dans la Figure 1.1, cette specificite decoule d'une interaction entre recepteurs et 

ligands sur la surface cellulaire. Celle-ci se distingue done de Padhesion non specifique 

de proteines, due notamment a des interactions de van der Waals ou bien d'interactions 

electrostatiques. 
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Figure 1.1: Exemples des interactions ligands-recepteurs a la surface cellulaire [1]. 

La Figure 1.1 montre des exemples d'interactions ligand-recepteur. Un de ces exemples 

est 1'interaction entre carbohydrates (recepteurs) et les proteines (ligands). Comme 

l'illustre la Figure 1.1, la surface extracellulaire des membranes est recouverte de 

carbohydrates lies de fa9on covalente a des proteines formant les glycoproteines. Ces 

demieres fonctionnent comme une barriere de diffusion appelee glycocalyx. Elles servent 

de recepteurs a la surface des cellules de mammiferes et des agents pathogenes (virus, 

bacteries) et elles se lient de facon specifique avec certaines molecules (lectines, 

hormones) ou, elles sont glycoconjuguees d'une autre cellule, ce qui, dans ce cas, permet 

la communication entre cellules. 
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Les lectines sont des proteines qui interagissent specifiquement avec des carbohydrates 

[2-4]. Les carbohydrates peuvent etre sous forme de monosaccharides, 

^oligosaccharides, de glycoproteines ou de glycolipides. Les lectines sont impliquees 

dans la communication entre les cellules ainsi que dans les interactions entre les 

carbohydrates et les proteines a la surface des cellules favorisant ainsi 1'adhesion d'agents 

pathogenes (virus, bacteries) aux cellules saines [5, 6]. Les surfaces de lectines presentent 

generalement plusieurs sites de liaison pouvant reconnaitre des carbohydrates. Le site 

principal se lie specifiquement aux monocarbohydrates, alors que les sites secondaires ou 

les sites hydrophobes montrent une specificite pour les oligosaccharides [7]. Par 

consequent, l'interaction des lectines avec les carbohydrates multivalents a la surface des 

cellules cause l'agregation des cellules. Ce phenomene est appele hemagglutination dans 

le cas de globules rouges. L'agglutination est, en general, utilisee pour la detection et la 

caracterisation des cellules. En presence des carbohydrates specifiques et multivalents, 

les lectines precipitent. L'agglutination et la precipitation des lectines peuvent etre 

inhibees en utilisant des carbohydrates specifiques pour ces lectines. 

Les lectines sont classees en fonction de lew specificite par rapport aux carbohydrates [2] 

ou de leur origine soit vegetale, bacterienne et animale (comme les galectines qui sont 

specifiques pour le galactose). Ces lectines sont formees de plusieurs monomeres, pas 

necessairement identiques, ayant une masse moleculaire qui ne depasse pas 40 kDa. 

L'affinite des lectines pour les monosaccharides (de l'ordre de 1 mM) est generalement 

plus faible en comparaison avec leur affinite pour les oligosaccharides (de l'ordre du uM) 

[8]. 
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A la surface des cellules, les oligosaccharides sont formes de plusieurs unites de 

monosaccharides. Certains monosaccharides presentent une topologique semblable. Par 

exemple, les lectines qui reconnaissent le galactose se lient aussi au N-acetyle 

galactoseamine. Certaines lectines, comme la PA IIL de Pseudomonas aeruginosa, 

presentent aussi une affinite pour plusieurs monosaccharides (mannose, fructose et 

fucose) ayant des structures differentes mais avec des fonctions hydroxyles avec une 

topologie tres similaire, tel que presente dans la Figure 1.2. 

a-D-mannose p-D-fructose 

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

Les lectines vegetales sont produites par les plantes legumineuses (pois, feves, haricots, 

arachides, etc.). Le Tableau 1.1 presente quelques exemples de lectines vegetales et leurs 

specificites pour les carbohydrates [9]. 

La lectine Concanavaline A (Con A) utilisee dans cette etude, est produite par le haricot 

sabre (Concanavalia ensiformis). Elle a ete isolee en 1919 par Sumner, qui a egalement 

demontre sa specificite pour les carbohydrates [10]. La decouverte de cette lectine a joue 

un role important pour elucider la specificite du groupe sanguin. Con A a une structure de 
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homotetramere composee de quatre sous-unites identiques de 26 kDa pour une masse 

totale d'approximativement 104 kDa. Chaque sous-unite est liee a deux ions metalliques, 

soit Ca2+ et Mn2+. A pH 7, les tetrameres sont formes preferentiellement alors qu'aux pH 

plus acides (pH 4.5 a 5.6) il y a la formation de dimeres seulement. Con A presente une 

selectivite pour des groupes de a-D-mannose (a-D-man) et a-D-glucose (a-D-Glc) de 

forme pyrannose. Un tetramere de Con A pourra done se Her en meme temps a quatre 

carbohydrates. 

Une autre lectine utilisee dans cette etude, le Wheat germ agglutinin (WGA), est isolee 

du Triticum vulgaris. Cette lectine d'une masse moleculaire de 36 kDa est un dimere 

forme de deux sous-unites identiques. La lectine WGA presente une selectivite pour le N-

acetyle glucosamine (NAcGlc) et l'acide sialique. 
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Tableau 1.1: Exemples des lectines vegetales et leurs affinites pour les carbohydrates. 

Source de lectine 

Arachis hypogaea 

Canavalia ensiformis 

Dolichos biflorus 

Griffonia simplicifolia 

Griffonia simplicifolia 

Glycine max 

Lens culinaris 

Lotus tetragonolobus 

Ricinus communis 

Triticum vulgare 

Ulex europaeus 

Abreviation 

PNA 

Con A 

DBA 

GSA-II 

GSAIB4 

SBA 

LCA 

LTA 

RCA-I 

WGA 

UEA-I 

Affinite 

P-D-gal-( 1 ̂ 3)-D-NAcGal 

a-D-man > a-D-Glc 

a-D-NAcGal 

a et p-NAcGlc 

a-D-galactose 

a-D-NAcGal > p-D-NAcGal 

a-D-man > a-D-Glc 

a-L-fucose 

p-D-gal-( 1 -»4)-D-NAcGlc 

NAcGlc > acide sialique 

a-L-fucose 

Les lectines, presentes a la surface des bacteries, sont impliquees dans 1'adhesion 

bacterienne aux glycoproteines a la surface cellulaire. Cette adhesion represente la 

premiere etape dans le processus d'infection d'une cellule [11]. Les lectines sont des 

facteurs de virulence. Certaines bacteries pathogenes mutantes qui n'ont pas de lectines 

sont incapables d'initier 1'infection [12]. Apres 1'adhesion, les bacteries s'agglutinent et 

forment un biofilm qui est une matrice de polymere hydratee. Ce biofilm donne une 

certaine resistance des bacteries aux antibiotiques. Les lectines bacteriennes sont sur des 
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fimbriae (pills), qui sont des organelles qui assurent la mobility des leetines dans le 

milieu, afin de reconnattre la surface d'une cellule. 

L'adhesion de ia bacterie Escherichia coli (E. coif), qui est un pathogene humain, se 

produit par 1'intermediaire des fimbriae de type I avec des domaines de leetines favorisant 

l'adhesion a 1'epithelium de l'appareil urinaire [13, 14]. Les leetines d5£. coli ont des sites 

de reconnaissance differents (FimH, FimC). Par example, le FimH represente dans la 

Figure 1.3 est specifique pour le mannose. La structure du complexe avec le rnannose est 

illustree sur la Figure 1.4 [15]. Cette specificite sera utiiisee pour verifier l'efficacite des 

biocapteurs developpes lors de cette etude. 

mmmmm^mmimmmmmmmmmm 

Figure L3; Sites de reconnaissance de la bacterie E. coli [15]. 
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Asp140 G , n 1 3 ^ 

Asn135 # 

Asn46 

Figure 1.4: Interactions entre le a-D-man et huit acides amines de la bacterie E. coli par 

des liaisons hydrogene, interactions hydrophobes et liaisons avec les molecules d'eau 

[15]. 

Une autre bacterie, qui produit deux lectines dont une sera etudiee, est la Pseudomonas 

aeruginosa (PA). Elle cause des infections du systeme respiratoire, de 1'appareil urinaire 

et gastro-intestinal. Elle peut causer la mortalite chez les nouveaux-nes car la bacterie a 

une resistance aux antibiotiques [16]. Dans le cas de patients atteints de fibrose kystique 

la mortalite est d'environ 50%. La bacterie PA, possede des fimbriae de type IV qui lui 

permettent de se lier a la surface des cellules. Elle produit deux lectines solubles qui sont 

associees aux facteurs de virulence de la bacterie. La lectine PA IL (12.7 kDa) a une 

specificite pour le galactose et possede une constante d'association de 3.4xl04 M"1 [17]. 

La lectine PA IIL (11.7 kDa) possede une selectivity forte pour le fucose tel que le 

montre une constante d'affmite de 1.6xl06 M"1 [18]. Les deux lectines sont des 

tetrameres et elles sont presentes dans le cytoplasme et sur la paroi extracellulaire de la 

bacterie et se Kent aux carbohydrates de glycoconjugues [19]. PA IL et PA IIL sont 
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impliquees dans la formation du biofilm et dans l'adherence de PA aux cellules 

epitheliales des patients atteints de fibrose kystique. Les interactions entre la bacterie et le 

biofilm sont responsables de l'infection des poumons par la bacterie PA [20]. La 

formation du biofilm consiste en une etape d'adhesion des bacteries a la surface des 

poumons, suivis de la proliferation et 1'agglomeration des bacteries [20]. Ce biofilm 

donne une resistance aux anticorps et une protection contre la penetration des 

antibiotiques. La lectine PA IL sera aussi utilisee pour valider le biocapteur synthetise. 

1.2.1. Interactions ligand-recepteur 

Plusieurs etudes ont permis de mieux comprendre les processus de reconnaissance 

impliquant les carbohydrates. Ces processus sont complexes et impliquent un equilibre 

entre la formation de liaisons d'hydrogene, d'interactions de van der Waals, 

d'interactions hydrophobes, et d'interactions electrostatiques. Les molecules d'eau 

forment des liens hydrogenes avec le ligand. Les acides amines ont des groupes NH et 

CO qui sont impliques dans les liaisons avec le ligand par des liaisons hydrogene et des 

interactions electrostatiques. Les interactions electrostatiques et la coordination avec des 

ions metalliques sont moins souvent impliquees dans l'interaction. 

Les liaisons hydrogene sont fortement impliquees dans la specificite et l'affinite des 

carbohydrates pour les proteines. Elles dependent, en general, des interactions entre les 

hydroxyles de carbohydrates et les chaines laterales d'acides amines de la proteine tels 

que l'acide aspartique (Asp), de 1'asparagine (Asn), de l'acide glutamique (Glu), de la 
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glutamine (Gin), de l'arginine (Arg), des residus de serine (Ser), de tyrosine (Tyr) et de 

leucine (Leu). Le groupement hydroxyle des carbohydrates possede l'avantage d'avoir un 

degre de rotation autour de Tangle de torsion de C-OH, ce qui permet une meilleure 

orientation et mene a une meilleure specificite [5]. 

Par exemple, sur la Figure 1.5, l'oxygene en position 3 (03) du groupement hydroxyle du 

mannose forme une liaison hydrogene avec Arg 228 de la lectine Con A [2]. Les oxygene 

en position 4 et 6 (04) et (06) forment des liaisons hydrogene avec Asp206, 04 et 06 

une liaison hydrogene avec Asn 14 et Tyr 100. 

Leu 99 

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

[2]. 

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

hydrophobes. Meme si les carbohydrates sont des molecules polaires, la disposition des 
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groupements hydroxyles, tel qu'illustre dans la Figure 1.6, cause la formation de regions 

hydrophobes a leurs surfaces. Ceci favorise les contacts avec les chaines laterales 

hydrophobes des proteines [21,22]. 

Groupes polaires 
equatoriaux 

Regions hydrophobes du 
p-D-glucose 

H O / 
OH Region hydrophobe du 

P-D-galactose 

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

La Figure 1.7 presente F interaction entre la lectine Con A et le p-NOa-a-D-man. II y a 

des interactions par des liaisons hydrogene entre les acides amines de la proteine (Asnl4 

et Asp208, Arg228, Leu99 et TyrlQO) avec le sucre et aussi des interactions de van der 

Waals entre la Tyrl2, Leu99 et TyrlOO et le groupement hydrophobe phenyle du p-N(>2-

a-D-man [7]. La presence du groupe phenyle hydrophobe sur p-NCh-a-D-man augmente 

l'affinite pour la lectine Con A de 10 fois compare a celle de a-D-man [23, 24]. 
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Figure 1.7: Interaction hydrophobes entre Con A et le p-NC^-a-D-man (PNM) [7]. 

Les molecules d'eau jouent aussi un role important. Les interactions non polaires 

impliquent la liberation de molecules d'eau. En relachant plusieurs molecules d'eau, le 

systeme est stabilise d'un point de vue entropique et energetique car les interactions entre 

molecules d'eau et residus non polaires ne sont pas favorables. Pour les interactions 

polaires, les molecules d'eau peuvent se Her par des liaisons hydrogene avec les ligands 

et recepteurs. 

1.3. Multivalence et interactions avec des proteioes 

Les carbohydrates jouent un role important dans le systeme immunitaire. Des approches 

synthetiques ont ete developpees pour utiliser les carbohydrates comme inhibiteurs 

d'adhesion de bacteries sur les cellules saines et aussi pour diminuer la propagation de 

cellules tumorales. Ces approches utilisent des ligands multivalents pour augmenter 

I'affinite faible (de l'ordre du mM) entre monosaccharides et proteines [24]. Le concept 
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de multivalence est inspire de la nature car les ligands et recepteurs qui sont a la surface 

des cellules sont multivalents [25]. 

Des oligosaccharides ont done ete synthetises et utilises comme une alternative aux 

traitements utilisant des monosaccharides. Les tests d'inhibition ont montre une plus 

grande affmite des oligosaccharides comparee aux monosaccharides [20, 26]. Des 

oligosaccharides synthetiques ont ete utilises dans le traitement de diverses maladies 

telles que les infections bacteriennes et virales [20], les deficits immunitaires, rarthrite, 

rinflammation et le cancer [27]. 

D'autres approches multivalentes posant moins de defis synthetiques que la synthese 

d'oligosaccharides ont ete developpees pour augmenter l'affinite entre les carbohydrates 

et les proteines. La discussion qui suit porte sur l'effet de la multivalence sur la 

specificite des interactions carbohydrates-proteines ainsi que Futilisation de 

carbohydrates multivalents pour la reconnaissance des proteines, Pinhibition et la 

detection. 

De nombreuses etudes montrent que les molecules multivalentes, geometriquement bien 

organisees ayant une structure ouverte terminee par des carbohydrates en surface, 

augmentent la reconnaissance moleculaire des proteines qui ont plusieurs recepteurs tel 

que montre dans la Figure 1.8. Cependant, plus ce type de molecule est flexible, plus la 

perte d'entropie sera grande et 1'interaction des carbohydrates aux recepteurs de proteines 

sera moins favorable [25]. 
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ligand monovalent ligand multivalent 

\ / \ V 
N - /" 

recepteurs 

Figure 1.8: Interaction entre les recepteurs des proteines et des ligands monovalents et 

multivalents. 

1.3.1. Glycodeiidriiiteres 

Les dendrimeres [28-35] sont une classe de molecules qui possedent un ensemble de 

proprietes structurales, ce qui en fait un bon choix pour la synthese de glycomolecules 

multivalentes. Les dendrimeres sont des molecules ayant un noyau sur lequel sont 

attachees successivement des branches ayant des groupes fonctionnalises. A la fin de 

chaque reaction, une nouvelle generation ayant un nombre croissant de branches 

identiques est obtenue. Deux types de methodes de synthese sont utilisees pour obtenir 

des dendrimeres: la synthese divergente [28, 31] et la synthese convergente [29]. La 

synthese divergente s'effectue a partir du cceur vers la peripheric, en greffant de petites 

molecules sur la surface du dendrimere. La synthese convergente consiste a construire le 

dendrimere de la peripheric vers le eoeur a l'aide d'unites dendritiques qui sont rattachees 

ensemble, par un coeur, dans l'etape finale de synthese. Des carbohydrates peuvent etre 
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greffes a la surface des dendrimeres, ce qui forme une classe de molecules nominees 

glycodendrimeres dont la structure est illustree dans la Figure 1.9. 

RO 

^ 

0 
i 

OKO" 
' O R 

T»OR 

RO 
RO 

fr"s J ~ - \ I NM I 

Oo!—LA 

^ s ,< 
NH NM 

R=Ac, H 

OR 

Figure 1.9: Structure du glycodendrimere de type poly(amidoamine) PAMAM de 

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

Presentement, les glycodendrimeres sont surtout formes a partir de dendrimeres de type 

poly(amidoamnine) (PAMAM) obtenus par la methode divergente [24]. Les amines 

terminates des dendrimeres servent a greffer des carbohydrates par Fintermediaire de 

groupements isothiocyanates [23, 24, 36-38]. Les dendrimeres PAMAM presentent 

Favantage d'etre faciles a synthetiser et ils sont meme disponibles commercialement. 

16 



D'autres glycodendrimeres de type poly(propylene imine) similaires aux PAMAM ont 

ete synthetises [39]. Les glycodendrimeres PAMAM ont ete utilises pour 1'agglutination 

de lectines [24, 40] et 1'inhibition de la bacterie E. Coli [37, 41]. Les glycodendrimeres 

ont ete aussi testes comme vaccins [42, 43] dans le traitement d'infections pathogenes [6, 

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

L'efficacite des glycodendrimeres a reconnaitre des proteines augmente avec la 

generation de glycodendrimeres, ou Gn (n=0, 1, 2, 3, etc.) correspond a la generation de 

dendrimeres. Les generations inferieures de glycodendrimeres (GO, Gl et G2) ont des 

structures ouvertes avec peu de defauts mais elles presentent moins de carbohydrates en 

surface que les generations superieures (G3, G4, etc). Toutefois, 1'augmentation du 

nombre des carbohydrates en surface pour les generations superieures diminue la 

reconnaissance moleculaire a cause de l'encombrement sterique [24]. Pour ces raisons, 

1'amplification de la reconnaissance par les glycodendrimeres est limitee. 

1.3=2 Glyconanoparticules d'or 

Des alkylthiols termines par des carbohydrates adsorbees sur des nanoparticules d'or [47] 

ou sur des plaques recouvertes d'or sous forme des monocouches auto-assemblees 

(SAM) [48, 49] ont ete utilisees comme approches multivalentes. Les proprietes optiques 

et catalytiques de l'or, des nanoparticules d'or et des structures SAM ont ete utilisees 

dans le developpement de sondes biomedicales ou chimiques. 
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La premiere methode developpee pour obtenir des nanoparticules d'or est la methode de 

reduction de i'acide tetrachloroaurique (HAuCi4) en presence du citrate de sodium [50, 

51]. En utilisant cette methode, des particules avec un diametre variant entre 10 et 100 

nm peuvent etre obtenues. Plusieurs methodes de synthese de nanoparticule d'or 

relativement simples ont ete developpees et elles permettent de mieux controler la taille 

des particules. La methode la plus utilisee est celle de Brust [52] qui est schematisee dans 

la Figure 1.10. Cette methode utilise comme ligand le thiol car le soufre se lie de facon 

covalente a Tor. Pour cette reaction, une solution aqueuse de I'acide tetrachloroaurique, 

(HAuCU) est transferee a une solution de bromure de tetraoctylammonium dans le 

toluene qui agit comme surfactant. Par la suite, Tor est reduit par le reducteur NaBHU en 

presence de dodecanethiol [52]. 

s 

n bromure de tetraoctylammonium ^S | *^u> 

NaBH4 

Figure 1.10: Reaction de Brust pour obtenir des nanoparticules d'or recouvertes 

d'alkylthiols. 

La methode de Brust permet la synthese de nanoparticules d'or stables et avec une 

distribution reduite de leur taille. Cependant, ces nanoparticules sont insolubles dans 
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l'eau. La synthese de nanoparticules d'or peut egalement etre effectuee dans une solution 

de methanol-eau en utilisant des thiolates solubles dans l'eau [53]. Plus tard, Murray a 

rapporte la synthese de nanoparticules d'or solubles en utilisant comme stabilisateur le 

tiopronin qui est un acide amine [54]. Pour obtenir des nanoparticules d'or solubles dans 

l'eau, des dendrimeres de type poly(amidoamine) PAMAM ont ete adsorbes a la surface 

d'or [55]. La synthese se deroule dans le methanol et des particules de 2-3 run sont 

obtenues. Ces nanoparticules sont solubles dans l'eau. 

Les proprietes optiques de nanoparticules d'or dependent de leur taille et structure [56-

59] et de Penvironnement chimique (ligand organique, solvants) [60, 61]. De plus, quand 

les nanoparticules sont suffisamment proches Tune de l'autre, les interactions inter-

particules peuvent changer leurs proprietes optiques. 

Une caracteristique optique importante des nanoparticules d'or est la presence d'un 

plasmon de surface (SP) dans le spectre UV-VIS. Le plasmon de surface est du au nuage 

electronique a la surface de nanoparticules qui entre en resonance avec le champ 

electromagnetique a cause des oscillations des electrons de la bande de conduction. La 

couleur des nanoparticules depend de l'intensite et de l'energie du SP. Le plasmon de 

surface a 520 nm est caracteristique de nanoparticules d'or de taille plus grande que 2 nm 

et il se deplace vers des longueurs d'ondes plus elevees quand leur taille augmente [62], 

telle que le demontre la Figure 1.11. 

19 



Figure 1.11: Deplacement du plasmon de surface dans le spectre UV-VIS en fonction de 

lataille 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 electrons de conduction sont dans des niveaux discrets 

d'energie, alors que dans l'or metallique, les electrons sont delocalises et forment un 

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

1.4. Biocaptesirs a base de saanoparticitles d'or 

Les proprietes optiques ainsi que physico-chimiques des nanoparticules d'or (plasmon de 

surface, effet de taille de quantum, conductivity) ont ete utilisees pour la detection des 

proteines par des methodes optiques telles que la resonance des plasmons de surface 
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(SPR), microscopies electroniques (MEB, TEM) ainsi que la calorimetrie (ITC). Ces 

methodes ont l'avantage de detecter des proteines non marquees au prealable. 

Dans cette section, quelques exemples d'applications des nanoparticules d'or pour la 

detection de biomolecules par eolorimetrie, SPR et TEM sont presentes. Par exemple, des 

nanoparticules fonctionnalisees avec des proteines, des peptides et l'ADN ont ete utilisees 

comme biocapteurs [64-70]. Plus recemment [66] des NP modifiees avec des peptides ont 

ete utilisees 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 presente dans la Figure 1.12, [66] des nanoparticules sur lequelles ont ete greffes 

des alkylthiols modifies avec de carbohydrates (glyconanoparticules, (GNP) [71] ont ete 

utilisees pour la detection des proteines [67, 72-74]. 

Au S - ^ ^ . u » i i •* 

l-100nm 

Carbohydrates 

Figure 1.12: Interactions des glyconanoparticules d'or avec des proteines [66]. 
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Cependant, la presence d'alkylthiols sur ces GNP diminue la stabilite et la dispersion de 

taille de GNP. De plus, les branches thiols contribuent a des interactions non specifiques 

entre les NP et les proteines [75]. 

Des GNP modifiees avec des oligosaccharides, obtenus par la methode de Penades [47], 

ont ete utilises pour etudier les interactions entre les carbohydrates et les biomolecules 

(proteines, des peptides ou ADN) et differents processus biologiques [47, 65, 66, 76]. Le 

groupe de Panades [77] a utilise des GNP modifiees avec du lactose dans une therapie 

anti-adhesive afin de ralentir ou empecher la progression de cellules cancereuses. Une 

des etapes dans la formation de metastases est l'adherence des cellules cancereuses aux 

selectines presentes a la surface de l'endothelium des cellules. Apres l'adhesion, ces 

cellules peuvent migrer et ainsi creer de nouvelles cellules cancereuses. Par consequent, 

Putilisation de glyconanoparticules a comme but d'inhiber l'adhesion des cellules 

cancereuses a la surface des cellules en bloquant les selectines. 

Pour comprendre le mecanisme des interactions entre les carbohydrates multivalents et 

les proteines [25, 78], plusieurs recherches ont utilise la lectine Con A en presence de 

GNP comme systeme multivalent [72, 79, 80-82]. Les etudes par colorimetrie ont 

demontre une agglomeration des particules apres l'addition de Con A aux GNP 

recouvertes de mannose qui est suivie d'une precipitation due a la formation d'un 

complexe tridimensionnel [79]. 
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Les GNP ont ete aussi utilisees dans la reconnaissance de la lectine Con A par la methode 

SPR [72]. Comme le montre la Figure 1.13, cette etude utilise une surface d'or (SAM) 

modifiee avec l'alkylthiol et le mannose. Les groupements mannose de SAM 

reconnaissent la lectine Con A. Cependant, en presence de GNP, la lectine Con A 

presente une affmite plus grande pour les recepteurs mannose de GNP. Cette affinite est 

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

2 > -

ConA ^ ; H ^ * ^ i Su9ar~R 

'/A ,-

<v ^ -v -V 
% 1r f ft tH ^^M^JL^J—M,. X, A,t.A,.^Jl^i^^-JLmA-A. 

Figure 1.13: Etude de competitivite 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 ete utilisees dans 1'immuno marquage des 

biomolecules. Le developpement de la methode TEM permet la visualisation du 

marquage des cellules par les nanoparticules d'or modifiees avec des proteines, peptides 

ou avec 1'ADN [84-86]. II n'est pas necessaire de modifier les cellules avec des 

biomolecules ou avec des fluorophores. Le groupe de Lin [87] a utilise les GNP pour le 
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marquage de proteines membranaires. L'image TEM presente dans la Figure 14, montre 

que les GNP de type mannose (points noir qui correspondant a Tor) presentent une 

adhesion specifique pour les recepteurs Fim H de pili (sous forme de baton blanc) de la 

bacterie E. coli (en noir). 

Figure 1.14: Marquage de la bacterie E. Coli par les glyconanoparticuies d'or [87]. 

1.5. Detection de proteines par fluorescence 

La fluorescence (par spectroscopic ou microscopie confocale) est la methode de choix 

pour la detection de biomolecules car elle a la sensibilite requise pour etudier des 

phenomenes biochimiques impliquant un petit nombre de molecules. Neanmoins, il faut 

dans la majorite des cas greffer des fluorophores sur la proteine ou sur le ligand. 
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De maniere generate, la fluorescence se produit suite a 1'absorption de photons par une 

molecule de type fluorophore, fluorochrome ou par sonde fluorescente. C'est un 

phenomene physique dans 1'ensemble des phenomenes de luminescence comprenant la 

photoluminescence. Le diagramme de Jablonski presente dans la Figure 1.15, ilustre deux 

differents phenomenes lies a la photoluminescence: la fluorescence et la 

phosphorescence. La fluorescence a lieu suite a une absorption de lumiere et elle est 

caracterisee par remission de photons qui se produit lors des transitions electroniques 

d'une molecule entre un etat excite singulet SI vers l'etat fondamental singulet SO 

(relaxation). La phosphorescence est un type de photoluminescence qui persiste apres 

P arret de 1'excitation lumineuse. En effet, elle se distingue de la fluorescence par le mode 

de desexcitation de la molecule. La phosphorescence est caracterisee par des transitions 

electroniques entre un etat triplet excite et l'etat fondamental singulet. Dans ce cas, la 

duree de vie moyenne de l'etat excite est plus longue que pour la fluorescence. 
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Figure 1.15: Diagramme de Jablonski. Adapte de [88]. 
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De plus en plus en biologie, la detection selective de biomolecules peut etre realisee par 

le transfert d'energie par resonance de type Forster (FRET) (Forster Resonance Energy 

Transfer) [88-91]. Tel que represente dans la Figure 1.16 la methode FRET est basee sur 

la mesure du transfert d'energie entre deux molecules fluorescentes (un donneur et un 

accepteur) lorsque leurs niveaux d'energie coincident et que leur separation est entre 10 

et 100 A. Ceci conduit a une diminution de Fintensite de fluorescence du donneur et a 

une augmentation de l'intensite d'emission de l'accepteur. Pour un transfert d'energie de 

fluorescence optimal, le spectre d'emission du donneur doit se superposer au spectre 

d'absorption de l'accepteur. L'efficacite du transfert est proportionnelle a l'inverse de la 

distance entre le donneur et l'accepteur a la puissance 6. Dans cette section, des exemples 

de detection par FRET seront presentes. 
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Figure 1.16: Transfert d'energie par resonance de type Forster (FRET). Adapte de [88]. 
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Certains biocapteurs qui possedent une bonne sensibilite pour la detection de glucose 

dans le sang utilisent la methode par FRET. Ce type d'analyse a ete realise pour 

1'interaction competitive entre la lectine Con A, des polymeres fluorescents de type 

dextran sur lesquels ont ete greffes des fluorophores de couleurs differentes et le glucose 

[92]. 

Une autre etude [93] montre une affinite selective entre des carbohydrates et une lectine 

en mesurant le transfert d'energie par FRET entre la fluoresceine (donneur) d'une sonde a 

base de polymere modifiee avec la lectine et un polymere de dextran marque avec le 

Rouge du Texas® (accepteur). 

L'affinite entre la lectine PA IL de la bacterie Pseudomonas aeruginosa pour 

1'homoserine N-acyle lactones (AHSL) est demontree par le transfert d'energie FRET 

entre deux marqueurs fluorescents qui sont des derives d'acide naphtalene sulfonique 

greffes a la lectine [94]. D'autres etudes [95] ont utilise des glycodendrimeres 

fluorescents de type PAMAM modifies avec de glucose et marques avec le chromophore 

Alexa Fuor®, utilises pour la detection de la lectine fluorescente, Con A. Dans cette 

etude, le transfert d'energie se realise entre les fluorophores du glycodendrimere et de la 

lectine. 

Recemment, des nanoparticules d'or ont ete utilisees pour la detection et le marquage des 

biomolecules par fluorescence. Elles ont ete utilisees en raison de leur coefficient 
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d'extinction eleve et d'un large spectre d'absorption dans visible qui recouvre les spectres 

d'emissions de plusieurs fluorophores. Par exemple, des nanoparticules d'or modifiees 

avec des dendrimeres de type PAMAM et conjuguees avec des biomolecules (biotine) ont 

ete utilisees pour detecter specifiquement, par FRET, les interactions de type biotine-

avidine, en presence de QD conjugues avec l'avidine [75]. Les QD sont des semi-

conducteurs avec des proprietes optiques photostables et une taille de moins de 100 nm. 

Leur efficacite est superieure a celles des colorants fluorescents organiques rnais ils sont 

excites par la lumiere UV ce qui peut causer une degradation du materiel biologique. De 

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

De plus, des etudes recentes [96] ont demontre l'utilisation de nanoparticules d'or pour la 

detection de proteines par un transfert autre que le FRET, le transfer! d'energie entre un 

fluorophore et une surface de nanoparticule metallique separees d'une distance (d) de 220 

A comme il est represents dans la Figure 1.17. Ce transfert d'energie entre le donneur et 

les electrons de la bande de conduction d'un metal est appele le transfert d'energie de 

surface (SET). Dans le cas de transfert dipole-surface de metal, le rendement de transfert 

d'energie varie selon 1/d4. Les interactions des fluorophores avec des surfaces de metaux 

sont differentes selon la distance d'interaction. Pour des distances < 10 A le transfert 

d'energie est important. Pour des distances de 20 a 300 A le transfert d'energie est 

dominant. Pour des distances > 500 A, les oscillations de fluorescence dues aux effets 

dipole-miroir sont preponderantes. 
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Figure 1.17: Transfert d'energie entre un fluorophore (FITC) et une surface de 

nanoparticule metallique d'or (SET). Figure modifiee d'apres [96]. 

Les processus FRET et SET [96] ont des comportements differents selon la separation 

entre la fluoresceine (donneur) greffee sur les brins complementaires d'ADN et For des 

nanoparticules (accepteur) d'un diametre de 1.4 nm, greffe sur le brin d'ADN a Foppose 

du fluorophore. La distance entre le fluorophore et For a ete systematiquement variee en 

augmentant les longueurs des brins d'ADN. Le processus SET n'est pas un processus 

resonnant contrairement au processus FRET. Dans le cas de SET, le champ 

electromagnetique du dipole (donneur) du fluorophore interagit avec les electrons libres 

dans la bande de conduction du metal (accepteur). Ces electrons de conduction se 

comportent comme un gaz de Fermi et agiront l'un sur l'autre plus fortement avec le 

dipole oscillant quand iis sont proches et dans une direction perpendiculaire a la surface 

du metal. Le dipole n'interagit pas avec les transitions electroniques resonantes discretes, 

mais plutot avec la bande electronique du metal. 
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Le groupe de Kim [75] utilise des nanoparticules d'or conjuguees avec la lectine Con A 

en presence des QD conjuguees avec dextrane. Les resultats montrent que la 

photoluminescence de QD diminue de 70 % apres l'addition de nanoparticules d'or du a 

un transfert d'energie SET entre QD et la surface d'or. La constante d'affinite evaluee par 

la methode de transfert SET entre les QD et les nanoparticules d'or a une valeur de 

6.7x107M_1. 

Des glyconanoparticules fluorescentes, non toxiques pour les cellules, ont ete utilisees 

pour le marquage des cellules [47] et leur detection par la microscopie confocale. 

Cependant, il n'y a pas d'etudes par FRET ou SET portant sur le mecanisme d'interaction 

des glyconanoparticules d'or pour la detection des proteines. 

1.6. Affinite des carbohydrates mHltivalentes pour les proteines 

La litterature [8, 25, 97] contient peu de details sur les mecanismes par lesquels les 

ligands multivalents augmentent leur affinite pour les recepteurs des proteines. Toutefois, 

il en ressort que Paugmentation de l'affinite est reliee a la formation de complexes sous 

forme d'agregats. Ceux-ci se forment grace aux interactions intramoleculaires et 

intermoleculaires des ligands multivalents avec les proteines. 

Dans le cas de ligands multivalents, la constante d'association des interactions 

intramoleculaires est plus grande que pour un ligand monovalent. Ceci est du au fait que 

l'energie libre d'interaction est plus grande que celle pour une interaction monovalente. 
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Par exemple, la Figure 1.18 montre les recepteurs des toxines bacteriennes de Shiga et de 

Shigalike (SLT) qui forment un complexe avec un carbohydrate pentavalent par un 

mecanisme intramoleculaire ou les cinq accepteurs de la toxine interagissent avec les cinq 

carbohydrates du ligand [98]. 

Figure 1.18: Interactions intramoleculaires entre les recepteurs des toxines bacteriennes 

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

Les ligands multivalents peuvent egalement se lier aux recepteurs par des interactions 

intermoleculaires. Ce type d'interaction implique la formation d'agregats de grande taille 

qui precipitent. Dans le cas ou les ligands multivalents ont une longueur suffisante, la 

formation d'agregats est plus favorable que pour une association intramoleculaire. La 

formation d'agregats peut etre stabilised par des interactions entre proteines. La formation 
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de complexes tridimensionnels entre les carbohydrates et les recepteurs multivalents de 

lectines cause une precipitation. Les etudes de Brewer [99-102] ont montre la formation 

selective d'agregats lectine-carbohydrate. Des complexes homogenes tridimensionels 

sont formes en presence des carbohydrates multivalents. La precipitation des agregats 

depend d'un ensemble de facteurs, tels que la concentration du ligand et de la proteine, la 

constante d'affinite caracterisant 1'interaction, la valence du ligand et de la proteine, la 

structure du ligand et de la proteine, la concentration ionique, le pH ainsi que la 

temperature. Des precipites sont souvent formes quand le ligand et la proteine sont 

presents dans des rapports equimolaires. 

Le groupe de Toone [103] a effectue des etudes structurales et energetiques sur le 

complexe forme par Con A et des glycodendrimeres de valences differentes. Les 

glycodendrimeres avec plus de trois carbohydrates ont une plus grande affinite 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 intermoleculaires (droite) [103]. 
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Les etudes de Kiessling [104] utilisant un ligand trivalent pour la Con A observent la 

formation de petits agregats. Par la suite, ces agregats interagissent avec les 

carbohydrates immobilises sur le ligand et non pas avec la proteine qui est un tetramere 

pour former des gros agregats. Ce resultat est relie a 1'augmentation de la constante 

d'affinite. Cependant, les consequences energiques pour la formation des agregats sont 

peu claires. 

1.7. Interaction carbohydrate-proteine 

Le potentiel d'un biocapteur pour la detection des proteines depend de la force 

d'interaction carbohydrate-proteine qui est caracterisee par une constante d'affinite Ka. 

Les parametres thermodynamiques, soit les contributions enthalpique et entropique ainsi 

que l'energie libre, permettent d'identifier les facteurs determinants. 

Une de methodes qui permet d'etudier la thermodynamique de la reconnaissance 

carbohydrate-proteine est la microcalorimetrie {Isothermal Titration Microcalorimetry, 

ITC). Les etudes effectuees avec des glycodendrimeres par ITC montrent que la 

constante d'affinite (de l'ordre de 105 M"1), l'enthalpie (-AH) et l'entropie (-AS) 

augmentent avec la multivalence du ligand [105, 106]. L'entropie devient plus negative 

avec 1'augmentation du nombre des carbohydrates et ceci est relie a la flexibilite du 

ligand [105]. Cependant, pour optimiser les interactions carbohydrates-proteines il faut 

minimiser la diminution de l'entropie en rigidifiant le ligand sans ajouter des contraintes 

steriques sur la molecule. 
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Les etudes cinetiques apportent des precisions sur les mecanismes d'interaction 

carbohydrate-proteine. Cependant, seulement quelques constantes cinetiques entre des 

monocarbohydrates et la lectine Con A ont ete determinees par calorimetrie et 

fluorescence. Ces etudes ont montre que les vitesses d'association entre les 

monocarbohydrates-proteines (de l'ordre de 104 M'V) [107, 108] sont inferieures aux 

vitesses controlees par diffusion (de l'ordre de 107 M"'s"') [109]. De plus, la valeur 

negative 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 steriques pour la 

formation du complexe. 

1.8. Objectifs de la these 

La revue de la litterature presentee ci-dessus a permis de mettre en evidence les progres 

recents dans Putilisation des carbohydrates multivalents pour la detection de 

biomolecules et pour certaines approches therapeutiques. Certaines limites ont aussi ete 

mises en evidence. Par exemple, Pefficacite des glycodendrimeres est limitee par les 

effets steriques lorsque leur taille augmente. Les nanoparticules d'or recouvertes de 

carbohydrates greffes sur des alkylthiols causent des interactions non specifiques avec les 

proteines et la presence de chaines d'alkyls hydrophobes peut diminuer la stabilite et la 

dispersion de nanoparticules. De plus, il n'y a pas d'etudes portant sur le mecanisme de 

1'interaction carbohydrate-proteine en utilisant les GNP qui ont ete realisees. Le but de 

cette these est done de proposer differentes approches pour ameliorer la reconnaissance 
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des lectines par des GNP et aussi de comprendre l'interaction entre celles-ci et les 

lectines. 

L'objectif principal de cette these est de developper un biocapteur qui combine 

l'efficacite des glycodendrimeres pour la reconnaissance de lectines et les proprietes 

optiques des nanoparticules d'or. Ce biocapteur sera utilise dans les methodes de 

fluorescence (FRET ou SET et en microscopie confocale) pour la detection selective de 

lectines et d'une bacterie E. coll Les GNP serviront comme un outil experimental pour 

determiner les constantes thermodynamiques et cinetiques. Cet outil permettra d'etudier 

le comportement des proteines directement dans l'environnement ou elles sont actives, 

comme, par exemple, le role des proteines dans l'adhesion cellulaire. Egalement, 

l'utilisation du biocapteur en electrophorese et en immunoprecipation sera examinee. Un 

autre objectif pour cette these consiste a greffer des carbohydrates sur la silice et de les 

utiliser pour la detection et 1'immobilisation selective des lectines. 

La these est structuree comme suit: en premier lieu, la revue de litterature a ete presentee 

dans le premier chapitre. Le deuxieme chapitre decrit les methodes de synthese des 

nanoparticules d'or et surfaces de silice recouvertes des carbohydrates. Ce chapitre 

presente aussi les techniques de caracterisation et les conditions experimentales utilisees 

dans ce projet. La caracterisation des nanoparticules sera presentee dans le troisieme 

chapitre. Dans le quatrieme chapitre, les glyconanoparticules d'or seront utilisees pour la 

reconnaissance de lectines. Des tests d'immunoprecipitation des lectines ainsi que des 

tests d'attenuation de la fluorescence seront presentes. L'etude thermodynamique et 
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cinetique de l'interaction carbohydrate-proteine en utilisant comme modele le couple 

GNP-lectines fluorescentes est l'objet du cinquieme chapitre. Le chapitre suivant 

presente des applications possibles de GNP pour la separation de lectines par 

electrophorese et la detection d'une bacterie par microscopic Les applications de silice 

recouverte de carbohydrates dans Fimmmunoprecipitation, 1'attenuation de la 

fluorescence ainsi que 1'immobilisation d'une lectine pour la detection par microscopie 

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

carbohydrates 

2.1. Introduction 

Au cours des dernieres annees, plusieurs groupes ont produit des nanoparticules 

fonctionnalisees avec des biomolecules [64, 69, 70, 110-113] ou de carbohydrates [65, 

66, 71, 77, 82, 86, 114, 115] pouvant servir de biocapteurs. Toutes ces etudes utilisent 

comme methode de synthese le greffage sur Tor d'alkyl thiols fonctionnalises avec des 

biomolecules ou carbohydrates, qui est effectue dans une seule etape. 

La presente etude vise a utiliser des nanoparticules d'or recouvertes de carbohydrates qui 

presentent une affinite specifique pour des lectines. L'approche proposee, differente de ce 

qui a ete publie, consiste a greffer des carbohydrates a la surface de nanoparticules d'or 

stabilisees prealablement avec des dendrimeres de type poly(amidoamine) PAMAM. Plus 

precisement, la synthese 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 compatibilite avec le milieu biologique. Dans une deuxieme etape, des 

carbohydrates sont greffes sur les amines terminales de nanoparticules d'or stabilises 

avec PAMAM (NP) pour obtenir des glyconanoparticules d'or (GNP). Pour obtenir des 

GNP fluorescentes, un fluorophore est adsorbe en meme temps que les carbohydrates. 

Les GNP seront utilisees comme biocapteur multivalent pour la detection des proteines. 
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Le greffage de carbohydrates est aussi effectue sur des nanoparticules de silice et des 

plaques de verre. La silice est un materiau de choix pour cette etude car elle est beaucoup 

utilisee pour l'immobilisation et separation des molecules. L'approche utilisee comprend 

trois etapes: 1'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 fonctionnalisee avec des carbohydrates seront utilisees pour 

Pimmunoprecipitation et la detection de lectines par fluorescence. 

Les proprietes chimiques et physiques des nanoparticules d'or avant et apres le greffage 

des carbohydrates sont determinees par une serie de methodes physico-chimiques 

resumees dans la Figure 2.1a. La fraction organique (PAMAM et carbohydrate) sera 

analysee par FTIR ainsi que par XPS pour evaluer le rapport N : S. Le rendement du 

greffage des carbohydrates sera evalue par le titrage des amines terminales qui reagissent 

avec un chromophore, ce qui permet une quantification par la spectroscopie UV-VIS. La 

masse organique obtenue par TGA servira a evaluer le diametre et la masse moleculaire 

des nanoparticules d'or. Pour les GNP fluorescentes, la fluorescence sera mesuree par 

spectroscopie de fluorescence. Pour la fraction d'or, les methodes TEM et DLS seront 

utilisees pour analyser la taille de particules, la spectroscopie XPS pour etudier l'etat 

d'oxydation de l'or et la spectroscopie UV-VIS pour determiner le plasmon de surface 

caracteristique de l'or. 

Les proprietes chimiques et physiques des nanoparticules de silice avant et apres le 

greffage des carbohydrates sont determinees par les methodes physico-chimiques 
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resumees dans la Figure 2.1b. La fraction organique (silanol et carbohydrate) sera 

analysee par FTIR et TGA. Le rendement du greffage des carbohydrates sera evalue par 

la methode mentionnee ci-dessus. La taille des particules de silice sera analysee par 

microscopie MEB. 

Les equipements utilises pour les differentes applications des nanoparticules modifiees 

soit: l'immunoprecipitation, l'attenuation de la fluorescence suite a la reconnaissance de 

lectines par les nanoparticules, la separation des lectines par electrophorese SDS-PAGE, 

la detection de la bacterie E. coli par MCBL et MEB et, l'immobilisation d'une lectine 

fluorescente a la surface des plaques de verre recouvertes de carbohydrates par MCBL 

sont presentes dans la Figure 2.2. 

39 



Methode 

TEM, DLS 

UV-VIS 

XPS 

FTIR 

TGA 

Fluorescence 

Proprietes 

d(nm) 

plasmon surface 

% taux greffage de carbohydrates 

(titrage TNBS) 

degre d'oxydation de l'or, 

rapport N : S 

groupes fonctionnels 

% fraction organique 

emission (FITC/RITC) 

Methode 

UV-VIS 

FTIR 

TGA 

MEB 

Proprietes 

% taux greffage de carbohydrates 

(titrage TNBS) 

groupes fonctionnels 

% fraction organique 

d(nm) 

Figure 2.1: Caracterisation 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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Figure 2.2: Applications de nanoparticules recouvertes de carbohydrates et methodes 

experimentales pour la: (a) precipitation des lectines; (b) detection d'une bacterie E. Coli 

par les GNP fluorescentes; (c) application de silice recouverte de carbohydrates pour la 

detection d'une lectine. 
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2.2. Metfaodes de synthese 

2.2.1. Synthese des deadrimeres PAMAM 

Les dendrimeres de type poly(amidoamine) PAMAM ont ete utilises comme support 

pour greffer des molecules organiques ou biomolecules. Leur solubilite, stabilite et 

compatibilite avec les biomolecules et le milieu biologique, leur petite taille et 

multivalence expliquent ce choix. Dans cette section, la synthese des dendrimeres 

PAMAM est presentee. Ces derniers seront, par la suite, adsorbes sur des surfaces d'or et 

serviront a greffer des carbohydrates. 

A partir de la cystamine, sept generations des dendrimeres PAMAM de type ester et 

amine sont synthetisees par la methode de synthese divergente de Tomalia [33]. Cette 

methode se deroule en deux etapes soit, une addition de Michael, pour former les 

generations ester et une amidation des esters, pour former les generations amine. Suite a 

une addition d'acrylate de methyle a la cystamine en presence d'une base, la 

triethylamine, la premiere generation ester G-0.5 avec quatre groupements ester 

terminaux est synthetisee. La reaction suivante est une amidation des esters terminaux de 

la generation precedente obtenue en ajoutant un exces d'ethylenediamine pour former la 

premiere generation amine GO avec quatre groupements amines terminaux. Une 

succession des reactions d'addition de Micheal et d'amidation mene aux generations 

suivantes jusqu'a la generation amine G2 qui a 16 groupements amines terminaux. Le 

detail de chaque synthese est presente ci-dessous. Les spectres RMN du *H RMN et 13C 
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RMN ont ete obtenus en utilisant un instrument de Varian de 300 MHz. Les generations 

esters ont ete analysees dans CDCI3 et les generations amines dans le CD3OD. 

2.2.1.1. Symthese de la generation PAMAM G-0.5 

Le dichlorure de cystamine (10 g, 0.044 mol) dissout dans 5 mL d'eau nanopure et 

Pacrylate de methyle (0.956 g/cm3 ; 0.80 mol, 72.17 ml) sont melanges dans 100 mL 

methanol. Une solution de triethylamine (0.726 g/cm3 ; 0.10 mol, 13.77 mL) est ensuite 

additionnee lentement. Apres l'addition d'environ la moitie de la solution de 

triethylamine, la solution blanche devient plus claire. La reaction continue a la 

temperature de la piece sous atmosphere d'azote pendant 48 h. Apres 48 h, la solution est 

chauffee a 40°C pendant 30 min. Le solvant est elimine sous vide. Le produit obtenu est 

visqueux avec des solides blancs. II est melange au diethylether et extrait deux fois avec 

de l'eau. La partie aqueuse est extraite de nouveau avec le diethylether. La phase 

organique est sechee avec du sulfate de magnesium pendant 30 min et est ensuite filtree. 

Le solvant est evapore et 19 g de PAMAM G-0.5 de couleur jaune sont obtenus. Le 

rendement de la reaction est de 90 %. Les deplacements chimiques du proton et du 

carbone pour G-0.5 (Figure 2.3) sont pour !H RMN (5, ppm) : 2.44 (t), 2.72 (t), 2.78 (t), 

3.62 (s) et pour 13C RMN (5, ppm) : 32.5, 36.3, 49.1, 51.3, 53.1, 172.6. 

N 

Figure 2 3 : Structure du dendrimere de generation G-0.5. 
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2.2.1.2. Synthese de la generation PAMAM GO 

L'ethylene diamine (0.899 g/cm3; 240.26 mL) est melange avec 54 mL de methanol et 

ensuite la solution est refroidie a 5°C. A ce melange, est ajoutee une solution de 50% 

(m/m) dans le methanol du PAMAM G-0.5 (18 g). La reaction se produit sous 

atmosphere d'azote a 5°C pendant 5 jours et apres le melange est chauffe a 40°C pour 30 

min. L'ethylene diamine en exces et le methanol sont evapores sous vide. L'exces 

d'ethylene diamine est ensuite elimine par l'azeotrope toluene : methanol: 3/1. Apres la 

purification, 20.1 g de PAMAM GO d'un produit visqueux de couleur jaune sont obtenus. 

Le rendement de la reaction est de 92 %. Les deplacements chimiques du proton et du 

carbone pour GO (Figure 2.4) sont pour *H RMN (8, ppm): 2.12 (s), 2.30 (t), 2.57 (t), 2.67 

(t), 3.07 (t), 3.17(t), 3.20 (m) et pour 13C RMN (8, ppm): 34.6, 37.0, 42.5, 43.0, 50.8, 

53.7, 175. 

Figure 2.4: Structure du dendrimere de generation GO. 
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2.2.1.3. Symthese de la generation PAMAM G0.5 

A une solution de 1'acrylate de methyle (0.956 g/cm3; 12.30 mL) dans le methanol (50% 

m/m) sont additionnes lentement, pendant 30 min, 9.30 g PAMAM GO. La reaction est 

faite sous atmosphere d'azote a la temperature de la piece pendant 48 h. Le melange est 

chauffe a 40 °C pour 30 min et le solvant ainsi que le methyle acrylate en exces sont 

elimines par evaporation sous vide. A la fin, 15 g de PAMAM GO.5 un produit visqueux 

de couleur jaune est obtenu. Le rendement de la reaction est de 98 %. Les deplacements 

chimiques du proton et du carbone pour GO.5 (Figure 2.5) sont pour 'H RMN (8, ppm) : 

2.28 (t), 2.44 (t), 2.63 (t), 2.65 (s), 2.68(f), 2.74 (t), 3.19 (m), 3.57 (s) et pour 13C RMN (8, 

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.S: Structure du dendrimere de generation GO.5. 
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2.2.1.4. Synthese de la generation PAMAM Gl 

L'ethylene diamine (0.899 g/cm ; 198.37 mL) est melange avec 44 mL de methanol et la 

solution est refroidie a 5°C. A ce melange, 50% (m/m) dans le methanol du PAMAM GO.5 

(10.27 g) est ajoute. La reaction se poursuit sous atmosphere d'azote a 5°C pour 5 jours et, 

ensuite le melange est chauffe a 40°C pour 30 min. L'ethylene diamine en exces et le 

methanol sont evapores sous vide. L'exces d'ethylene diamine est elimine par l'azeotrope 

toluene : methanol: 3/1. Apres purification, 10.2 g d'un produit visqueux de PAMAM Gl 

de couleur jaune sont obtenus. Le rendement de la reaction est de 95 %. Les deplacements 

chimiques du proton et du carbone pour Gl (Figure 2.6) sont pour 'H RMN (8, ppm): 2.28 

(s), 2.33 (t), 2.53 (t), 2.67 (t), 2.77 (t), 3.28 (t), 3.30 (m) et pour 13C RMN (5, 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. 

rigisre 2.6: Structure du dendrimere de generation Gl. 
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2.2.1.5. Synthese de la generation PAMAM G1.5 

Dans une solution d'acrylate de methyle (0.956 g/cm ; 6.68mL) dans le methanol (50% 

m/m) sous agitation, 6.67 g PAMAM Gl sont ajoutes lentement durant 30 min. La 

reaction se fait sous atmosphere d'azote a la temperature de la piece pendant 48 h. Le 

melange est ensuite chauffe a 40 °C pour 30 min. Le solvant et l'acrylate de methyle en 

exces sont elimines par evaporation sous vide. A la fin, 13.9 g d'un produit visqueux 

PAMAM G1.5 de couleur jaune sont obtenus. Le rendement de la reaction est de 98 %. 

Les deplacements chimiques du proton et du carbone pour G1.5 (Figure 2.7) sont pour lH 

RMN (5, ppm): 2.29 (t), 2.37 (t), 2.46 (t), 2.48 (t), 2.69 (t,) 2.70 (t), 2.82 (t), 3.21 (t), 3.25 

(m), 3.61 (s), 7.90 (t) et pour 13C RMN (5, 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 

\ / -NH / I 
HN 

r\_< o 
/ 

o— 

Figure 2.7: Structure du dendrimere de generation G1.5 
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2.2.1.6. Synthese de la generation PAMAM G2 

-3 

L'ethylene diamine (0.899 g/cm ; 328.32 mL) est melange avec 91.35 mL de methanol et 

la solution est refroidie a 5 °C. A ce melange, une solution 50 % (m/m) dans le methanol 

du PAMAM G1.5 (10.15 g) est ajoutee et la reaction continue sous atmosphere d'azote a 

5°C pendant 5 jours et apres, le melange est chauffe a 40 °C pour 30 min. L'ethylene 

diamine en exces et le methanol sont evapores sous vide. L'exces d'ethylene diamine est 

elimine par l'azeotrope toluene : methanol: 3/1. Apres purification, 12 g d'un produit 

visqueux de PAMAM G2 de couleur jaune sont obtenus. Le rendement de la reaction est 

de 95 %. Les deplacements chimiques du proton et du carbone pour G2 (Figure 2.8) sont 

pour'H RMN (8, ppm): 2.27 (t), 2.31 (t), 2.53 (t), 2.67 (t), 2.74 (t), 2.80 (t), 3.20 (t), 3.28 

(m) et pour 13C RMN (5, 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. 

H2N JN-^T S" 
HN-f "»_/"> 

2.8: Structure du dendrimere de generation G2 
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Dans le Tableau 2.1 les caracteristiques des PAMAM soit le nombre de groupes (ester ou 

amine) en surface et les masses moleculaires des dendrimeres PAMAM sont presentes. 

Tableau 2.1: Le nombre de groupes (ester ou amine) en surface et les masses molaires 

(MW) des dendrimeres PAMAM des generations ester (G-0, G0.5 et G1.5) et amine (GO, 

Gl et G2) [33]. 

PAMAM 

G-0.5 

GO 

G0.5 

Gl 

G1.5 

G2 

Nr. groupes 

(ester ou amine) 

4 

4 

8 

8 

16 

16 

MW 

(Da) 

496 

609 

1298 

1522 

3348 

3348 

2.2.2. Synthese de glyconanoparticules d'or (GNP) 

Ce travail a pour objectif d'augmenter l'efficacite de glycodendrimeres en limitant les 

effets steriques sur les branches de dendrimeres PAMAM de generations superieures a 

G2 et d'obtenir des nanoparticules d'or solubles et compatibles avec un milieu 

biologique. Les dendrimeres PAMAM sont egalement utilises pour stabiliser les 
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particules d'or car ils agissent comme surfactant en reduisant 1'agglomeration des 

particules d'or. 

Dans la premiere etape de la synthese des nanoparticules d'or, les dendrimeres PAMAM 

de generations ester et amine (G-0.5 a G2) avec un pont disulfure synthetises par la 

methode de Tomalia [33] sont adsorbes sur une surface d'or en utilisant la methode de 

Brust [52]. Lors de Padsorption de disulfures, la liaison S-S est coupee et les molecules 

formees sont liees a la surface d'or par un lien Au-S. Selon la litterature l'adsorption de 

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

Seulement les generations amine sont utilisees dans une deuxieme etape pour le greffage 

des carbohydrates qui est effectue par couplage thio-uree entre les amines de NP et des 

groupes isothiocyanate des carbohydrates. Les generations ester de NP sont aussi etudiees 

car elles peuvent etre aussi utilisees comme support pour le greffage des molecules ou 

biomolecules par un couplage ester-amine. 

La Figure 2.9 montre la methode de synthese. La reduction de Au+3 du complexe Au+3-

dendrimere a Au° s'effectue par un reducteur, le borohydrure de sodium (NaBLU). Ceci 

est suivi par le greffage du carbohydrate de type mannose sur les amines de 

nanoparticules par un couplage thio-uree. 
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Figure 2.9: Synthese de nanoparticules d'or stabilisees avec PAMAM de generation GO 

(Au-GO) (1) et greffage de carbohydrates (p-ITC-a-D-man) sur les amines terminales de 

nanoparticules d'or (2). 
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2.2.2.1. Adsorption de PAMAM a la surface de NP 

Lors de cette etude, le rapport AuCU" : dendrimeres, AuCLf: NaBLL; et la vitesse 

d'addition du reducteur sont optimises afin d'obtenir des particules plus petites que 2 nm 

[117]. La synthese des nanoparticules d'or est effectuee dans le methanol [55], pour 

eviter l'hydrolyse des esters. 

A une solution vigoureusement agitee, de 0.5 mmole de tetrachloroaurate d'hydrogene 

(III) trihydrate (HAuCU x3H20) dans 50 mL de methanol, une solution de dendrimeres 

PAMAM dans du methanol est ajoutee. Pour les generations PAMAM G-0.5 et GO le 

rapport molaire AuCW : PAMAM est 1 : 2. Pour les generations G0.5 et Gl le rapport 

molaire AuCU": PAMAM est 1 : 1 et pour les generations Gl .5 et G2, le rapport molaire 

AuCl4": PAMAM est 2 : 1. Suivant 1'addition du PAMAM, la solution jaune de AuCLf 

devient orange. Le melange est agite pendant 30 minutes pour que l'or soit complexe 

avec les dendrimeres. Au melange de couleur orange, une solution de 7.5 mmoles de 

NaBH4 dans 50 mL de methanol est ajoutee a une vitesse de 10 mL par minute. Le tout 

est brasse pendant 1 h. La solution devient brun-rouge suivant 1'addition du reducteur. Le 

methanol est ensuite elimine par evaporation sous vide. Les nanoparticules precipitent 

avec l'ajout de 100 mL d'acetone. Une heure est requise pour sedimenter les 

nanoparticules. Apres, elles sont recueillies par filtration sur un filtre de nylon de 0.45 

urn. Le precipite est lave avec un melange acetone : methanol 5 : 1. Le solide recueilli est 

seche dans une etuve a vide a 20°C pendant 6h. La quantite recuperee est d'environ 100 

mg de nanoparticules. 
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Les nanoparticules Au-G-05 sont noires; Au-GO sont brunes; Au-G0.5 sont brunes-

rouges; Au-Gl, Au-G1.5 et Au-G2 sont brunes. Toutes les nanoparticules d'or stabilisees 

avec PAMAM sont solubles dans l'eau et dans une solution tampon de PBS. La taille des 

particules est determinee par TEM. Les particules ont ete caracterisees par FTIR, XPS et 

TGA afin de verifier Fadsorption des dendrimeres PAMAM. La presence du plasmon de 

surface, qui est reliee a la taille des nanoparticules, a ete verifiee par la spectroscopic UV-

VIS. Le taux de greffage des PAMAM a ete determine par le titrage des amines avec le 

TNBS. 

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

La deuxieme etape de synthese du biocapteur est le greffage des carbohydrates p-

isothiocyanatophenyle soit: a-D-mannopyranoside (p-ITC-a-D-man), P-

galactopyranoside (p-ITC-(3-D-gal) et N-acetyle-P-D-glucosamine (p-ITC-P-D-NAcGlc) 

et du fluorophore isothiocyanate: fluoresceine (FITC) ou tetrarhodamine (RITC) pour 

obtenir des particules fluorescentes. Ce greffage est effectue directement sur les amines 

des nanoparticules d'or et resulte en la formation d'un groupement thio-uree [24, 37, 

118]. Une purification consistant en la precipitation causee par l'ajout d'acetone suivie 

d'une filtration est effectuee. 

Les carbohydrates p-ITC-a-D-man et p-ITC-P-D-gal ont ete greffes sur les amines de 

dendrimeres PAMAM (sans nanoparticules d'or) en utilisant la methode proposee par 
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Roy [24] pour la formation du groupement thio-uree afin de comparer l'efficacite des 

glycodendrimeres avec celle des glyconanoparticules d'or. 

Les carbohydrates p-isothiocyanatophenyle greffes sur les nanoparticules et dendrimeres 

sont synthetises a partir de carbohydrates p-nitrophenyle [118]. Les carbohydrates 

phenyliques sont utilises a cause de l'attraction hydrophobe du groupe phenyle pour les 

recepteurs de bacteries et lectines plus grande que celle des carbohydrates methyliques 

[5, 24]. 

A une solution aqueuse de NP stabilisees avec les PAMAM de generation amine (Au-GO, 

Au-Gl et Au-G2) d'un pH de 9, une solution aqueuse de carbohydrates p-

isothiocyanatophenyle, (1.2 mole par groupe d'amine terminale) est ajoutee, goutte a 

goutte. Le nombre de moles d'amines terminales de glyconanoparticules d'or de 

differentes generations a ete determine par un titrage avec le TNBS. Pour obtenir des 

GNP fluorescentes, les carbohydrates sont melanges avec un fluorophore, (FITC ou 

RITC) solubilisee dans methanol dans un rapport de 99 : 1 (%), (1.2 mole par amine 

terminale). Les fluorophores FITC et RITC sont utilises pour le greffage sur les 

nanoparticules d'or car ils ont une grande absorptivite molaire et un bon rendement 

quantique. 

Apres le melange avec les carbohydrates, aucune agglomeration n'a ete observee pour 

Au-GO. Dans le cas de Au-Gl et Au-G2, apres le melange avec le carbohydrate, il y une 
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agglomeration des particules. (Figure 2.10). Les solutions deviennent claires vers la fin 

de la reaction. 

Au-G2 Au-Gl Au-GO 

Figure 2.10: Solubilite de nanoparticules d'or recouvertes de PAMAM dans l'eau dans 

les premieres minutes suivant 1'addition du carbohydrate de type mannose. 

Apres l'addition du carbohydrate (et du fluorophore), les solutions de nanoparticules sont 

melangees pendant 6 h a la temperature de la piece (sans lumiere quand le fluorophore est 

present) avec un agitateur magnetique. Avec Taj out de NaOH 0.1 M le pH est maintenu a 

9-9.3 pendant toute la reaction. Apres 6 h, les solutions sont refroidies a 4°C pendant 12 

h. Par la suite, le pH est ajuste a 7 avant d'ajouter 100 mL d'acetone pour precipiter les 

nanoparticules. La nouvelle solution qui contient de l'acetone et de l'eau est refroidie 

dans un bain de glace durant 6 h pour accelerer la precipitation. Apres 30 minutes, il y a 

des agregats brans dans la solution. Le precipite est filtre sur un filtre de nylon de 0.45 

urn et lave plusieurs ibis avec de l'acetone. Apres le greffage des carbohydrates, les 

nanoparticules d'or sont de couleur brune. Les nanoparticules sont sechees a 20 °C sous 

vide pendant 6 h. 
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2.2.2.2.1. Synthese de carbohydrates (p-ITC-a-D-man) 

Les carbohydrates p-ITC-a-D-man, p-ITC-(3-D-gal, p-ITC-P-D-NAcGlc ont ete 

synthetises a partir de carbohydrates p-nitrophenyle [118] comme schematise dans la 

Figure 2.11. Par la suite, par une reaction entre 1'amine du p-nitrophenyle de 

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

isothiocyanate est obtenu. 

Figure 2.11: Schema reactionnel pour la synthese de p-NF^-a-D-man. 

C' \ 
thiophosgene 

pH 9, 6h 

Figure 2.12: Schema reactionnel pour la synthese de p-ITC-a-D-man. 

Pour obtenir le p-NF^-a-D-man, le catalyseur Pd-C 10% (50 mg) est ajoute a une 

solution de p-N02-a-D-man (0.473 g, 1.57 mmoles) dans le methanol (50 mL). Le ballon 

est purge avec H2 trois fois puis l'hydrogenation se poursuit pendant 1 h sous agitation. 
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La solution de couleur rose pale est filtree afin d'eliminer le catalyseur. Apres 

l'evaporation du solvant sous vide, 0.4 g de cristaux est recupere. La transformation du 

groupement nitro en amine est verifiee par la chromatographic a couche mince (methanol 

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

Pour obtenir le p-ITC-a-D-man, une solution de p-NLb-a-D-man (0.202 g, 0.67 mmoles) 

et 25 mL d'une solution de thiophosgene dans Pethanol 80% sont melangees (0.13 mL, 

1.69 mmoles) sous agitation. La reaction se produit a la temperature de la piece pendant 

2h. Apres 45 minutes le pH diminue a 2. Apres la synthese, la chromatographic sous 

couche mince (methanol : chloroforme 1:1) montre que le produit de depart est absent. 

Le solvant est elimine par evaporation sous vide et le carbohydrate est precipite dans 

l'eau. Le precipite est filtre et lave avec l'eau. Le rendement de la reaction est de 60%. 

Les deplacements chimiques du proton pour le p-ITC-a-D-man sont 2H RMN (8, ppm): 

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

2.2.3. Synthese de nanoparticules stabilisees par le 1-dodeeanethio! 

Les proprietes des nanoparticules stabilisees avec les PAMAM (Au-GO, Au-Gl et Au-

G2) ont ete comparees aux nanoparticules d'or stabilisees avec le 1-dodecanethiol (Au-

thiol) synthetisees avec la methode de Brust [52]. Les etudes de Murray [117] effectuees 

sur les nanoparticules Au-thiol ont permis 1'evaluation du diametre, de la masse 

moleculaire et du nombre d'atomes d'or. La synthese de celles-ci est decrite ci-dessous. 
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A une solution de 1.5 g de bromure de tetraoctyle d'ammonium (3 moles 

(CH3(CH2)7)4NBr) dans 80 mL de toluene, est additionnee sous agitation une solution de 

0.31 g de HAuCU dans 25 mL d'eau deionisee. Le tout est agite pendant plusieurs 

minutes. La solution jaune de HAuCL x3H20 devient orange-brune lorsque AuCL" est 

transfere dans la phase organique. Les phases organique et aqueuse sont separees et 0.436 

mL de 1-dodecanethiol (rapport molaire AuCU": dodecanethiol 1:2) est ajoute a la phase 

organique. La solution est melangee pendant 10 minutes et la couleur brune devient jaune 

tres pale. A ce melange, une solution de 0.38 g de NaBEL; dans 25 mL d'eau deionisee est 

ajoutee. Le tout est agite pendant 3 h. La phase organique devient noire suivant 1'addition 

du reducteur (NaBEL). Apres 3 h, les phases organique et aqueuse sont separees. La 

phase organique est recueillie et le toluene est evapore. La temperature d'evaporation du 

toluene doit etre environ 45 °C pour prevenir une decomposition des agregats. Des 

particules noires sont obtenues et elles sont caracterisees 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 ete utilisee pour rimmobilisation de biomolecules telles que des 

enzymes, des proteines ou d'ADN [119-125]. Grace a la facilite de la modification de la 

silice et a la biocompatibilite des nanoparticules de silice (NPSi) avec le milieu 

biologique [126, 127] ainsi que leur taille nanometrique, [128] des NPSi fonctionnalisees 

avec des proteines, des peptides, d'ADN ou anticorps [129] ont ete utilisees comme 
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biocapteurs. La litterature presente quelques exemples de NPSi modifiees avec des 

enzymes [130] ou des fluorophores [130-133] utilisees comme biocapteurs et 

biomarqueurs. Recemment, des nanoparticules (Ag, Fe3C>4, et ZnS-CdSe) recouvertes de 

silice et fonctionnalises avec le dextrane ont ete synthetisees pour etre utilisees comme 

biocapteurs [134]. II a ete montre que la presence de silice a Pexterieur de ces particules 

peut ameliorer leur photostabilite [126, 133]. 

Cependant il n'y a pas beaucoup de recherches sur le developpement de NPSi modifiees 

avec des carbohydrates (et de fluorophores) afin de les utiliser comme biocapteurs ou 

dans des colonnes d'affinite pour la chromatographic 

Dans ce projet, les particules de silice modifiees par des carbohydrates ont ete utilisees 

pour rimmunoprecipitation et la detection par fluorescence de lectines. La preparation de 

nanoparticules de silice est effectuee en deux etapes. La premiere consiste en la 

fonctionnalisation de la silice avec des groupements amines. La seconde repose sur le 

greffage des carbohydrates sur des amines adsorbees sur la silice tel qu'illustre sur la 

Figure 2.7. Pour chaque etape de synthese, les particules seront caracterisees par FTIR et 

TGA afin de verifier leur fonctionnalisation, tout d'abord avec silane et par la suite avec 

des carbohydrates. Le taux du greffage de carbohydrates sera determine 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 premiere etape, les particules spheriques de silice de taille de 20 nm, obtenues de la 

compagnie Sigma, ont ete chauffees dans un tube de quartz a 600°C, pendant 48h sous 

vide [135-138]. De cette maniere, la surface de la silice a ete activee avec des 

groupements hydroxyles, ce qui permet un greffage des silanes avec un bon rendement. 

Des conditions anhydres sont necessaires afin d'eliminer l'adsorption des molecules 

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

Dans la deuxieme etape, sur les particules de silice activee, un greffage de silane a ete 

effectue comme il est illustre dans la Figure 2.13 [139, 140]. Environ 40 g de silice 

precedemment activee sous vide, ont ete immerges dans 250 mL de toluene contenant 4 

mL de silane, (3-aminopropyle-triethoxysilane). Le melange obtenu a ete sous reflux 

pendant 3 h a 110°C. Apres la reaction, la silice modifiee avec le silane a ete lavee avec 

du toluene (100 mL) ensuite avec de 1'acetone (100 mL) et sechee sous vide pendant 12 h. 

600°C,48h 
-OH 

-OH 

-OH 

O—-
Si ,NH2-

\ (2%) 
3-aminopropyle-trimethoxysi!ane 

10% toluene 

(3h) 

Figure 2.13 : Schema reactionnel pour le greffage de silane sur les NPSi. 
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2.2.4.3. Greffage de carbohydrates ssir les NPSi 

Dans la derniere etape, les carbohydrates seront greffes sur les amines obtenues dans 

l'etape precedente. A une solution methanolique de NPSi modifiees precedemment avec 

le silane, est ajoutee goutte a goutte une solution methanolique du carbohydrate (p-ITC-

a-D-man) dans une proportion de 1.2 mole par amine terminate [24] comme schematise 

dans la Figure 2.14. Les conditions de synthese et de purification pour les NPSi sont les 

memes que celles presentees pour les GNP. 

-8> 
- o ' 

HO;Si 
o 

,NH, 

,NH, 

+ Hflc^2\ _ 
O - \ _ > N = C = S r 1.2 

mole/NH, 

methanol 
6 h, pH 9, t=23 °C , 

—o^ 
—0;SU 
—O 

h-^u 

s 

H 

H H 

°OHVOH 

Ootj-OH 

Figure 2.14: Greffage de^-ITC-a-D-man sur les groupements amines de silice. 
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2.2.5. Fonctionmalisation de plaques de verre avec des carbohydrates 

2.2.5.1. Introduction 

De maniere generate, pour detecter les interactions specifiques entre les proteines et 

carbohydrates, un des reactifs impliques dans 1'interaction est fixe 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 etre assez loin de la surface afin de limiter les interactions non 

selectives entre les proteines et le substrat [141]. Done, il est important de fonctionnaliser 

la surface d'un support avec des carbohydrates de maniere a ce qu'elle reagisse 

specifiquement avec la proteine en limitant les interactions non specifiques. II est aussi 

important de limiter 1'encombrement sterique a la surface et de favoriser l'accessibilite 

des sites de la proteine ainsi que de limiter les interactions non specifiques avec les 

cibles. 

Des surfaces modifiees avec de l'ADN [142, 143], des proteines [144-146] ou des 

carbohydrates (puces de carbohydrates) [147-149], ont ete developpees. Lors des 

premieres etudes, des carbohydrates greffes a la biotine qui a des interactions fortes (Ka 

de l'ordre de 1015 M_1) avec l'avidine ou la streptavidine ont ete utilises. Les 

carbohydrates ont ete physisorbes a la surface d'une plaque de verre modifiee avec 

l'avidine ou la streptavidine [150-152]. Lors d'autres etudes, des carbohydrates ont ete 

immobilises de maniere covalente sur une surface (verre, polymere) [153-155]. L'etude 
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de Kiessling [141] utilise une surface modifiee avec des amines pour le greffage des 

carbohydrates afin d'eliminer 1'immobilisation non selective des carbohydrates a la 

surface du support. Des carbohydrates contenant une fonction azide ont aussi ete 

immobilises de maniere covalente par une reaction de Staudinger a la surface d'une 

plaque de verre fonctionnalisee avec des dendrimeres PAMAM de generation 4 et 

comportant en surface des groupes phosphanes [156, 157]. Les PAMAM sont utilises 

afin de maximiser les sites reactifs a la surface du support. Les monocouches auto-

assemblees des carbohydrates sur l'or [116, 158, 159] ont ete developpees par Russell et 

al. [160], Kahne et al. [161] et Mrksich et al. [162] afin d'immobiliser des biomolecules 

specifiquement orientees a la surface. La detection des proteines immobilisees a la 

surface de puces a carbohydrates a ete realisee par microscopic confocale de fluorescence 

[162, 163], parmarquage enzymatique [164, 165] etpar SPR [166, 167]. 

Dans cette section, le greffage des carbohydrates isothiocyanates a la surface d'une 

plaque de verre recouverte d'amines est decrit. La preparation du substrat consiste en 

hydroxylation d'une plaque de verre, le greffage du silane suivi de la fixation des 

carbohydrates par un couplage thio-uree tel que presente pour les NPSi. Les plaques 

modifiees avec des carbohydrates ont ete utilisees pour immobiliser specifiquement et 

detecter 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 etapes pour la preparation du support consistent a nettoyer, a augmenter la 

concentration en hydroxyle a la surface d'une plaque de verre suivi d'un greffage de 

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

melange de H2SO4 : H2O2 de 3 : 1. Les plaques sont ensuite rincees plusieurs fois avec de 

l'eau deionisee et distillee et sechees. Elles ont etes mises dans une solution KOH (10% 

m/v) dans l'alcool isopropylique, pendant 1 h. Par la suite, les plaques ont etes lavees 

avec du methanol et sechees sous jet d'azote. 

Les plaques de verre activees avec des groupements hydroxyle en surface ont ete 

immergees dans une solution de 2% de silane (3-arninopropyle-trimethoxysilane) dans le 

toluene anhydre pour une periode de 2 h, menant ainsi a la reaction decrite par la Figure 

2.15. Ensuite, les plaques ont etes lavees avec du methanol et sechees sous jet d'azote. 

KOH (10% w/v) 

X. > Ih 
U H3CCH3 

-OH 

-OH 

-OH 

toluene 

(1-2 h) 

- o . :rL ,NH, 

3-aminopropyle-trimethoxysilane 

Figure 2.15: Schema reactionnel 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 derniere etape, les carbohydrates de type mannose sont greffes par un couplage 

thio-uree de maniere covalente a la surface d'une plaque de verre. Pour ce faire, les 

plaques de verre modifiees precedemment avec des groupements amines en surface sont 

mises dans une solution de /?-ITC-a-D-man (1M), dans le methanol. La reaction se 

deroule a un pH de 9 pendant 6 h a 23°C et puis pendant 12 h a 4 °C. Afin de terminer la 

reaction, le pH a ete ajuste a 7 avec une solution HC1 0.1 M. Apres la reaction, les 

plaques ont ete lavees avec de l'acetone et sechees sous jet d'azote. Les plaques 

fonctionnalisees avec le mannose ont ete utilisees comme substrat pour la detection d'une 

lectine fluorescente par microscopie confocale. Ces applications sont presentees dans le 

Chapitre 6. 
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2.3. Techniques de caracterisation de nanoparticules d'or. Conditions 

experimentales. 

L'adsorption des PAMAM sur les nanoparticules d'or ainsi que le greffage des 

carbohydrates sur les nanoparticules d'or ont ete analyses en se servant de la 

spectroscopic UV-VIS, FTIR, XPS et TGA. Un titrage des amines terminates a ete 

effectue par UV-VIS aiin de determiner le rendement du greffage des carbohydrates. La 

taille des particules a ete determinee par TEM et DLS. La fluorescence des 

nanoparticules d'or fiuorescentes a ete mesuree. Les applications des glyconanoparticules 

fluorescentes pour la detection de lectines et d'une bacterie sont presentees dans les 

chapitres 4 et 6. 

Des nanoparticules d'or stabilisees avec le dodecanethiol (Au-thiol) servant pour une 

l'etude comparative avec les nanoparticules d'or stabilisees avec PAMAM, ont aussi ete 

caracterisees par UV-VIS, FTIR et TGA. 

2.3.1. Analyse UV-VIS 

La formation des nanoparticules d'or a ete analysee par spectroscopie UV-VIS afin de 

verifier la reduction de Au a Au . Ce processus est suivi en determinant la presence de 

plasmon de surface (SP) des nanoparticules d'or a environ 520 nm. Les echantillons de 

NP et GNP ont ete dissous dans du methanol (0.1 mg/mL) en utilisant le methanol 

comme blanc. Un spectre UV-VIS a aussi ete enregistre pour une solution de 
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nanoparticules stabilisees avec le thiol (Au-thiol) dans le toluene (0.1 mg/mL) en 

utilisant, conrme blanc, le toluene. 

Les spectres UV-VIS des solutions ont ete mesures entre 300 et 700 nm dans des cellules 

de quartz (1x1x4 cm), avec une resolution de 2 nm en utilisant le spectrometre UV-VIS, 

modele Gary 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 generations de PAMAM (Au-GO, Au-Gl et Au-G2) et sur les GNP de type 

mannose (Au-GO-man, Au-Gl-man et Au-G2-man) est calcule aiin de determiner le 

rendement de cette reaction. Pour ce faire, les amines terminales de NP et de GNP ont ete 

titrees avec l'acide trinitrobenzene sulfonique (TNBS) [129, 172]. Dans cette reaction, les 

amines terminales sont modifiees en N-trinitrophenylamine comme presente dans la 

Figure 2.16. Le spectre UV-VIS du produit resultant donne deux pics aux longueurs 

d'onde de 340 ou 420 nm. Le nombre de moles d'amines terminales a ete calcule en 

effecuant une courbe de calibration pour un etalon soit la cystamine, en se servant de la 

transition a 340 nm. 
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Au-GO 
02N 

Figure 2.16: Schema reactionnel pour la reaction entre les amines de NP (Au-GO) et le 

TNBS. 

Pour le titrage des amines, 1 mL de l'echantillon (NP/GNP) de concentration 1 mg/mL 

est melange 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 thermostatee pendant 2 h a 70°C. Pour 

arreter la reaction, apres 2 h a 70°C, la solution est refroidie et 0.5 mL de HC1 1 M est 

ajoute. Le spectre UV-VIS entre 300 et 500 nm est ensuite mesure. Le blanc est effectue 

de la meme maniere qu'il a ete presente ci-dessus, en remplacant 1 mL de l'echantillon 

par 1 mL d'eau nanopure. 

2.3.1.2. Evaluation du siombre de moles de fluorophores greffes sur les NP. 

Afin d'evaluer le nombre de fluorophores (FITC ou RITC) greffes sur les GNP de 

generation GO de type mannose (Au-man-FITC) et de type galactose (Au-gal-RITC), des 

spectres d'absorbance entre 300 et 600 nm ont ete enregistres pour les nanoparticules 
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d'or avant et apres le greffage des carbohydrates et fluorophores (0.1 mg/mL dans l'eau). 

ANP correspond a l'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 

AFL correspond a l'absorbance maximale du fluorophore (a 495 nm pour FITC et 558 nm 

pour RITC). A partir des mesures d'absorbance, le coefficient d'extinction molaire des 

NP (SNP, M^cm"1) a ete calcule en utilisant l'equation (2.1): 

SNP=A420 X M W N P /(l X C) (2.1) 

La masse moleculaire (MWNP) de NP de 12.8 KDa est evaluee a partir de resultats 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 calculee a partir d'equation (2.2) et 

le nombre des moles de fluorophores par moles d'or (moles FI /moles Au) est calcule a 

partir de l'equation (2.3): 

[GNP-F1] = ANP-(AF, x CFF1) / sNp (2.2) 

moles FI / moles Au=AFj / (sF) x [GNP-F1]) (2.3) 

Le coefficient d'extinction molaire pour le fluorophore sFi est de 68 000 (M^cm"1) pour 

FITC et de 65000 (M^cm"1) pour RITC, le facteur de correction pour le fluorophore 

(CFFJ) 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 generations ester (Au-G-0.5, 

Au-GO.5 et Au-G1.5) et des generations amine (Au-GO, Au-Gl et Au-G2) ainsi que pour 

les (GNP) de type mannose (Au-GO-man, Au-Gl-man et Au-G2-man), ont ete determines 

par TGA et DTA. Le pourcentage massique d'or obtenu par TGA pour les GNP est utilise 

pour estimer le diametre, la masse moleculaire, le nombre de branches PAMAM et le 

nombre d'atomes d'or. Une analyse TGA a ete aussi effectuee pour les nanoparticules 

d'or stabilisees avec le 1-dodecanethiol (Au-thiol) afin de les comparer avec les 

nanoparticules d'or stabilisees avec PAMAM. 

Les mesures TGA ont ete effectuees en utilisant l'appareil Extar 6000 Thermal 

Instrument de Seiko. II est constitue d'une balance electromagnetique ayant une precision 

inferieure au ug, installee dans une chambre thermoregulee (25 °C a 1000°C) et etanche 

permettant des atmospheres gazeuses specifiques (N2, Ar ou air). L'echantillon, dont la 

masse initiale est connue, est place dans un creuset en platine. Un deuxieme creuset qui 

contient de l'alumine sert de reference pour l'analyse thermique differentielle. Par cette 

technique, nous avons suivi la calcination des NP/GNP (environ 2 mg) sous atmosphere 

d'azote. Initialement la temperature a ete maintenue a 120°C pendant 30 minutes pour 

eliminer l'eau. Par la suite, la temperature a ete augmentee de 10°C/min jusqu'a 800°C. 
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23.3. Analyse par FTIR 

Pour caracteriser certains groupes fonctionnels des dendrimeres PAMAM (generations 

ester et amine), des mesures FTIR ont ete effectuees 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 methanol (0.1 mg/mL) ont ete deposees sur une pastille 

du NaCl et le methanol a ete evapore. Le spectre du NaCl seul a ete pris comme 

reference. 

Pour caracteriser les nanoparticules d'or stabilisees avec les PAMAM (NP) de 

generations ester (G-0.5, G0.5 et G1.5) et amine (GO, Gl et G2) ainsi que les GNP de 

generations amine (GO, Gl et G2) des spectres ont ete enregistres. Environ 1 mg 

d'echantillon NP/GNP a ete melange avec environ 25 mg de bromure de potassium 

(KBr). Le KBr est utilise comme reference. Les spectres ont ete mesures entre 600 et 

3500 cm"1 avec une resolution de 2 cm"1 par reflexion diffuse. Le spectre de KBr est 

soustrait de l'echantillon. 

Des spectres FTIR entre 600 et 3500 cm"1 avec une resolution de 2 cm"1 ont ete mesures 

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

pris comme reference est il a ete soustrait de l'echantillon. 
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2.3.4. Analyse par XPS 

Les mesures XPS permettent de determiner la stoechiometrie N : S des NP de generations 

ester (Au-G-0.5, Au-G0.5 et Au-G1.5) et amine (Au-GO, Au-Gl et Au-G2) ainsi que de 

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

La spectroscopic XPS a ete choisie pour nos etudes car elle permet d'obtenir la 

composition chimique et la concentration relative des differents elements jusqu'a une 

profondeur de 5 a 50 A. De plus, cette methode permet de distinguer les degres 

d'oxydation des differents elements [174]. 

Lors d'une analyse XPS, Pechantillon est bombarde par un rayonnement X d'energie hv 

de 1 a 2 keV. Les photons causent l'excitation et rejection d'electrons, appeles 

photoelectrons. Ceux-ci proviennent des niveaux de basses energies qui sont 

caracteristiques des elements. Les photoelectrons sont analyses selon leur energie. Dans 

l'equation (2.4) [174], on constate que l'energie cinetique (EC) mesuree est directement 

reliee a l'energie de liaison (EL) des electrons dans les differentes orbitales par la relation 

fondamentale de conservation de l'energie, ce qui permet de determiner la nature des 

elements. 

hv = EC + EL + <pe (2.4) 
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ou <pe est le potentiel d'extraction necessaire pour ejecter les electrons dans le vide. La 

gamme d'energie cinetique variant de 400 a 1400 eV permet d'etudier les electrons des 

niveaux de coeur des elements. 

L'echantillon a analyser est mis sous forme de pastille et depose dans une porte-

echantillon, puis il est degaze a temperature ambiante dans la chambre de transfert avant 

d'etre analyse. Le spectre XPS a ete pris a un angle d'emission de photoelectrons de 0° en 

utilisant comme source de rayons X, la raie monochromatique Al Ka (1486.7 eV). Pour 

l'acquisition des spectres a haute resolution, l'energie de passage a ete fixee a 20 eV en 

mode CAE «constant analyzer energy » avec une incrementation de l'energie de 100 

meV. Les survols sont enregistres entre 0 et 1100 eV avec une energie de passage de 160 

eV et une incrementation de 0.3 eV. Les spectres de haute resolution sont enregistres 

pour Cls, Au4f, Nls et S2p. Dans le cas ou l'echantillon est faiblement conducteur, 

l'energie cinetique des photoelectrons est faussee car il y a accumulation de charges 

positives a la surface de l'echantillon. Dans ce cas, les pics sont deplaces vers des 

energies de liaison plus elevees. Afin de recalibrer les spectres, le pic a 284.9 eV qui 

correspond a l'orbital Cls est utilise comme reference interne. En utilisant le logiciel 

d'analyse CasaXPS®, le fond lineaire est soustrait du spectre de l'echantillon. Pour 

calculer la composition de l'echantillon, des corrections pour la fonction de transmission, 

qui exprime l'efficacite du transport des electrons vers le detecteur en fonction de 

l'energie de l'analyseur, la section efficace, et le libre parcours moyen des photoelectrons 

ont ete effectues avec logiciel CasaXPS®. Apres ces differentes corrections, la surface du 

pic est proportionnelle a la concentration atomique (%) de l'element. Les mesures XPS 
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ont ete effectuees en utilisant le spectrometre Vacuum Generators 220iXL avec un 

analyseur hemispherique. 

2.3.5. Analyse par MEB 

Les GNP en presence des bacteries E. coli ont ete visualisees par MEB. Une analyse 

elementaire a ete aussi effectuee par EDX. La preparation du support et des echantillons 

est la meme que celle utilisee pour la microscopie confocale, presentee plus loin dans 

cette section. 

Les mesures MEB ont ete effectuees en utilisant le microscope a pression variable (MEB-

VP), S-4300SE/N, Hitachi. La resolution du faisceau d'electrons varie entre 1.5 ran 

(30kV) et 5.0 nm (lkV) sous vide pousse et de 3.5 nm (30kV) a 10 Pa de pression. La 

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

Le principe d'un appareil MEB consiste a balayer, a l'aide d'un faisceau tres fin, point 

par point la surface d'un echantillon par lignes successives et a transmettre le signal du 

detecteur a un ecran cathodique. Par l'intermediaire d'un canon a electrons, un faisceau 

d'electrons ayant une energie entre 10 a 40 eV est envoye sur l'echantillon et sous l'impact 

du faisceau d'electrons, des electrons retrodiffusent (er) et des electrons secondaires (es) 

sont aussi emis par l'echantillon. Ces derniers sont obtenus par 1'interaction entre les 

electrons du faisceau et les electrons des couches electroniques de l'atome comme il est 

montre dans la Figure 2.17. 
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Faisceau d'electrons 
Incidents (eoergie Eo) 

er; electrons retrodiffuses 
6s: electrons secondaires 
6A: electrons Auger 
et: electrons transmis 
C: Cathodoluminescence 
RX: rayons X 

ei 

Figure 2.17: Processus du balayage de la surface d'un echantillon par MEB. 

L'image obtenue dorme des informations sur la topographie de l'echantillon. Pour 

l'analyse MEB, l'echantillon doit etre un conducteur electrique (ou rendu conducteur par 

depot d'une couche mince d'or ou de graphite) afin d'eviter l'accumulation de charges. 

Pour obtenir des images des bacteries, une couche de graphite a ete utilisee. 

23.6. Analyse par TEM. 

La taille des particules d'or (NP et GNP) a ete mesuree par TEM. Quelques gouttes d'une 

solution fraiche de NP et GNP (1 mg/mL dans l'eau) ont ete places pendant 30 secondes 

sur des supports de cuivre (300 mesh). L'exces est elimine avec du papier buvard. 

Ensuite la grille est sechee a Fair pendant 1 h. Les images ont ete prises avec un 

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

er 

RX \ eft C 

EchantilloB 
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Le microscope electronique a transmission permet d'obtenir des images des materiaux a 

l'echelle de quelques nanometres. II permet aussi de mettre en evidence la 

micromorphologie des solides etudies et la presence de domaines cristallins, 

deformations, etc. Le microscope electronique a transmission est constitue de trois 

composantes principales : une colonne optique electronique, un systeme de vide et les 

elements electroniques necessaires a son fonctionnement (lentilles, etc.). La colonne 

comporte une succession de lentilles electromagnetiques dont le champ magnetique 

influence la trajectoire des electrons. 

2.3.7. Analyse par DLS 

La taille des GNP (1 mg/mL dans l'eau) a aussi ete determined par la diffusion de la 

lumiere. Avant d'effectuer les analyses, les solutions fraiches ont ete filtrees deux fois sur 

des filtres Millex-GV de 0.22um. 

Les mesures ont ete effectuees dans des cellules en plastique d'un volume de 3 mL. Une 

distribution de taille des particules a ete enregistree avec 1'analyseur Brookhaven 

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

2.4.1. Spectroscopic de fluorescence 

La fluorescence est une methode de choix pour cette etude car elle est plus sensible que la 

spectroscopic d'absorption. Elle permet la detection simultanee de composes fluorescents 

a des concentrations tres faibles et de maniere selective. 

Les etudes de fluorescence qui sont presentees dans les Chapitres 4 et 5 ont pour but de 

quantifier Pefficacite des glyconanoparticules (fluorescentes ou non) comme biocapteurs 

de lectines. Elles permettent aussi de quantifier l'affinite des GNP pour les lectines ainsi 

que de determiner la thermodynamique et la cinetique de la reconnaissance. 

Les spectres de glyconanoparticules d'or fluorescentes recouvertes de mannose et de 

fluoresceine de concentration 2.2 uM, presentes dans le Chapitre 4, ont ete mesures dans 

une cellule de quartz d'un volume de 3 mL ( 1 x 1 x 4 cm). Les mesures d'attenuation de 

la fluorescence pour determiner les constantes d'affmites ainsi que les parametres 

thermodynamiques et cinetiques ont ete effectuees sur une plaque a 98 puits en triplicata. 

Les solutions ont ete preparees dans une solution tampon de PBS (0.15 M NaCl/20 mM-

tampon phosphate, pH 7.4) qui a aussi ete utilise comme blanc. 

Pour les GNP ou lectines marques de FITC, la fluorescence a ete mesuree a la longueur 

d'onde d'emission de 520 ran pour une excitation a 490 nm avec une fente de 5 ran. Pour 
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les lectines marquees de RITC, la fluorescence a ete mesuree a la longueur d'onde 

d'emission de 580 nm pour une excitation a 550 nm avec une fente de 5 nm. L'emission 

est enregistree avec un spectrometre Perkin Elmer Luminescence Spectroscopy LS 50B. 

2.4.2. Separation des proteines par l'electrophorese SDS-PAGE 

La methode SDS-PAGE (sodium docecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) a 

ete choisie car elle permet la separation et 1'identification et des proteines en fonction de 

leur masse moleculaire en utilisant une matrice de gel de polyacrylamide. Elle est une 

methode fiable qui permet d'analyser simultanement plusieurs echantillons sur un meme 

gel, dans des conditions experimentales identiques. La coloration avec le bleu de 

Comassie et la fluorescence est utilisee pour visualiser les proteines. 

Dans un premier temps, cette etude propose de separer des proteines de tailles differentes, 

Con A et WGA, et de les detecter en fonction de leur masse moleculaire en combinant 

rimmunoprecipitation selective des proteines par les GNP de type mannose et 

1'identification des proteines apres une separation par l'electrophorese SDS-PAGE. Cette 

methode permet de mettre en evidence l'affinite selective des GNP de type mannose pour 

la lectine Con A. 

Dans un deuxieme temps, le complexe Con A-GNP est mis en evidence aussi par SDS-

PAGE mais detecte par fluorescence. Pour cette experience la lectine Con A marquee ou 

non avec FITC (Con A, Con A-FITC) et des GNP de generation GO de type mannose 
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marques avec FITC (Au-man-FITC) ont ete utilisees. La masse moleculaire de Au-man-

FITC a ete ainsi obtenue. 

La migration des proteines a ete effectuee sur un gel de separation de 12% [24] dans le 

tampon (1.5M Tris-HCl, pH 8.8), coule en position verticale entre deux plaques de verre 

(0.75 mm epaisseur), en utilisant le systeme d'electrophorese 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 

echantillons a separer. 

Les Tableaux 2.2 et 2.3 montrent la preparation des gels de separation (12%) et 

d'entassement (4%) a partir des solutions d'acrylamide / methylenebisacrylamide (30%T, 

2.67%C). Le %T represente la concentration totale (g/100 mL) d'acrylamide et de l'agent 

reticulant, le methylenebisacrylamide et le % C represente le rapport (%) entre les poids 

du methylenebisacrylamide sur celui de 1'acrylamide. 
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Tableau 2.2: Preparation des solutions d'acrylamide/methylenebisacrylamide pour 

l'electrophorese SDS-PAGE. 

Acrylamide/ methylenebisacrylamide (Ac/bisAc) 

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

29.2 g acylamide et 0.8 g N'N'-bis-methylene-acrylamide 

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

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

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

10 % TEMED/ 3mL: N,N,N',N'-tetramethylenediamine 0.3 mL 

10 % APS /3 mL: ammonium persulfate 0.3 g 

Tableau 2.3: Preparation des gels pour l'electrophorese SDS-PAGE. 

Gel de separation 12 % 

Ac/bisAc (30%, 2.67%) 

H20 

1.5MTris/HCl,pH8.8 

10% SDS 

10% APS 

10% TEMED 

4.00 mL 

3.30 mL 

2.50 mL 

0.10 mL 

0.05 mL 

0.05 mL 

Gel d'entassement 4% 

Ac/bisAc (30%, 2.67%) 

H20 

0.5M Tris/HCl, pH 6.8 

10% SDS 

10% APS 

10% TEMED 

0.65 mL 

3.00 mL 

1.25 mL 

0.05 mL 

0.25 mL 

0.05 mL 

La base et le sommet du gel sont mis dans une solution electrolyte (Glycine, Tris base, 

sodium dodecyl sulphate (SDS)). L'anode est situee en bas du gel et la cathode en haut. 

Les echantillons sont melanges avec un tampon d'echantillon (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8, 

glycerol 1.0 mL 5%, bleu de bromophenol 0.04%). Le bleu de bromophenol migre plus 

rapidement et il est ajoute pour visualiser la migration. Les echantillons sont melanges 

aussi avec du |3-mercaptoethanol. Ce dernier est un agent reducteur qui brise les ponts 
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disulfides des proteines et les denature. C'est pour cette raison que les bandes qui 

correspondent aux tetrameres ou dimeres ne sont pas visibles sur les gels. Les proteines 

ont ete separees avec une tension constante de 160 V et un courant de 350 mA sur des 

gels de separation (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 ete reveles par une 

solution de coloration (0.025% Bleu de Comassie, 40% methanol, 10% acide acetique) 

pendant 20 min et decolores pendant 6 h. Pour chaque proteine presente, une bande est 

observee. Les bandes des proteines ont ete visualisees en epi-ilmmination transmise a une 

longueur d'onde de 360 nm ou en fluorescence avec PAlpha Innotech Corporation, 

CHEMILMAGER 5500. 

Des solutions de lectines (Con A, Con A-FITC) et Au-man-FITC (lmg/mL dans PBS), 

ont ete melangees dans un rapport (v/v) de 2 : 1. Apres 1 h, le complexe proteine-GNP 

(surnageant et precipite) a ete analyse par electrophorese. Pour ce faire, 0.075 mL de 

lectine, GNP-FITC et du complexe (surnageant et precipite) ont ete preleves et ensuite 

melanges avec 0.075 mL du tampon de chargement, le (3-mercaptoethanol. Ensuite, 20 uL 

de chaque melange ont ete preleves et appliques sur le gel. Pour le standard (Broad 

Range®, 6.5-200 kDa, BioRad), 10 uL de solution d'une dilution de 1 : 20 ont ete 

appliques sur le gel. Pour obtenir la dilution, 0.05 mL de standard ont ete melanges avec 

0.45 mL H2O et 0.5 mL de la solution de tampon de l'echantillon (0.5 M Tris-HCl, pH 

6.8, glycerol 1.0 mL 5%, bleu de bromophenol 0.04%). 
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2.4.3. Detection de la bacterie E. coli 

Les glyconanoparticules d'or fonctionnalisees avec des fluorophores presentees dans 

cette these, ont pour but de developper un biocapteur efficace pour la detection de 

bacteries sans les modifier chimiquement. Des glyconanoparticules de generation GO de 

type mannose modifiees avec la fluoresceine (Au-man-FITC) sont utilisees pour la 

detection de la bacterie E. coli. 

Cette etude comporte plusieurs etapes. La premiere correspond a la preparation du 

support par 1'immobilisation de poly(lysine) a la surface d'une plaque de verre de 

microscope. Une autre etape est 1'immobilisation des bacteries a la surface d'une plaque 

recouverte de poly(lysine). Les bacteries ont ete prealablement cultivees afin 

d'augmenter le nombre des recepteurs sur les pili des bacteries. La derniere etape consiste 

en le marquage des bacteries par les GNP fluorescentes et la detection par la microscopie 

confocale de fluorescence (MCBL). Une etude complementaire a ete effectuee par MEB 

pour marquer les bacteries par Tor des GNP. 

2.4.3.1. Immobilisation de la poly(lysine) 

Des plaques de microscope ont ete immergees pendant 12 h dans une solution de 

poly(lysine) 0.01 % (m/m). Par la suite, les plaques ont ete lavees pendant 10 min avec de 

l'eau nanopure pour eliminer l'exces de poly(lysine). Ce type de support est beaucoup 

utilise pour immobiliser les bacteries mais il n'est pas selectif. 
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2.4.3.2. Immobilisation et marquage de E. Coli par les GNP fluorescentes 

Les bacteries E. coli CFT073, fournies par riNRS-Institut Armand-Frappier, ont ete 

cultivees pendant 24 h a 37°C dans un milieu de culture (10 g NaCl; 10 g trypton; 10 g 

levure, 500 mL l'eau nanopure, autoclave a 120°C pour 1 h). Les plaques de petrie ont 

ete recouvertes avec 50 uL du milieu bacterien et incubes a 37°C pour 12 h [175]. Dans 

les memes conditions que celles presentees ci-dessus, trois cultures de bacteries ont ete 

obtenues pour augmenter le nombre des recepteurs sur les pili des bacteries. 

Approximativement une colonie, obtenue dans la troisieme culture de bacteries, a ete 

suspendue dans 50 uL du milieu de culture et melangees pendant 10 min avec des GNP 

(1 mg/mL dans PBS). Les GNP utilisees sont celles de generation GO de type mannose ou 

marquees avec la fluoresceine (Au-GO-man ou Au-man-FITC) ou de type galactose ou 

marquees avec la tetrarhodamine (Au-GO-gal ou Au-gal-RITC). Ce melange a ete depose 

sur des plaques de microscope recouvertes de poly(lysine) et incubees pendant 1 h a 37 

°C. Par la suite, les plaques ont ete lavees trois fois avec une solution de PBS pour 

eliminer les bacteries non-liees et les GNP en exces. Les plaques ont ete immergees dans 

une solution de paraformaldehyde 4% pendant 15 min. Les plaques ont ete lavees 

pendant 15 min avec la solution de PBS et de l'eau pendant 10 min. Ces plaques ont etes 

utilisees pour prendre des images de fluorescence ou reflectance par MCBL et des images 

MEB. La detection de la bacterie E. coli par des images de fluorescence et de reflectance 

a ete effectuee en utilisant le microscope confocal MRC 1024ES, BioRad. Le FITC a ete 
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excite a 494 nm et remission a ete detectee a 518 nm. Le RITC a ete excite a 555 nm et 

remission enregistree a 580 nm. 

La microscopie confocale est beaucoup utilisee pour la localisation in situ d'une sonde 

fluorescente dans des cellules d'un specimen. Le principe general de cette methode est 

schematise sur la Figure 2.18. Un laser cause 1'excitation des fluorophores. II y a alors 

emission provenant de differents plans de la preparation. Grace a un diaphragme variable, 

il est possible de selectionner les rayons emis par un seul plan et d'eliminer le signal 

provenant d'autres plans. Les rayons reflechis sont filtres en fonction de leur longueur 

d'onde puis detectes par des photomultiplicateurs. 

Eehantillon 

Figure 2.18: Schema de fonctionnement d'un microscope confocal [176]. 
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Chapitre 3. Caracterisation des nanoparticules 

3.1. Introduction 

Dans ce chapitre la caracterisation de nanoparticules d'or avant et apres le greffage des 

carbohydrates sera presentee en premier lieu. L'objectif de cette partie est de verifier si 

les glyconanoparticules d'or (GNP) sont solubles, stables en milieu biologique et 

utilisables dans des tests de reconnaissance moleculaire qui seront presentes dans les 

chapitres suivants. Pour demontrer que le greffage des carbohydrates peut se faire sur 

d'autres supports, dans la deuxieme partie du chapitre, le greffage des carbohydrates a la 

surface de nanoparticules de silice sera detaille. Les nanoparticules de silice recouvertes 

des carbohydrates seront utilisees pour la detection de lectines. 

Des methodes physico-chimiques telles que l'UV-VTS, le FTIR, la TGA et le XPS, ont 

ete utilisees pour caracteriser les nanoparticules. La distribution de taille des 

nanoparticules a ete determinee par TEM et par DLS. 

3.2. Caracterisation de nanoparticules d'or 

Le choix d'utiliser des dendrimeres de type PAMAM adsorbes a la surface d'or vise entre 

autres a assurer la solubilite et stabilite des nanoparticules d'or dans l'eau et dans un 

milieu biologique. Cette section est consacree a l'etude de ces proprietes ainsi que de 

caracteriser l'adsorption des PAMAM de generations ester (G-0.5, GO.5 et G1.5) et 

amine (GO, Gl et G2) et le greffage des carbohydrates a la surface d'or. Cependant, 
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seulement les generations amine des nanoparticules d'or ont ete utilisees dans la 

deuxieme partie pour le greffage des carbohydrates. Une etude comparative avec des 

particules d'or modifiees avec 1-dodecanethiol est aussi presentee. 

Tout d'abord, la solubilite des nanoparticules a ete etudiee. Apres la synthese, comme le 

montre la Figure 3.1, les nanoparticules d'or stabilisees par les PAMAM sont solubles 

dans l'eau tandis que celles recouvertes de 1-dodecanethiol (Au-thiol) sont insolubles. 

(a) (b) 

Figure 3.1: Solubilite de nanoparticules: (a) Au-GO et (b) Au-thiol dans l'eau. 

Apres le greffage des carbohydrates sur les nanoparticules stabilisees avec les PAMAM, 

des GNP solubles dans l'eau et dans le tampon PBS sont obtenues. Les solutions de 

nanoparticules d'or de generation GO avant et apres le greffage des carbohydrates sont les 

plus stables en temps car aucun precipite n'est observe meme apres 30 jours. Les autres 

generations ont une tendance a precipiter apres une semaine. 
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3.2.1. Determination de la taille de nanoparticules d'or 

Dans cette section, la distribution des tailles ainsi que la taille moyenne des particules 

d'or sont determinees. Les analyses par TEM et DLS presentes dans cette section ont ete 

effectuees pour la generation 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 a de l'or dont le diametre varie entre 2 et 10 nm. On constate que les 

particules d'or ont tendance a s'agglomerer, possiblement du a la presence d'amines 

protonees en surface qui peuvent former des liens hydrogene avec les amides de 

PAMAM. 

• ; • : • . . • ' , » • . * • 

• • • ' • • ' • ' . • " . * # , ' • • ' # " • 

• • • • ' • ' ' ' ' • ' ' • . ' • • * » 

50 NM • • " • % • Jf 

Figure 3.2: Image TEM pour les NP stabilisees avec PAMAM. 
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La Figure 3.3 montre la distribution de taille de Au-GO-man. On note qu'apres le greffage 

des carbohydrates (mannose) les nanoparticules sont plus dispersees. Dans cette image 

TEM, une distribution de taille plus etroite des nanoparticules et aussi une taille moyenne 

d'environ 2 nm est obtenue. Done, le greffage de carbohydrates stabilise les 

nanoparticules. 

Figure 3 3 : Image TEM pour les GNP de type mannose. 

La diffusion de la lumiere (DLS) confirme le resultat TEM pour la taille des GNP de type 

mannose de generation GO dans l'eau ainsi que dans le PBS. La Figure 3.4 montre une 

distribution de taille centree autour de 2 nm pour les GNP. II n'est pas possible de voir 

une distribution Gaussienne sur la Figure 3.4 car la limite de detection 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 etude precedente [177] portant sur des nanoparticules d'or recouvertes de PAMAM 

de type amine de generation G2 a rapportee une distribution de taille d'environ 15 nm. 

Cependant, lorsque la generation PAMAM augmentait (G6), la taille diminuait a 7 nm. 

L'analyse TEM montre que ces particules sont agglomerees et qu'elles ont une structure 

polycristalline. L'agglomeration des particules est reliee a la surface chargee 

positivement par les amines protonees qui peuvent interagir avec des anions. Une autre 

etude [55] montre que les nanoparticules d'or de type amine de generation PAMAM (G4) 

sont plus dispersees que celles de la generation G2 qui ont une taille moyenne de 2.5 nm. 
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3.2.2. Plasmon de surface des nanoparticules d'or 

La spectroscopic UV-VIS est utilisee afin d'analyser le plasmon de surface de 

nanoparticules et les transitions electroniques caracteristiques de l'or. Dans les Figures 

3.6 et 3.7, l'absence d'un pic a 313 nm dans le spectre UV-VIS montre que Au+3 est bien 

reduit en Au°. 

La couleur brune des solutions de NP est la premiere indication que des nanoparticules de 

tres petite taille sont obtenues. D'autres etudes sur les nanoparticules d'or ont montre que 

plus les tailles des particules augmentent, la couleur devient rouge et dans le spectre UV-

VIS des particules une bande caracteristique a 520 nm apparait [117]. Cependant les 

mesures effectuees par UV-VIS pour les NP obtenues dans cette etude montrent 

l'absence de cette bande. Tel que presente dans les Figures 3.5 et 3.6, les spectres UV-

VIS de nanoparticules d'or (NP) sont approximativement identiques pour les generations 

ester et amine de dendrimeres. Dans ces figures, l'absence du plasmon de surface (SP) 

entre 500 et 550 nm, caracteristique des nanoparticules d'or, suggere que la taille de 

nanoparticules est inferieure a 2 nm [117]. Apres le greffage des carbohydrates sur les 

amines terminales de nanoparticules Au-GO, Au-Gl et Au-G2, la Figure 3.7 montre 

encore l'absence du pic a 520 nm dans les spectres UV-VIS. Cependant, dans cette 

figure, le pic caracteristique a environ 260 nm correspondant au phenyle des 

carbohydrates est visible. 
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Figure 3.5: Spectres UV-VIS des NP: (a) Au-G-0.5; (b) Au-G0.5; (c) Au-G1.5 (0.1 

mg/mL dans le methanol). 
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Figure 3.6: Spectres UV-VIS desNP: (a) Au-GO; (b) Au-Gl; (c) Au-G2 (0.1 mg/mL 

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

man; (c) Au-G2-man (0.1 mg/mL dans le methanol). 

Dans la litterature [55], les nanoparticules d'or recouvertes de PAMAM de taille 2.5 nm 

presentent un plasmon de surface a environ 520 nm. Plus la generation PAMAM 

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

Une etude comparative a ete effectuee avec des nanoparticules stabilisees avec le 1-

dodecanethiol (Au-thiol) qui ont ete synthetisees d'apres la methode Brust [52]. La 

Figure 3.8 montre que les nanoparticules (Au-thiol) ont une faible bande SP a 520 nm 

Celle-ci demontre 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 toluene). 

Les etudes de Murray [117] ont demontre que la methode de synthese de nanoparticules 

(les rapports thiol : or : reducteur) ainsi que la temperature et la periode d'ajout des 

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

3=2.3. Etude du greffage de PAMAM et de carbohydrates sur les NP par FTIR 

La spectroscopic FTIR est utilisee pour identifier les bandes fonctionelles d'amines, 

d'amides et des esters avant ainsi qu'apres l'adsorption de dendrimeres PAMAM des 

generations ester (G-0.5, GO.5, G1.5) et amine (GO, Gl et G2) a la surface de 

nanoparticules d'or. En utilisant cette methode, une etude comparative avec les 

nanoparticules modifiees avec thiol (Au-thiol), a aussi ete effectuee. Par la suite, le 

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

transformation du groupement nitro en amine. 

La Figure 3.9 presente les spectres FTIR de NP de generation ester (Au-G-0.5, Au-G0.5, 

Au-Gl .5). Ces spectres montrent la presence des bandes esters et amides caracteristiques 

des dendrimeres (G-0.5, G0.5, G1.5) (Figure 3.9). L'elongation du C=0 d'esters est a 

environ 1730 cm"1. La bande I des amides (deformation du N-H des amides) est a 1640 

cm"1, la bande II des amides (deformation du C=0 des amides) est a 1550 cm"1, 

l'elongation asymetrique du N-H est a environ 3540 cm"1 et l'elongation symetrique du 

N-H a environ 3340 cm"1. 
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Figure 3.9: Spectres FTIR de: (a) dendrimeres 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 generation amine (Au-GO, Au-Gl et 

Au-G2) qui contiennent les bandes d'amines primaires et d'amides caracteristiques des 

dendrimeres (GO, Gl et G2) [33]. La bande de deformation angulaire des liens N-H des 

amines primaires (cisaillement) est a environ 900 cm"1, la bande I des amides est a 

environ 1640 cm"1 et la bande II des amides est a environ 1550 cm"1. Les elongations 

asymetrique et symetrique du N-H dues a des amides sont entre 3520 et 3300 cm"1. 
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Figure 3.10: Spectres FTIR de: (a) dendrimeres PAMAM : (A) GO; (B) Gl; (C) G2 et (b) 

NP: Au-GO (A); (B) Au-Gl; (C) Au-G2 de generation amine. 
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Cette etude montre que les spectres de NP contiennent les bandes specifiques des 

groupements des PAMAM (generations ester ou amine) ce qui nous permet de conclure 

que les PAMAM sont adsorbes a la surface d'or. 

La litterature [117, 178] montre qu'en etudiant par FTIR les configurations des groupes 

methylenes et les vibrations C-S, certaines informations sur la configuration adoptee par 

une chaine aliphatique peuvent etre obtenues dans le cas de nanoparticules d'or 

stabilisees avec 1-dodecanethiol (Au-thiol). Une comparaison a aussi ete effectuee pour 

les NP avec des PAMAM. 

Comme le montre la Figure 3.11, la vibration asymetrique CH2 est a -2920 cm"1. Ceci 

suggere que les groupes methylenes sont majoritairement dans une configuration trans a 

la surface d'or. Ceci a aussi ete observe pour des alkylthiols absorbes sur des 

nanoparticules d'une taille d'environ 2 ran [179]. 

3000 2500 2000 1500 1000 

Sombre d'onde (cm') 

pare 3.11: Spectre FTIR pour Au-thiol. 
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Le pic d'elongation symetrique C-H du methylene est a -2874cm"1. L'elongation 

asymetrique du CH3 est a 2946 cm'1. Les deformations symetriques du methyle sont a 

~1378 cm"1. Les configurations a la surface d'or sont caracterisees par des vibrations C-S 

qui lorsque observees a -720 cm"1 indiquent une liaison adjacente C-C trans tandis qu'un 

pic a -640 cm"1 indique une liaison C-C gauche. Cette derniere est caracteristique de 

surfaces irregulieres qui ont des defauts. Le spectre FTIR des nanoparticules (Au-thiol) 

montre la presence d'un pic a -725 cm"1 attribue a une liaison C-C trans adjacente au lien 

C-S et l'absence de la bande a -640 cm"1. Ce resultat met en evidence une configuration 

trans majoritairement et un diametre petit de nanoparticules ce qui est en accord avec les 

analyses UV-VIS presentee ci-dessous. 

Cependant, la methode FTIR ne peut pas nous fournir des informations sur la 

configuration adoptee par une chaine aliphatique de PAMAM car dans le spectre de NP 

(stabilisees avec les dendrimeres PAMAM), 1'elongation asymetrique du CH2 et les 

bandes caracteristiques pour les vibrations C-S a -720 cm"1 et a -640 cm"1 ne sont pas 

visibles. La seule bande visible est 1'elongation symetrique du CH2 est entre 2830-2860 

cm"1. 

Le greffage des carbohydrates sur les amines terminales des NP a ete aussi suivi par 

FTIR. En premier lieu la reduction du groupement nitro du p-NF^-a-D-man en 

isothiocyanate pour le p-ITC-a-D-man est observee. Dans la Figure 3.12, la presence 

dans le spectre FTIR de la bande d'elongation isothiocyanate N=C=S d'intensite 

moyenne a 2123 cm"1, S=C a 1502 cm"1, des bandes larges C-0 des ethers entre 1000-
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1120 cm"1 et la bande large du OH des alcools a 3320 cm"1, demontrent que le 

carbohydrate, p-ITC-a-D-man, est obtenu. 

100 
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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-uree. Dans la Figure 3.13, la disparition de la bande du groupe 

isothiocyanate a 2123 cm"1, Papparition de la bande thio-uree S=C-N a 1509 cm"1, la 

presence des bandes C-0 des esters a 1000-1120 cm"1 et OH des alcools a 3320 cm"1, 

demontrent que des nanoparticules d'or modifiees avec des carbohydrates ont ete 

obtenues. Le spectre vibrationnel des GNP type mannose presente dans la Figure 3.13 

montre la presence des bandes amides I (N-H) a 1627 cm"1 et II (C=0) a 1535 cm"1 reliees 

au PAMAM adsorbes sur les nanoparticules d'or. 
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Figure 3.13: Spectre FTIR pour Au-GO-man: (a) dans le domaine 600-3600cm"1; (b) 

dans le domaine 900-2000 cm"1. 

3.2.4. Determination de la fraction organique par TGA et DTA. 

Pour obtenir des informations simultanement sur la perte de masse organique ainsi que 

sur les transformations telles que la deshydratation ou la degradation de la masse 

organique adsorbee a la surface d'or, des analyses TGA et DTA ont ete effectuees. La 

methode TGA a permis d'estimer le % (m/m) d'or et de fraction organique des 

nanoparticules d'or avant (NP) et apres le greffage de mannose (GNP). Une comparaison 

a ete faite avec des nanoparticules d'or stabilisees avec le 1-dodecanethiol et les resultats 

ont ete compares a la litterature. 

La fraction organique (% Fract. org.) obtenue par TGA permet de calculer le rapport 

masique PAMAM : Au pour les NP (generations amine et ester) ou thiol : Au pour Au-

thiol. Egalement, a partir des resultats TGA, le nombre des branches PAMAM modifiees 
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avec le mannose ou thiol, adsorbees a la surface d'or, le nombre des atomes d'or et la 

masse moleculaire des glyconanoparticules (GNP) et Au-thiol ont ete estimes. 

Dans le Tableau 3.1, les resultats TGA pour les NP montrent que le pourcentage de 

masse organique augmente apres le greffage des PAMAM et le rapport massique 

PAMAM : Au de 1 : 1.3 demeure approximativement constant a partir de la generation 

Au-GO.5. 

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

de l'or pour les nanoparticules d'or de generations PAMAM et Au-thiol par TGA. 

NP 

Au-G-0.5 

Au-GQ 

Au-GO.5 

Au-Gl 

Au-G1.5 

Au-G2 

Au-thio! 

Fract. org.: Au 

1:5.2 

1:2.4 

1:1.3 

1:1.3 

1:1.3 

1:1.2 

1 :2.4 

Dans le cas de nanoparticules d'or stabilisees avec le 1-dodecanethiol, Tanalyse TGA 

indique que celles-ci subissent une perte de masse organique de 32 % entre 110-350°C tel 

qu'indique sur la Figure 3.15. Cette diminution correspond a la perte de molecules de 
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dodecanethiol [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 a ce qui a 

deja ete publie pour Au-thiol, [178] le diametre de nanoparticules d'or est evalue a 

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

La perte de masse organique ainsi que les transformations de la fraction organique des 

glyconanoparticulesont ete evaluees par TGA et DTA. La Figure 3.15 presente la perte 

de masse organique obtenue par TGA pour les GNP modifiees avec le carbohydrate de 

type mannose (Au-GO-man, Au-Gl-man et Au-G2-man). Dans cette figure, les memes 

changements ont ete obtenus que pour les NP stabilisees avec PAMAM. La perte d'eau a 

lieu dans le domaine de temperature 30-110 °C. La perte de masse organique commence 

vers -200 °C et cette temperature est associee au bris de la liaison Au-S et a la desorption 

de PAMAM de la surface d'or. Vers 500 °C la presence d'une pic exothermique indique 

qu'une autre transformation est visible, du a la degradation de PAMAM. Dans le cas du 
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thiolate de glutathionne adsorbe sur Tor, la litterature [181] montre unpic exothermique a 

500°C obtenu par DTA qui correspond a l'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 degradation de la masse organique (carbohydrates et 

PAMAM adsorbes a la surface d'or). Done, la desorption des dendrimeres et 

carbohydrates de la surface d'or se poursuit jusqu'a une temperature d'environ 600 °C. 

Lorsque la temperature est superieure a 600 °C il y a decomposition de la fraction 

organique. A partir de 700 °C, la masse demeure approximativement constante. C'est 

done le domaine de temperature entre 110 a 600 °C que la masse organique a ete tenu en 

compte pour evaluer la taille et la masse moleculaire ainsi que le nombre de branches 

PAMAM adsorbes 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-Gl-man; (c) Au-G2-man. 
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Si Ton compare les resultats 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 generation 

G0.5 de NP et Gl de GNP. 
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Figure 3.16: Perte de masse organique evaluee par TGA de NP de generation 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 resultats par TGA effectues sur Au-thiol par le groupe de Murray [117] soit 

la variation de la fraction de thiol en fonction du diametre et du nombre d'atomes d'or et 

en utilisant les resultats par TGA pour la fraction organique de GNP de type mannose 

(Au-GO-man, Au-Gl-man et Au-G2-man) de 47 %, 62 % et 68 %, le diametre des GNP 

(d), le nombre de branches PAMAM modifiees avec mannose (# Gn-man, Gn=G0, Gl, 

G2) adsorbees a la surface d'or, le nombre d'atomes d'or (# Au) ainsi que la masse 
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moleculaire de GNP (MW) ont ete evalues. Un exemple de calcul est presente dans cette 

section pour Au-GO-man. Les memes calculs ont ete effectues pour Au-Gl-man et Au-

G2-man et les resultats sont presentes ci-dessous. 

Apres le lissage de la courbe de la Figure 3.17 soit le pourcentage organique TGA en 

fonction du diametre (d) en nm de nanoparticules d'or en se servant de l'approche decrite 

dans la reference [117], 1'equation 3.1 est obtenue: 

%TGA org. = 43.873 d •0.9148 (3.1) 

A partir de T equation 3.1 et des fractions organiques des GNP (Au-GO-man, Au-Gl-man 

et Au-G2-man) obtenues dans cette etude par TGA, les diametres calcules sont de 0.92 

nm, 0.68 nm et 0.63 nm. 

50 -, 

Figure 3.17: Variation de % TGA organique en fonction du diametre de nanoparticules 

d'or, d(nm) [117]. 
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A partir de la variation des atomes d'or en fonction du diametre d (nm), [117] represente 

dans la Figure 3.18, et en utilisant 1'equation 3.2 obtenue apres le lissage de cette courbe, 

le nombre des atomes d'or calcule corespond a 28, 11 et 9 pour un diametre de 0.92, 0.68 

et 0.63 nm de GNP (Au-GO-man, Au-Gl-man et Au-G2-man). 

# atomes Au = 35.918 d2"76 (3.2) 
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Figure 3.18: Variation du nombre des atomes d'or de nanoparticules d'or en fonction du 

diametre, d (nm) [117]. 

En utilisant la taille de particules et le nombre des atomes d'or, les masses moleculaires 

calculees sont de 15, 9.5 et 8.6 kDa et le nombre des branches PAMAM modifiees avec 

mannose adsorbees a la surface d'or est de 5, 2 et 1 pour Au-GO-man, Au-Gl-man et Au-

G2-man. 
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En realite, les GNP presentent vine distribution de taille de particules et done, une 

distribution de masse moleculaire. Pour une taille moyenne des nanoparticules (Au-GO-

man, Au-Gl-man et Au-G2-man) d'environ lnm la masse moleculaire moyenne calculee 

estdel5kDa. 

Les memes calculs ont ete effectues pour les nanoparticules d'or recouvertes de 

dodecanethiol (Au-thiol). Pour une fraction organique de 32 % obtenues par TGA, un 

diametre de 1.4 nm, 98 atomes d'or, 45 branches thiol adsorbees a la surface d'or et une 

masse moleculaire moyenne de 38 kDa sont obtenus. 

Dans la litterature [182], pour l'hexanethiol adsorbe sur une particule d'or ayant un 

diametre de 1.1 nm, la masse molaire est de 14 kDa avec 75 atomes d'or. Pour les 

nanoparticules d'or sur lequelles est adsorbe un compose disulfure (R-S-S-R) un diametre 

de 1.4 nm avec 55 atomes d'or [183] est calcule. Pour un diametre de 2 nm il est estime 

qu'il y a 251 atomes d'or en surface avec 54 branches (-S-R) adsorbees a la surface l'or. 

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

L'aire occupee par une branche de PAMAM sur une nanoparticule d'or a ete estimee. 

Une comparaison a ete effectuee avec les nanoparticules Au-thiol afin d'obtenir des 

informations sur la densite des branches adsorbees a la surface d'or. II faut preciser que 

l'aire de surface des atomes d'or n'est pas calculee pour le cas d'une sphere car les 

atomes d'or presentent une structure differente telle qu'un cubooctaedre ou icosaedre 

comme le montre la Figure 3.19 [185]. 
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Figure 3.19: Structures d'agregats d'or: (a) cubooctaedre avec 459 atomes d'or et (b) 

icosaedre avec 561 atomes d'or [185]. 

Dans le cas des nanoparticules de diametre d'environ 1 nm avec 28 atomes d'or, la 

surface des atomes d'or presentente une structure de cubooctaedre comme le montre la 

Figure 3.20 a. Dans la literature [186], pour un diametre de 1.4 nm, une structure de 

cubooctaedre avec 55 atomes d'or est presentente dans la Figure 3.20 b. 

(a) (b) 

Figure 3.20: Structure d'un cubooctaedre avec (a) 28 et (b) 55 atomes d'or [186]. 
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Afin d'evaluer l'aire occupee par une branche PAMAM modifiee avec mannose adsorbe 

a la surface d'or et de la comparer a l'aire du thiol adsorbe, des mesures electrochimiques 

ont ete effectuees [187]. Selon ces mesures le taux de recouvrement de GO-man a la 

surface d'electrode d'or (111) est de 3x10'10moles/cm2 et du 1-dodecanethiol de 7.4 xlO" 

10 moles/cm2. A partir de ces resultats, les aires occupees par le GO-man et par le 1-

dodecanethiol sont de 0.555 nm , respectivement 0.224 nm soit l'aire du cone represente 

dans la Figure 3.21. Selon des etudes precedentes [183], chaque thiol adsorbe a la surface 

de nanoparticules d'or occupe une surface de 0.214 nm2. Le rapport de l'aire de molecule 

GO-man par molecule de dodecanethiol est de 2.5 (0.555/0.224) tandis que le rapport 

observe entre le nombre de dodecanethiol par le nombre de branches GO-man est de 9 

(45/5). 

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

1 (b) l'aire occupee par 
dodecanethiol: 
0.224 nm2/ molecule 

1.8 
nm 

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

dodecanethiol obtenue experimentalement par electrochimie a la surface d'or (111) [187]. 

Si Ton compare l'aire totale de la surface occupee par les atomes d'or recouverte de thiol 

de 10.08 nm2 (45 branches thiol x 0.224 nm2), cette valeur est superieure a 2.8 nm2 (5 

111 

(a) l'aire occupee p; 
GO-mannose: 
0.555 nm2/ molecule 

2 nm 



branches x 0.555 nm ) pour les NP recouvertes de GO-mannose. Ce resultat montre que 

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

Les calculs du nombre de branches des dendrimeres PAMAM modifies avec le mannose 

de generation GO adsorbees par atome d'or (# GO-man) (equation 3.3), l'aire occupee par 

une branche de GO-man (Aoo-man) (equation 3.4), l'aire de surface de l'or pour une 

structure de cubooctahedre (AAU) (equation 3.5) ainsi que la masse moleculaire de GNP 

de generation GO de type mannose (MWAu.Go-man) (equation 3.6) sont detailles ci-dessous. 

# GO-man = # atomes Au x MWAu x (% Fr. org) / (% Fr.Au) x MWorg (3.3) 

ou: 

% Fr.Au et % Fr.org sont les fractions d'or et organique obtenues par TGA pour Au-GO-

man; MWAu est la masse moleculaire de l'or; MWorg est la masse moleculaire pour la 

fraction organique (GO-man). 

Un taux de recouvrement de GO-mannose, TGo-man, a la surface de Au (111) de 3xl0"10 

moles/cm2 a ete determine par des mesures electrochimiques. 

L'aire occupee par une molecule de PAMAM de generation GO modifiee avec mannose 

(Aoo-man) est calculee a partir de l'equation (3.4). 

AGo-man= 1 molecule (GO-man) x 1 nm2/ Too-man x 10"14 moles x NA (3.4) 

ou NA = 6.023 xlO molecules/moles est le nombre d'Avogadro. 
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L'aire de surface de l'or pour une structure de cubooctahedre (AAU) est calculee a partir 

del'equation (3.5): 

AAu = # GO-man x A co-man (3.5) 

La masse moleculaire de Au-GO-man (MWAu-GO-man) est calculee a partir de l'equation 

(3.6): 

MWAu.Go-man= MW Fr.Au + MWFr.org (3.6) 

ou la fraction de la masse moleculaire associee a l'or (MWFI-.AU) est calculee a partir de 

l'equation (3.7): 

MWF,AU= #AU x MWAu x 100 / (% Fr.Au) (3.7) 

La fraction de la masse moleculaire associee a GO-man (MWpr.org) 

est calculee a partir de l'equation (3.8): 

MWFr. org = # GO-man x MWorg (3.8) 
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3.2.5. Calciil du taux de greffage de carbohydrates par titrage avec le TNBS 

La methode de titrage spectroscopique des amines primaires avec l'acide trinitrobenzene 

sulfonique (TNBS) decrite dans le Chapitre 2 permet de calculer le rendement de la 

reaction de greffage des carbohydrates. Ceci est realise en determinant le nombre de 

moles des amines primaires (umol NH2 /mg) pour les nanoparticules d'or de generations 

PAMAM avant et apres le greffage de mannose a partir d'une courbe de calibration a 340 

nm utilisant la cystamine, tel que presente dans la Figure 3.22. 
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Figure 3.22: Courbe de calibration pour la cystamine pour determiner le nombre de 

moles des amines primaires (umol NH2 / mg). 

Les resultats presenters dans le Tableau 3.2 montrent les rendements el eves du greffage de 

mannose sur les nanoparticules d'or stabilisees avec le PAMAM, evalues par le titrage 

avec le TNBS. 
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Tableau 3.2: Determination du nombre de moles de NF^/mg pour les NP et GNP de 

generations GO, Gl et G2par le titrage TNBS et des rendements (r|) de greffage de 

carbohydrates de type mannose. 

Au-GO 

Au-GO-man 

Au-Gl 

Au-Gl-man 

Au-G2 

Au-G2-man 

fimol NH2 /mg 

TNBS 

2.30 ±0.6 

0.3 ±0.1 

3.0 ±0.6 

0.1 ±0.1 

2.0 ±0.1 

0.1 ±0.1 

i | ( % ) 

87 ± 1 

98 ± 2 

97 ± 2 

3=2.6. Evaluation dta nombre de moles de flworophores greffes sur les NP 

Les resultats presentes 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 represente 36% FITC a la surface d'or compare a 64 % 

carbohydrates evalues par titrage TNBS. Ce resultat demontre que la surface active de 

mannose est diminuee 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 represente 

4% RITC a la surface d'or compare a 96 % carbohydrates evalues par titrage TNBS. Ce 

resultat montre que le greffage de RITC diminue faiblement la surface active des 
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carbohydrates. Le RITC est difficilement greffe a la surface d'or, et ceci est peut etre 

reliee a sa solubilite reduite dans l'eau. Le greffage des fluorophores n'est done pas facile 

a controler. 

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

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

Au-man-FITC 

Au-gal-RITC 

moles fluorophore/ 

moles Au 

8.2 ±0.1 

0.9 ±0.2 

% fluorophore 

36 ±1 

4 ± 2 

% carbohydrate 

64 ± 1 

96 ± 2 

3.2.7. Determinations d« rapport N : S par XPS 

La spectroscopic XPS est utilisee pour determiner la stoichiometric N:S des 

nanoparticules. L'analyse XPS de la surface des nanoparticules apres le greffage du 

carbohydrate de type mannose (p-ITC-a-D-man) sur les generations (GO, Gl et G2) de 

nanoparticules d'or, donne deux pics pour: Au 4f 7/2 et 4f 5/2 a environ 83.2 et 86.87 eV 

comme le montrent les Figures 3.24 a, 3.25 a et 3.26 a. La difference entre les deux pics 

de 3.67 eV et l'absence du pic a 84.9 eV pour Au (III) demontre que l'or des 

nanoparticules stabilisees est dans 1'etat de valence zero [180, 188]. Les Figures 3.23 b, 

3.24 b et 3.25 b montrent que le soufre presente un doublet qui correspond aux niveaux 
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2p 3/2 et 2p 1/2 a environ 161.7 et 162.9 eV et les Figures 3.23 c, 3.24 c et 3.25 c montrent 

que l'atome d'azote a un seul pic correspondent au niveau Is a environ 398.9 eV. Pour 

calculer le rapport S : N, le pourcentage atomique pour S 2p 3/2 et N 1 s est utilise. Le 

rapport atomique N : S correspond a celui predit comme le montre le Tableau 3.4. Ces 

resultats demontrent que les dendrimeres et les carbohydrates sont bien adsorbes sur les 

nanoparticules et les branches des PAMAM ont peu de defauts. 

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

Au-GO-man 

Au-Gl-man 

Au-G2-man 

Position 

Au 4f 5/2 

(eV) 

87.1 

86.5 

86.4 

Position 

S2p3/2 

(eV) 

161.6 

160.9 

160.7 

Position 

N l s 

(eV) 

399.2 

398.8 

398.8 

Rapport N:S 

mesure 

XPS 

(2 .0±0.1) :1 

(3.2±0.2):1 

(3.8 ± 0.2): 1 

Rapport N:S 

predit 

2.3: 1 

3.4: 1 

4.1 : 1 
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Figure 3.23: Spectres XPS pour (a) Au; (b) S; (c) N de Au-GO-man. 
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3 3 . Caracterisation de aanoparticuiles de silice 

La silice est utilisee comme substrat pour l'immobilisation de proteines, d'enzymes, 

d'ADN ou comme materiel chromatographique [119-121, 123, 189-191]. Des substrats de 

silice recouverts par des nanoparticules d'or stabilisees avec thiol ont ete utilises pour la 

detection de proteines [192]. Les particules de silice occupent un role important en 

chromatographic et en catalyse mais de plus en plus dans le domaine biomedical. 

Plusieurs techniques ont ete mises au point pour preparer des nanoparticles de silice de 

taille de 1 a 20 nm [193]. La fonctionnalisation chimique des nanoparticules de silice 

avec plusieurs types de groupements demontre leur potentiel comme biocapteurs [123, 

130, 191]. 

Le greffage chimique de differents silanes a la surface de silice a ete utilise pour obtenir 

des materiaux pour la detection et la purification de composes biologiques [189, 190, 

194]. Apres l'activation de la surface de silice avec des groupements hydroxyles suivie 

d'un greffage des groupements silanol [135, 136, 138, 195, 196], plusieurs groupes 

peuvent etre greffes a la surface [130]. Pour augmenter les proprietes hydrophiles de la 

silice, des groupements amines ont ete adsorbes a la surface. Toutefois, ces dernieres 

peuvent interagir de maniere electrostatique avec les groupements carboxyles des 

proteines et dans ce cas la detection n'est pas selective. 

Comme la silice est compatible avec plusieurs materiaux biologiques, n'est pas toxique et 

est moins dispendieuse que Tor, elle est utilisee, dans cette etude, pour obtenir un 
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biocapteur des lectines. Des carbohydrates de type mannose seront chimisorbes sur des 

particules de silice stabilisees avec le silane (NPSi-NH2). Le design du biocapteur obtenu 

(NPSi-man) presente une architecture multivalente avec un coeur de silice. 

Cette approche permet d'etudier l'interaction entre les NPSi-man et les lectines sans 

compromettre leurs sites actifs. Le marquage des lectines pourrait aussi se faire a l'aide 

d'une sonde fluorescente (fluoresceine) greffee sur les NPSi-NH2 en meme temps que les 

carbohydrates. Le greffage de fluorophore (FITC) a la surface de silice a pu etre realise 

mais il ne sera pas presente dans cette etude. 

Dans cette section le greffage de silanes et de carbohydrates de type mannose sur les 

nanoparticules de silice est decrit. La spectroscopie FTIR a ete utilisee pour analyser les 

groupements fonctionnels sur la silice et le titrage des amines avec le TNBS pour evaluer 

le rendement de greffage des carbohydrates. La fraction organique a ete evaluee par 

TGA. La taille et la morphologic des particules apres le greffage des carbohydrates, ont 

ete determinees par la microscopic MEB. Les conditions experimentales de 

caracterisation de NPSi sont les memes que celles utilisees pour les GNP. Le potentiel de 

NPSi-man pour la detection des lectines est discute dans le dernier chapitre. 

3.3.1. Etude 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 ete mesures. 
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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 specifiques de SiO-H a 3739 cm"1 et des 

bandes SiO et Si-O-Si entre 1110 et 830 cm"1 [197-199]. 
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Figure 3.26: Spectre FTIR de NPSi-OH. 

Apres le greffage du silane, le 3-aminopropyle-trimethoxysilane, les Figures 3.27 et 3.28 

montrent la disparition de la bande SiO-H a 3739 cm"1 et l'apparition des bandes reliees 

au silane soit les elongations asymetrique et symetrique du N-H a 3376 et 3280 cm"1, les 

elongations asymetrique et symetrique du CH2 a 2933 et 2840 cm'1, la deformation 

angulaire du N-H des amines a 1580 cm"1 et la deformation angulaire du C-H 

(cisaillement du CH2) a 1482 cm"1 [197, 198]. Les bandes Si-0 et Si-O-Si sont a 1098 cm" 

'etSBcm"1 . 
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Figure 3.27: Spectre FTIR du silane. 

6) 
O 

c 

i 
E 
to 
>- 40 

4000 3000 2000 

Nombre d'onde (cm"1) 

1000 

Figure 3.28: Spectre FTIR de NPSi apres le greffage de silane. 
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Apres 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=0=S a 2123 

cm"1 et la presence de la bande S=C-N a 1502 cm"1 qui demontre que le carbohydrate est 

greffe par un couplage thio-uree. La bande a 3300 cm"1 est reliee aux groupements OH du 

mannose. 

3600 3000 2400 1800 1200 

Nombre d'onde (cm1) 

600 

Figare 3.29: Spectre FTIR de NPSi apres le greffage de p-ITC-a-D-man. 

L'analyse FTIR demontre que les NPSi sont bien recouvertes de mannose. Le titrage 

spectrophotometrique des amines par TNBS a ete utilise afin de quantifier le rendement 

de greffage de mannose. Les resultats sont presentes 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 ete effecruee. Les details de ces 

mesures sont decrits dans le Chapitre 2. Le rendement du greffage des carbohydrates a 

ete calcule en evaluant le nombre d'amines par mg d'echantillon pour les nanoparticules 

de silice avant et apres le greffage de carbohydrate de type mannose par la methode de 

titrage des amines par le TNBS. Les resultats obtenus sont de (3.4 ± 0.1) umol NHb/mg 

de NPSi-NH2 et (0.24 ±0.1) umol NH2/mg de NPSi-man. Le rendement du greffage de 

mannose sur silice est done de 93 ± 1 % . 

3.3.3. Determination de la fraction organique a la surface de silice par TGA. 

L'effet du traitement thermique de silice pour Factivation avec des groupements silanol 

sur les proprietes de surface de la silice a ete etudie par TGA [136]. Ces etudes ont 

montre que dans le cas des surfaces irregulieres et heterogenes de silice, des molecules 

d'eau sont fortement adsorbees a la surface de la silice. L'analyse thermogravimetrique de 

la silice a indique une perte continue de l'eau adsorbee a la surface et une condensation 

possible des silanols exterieurs aux temperatures de 450 °C. Comme le montre la Figure 

3.30, apres 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 formes apres le traitement thermique de silice: (A) libre 

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

L'analyse TGA a ete effectuee 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 region de 30 a 140°C. Done le traitement thermique effectue (voir le Chapitre 2) 

pour activer la surface de silice avec silanol a elimine l'eau des particules de silice. Ceci 

est relie a la diminution des volumes des pores de silice [136]. La masse organique 

desorbee de la surface de silice est d'environ 5% apres le greffage du silane. Ce resultat 

demontre un faible pourcentage de silanol a surface de silice. Cependant, la Figure 3.31b 

montre une augmentation de la masse organique de 25 % apres le greffage de mannose. 

Les deux thermogrammes montrent une perte de masse organique dans une seule etape. 

Le resultat TGA nous indique un plus faible pourcentage de masse organique adsorbee a 

la surface de silice comparee aux glyconanoparticules d'or. 
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Figure 3 3 1 : Thermogrammes de (a) NPSi-NH2 et (b) NPSi-man. 
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>3A„ EvaMattnoim d® la (tall© dte paurtkunks dl© sine© pair MEB 

La taille des particules de NPSl-nian. a ete determinee par des meswres MEB. 

Approximatlvement 1 mL de solution (1 mg/mL NPSI-man dans methanol), est depose 

sur une plaque recouverte d9un film d5or. Le methanol est evapore sous vide pendant 2 fa. 

La Figure 3.32, montre des particules de silice agglomerees, d'une taille d'envlron 20-50 

nm, tel que determine par la compagnie Sigma. Les particules sont agglomerees a cause 

d5 interactions electrostatiques avec la surface de silice. Des particules agglomerees ont 

ete aussi obtenues pour les nanoparticules de silice avant et apres le greffage du silane. 

Figure 332s Analyse MEB de nanoparticules de NPSI-man. 
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3.4. Conclusion 

Des GNP d'or solubles dans l'eau ont ete obtenues. La generation GO de GNP (Au-GO-

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 reliee a la petite taille des particules. Les 

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

La presence des bandes caracteristiques des groupes fonctionnels de PAMAM et des 

carbohydrates dans le spectre FTIR des GNP demontre que les dendrimeres et les 

carbohydrates ont ete greffees a la surface d'or. La stoechiometrie N : S obtenue par XPS 

demontre qu'il y a peu de defauts sur les branches de PAMAM. Les rendements de 

greffage qui varient entre 87 et 98% demontrent que les carbohydrates sont bien greffes a 

la surface d'or. Dans le cas des GNP fluorescentes, le greffage des fluorophores est 

difficile a controler. Le FITC occupe 36% de la surface d'or compare au RITC qui en 

occupe seulement 4 %. 

La fraction organique evaluee 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 diametre moyen d'environ 1 nm pour les GNP avec 28 atomes d'or, une structure de 

cubooctaedre et une masse moleculaire 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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Ctiapitre 4. GNP pour Sa reconnaissance des lectines 

4.1. Introduction 

Ce chapitre est consacre a la demonstration de l'efficacite des GNP pour la detection des 

lectines par fluorescence. Tout d'abord, la reconnaissance des lectines pour les GNP par 

la formation des complexes GNP-lectines a ete mise en evidence par UV-VIS, DLS et 

TEM. Par la suite, une methode de detection de lectines par fluorescence est developpee. 

Differentes strategies consistant en des GNP combinees a des lectines fluorescentes ou 

non fluorescentes sont examinees. Parmi ces strategies, celle qui est la plus efficace et 

reproductible a ete identified et a ete utilisee pour etudier le mecanisme de 

reconnaissance de lectines par les GNP. 

4.2. Etade de la formation du eomplese lectine-GNP 

L'affmite selective des lectines pour les carbohydrates sous certaines conditions mene a 

la formation d'agregats et a la precipitation 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 a 

plusieurs sites de la meme lectine il n'y a pas la precipitation. 

Comme il a ete presente dans 1'introduction, la precipitation des lectines depend de 

plusieurs facteurs [97]. Dans ce chapitre un ensemble de facteurs seront done examines. 
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Ceux-ci comprennent l'effet de la multivalence, de la structure du ligand, de la lectine 

ainsi que de la concentration du ligand et de la lectine, de meme que le rapport molaire 

entre eux pour la precipitation des lectines. 

Une serie d'experiences simples a ete effectuee pour demontrer la selectivite et la 

reversibilite de l'interaction entre les GNP et une lectine. Pour cette etude, des GNP de 

type mannose (Au-Gn-man), N-acetyleglucosamine (Au-Gn-NAcGlc) et galactose (Au-

Gn-gal) ainsi que des GD de type mannose (Gn-man) et galactose (Gn-gal) de differentes 

generations (Gn=G0, Gl, ou G2) ont ete testees en presence des lectines. Les lectines 

vegetales Con A et WGA ont ete choisies pour cette recherche car il existe de 

nombreuses etudes qui nous permettent de comparer les GNP avec d'autres biocapteurs. 

La lectine PA IL qui provient de la bacterie Pseudomonas aeruginosa [144] a aussi ete 

utilisee. Bien que plusieurs recherches aient demontre la specificite de la lectine PA IL 

modifiee avec biotine pour les carbohydrates [202, 203], il reste encore a developper un 

biocapteur efficace pour la detection de cette lectine. 

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

La selectivite de GNP type mannose pour la lectine Con A est facilement mise en 

evidence par le test de precipitation de la lectine. Dans ce test, les GNP modifiees avec le 

mannose: Au-GO-man, Au-Gl-man et Au-G2-man ont ete dissoutes dans le PBS (1 mg/ 

lmL). Ces solutions ont ete mises en presence de la lectine Con A dissoute dans le PBS 

(1 mg/mL) dans un rapport de 1 : 1 et ont ete melangees pendant 1 min. La turbidite de la 
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solution change rapidement apres l'ajout des lectines aux GNP et apres 15 min, la lectine 

commence a precipiter (Figure 4.1). 

(a) (b) (c) 

j 

is* 

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

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

Le simple test visuel de la precipitation de la lectine Con A en presence de nanoparticules 

d'or modifiees avec le mannose demontre une reconnaissance rapide des sites actifs de la 

lectine par les mannoses des GNP. Ce test montre aussi que la precipitation se produit 

plus rapidement avec 1'augmentation de la generation de GNP. 

La reversibilite du complexe entre Con A et Au-GO-man a ete demontree par Pexperience 

suivante: le precipite a ete melange 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 precipite brun 

obtenu apres 30 min a ete dissout seulement apres l'ajout de a-D-man et non pas de a-D-

gal. Les memes resultats ont ete obtenus pour les autres generations. La reversibilite 

observee montre qu'il n'y a pas d'agglomerats de GNP. 
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Figure 4.2: Selectivite des lectines pour les GNP: (a) Au-GO-man, (1 mg/mL); (b) Con A 

(1 mg/mL); (c) solution (a) melangee avec (b); (d) solution (c) melangee avec 1 mL a-D-

man (200 mg/mL); (e) solution (c) melangee avec 1 mL a-D-gal (200 mg/mL) (f) WGA 

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

La selectivite de Au-GO-man pour Con A est demontree en melangeant les GNP (1 

mg/mL) avec une autre lectine (WGA) (1 mg/mL), sensible au NAcGlc (Figure 4.2 g). 

Aucune precipitation ne se produit, ce qui demontre la selectivite des GNP de type 

mannose envers les recepteurs de Con A mais pas avec le WGA. La selectivite de Au-

GO-man pour Con A et non pas pour WGA a ete confirmee par Felectrophore SDS-

PAGE et est presentee dans le Chapitre 6. 

4.2.2o Imoiuiioprecipitation des lectines suivie par UV-VIS 

Pour les GNP en presence de lectines, aucun plasmon de surface a 520 nm n'a ete 

observe dans le spectre UV-VIS. Le seul changement correspond a 1'augmentation de 

l'absorbance de GNP apres l'ajout des lectines. Done, n'importe quelle longueur d'onde 
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entre 250 et 600 nm peut etre utilisee pour mesurer la variation de l'absorbance en 

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

Dans cette section, des mesures plus detaillees de la precipitation des lectines (Con A, PA 

IL et WGA) causee par les GNP ou les GD ont ete effectuees en mesurant la variation de 

l'absorbance a 490 nm pour Con A [24] et WGA [23, 204] et a 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 ete utilise. II faut preciser que les concentrations en GD (generations 

GO, Gl et G2) sont 12, 6 et 4 fois superieures aux celles des GNP (generations GO, Gl et 

G2). 

Dans le cas de Con A (sous forme de tetramere), la Figure 4.3A montre que l'absorbance 

augmente rapidement suite a 1'addition de GNP de type mannose: Au-GO-man, Au-Gl-

man et Au-G2-man. Ce resultat montre la formation rapide d'agregats. L'augmentation 

de l'absorbance se poursuit lentement et l'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 precipitation des agregats qui presentent une taille trop 

grande pour demeurer en suspension. Une precipitation totale de la lectine Con A par les 

GNP de type mannose est obtenue apres 30 min pour Au-G2-man, 40 min pour Au-Gl-

man et 55 min pour Au-GO-man. 

Des GNP de type mannose d'une taille de 16 nm ont ete utilisees pour la precipitation de 

Con A [79]. Ces GNP presentent un plasmon de surface (PS) a 520 nm. La cinetique de 

precipitation de Con A, suivie a 620 nm, montre que plus la concentration en Con A 
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augmente plus Pintensite de PS diminue, le PS se deplace vers des longueurs d'onde plus 

grandes et la bande devient plus large due a l'agregation des nanoparticules d'or. 

Temps (min) 

Figure 4 3 : Variation de l'absorbance a 490 nm en fonction du temps apres le melange 

de : A) Con A et les GNP de type mannose : (a) Au-GO-man, (b) Au-Gl-man, (c) Au-

G2-man; B) Con A et les GD de type mannose : (a) GO-man, (b) Gl-man, (c) G2-man. 

Des solutions de 1 mg/mL de GNP ou GD ont ete melangees dans des proportions de 1 : 

2 avec Con A (1 mg/mL). 

La meme experience a ete effectuee avec les glycodendrimeres (GD) de type mannose 

(GO-man, Gl-man etG2-man) afin de comparer Tefficacite de glycodendrimeres greffees 
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sur de nanoparticules d'or pour la complexation de la lectine Con A. Pour cette 

experience, l'absorbance a 490 nm a ete mesuree apres que la lectine Con A (1 mg/mL 

PBS) et GD (1 mg/mL dans PBS) aient ete melangees dans un rapport de 2 : 1. La Figure 

4.3B montre une lente augmentation de l'absorbance pour le complexe Con A-GD et 

aucune precipitation n'est obtenue meme apres 3 h. Des resultats semblables ont ete 

obtenus precedemment [24]. 

La lectine WGA, qui est un dimere, a aussi ete precipitee par les GNP de type NAcGlc de 

generation GO (Au-GO-NAcGlc). Les solutions de lectine WGA (1 mg/mL dans PBS) et 

de Au-GO-NAcGlc (1 mg/mL dans PBS) ont ete melangees dans un rapport de 2 : 1. 

Comme la montre la Figure 4.4, l'absorbance augmente puis a partir de 85 min, 

l'absorbance diminue rapidement. 
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Figure 4.4: Variation de l'absorbance a 490 nm en fonction du temps apres le melange 

de WGA avec Au-GO-NAcGlc. Une solution de 1 mg/mL en GNP a ete melangee dans 

une proportion de 1 : 2 avec WGA (1 mg/mL). 
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Pour demonter la generality de notre approche, une lectine d'origine bacterienne, la 

lectine PA IL qui a une affinite pour le P-D-gal [20, 202, 203, 205], a ete aussi etudiee. 

La complexation entre PA IL, qui est sous forme de tetramere, (lmg/mL PBS) et les GNP 

type galactose (Au-GO-gal) (1 mg/mL PBS) a ete suivie en mesurant la variation de 

l'absorbance a 280 nm en fonction du temps apres qu'elles aient ete melangees dans un 

rapport de 2 : 1. La variation de l'absorbance est presentee dans la Figure 4.5 a. La meme 

experience a ete effectuee en utilisant les glycodendrimeres de type galactose (GO-gal) (1 

mg/mL PBS) et le resultat est presente dans la Figure 4.5 b. Dans les deux cas, 

l'absorbance augmente dans les premieres secondes mais elle augmente beaucoup plus 

rapidement dans le cas de GNP compare au GD. Pendant les premieres 30 min 

l'absorbance augmente et diminue apres 50 min. Dans le cas de GD, l'absorbance 

augmente lentement et aucune precipitation n'est observee avec le temps. Seulement les 

GNP ont cause la precipitation de PA IL. 
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Figure 4.5: Variation de l'absorbance a 280 nm en fonction du temps apres le melange 

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 ete melangees dans des proportions de 1 : 2 avec PA IL (1 mg/mL). 

La precipitation observee dans ces tests est due a la formation d'un reseau 

tridimensionnel [200, 201]. Dans le cas de Con A, chaque lectine du tetramere est lie a un 

mannose de GNP. Cependant, une GNP doit etre liee a au moins deux lectines de 

tetrameres differents afin pour former un complexe tridimensionnel tel que presente dans 

la Figure 4.6. 
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Figure 4.6: Complexation entre les GNP et la lectine Con A [206]. 

139 



La precipitation de WGA ou PA IL par les GNP de type NAcGlc ou galactose est elle 

aussi reliee a la formation d'un complexe tridimensionnel. Cependant, il n'y a pas 

d'autres etudes de precipitation des lectines WGA et PA IL par les carbohydrates des GD 

ou GNP pour comprendre le mecanisme d'interaction. 

La precipitation rapide des GNP comparee aux GD est reliee a Paffinite plus grande des 

GNP pour les recepteurs des lectines. Cette affinite pourrait etre reliee non seulement a la 

multivalence mais aussi a la structure rigide de GNP. L'accessibilite des carbohydrates 

des GNP aux recepteurs des lectines ainsi que la solvatation/desolvatation peuvent aussi 

jouer un role dans l'augmentation d'affinite des GNP pour les lectines. Tous ces facteurs 

sont discutes en detail dans le Chapitre 5. 

La precipitation rapide, selective et reversible des lectines par les GNP valide notre 

approche pour la reconnaissance des lectines. La formation des complexes est mise en 

evidence aussi par des experiences de diffusion de la lumiere et des mesures TEM 

presentees ci-dessous. 

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

Les GNP en presence de lectines forment des agregats. Ce phenomene d'agregation a ete 

suivi par la diffusion de la lumiere qui permet de determiner la taille des agregats. Pour 

ces experiences la lectine Con A (0.1 mg/mL dans le PBS) en presence de GNP de type 
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mannose, de generation GO (Au-GO-man) (1 mg/mL dans le PBS) melangees dans des 

rapports (v/v) de 10 : 1 a 1 : 10 est utilisee. 

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 presentes dans la solution dans un 

rapport (v/v) de 2 : 1 des agregats d'environ 60 nm sont obtenus. En diminuant la 

quantite de Con A (Con A : GNP de 1 :1) des agregats d'environ 250 nm ont ete obtenus. 

Pour un rapport Con A : GNP de 1 : 2, la taille des agregats augmente a 400 nm. Lorsque 

la concentration en GNP augmente, (Con A : GNP de 1 : 5), de gros agregats se forment 

et precipitent rapidement. Des agregats d'une taille de 300 nm sont observes. Dans le cas 

ou la concentration de la lectine diminue par rapport aux GNP, des agregats d'environ 60 

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

En resume, de gros agglomerats 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 quantite en 

Con A detectee diminue. 
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Figure 4.7: Evaluation par DLS du diametre pour le complexe forme entre Con A 

(O.lmg/mL dans PBS) et Au-GO-man (1 mg/mL dans PBS) melanges en differentes 

proportions (v/v). 

L'agglomeration de Au-GO-man (1 mg/mL, PBS) en presence de la lectine Con A (0.1 

mg/mL, PBS) dans un rapport (v/v) de 1 : 1 a aussi ete visualisee par TEM. Dans la 

Figure 4.8 des taches de couleur noire dont la taille varie de 50 a 200 nm sont visibles. 

Les points noirs correspondent aux particules d'or qui s'agglomerent en presence 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-GO-man par TEM. 

4.3. Detection de lectlmes par fluorescence 

La detection des proteines est souvent realisee a l'aide de marqueurs fluorescents attaches 

sur des biomolecules (proteines, anticorps) [207]. Ces types de detection presentent des 

contraintes car les modifications chimiques sur des biomolecules peuvent causer des 

changements structuraux et done de specificite. 

Des strategies utilisant des carbohydrates multivalents fluorescents pour la detection des 

proteines non fluorescentes ont ete rapportees. Des glycodendrimeres fluorescents de 

type PAMAM modifies avec le glucose et marquees avec un fluorophore subissent une 

attenuation de 70 % en presence de la lectine Con A fluorescente [95]. L'attenuation de la 

fluorescence est causee par transfer! d'energie via un mecanisme de type FRET entre les 
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fluorophores. Les nanoparticules d'or modifiees avec le PAMAM et conjuguees avec des 

biomolecules ont ete aussi utilisees pour detecter, par FRET, les interactions de type 

biotine-avidine, en presence de points quantiques (QD) fluorescents [75]. Dans un autre 

cas, [96] le transfer! d'energie entre un fluorophore d'une proteine et une surface de 

nanoparticule d'or metallique a ete utilise pour la detection de proteine. Ce transfer! 

d'energie appele le transfer! d'energie de surface (SET) est different du FRET quand a sa 

variation en fonction de la distance entre la surface et la proteine fluorescente. Comme il 

a ete presente dans 1'introduction, le transfert d'energie par FRET peut se produire pour 

une distance entre carbohydrates et lectines sous 100 A [90] tandis que le transfert 

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

Ces deux strategies sont illustrees dans la Figure 4.9 pour les systemes GNP-lectines 

etudies soit: (1) le transfert d'energie par FRET (Figure 4.9a) entre les fluorophores d'une 

GNP et une lectine et (2) par transfert d'energie par SET (Figure 4.9b) entre le 

fluorophore d'une lectine et la surface d'or d'une GNP. 
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(a) Transfert d'eaergie par FRET (b) Transfert d'emergie par SET 

GNP Lectine Lectine 

Figure 4.9: Schema des mecanismes proposes pour la detection des lectines par 

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

43=1. Etude dw transfert d'emergie par FRET 

Dans la perspective de contribuer a amplifier la reconnaissance moleculaire pour une 

detection rapide et specifique des proteines, sans les modifier chimiquement, cette etude 

propose, d'abord, l'utilisation de glyconanoparticules d'or greffees de fluorophores. La 

detection se fait par l'attenuation de la fluorescence de ces particules en presence des 

lectines modifiees ou non par des fluorophores. 

L'intensite de la fluorescence de GNP de generation GO marquees de FITC de type 

mannose (Au-man-FITC) et de type N-acetyle-glucosamine (Au-NAcGlc-FITC) a ete 
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mesuree en presence des lectines Con A et WGA, modifiees ou non avec FITC ou RITC. 

L'effet de la concentration des lectines sur l'attenuation de la fluorescence des GNP 

fluorescentes a ete evalue. 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 ete choisis de facon a avoir de bonnes intensites en fluorescence et de ne pas avoir de 

precipitation. 

4.3.1.1. Resultats et discussion 

Les spectres de GNP marquees de FITC montrent une excitation a 490 nm et emission a 

520 nm (Figure 10). Pour les etudes suivantes, la variation de la fluorescence des GNP-

FITC en presence des lectines a ete suivie a la longueur d'emission de 520 nm. 
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Figure 4.10: (a) Spectre d'excitation et (b) d'emission de GNP marques de FITC (Au-

man-FITC); (2.2 uM); ^x=490 nm, ^em=520 nm. 
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La Figure 4.11 montre que la fluorescence de Au-man-FITC (2.2 uM) diminue avec 

Paugmentation de la concentration de Con A. En presence de Con A (0.64 uM), la 

fluorescence a 520 nm est attenuee de 7 %. Cette attenuation peut etre reliee au transfert 

d'energie entre les fluorophores FITC de GNP qui se trouvent confines dans le complexe 

avec Con A. Cependant, pour une concentration en lectines de 0.64 uM, une attenuation 

de la fluorescence de 40 % a ete obtenue en presence de Con A-FITC et de 46 % en 

presence de Con A-RITC. Ces resultats montrent que l'attenuation la plus importante est 

obtenue lorsque les GNP fluorescentes sont en presence de lectines marquees avec des 

fluorophores. Ces attenuations de 40 % et 54 % pourraient etre attributes au transfert 

d'energie par FRET entre FITC de GNP et le fluorophore (FITC) ou (RITC) de Con A 

(donneur). Les mesures de fluorescence ont demontre que le transfert par FRET n'a pas 

ete observe car apres l'excitation a 490 nm, aucune augmentation de la fluorescence a la 

longueur d'emission de RITC de Con A-RITC a 580 nm n'a ete observee en presence de 

Au-man-FITC. Done, le transfert correspondrait plutot a un transfert par SET entre le 

fluorophore de lectine (donneur) et la surface d'or des nanoparticules (1'accepteur). 

L'attenuation plus grande quand les fluorophores sont presents sur la lectine pourrait 

aussi etre reliee a des interactions electrostatiques non-selectives de type hydrophobes 

entre FITC de GNP et FITC ou RITC de lectine. Des mesures supplementaires ont ete 

faites dans cette etude pour clarifier si l'attenuation importante obtenue pourrait etre 

reliee aux interactions non-selectives entre les fluorophores. 
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Figure 4.11: Variation de la fluorescence (%) de Au-man-FITC (2.2 uM) en presence de 

O ) Con A; (a) Con A-FITC; 0 ) Con A-RITC (c); ^ex=490 nm, Xera=520 nm. 

La selectivity des GNP pour les lectines est verifiee en mettant des GNP (Au-man-FITC) 

(2.2 uM) en presence des lectines WGA et WGA-RITC selectives pour NAcGlc. La 

Figure 4.12 montre une faible attenuation de la fluorescence de 6 % de Au-man-FITC 

apres l'ajout de WGA (1.84 uM). Celle-ci peut etre probablement due aux interactions 

non-selectives entre les carbohydrates ou fluorophore de GNP et les groupements amines 

et carboxyles des acides amines sur la lectine WGA. Quand les GNP (Au-man-FITC) 

sont en presence 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 attenuation importante de la fluorescence est due probablement a des 

interactions electrostatiques non-selectives de type dipole-dipole 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, apres l'excitation a 490 nm, remission a 580 nm de RITC devrait augmenter. 

Cependant, aucun changement de la fluorescence n'a pas ete observe a 580 nm. Done 

dans ce cas, l'attenuation est due seulement a des interactions non specifiques. 

0 0,25 0,5 0,75 1 1,25 1,5 1,75 2 
[WGA] (pM) 

Figure 4.12t Variation de la fluorescence (%) de Au-man-FITC (2.2 uM) en presence de 

(•) WGA; (•) WGA-RITC; ^ex=490 nm, lem=520 nm. 

La selectivity de Au-NAcGlc-FITC pour Con A est aussi verifiee par la fluorescence. La 

Figure 4.13 montre la variation de la fluorescence de Au-NAcGlc-FITC (2.2uM) en 

presence de Con A, Con A-FITC et Con A-RITC a ^em
=520nm. Cette figure montre que 

la fluorescence pour Au-NAcGlc-FITC demeure constante avec 1'augmentation de la 

concentration en Con A. Ce resultat montre que les recepteurs de lectine Con A ne 

reconnaissent pas les carbohydrates de type NAcGlc des GNP. La lectine n'est done pas a 

proximite de GNP pour attenuer la fluorescence des GNP. Dans le cas de Au-NAcGlc-
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FITC en presence de Con A-FITC, la fluorescence augmente proportionnellement a la 

concentration de la lectine fluorescente ajoutee a la solution. Aucune attenuation de la 

fluorescence n'est observee car les GNP ne sont pas a la proximite de lectines pour que le 

transfert par SET entre le fluorophore de lectine et la surface d'or puisse se realiser. Les 

interactions entre les fluorophores FITC de Au-NAcGlc-FITC et de Con A-FITC sont 

trop faibles pour produire une attenuation de la fluorescence. Cependant, quand les Au-

NAcGlc-FITC sont en presence de Con A-RITC, la fluorescence diminue de 47 % et 

cette attenuation est due a des interactions non specifiques entre FITC de GNP et RITC 

de Con A. Apres une excitation a 490 nm, aucun changement de la fluorescence n'a ete 

observe a 580 nm. Done l'attenuation entre les deux fluorophores n'est pas reliee au 

transfert par FRET. 

S00 n 
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Figure 4.13: Variation de la fluorescence (%) de Au-NAcGlc-FITC (2.2 uM) en 

presence de (o) Con A; (H) Con A-FITC; (o) Con A-RITC (c); Xex= 490 nm, Xem= 520 

nm. 
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D'autres tests de selectivity ont ete effectues en utilisant les GNP (Au-NAcGlc-FITC) 

(2.2 uM) en presence de la lectine WGA et WGA-RITC. La Figure 4.14 montre que la 

fluorescence a Xem= 520 nm diminue avec la concentration des lectines et est attenuee de 

30 % en presence de WGA (1.84 uM) et de 50 % en presence de WGA-RITC (1.84 uM). 

Ces resultats demontrent une bonne selectivity de Au-NAcGlc pour WGA. 

L'augmentation de 1'attenuation a 50 % peut etre attribuee au transfert entre le donneur 

(RITC) de WGA-RITC et Tor de GNP qui est l'accepteur mais aussi a des interactions 

hydrophobes des fluorophores differentes que celles observees dans les tests precedents. 

Cependant, le transfert par FRET entre FITC des nanoparticules et RITC de la lectine n'a 

pas ete observe car apres une excitation de FITC a 490 nm, la fluorescence de RITC a 

A,em
=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 A.em =580 nm 

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

(0) WGA; (•) WGA-RITC; Xex = 490 nm, Xem = 520 nm. 

En conclusion, notre approche d'utiliser des GNP marquees avec des fluorophores pour 

la detection des lectines non fluorescentes est limitee par une faible attenuation de la 

fluorescence (6 % pour Au-man-FITC et 30 % Au-NAcGlc-FITC). Cependant, cette 

etude montre que dans le cas ou la lectine est marquee avec un fluorophore, 1'attenuation 

est plus importante que dans le cas ou la lectine ne possede pas un fluorophore. Cette 

attenuation est reliee au transfert par SET entre le fluorophore de la lectine et la surface 

d'or de GNP. Les resultats ont montre que les interactions non specifiques entre FITC des 

GNP et FITC des lectines sont tres faibles. Cependant, des interactions non specifiques 

de type hydrophobes entre FITC de GNP et RITC des lectines ont ete observees. 

152 



4.3.2. Etude du transfert d'energie par SET 

L'approche decrite dans la section precedente n'est pas efficace. C'est pour cette raison 

qu'une autre strategie qui aborde 1'utilisation des GNP non fluorescentes en presence de 

lectines fluorescentes est maintenant decrite. Dans ce cas les GNP sont exclusivement des 

accepteurs et les lectines des donneurs. Le transfert par SET est mis en evidence entre le 

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

Plus specifiquement, des GNP de generation GO de type mannose (Au-GO-man) et de 

type N-acetyle-glucosamine (Au-GO-NAcGlc) dans une gamme de concentrations de 

0.22 a 2.2 uM ont ete mises en presence 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'attenuation de la 

fluorescence a ete suivie a la longueur d'onde d'emission specifique a chaque 

fluorophore. 

L'attenuation de la fluorescence de la lectine Con A-FITC par les Au-GO-man a ete 

inhibee en presence de la levure de mannan, un polysaccharide a base de mannose qui 

reconnait la lectine Con A. Plusieurs concentrations en mannan ont ete testees soit de 

0.0033 a 3.33 mg/mL dans le PBS. Cette etude permet de demontrer qu'en bloquant les 

recepteurs 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. Resultats et discussion 

La Figure 4.15 montre la variation de la fluorescence des lectines Con A-FITC, Con A-

RITC (0.64 uM) en presence de Au-GO-man et aussi de lectine WGA-RITC (1.84 uM) 

en presence 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 

presence de Au-GO-man (2.2 uM) est observee. Une attenuation de 72 % a ete obtenue 

pour WGA-RITC en presence de Au-GO-NAcGlc (2.2 uM). On observe qu'a partir de 

1.1 uM en GNP, que la fluorescence pour les deux lectines demeure approximativement 

constante. Done, a partir de cette concentration tous les recepteurs de lectine sont occupes 

par les carbohydrates. 
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Figure 4.15: Variation de la fluorescence (%) des lectines (o) Con A-FITC (0.64 uM); 

(s) Con A-RITC (0.64 ^M) en presence de GNP (Au-GO-man) (Xex = 490 nm, Xem = 520 

nm); (•) WGA-RITC (1.84 uM) en presence de GNP (Au-GO-NAcGlc); Xex= 550 nm, 

^em= 580 nm. 
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II faut preciser que les GNP Au-GO-NAcGlc ont produit une attenuation de la 

fluorescence de Con A-FITC de 1 % et Au-GO-man une attenuation de la fluorescence de 

WGA-RITC de 3 %. Ces resultats demontrent une meilleure selectivite des GNP non 

fluorescentes pour les lectines que les GNP fluorescentes. 

Dans le but d'estimer la limite de detection de cette methode, la concentration en lectines 

fluorescentes a ete diminuee par deux soit 0.32 uM pour Con A et a 0.92 uM pour WGA 

afin d'avoir de bonnes intensites en fluorescence. La variation de la fluorescence a ete 

mesuree 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 presence de Au-man 

(2.2 uM). Une attenuation de 75 % a ete obtenue pour WGA-RITC en presence de Au-

GO-NAcGlc (2.2 uM). La meme figure montre une attenuation aussi importante de la 

fluorescence de 35 a 55 %, dependamment de la lectine etudiee, 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 observe vers une concentration de 2.2 uM car tous 

les recepteurs des lectines sont occupes. C'est le raison pour laquelle la concentration 

maximale en GNP utilisee est de 2.2 uM. 
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Figure 4.16: Variation de la fluorescence (%) des lectines (•) Con A-FITC (0.32 uM), 

(a) Con A-RITC (0.32 uM) en presence de GNP (Au-GO-man) (Xex = 490 run, Xem = 520 

nm); (•) WGA-RITC (0.92 uM) en presence de GNP (Au-GO-NAcGlc); Xex = 550 nm, 

A,em=580nm. 

Ces resultats montrent une attenuation de la fluorescence des lectines plus importante en 

presence des GNP non fluorescentes que dans le cas de GNP fluorescentes. Celle-ci peut 

etre attribuee au fait qu'en modifiant la surface des GNP avec des fluorophores l'affinite 

des carbohydrates pour les recepteurs des lectines diminue. Ceci peut etre relie 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 compare a 64 % pour mannose. De plus, les fluorophores sont des 

molecules hydrophobes pouvant bloquer le site de la reconnaissance de lectine 

empechant l'acces des carbohydrates. Done, en eliminant le fluorophore sur la 

nanoparticule on obtient une attenuation de la fluorescence importante car l'affinite des 

156 



GNP pour les lectines devrait augmenter. Cette attenuation pourrait etre reliee au transfert 

d'energie entre le fluorophore des lectines et la surface d'or de GNP quand les deux se 

trouvent a une distance optimale pour que le transfert par SET se realise. Cependant, ce 

transfert ne devrait pas se realiser si les recepteurs des lectine sont bloques par un autre 

carbohydrate. 

4.3.2.2. Inhibition du transfert d'energie par SET 

Pour demontrer que le transfert d'energie par SET se realise seulement si la lectine est a 

proximite des GNP, le mannan ayant une affinite pour Con A est utilise pour bloquer 

1'interaction entre les carbohydrates de GNP pour les recepteurs des lectines. De cette 

maniere, la fluorescence de Con A-FITC ne devrait pas beaucoup diminuer. Le mannan 

est aussi utilise dans les tests d'inhibition par la methode ELLA [24]. Cette etude a utilise 

des glycodendrimeres afin de bloquer 1'interaction de Con A pour le mannan. Une 

glycoprotein est utilisee pour inhiber le transfert par FRET entre le donneur (Con A 

fluorescente) et 1'accepteur (bille de polymere fluorescente) [93] ou bien le transfert par 

SET entre le donneur des points quantiques fonctionnalises avec le dextrane (QD-

dextrane) et 1'accepteur (Con A fonctionnalisee avec des nanoparticules d'or) [75]. 

Pour cette etude, il est propose d'etudier l'inhibition du transfert d'energie entre le 

donneur (Con A-FITC) et 1'accepteur (la surface d'or) de GNP de type mannose de 

generation GO (Au-GO-man). Tout d'abord, la fluorescence de Con A-FITC (0.32 uM) a 

ete analysee seulement en presence de mannan pour voir s'il y a une attenuation. Les 

resultats ont montre que dans le cas d'une concentration en mannan de 3.33 mg/mL, 
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l'attenuation diminue de 9 %, pour 1.66 mg/mL l'attenuation diminue de 3 %. Pour les 

concentrations inferieures a 1.66 mg/mL en mannan l'attenuation est sous 1 %. 

Par la suite, les GNP ont ete ajoutees a la solution de Con A-FITC (0.32uM) et de 

mannan. La Figure 4.17 montre qu'en presence de mannan (0.33 a 3.33 mg/mL), 

l'attenuation de la fluorescence de Con A-FITC par Au-GO-man (2.2 uM) est d'environ 

15%. Une partie de cette attenuation est aussi reliee au mannan. Plus la concentration en 

mannan diminue plus l'attenuation de la fluorescence est importante. Cette etude montre 

que le mannan bloque une partie des recepteurs de Con A et empeche les GNP de se fixer 

sur les recepteurs de Con A. De cette maniere, le fluorophore est loin de la surface d'or et 

le transfert d'energie se realise difficilement. Done le mecanisme d'interaction 

carbohydrate-proteine suggere par le transfert d'energie entre le fluorophore et la surface 

metallique 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 presence de mannan (0.0033-3.33 mg/mL); Xex=490 nm, 

?tem=520 nm. 
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4.4. Conclusion 

Cette etude a montre que les GNP reconnaissent des lectines specifiques et la formation 

de ces complexes est reversible. Les mesures decrites ci-dessus ont permis de valider que 

la methode de synthese des GNP consistant a greffer des carbohydrates a la surface de 

nanoparticules d'or resulte en un biocapteur efficace. 

Les mesures de fluorescence ont demontre le potentiel de GNP pour la detection des 

lectines. Les resultats obtenus dans ce chapitre permettent d'eliminer une premiere 

approche soit d'utiliser des nanoparticules d'or marquees de fluorophores pour la 

detection des proteines non fluorescentes car la reponse obtenue par fluorescence est 

faible. La deuxieme approche, qui consiste a d'utiliser des nanoparticules d'or non 

fluorescentes, est la plus sensible et specifique pour la detection des proteines 

fluorescentes. Grace aux mesures de fluorescence, le mecanisme d'interaction par un 

transfer! d'energie de type SET entre l'or des GNP et les fluorophore des lectines a pu 

etre demontre. 

Le schema de la Figure 4.18 a, resume les resultats obtenus dans ce chapitre. Le spectre 

sur la Figure 4.18a montre que la lectine Con A-FITC a une fluorescence importante a 

520 ran en absence des GNP. Apres l'ajout des GNP a la solution de lectine, la 

fluorescence a 520 nm diminue considerablement. Dans la Figure 4.18b, il est montre 

qu'apres le melange de la lectine avec le mannan, le transfert par SET entre le 

fluorophore de Con A-FITC et l'or de GNP se realise difficilement car les recepteurs sur 
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la lectine sont majoritairement bloques par le mannan, de maniere a ce que l'or soit trop 

loin de la lectine pour que le transfer! d'energie se produise. Cependant, il est obtenu 

qu'apres l'ajout de GNP a la solution lectine et mannan (3.33 mg/mL) la fluorescence de 

Con A-FITC est attenuee de 13 % comparativement a 60 % en absence de mannan. Done, 

le mannan qui a une structure differente de la structure globulaire des GNP, ne peut pas 

bloquer efficacement tous les sites de lectine et inhiber totalement 1'attenuation de la 

fluorescence de lectine reliee par les GNP. Des tests supplementaires devraient etre 

effectues en variant les concentrations en mannan et GNP ou en utilisant un autre 

inhibiteur, une glycoproteine. 
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Figure 4.18: Modele suggere pour le transfert d'energie entre (a) la lectine fluorescente 

(Con A-FITC) et les GNP de type mannose en absence et (b) en presence de mannan. 
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Les mesures de fluorescence ont done demontre que 1'attenuation de la fluorescence se 

produit par un transfert SET entre le fluorophore FITC de lectine (Con A-FITC) et la 

surface metallique d'or de GNP (Au-GO-man). 

Cette methode a ete appliquee pour la mesure quantitative des parametres 

thermodynamiques et cinetiques des interactions lectine-GNP. Cette etude est presentee 

dans le chapitre suivant. 
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Chapitre 5. Determination de parametres thermodynamiques et 

einetiques de la formation du complexe lectine-GNP par fluorescence 

5.1. Introduction 

Les interactions proteines-carbohydrates ont fait l'objet de plusieurs etudes visant le 

developpement des medicaments, inhibiteurs et biocapteurs [3-5, 15, 45, 208-210]. Les 

interactions faibles a des concentrations de l'ordre du mM entre les monosaccharides et 

lectines [8, 24, 211], posent un probleme pour le developpement d'applications 

therapeutiques. Une forte affinite est requise pour competionner avec les recepteurs 

multivalents des proteines presents a la surface des cellules. Dans la presente etude, 

Paffinite des GNP multivalentes pour les lectines a ete comparee a celle des GD de type 

PAMAM pour determiner l'effet de la structure et de la multivalence sur 1'interaction 

carbohydrates-proteines. 

Plusieurs techniques experimentales telles que la colorimetrie (immunoprecipitation, tests 

ELLA) et l'electrophorese SDS-PAGE [24] ont ete utilisees pour quantifier l'affinite des 

carbohydrates pour les recepteurs des proteines. La cristallographie par rayons-X [212, 

213] a fourni une image tridimensionnelle de cette interaction. Pourtant, il n'y a pas 

beaucoup d'etudes detaillees sur les aspects energetiques du mecanisme d'interaction. La 

microcalorimetrie [8, 97, 101-103, 105, 214, 215] a ete utilisee pour obtenir les 

parametres thermodynamiques de ces interactions et ceci a apporte des informations 

complementaires aux techniques mentionnees ci-dessus. Dans cette etude, la 
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spectroscopic de fluorescence est utilisee dans 1'etude du mecanisme d'interaction 

lectines-carbohydrates et pour la determination des parametres cinetiques pour la 

reconnaissance entre lectine et GNP. 

5.2. Variation de la fluorescence des lectines avec la concentration de GNP. 

Dans cette section, l'attenuation de la fluorescence d'une lectine modifiee par un 

fluorophore est utilisee pour etudier la reconnaissance entre le recepteur de la proteine et 

les carbohydrates de la GNP. Cette methode permet aussi d'obtenir les parametres 

thermodynamiques a equilibre tels que la constante d'affinite (Ka), l'energie libre de 

reaction (AG0), la stoichiometric du complexe lectine-GNP de meme que, les 

contributions enthalpiques (AH0) et entropiques (TAS°). Les parametres cinetiques tels 

que la constante de vitesse (kv), l'energie d'activation (EA), l'entropie (AS ), enthalpie 

(AH ) et energie libre (AG ) d'activation pour le complexe lectine-GNP ont aussi ete 

determines. 

Dans la premiere partie, les constantes d'affinite des GNP de type mannose (Au-Gn-man) 

et N-acetyle glucosamine (Au-Gn-NAcGlc) des generations (Gn=G0, Gl et G2) pour les 

lectines conjuguees avec des fluorophores (Con A-FITC et WGA-RITC) ont ete 

obtenues. Une comparaison a ete effectuee avec les glycodendrimeres de type mannose 

(Gn-man) de generation (Gn=G0, Gl, G2). 
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L'equilibre des formes dimere-tetramere de Con A est sensible au pH. Le tetramere existe 

a pH 7.0 tandis que le dimere est dominant a pH 5.0. Pour cette etude, Con A est utilisee 

sous forme de tetramere a pH 7.4 dans le PBS. 

Pour calculer la constante d'affmite (Ka) 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 (apres le melange) dans le PBS ont ete titrees avec Au-

G-man/Au-G-NAcGlc de differentes concentrations allant de 0.011 a 2.2 uM (apres le 

melange) dans le PBS a une temperature de 23 °C. 

Pour calculer la constante d'affmite (Ka) entre Con A-FITC et les GD (GO-man, Gl-man, 

G2-man), une concentration fixe de 320 nM de Con A-FITC (apres le melange) dans le 

PBS a ete titree avec les GD de differentes concentrations allant de 0.01-1 mM (apres le 

melange) dans PBS. 

L'attenuation 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 illustree 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 ajoutee a la solution de lectine. 
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Figure 5.1: Attenuation de la fluorescence de Con A-FITC (320 nM) par GNP: (#) Au-

GO-man; (H) Au-Gl-man; (®) Au-G2-man; A,ex=490 nm, Xem
=520 nm. 
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Figure 5.2: Attenuation de la fluorescence de WGA-RITC (925 nM) par (o) Au-GO-

NAcGlc; (B) Au-Gl-NAcGlc; («) Au-G2-NAcGlc; Xex=550 nm, Xem=580 nm. 
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Dans la Figure 5.1, il est possible de voir que l'intensite de la fluorescence de Con A-

FITC diminue de 60 %, 63 % et 80 % en presence d'une concentration de 2.2 uM de 

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

liaison sont occupes et la fluorescence demeure done constante. 

Dans la Figure 5.2, l'intensite de la fluorescence de WGA-RITC diminue de 75 % en 

presence d'une concentration de 2.2 uM Au-GO-NAcGlc et de 62 % en presence de Au-

Gl-NAcGlc et Au-G2-NAcGlc. II faut noter que pour une concentration de 0.22 uM de 

GNP de type NAcGlc une attenuation de 55 % pour Au-Gl-NAcGlc et Au-G2-NAcGlc 

est obtenue comparativement a 42 % pour Au-GO-NAcGlc. 

L'attenuation de la fluorescence est reversible car apres l'ajout d'un exces de a-D-man au 

complexe entre Con A-FITC (320 nM) et Au-GO-man (0.22 ou 2.2 nM) (Figure 5.3), 

l'intensite de la fluorescence de Con A-FITC augmente jusqu'a 80% de sa valeur initiale. 

Ceci demontre une interaction specifique entre Con A-FITC et Au-GO-man. Dans la 

Figure 5.3, (%)Fluorescence = Fp-mQ" ~FGNP JC 100, ou Fmax , FGNP, FD-man sont la 

fluorescence de Con A-FITC en absence, en presence de GNP et apres l'ajout de a-D-

man au complexe Con A-FITC-Au-GO-man. 
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Figure 5.3: Reversibilite de 1'attenuation de la fluorescence (pourcentage de la valeur 

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

concentrations (O) 0.22 uM; (*'•) 2.2 uM apres l'ajout de a-D-man. 

Les Figures 5.4 et 5.5 montrent qu'en presence de Au-GO-man et Au-GO-NAcGlc (2.2 

uM), 1'attenuation 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 resultats demontrent que l'affinite 

des lectines pour les GNP est similaire dans des domaines de concentration des lectines 

plus petits ou egaux a la concentration des GNP. Ces resultats sont confirmes par les 

constantes d'affinite presentees ci-dessous. Dans le cas ou les lectines (Con A-FITC et 

WGA-RITC) sont en faible concentration (3.20 et 9.25 nM), l'attenuation est de 27 et 33 

% en presence de Au-GO-man et Au-GO-NAcGlc (2.2 uM). Ces resultats confirment que 

des concentrations de l'ordre du nM des lectines peuvent etre detectees en presence de 
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GNP. Les Figures 5.4 et 5.5 montrent que le domaine de concentration de GNP ou 

l'attenuation de la fluorescence des lectines est importante se situe entre 0.2 et 2.2 uM 

soit ou la concentration des GNP est egale ou superieure a celle des lectines et que 

Pintensite de la fluorescence est importante. 
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Figure 5.4: Attenuation de la fluorescence (%) de Con A-FITC de concentrations: (•) 

320 nM; (n) 32 nM; ( ) 3.2 nM par les GNP (Au-GO-man); ^ex=490 nm, Xem=520 nm. 
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Figure 5=5: Attenuation de la fluorescence (%) de WGA-RITC de concentrations: (n) 

925 nM; ( ) 92.5 nM; ( ) 9.25 nM par les GNP (Au~GO-NAcGlc); Xex=550 nm, Xem=5B0 

nm. 
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5.3. Determination de constantes d'affinite pour le complexe GNP-lectine 

5.3.1. Introduction 

Les interactions entre un recepteur d'une proteine R et un ligand L pour former le 

complexe RL sont representees dans l'equation 5.1 par la reaction suivante: 

R+L<->RL (5.1) 

Cette reaction est caracterisee par une constante d'affinite Ka (equation 5.2) qui 

correspond au rapport des concentrations du complexe forme et le produit entre les 

concentrations du recepteur et du ligand. 

* • # 

5.3.2. Resisltats et discussion 

Pour obtenir la constante d'affinite (Ka) entre Con A-FITC/WGA-RITC et Au-G-

man/Au-G-NAcGlc a partir de mesures de fluorescence, l'Equation (5.3) [216, 217] est 

utilisee: 
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Dans l'equation (5.3), [L] est la concentration de GNP (Au-G-man/Au-G-NAcGlc). Fo, F, 

and Fmax, sont l'intensite de fluorescence de Con A-FITC/WGA-RITC en absence, en 

presence, et a une concentration maximale en GNP ou la fluorescence demeure constante. 

AF = (Fo-F) et AFmax
 = (Fo-Fmax) sont les variations de l'intensite de fluorescence. A partir 

de cette equation (5.3), ^-F0 a ete representee en fonction de [L]. Les valeurs de 

AF 

l'ordonnee a l'origine et de la pente pour les droites obtenues dans les Figure 5.6 et 5.7, 

fournissent les valeurs de Ka pour les complexes des GNP (de generations GO, Gl et G2) 

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

o 
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Figure 5.6: Courbes pour la determination de Ka pour les complexes formes entre Con A-

FITC (320 nM) et les GNP (L): (•) Au-GO-man; (0) Au-Gl-man; (o) Au-G2-man. 
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Figure 5.7: Courbes pour la determination de Ka pour les complexes formes entre WGA-

RITC (925 nM) et les GNP (L): (•) Au-GO-NAcGlc; (H) Au-Gl-NAcGlc; (•) Au-G2-

NAcGlc. 

Les valeurs de constante d'affinite Ka, calculees par cette methode pour les complexes 

formes entre Con A et les GNP de type mannose (Au-GO-man, Au-Gl-man, Au-G2-man) 

varient avec la generation de 5.6 x 106 M"1 a 17 x 106 M"1 (Tableau 5.1). Tandis que les 

valeurs de la constante d'affinite Kg, pour les complexes formes entre Con A et les GD de 

type mannose (GO-man, Gl-man, G2-man) varie selon la generation de l.lxlO4 a 5.1 

xlO5 M'1, (Tableau 5.1). Des valeurs de Ka (determiners par ITC) de Con A de 2xl03 M"1 

pour a-D-man [211] de 11.9 xlO3 M"1 pour Me-a-D-man [218], de 2.7xl03 M"1 pour Me-

a-D-glc [211] et de 1.86 xlO4 M"1 pour G2-man, [106] ont ete rapportees. Des etudes par 

ITC ont aussi effectuees pour des analogues du mannose multivalent et les valeurs de Ka 

pour Con A augmentent avec la valence de 2.2x104 M"1 pour des analogues mannoses 

divalentsa 13.5xl06M_1 pour des trimanosides tetravalents [215]. Les glycodendrimeres 

de type mannose ont egalement ete testes comme inhibiteurs d'adhesion de Con A au 
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mannan. La valeur de IC50 correspondant a la concentration en GD pour laquelle 

1'inhibition d'adhesion des lectines au mannan est de 50 %, est de 12.4xl0"6 M pour le 

tetramere (GO-man) et de 2.3x10"6 M pour le 32-mere (G3-man) compare a 9.24 x lO^M 

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

Tableau 5.1: Constantes d'affinite (Ka), pour les complexes formes entre Con A-FITC et 

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

Au-GO-man 

Au-Gl-man 

Au-G2-man 

GO-man 

Gl-man 

G2-man 

Ka 

(M"1) 

(5.6±0.1)xlOb 

( l e i O . ^ x i o 6 

(17±0.1)xl06 

( l . l±0 .6)x l0 4 

(4.2±0.3)xl05 

(5.1±0.5)xl0 s 

Les valeurs de la constante d'affinite Ka, pour les complexes formes entre WGA-RITC et 

les GNP de type NAcGlc (Au-GO-NAcGlc, Au-Gl-NAcGlc, Au-G2-NAcGlc) 

determinees par cette methode, varient avec la generation de 4.7x106 M"1 a 19xl06 M"1 

(Tableau 5.2). La litterature [219] rapporte des valeurs de Ka de WGA pour NAcGlc de 

0.4 xlO3 M"1 et de Ka de 13xl03 M"1 a 36xl03 M"1 pour les oligomeres (3(1,4): (NAcGlc)2, 

(NAcGlc)3 et (NAcGlc)4 (resultat obtenu par ITC). Les glycodendrimeres de type 
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NAcGlc ont ete utilises comrae inhibiteurs d'adhesion de WGA a une glycoproteine, la 

mucine, qui provient de Festomac de pore. La valeur de IC50 est de 3.1x10" M pour le 

dimere, de 5-lxlO"4 M pour le trimere et de 8.6xl0"5 M pour le tetramere compare a 

15xl0"3 M pour allyl a-D-NAcGlc [204]. 

Tableau 5.2: Constantes d'affinite (Ka) pour les complexes formes entre WGA-RITC et 

les GNP (Au-GO-NAcGlc, Au-Gl-NAcGlc, Au-G2-NAcGlc). 

Au-GO-NAcGlc 

Au-Gl-NAcGlc 

Au-G2-NAcGlc 

Ka 

(M"1) 

(4.7±0.1)xlOb 

(19.0 ± 0.3) xlO6 

(19.0 ± 0.4) xlO6 

A partir de Fequation (5.3) et des resultats de la Figure 5.8, les valeurs de Ka pour 

Finteraction de Au-GO-man pour Con A-FITC (320, 32 et 3.2 nM) et de la Figure 5.9, les 

valeurs de Ka pour Finteraction de Au-GO-NAcGlc pour WGA-RITC (925, 92.5, 9.25 

nM) sont obtenues. Les resultats presented dans le Tableau 5.3 montrent que les valeurs 

de Ka demeurent approximativement constantes pour Con A-FITC (320 et 32 nM) et 

WGA-RITC (92.5 et 9.25 nM). 
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Figure 5.8: Courbes pour la determination de Ka pour les complexes formes entre les 

GNP (L) Au-GO-man et Con A-FITC de concentration: (•) 320 nM; (a) 32 nM; (») 3.2 
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Figure 5.9: Courbes pour la determination de Ka pour les complexes formes entre les 

GNP (L) Au-GO-NAcGlc et WGA-RITC de concentration: (<>) 925 nM; (E) 92.5 nM; 0 ) 

9.25 nM. 
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Tableau 5.3: Constantes d'affinite (Ka) pour les complexes formes 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. 

Con A-FITC 

WGA-RITC 

Cone. Lectine 

(nM) 

320 

32 

3.2 

925 

92.5 

9.25 

Ka 

(M"1) 

(5.6±0.1)xl06 

(5.9±0.5)xl06 

(14.0 ± 0.3) xlO6 

(4.7±0.1)xlOb 

(11.0±0.1)xl06 

(12.0 ± 0.2) xlO6 

Lorsque Ton compare Paffinite du monosaccharide (Me-a-D-man) [106] pour la lectine 

Con A, on s'apercoit que les constantes d'affinite 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'affinite Ka de Au-GO-man (10 mannoses) pour Con A est d'environ 100 plus 

grande que GO-man (4 mannose) et 10 fois plus grande que G2-man (16 mannose). Nos 

etudes montrent une augmentation de Ka avec la generation de dendrimeres mais qui 

cesse d'augmenter a partir de la generation Gl. Des resultats semblables ont ete obtenus 

dans la litterature [24] par des tests d'inhibition de 1'adhesion de Con A a la levure le 

mannan. Les resultats montrent une augmentation du potentiel d'inhibition des 

glycodendrimere de type mannose avec la generation PAMAM (GO-man, Gl-man et G2-
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man) compare aux carbohydrates monovalentes (Me-a-D-man). Les valeurs d'ICso 

varient de 12.4, 4.1 et 3.1 uM pour GO-man, Gl-man et G2-man compare a 924 uM pour 

le Me-a-D-man. 

Le potentiel d'inhibition des GD a aussi ete calcule par unite de mannose. Le plus grand 

effet de valence a ete obtenu avec le dendrimere ayant 8 mannoses (Gl-man) ou chaque 

residu de mannose est 28 fois plus efficace que le monomere Me-a-D-man. Cependant, 

dans le cas des dendrimeres ayant 4 mannoses (GO-man) et 16 mannoses (G2-man), 

chaque residu de mannose est 18.8 fois plus efficace que le monomere Me-a-D-man. 

Done le meilleur inhibiteur est le Gl-man et le potentiel de GO-man est semblable au G2-

man. Ceci est du a l'encombrement sterique pour G2-man et un acces difficile aux sites 

de reconnaissance de Con A [24]. 

L'augmentation de 1'affinite des carbohydrates multivalents pour des lectines peut etre 

reliee a la formation des complexes lectine-carbohydrate, qui depend du nombre de 

carbohydrates, de la flexibilite des molecules sur lesquelles ils sont greffes et de la 

distance entre les carbohydrates. La litterature montre que dans le cas ou les 

carbohydrates et les recepteurs des lectines sont bivalents, des complexes 

unidimensionnels peuvent se former, [200, 201]. Dependamment de la multivalence, la 

longueur de la molecule sur laquelle sont greffes les carbohydrates, il se peut que celle-ci 

s'attache a plusieurs sites de la meme lectine. Dans ce cas on observerait un effet 

d'amplification du a la multivalence. II est aussi possible que la molecule se lie a 

plusieurs lectines ce qui implique la formation d'un reseau tridimensionnel et une 

178 



precipitation. Cette situation est frequente puisque les lectines sont tres souvent des 

tetrameres (Con A) et elles presentent des sites de reconnaissance relativement eloignes 

(6.5 nm pour Con A) [2]. Les resultats pour la precipitation des lectines par les GNP, 

presentes dans le Chapitre 4, demontrent la formation d'un complexe avec un reseau 

tridimensionnel. 

Dans le cas des analogues dimeres de type mannose, Ka pour Con A est 2 a 5 fois plus 

grande comparee a Me-a-D-man, et cette valeur augmente avec l'espace entre les 

carbohydrates. La valeur theorique de n pour la liaison bivalente d'un carbohydrate a Con 

A est 1/2, soit deux carbohydrates pour une molecule de Con A. La valeur experimentale 

de n=0.54 pour les analogues dimeres de type mannose indique que des complexes 

bivalents avec la lectine sont formes car les carbohydrates divalents sont proches un de 

l'autre [105]. 

Les analogues tetrameres de trimannose montrent un Ka pour Con A de 35 fois plus grand 

compare a des analogues trimeres de type mannose. L' augmentation de la constante 

d'affinite pour les tetrameres de trimannoses est due a la formation de complexes 

tridimensionnels. La valeur experimentale de n=0.25 est compatible avec la valeur 

theorique d'un carbohydrate quadrivalent qui se lie a quatre lectines. Ceci indique que 

chacun des quatre carbohydrates de trimannoside se lie avec un Con A pour former un 

arrangement tridimensionnel. La litterature montre aussi que l'augmentation d'affinite de 

trimannoside est due a des interactions supplementaires des carbohydrates avec des sites 

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

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

Figure 5.10: Structure cristallographique pour le complexe trimannoside-Con A. Le 

groupement central mannose est marque avec C, le residu mannose a (1,3) avec 3 et le 

residu mannose a (1,6) avec 6 [8]. 

Dans le cas de pentamannoside, l'affinite pour Con A est encore plus grande comparee 

aux trimannosides. La structure obtenue par la diffraction de rayons X montre des 

interactions supplementaires avec les unites d'acides aminees comparativement a ce qui a 

ete observe pour les mono et trisaccharides sur la Figure 5.11 [220]. 
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Figure 5.11: Structure cristallographique pour le complexe pentamannoside-Con A 

[220]. 

Les valeurs de Ka entre Con A et les GNP, qui sont de 10 a 100 fois plus grandes que 

dans le cas des GD, sont reliees a la multivalence, a la structure de GNP ainsi qu'a 

l'espacement entre les carbohydrates. L'adsorption de PAMAM sur les nanoparticules 

d'or suivie du greffage de carbohydrates a comme resultat Paugmentation de la 
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multivalence. L'augmentation de l'affinite des GNP est aussi reliee a la structure de GNP 

et a 1'accessibility des carbohydrates en surface pour les sites secondaires de lectine. Les 

GNP, ayant un groupement hydrophobe dans la position anomerique 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 role dans l'augmentation de l'affinite des GNP 

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

Done l'effet de multivalence obtenue par la synthese de GNP a ete observe par les 

mesures des constantes d'affinites. Cependant, les constantes d'affinite des Au-Gl-man 

et et Au-G2-man pour Con A sont presque identiques et ne sont que 10 fois superieures a 

celle de Au-GO-man. Ces resultats montrent que le potentiel de GNP pour la 

reconnaissance des proteines est limite a la generation Gl car la generation G2 

presentente plus d'encombrement sterique sur les branches de PAMAM que les autres 

generations. 

5.4. Stechiometrie du complexe Con A-GNP 

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

forme entre les GNP (L) et la lectine Con A (R). Dans le modele utilise, chaque recepteur 

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

equivalents Y=nLfRx, ou RT est la concentration totale en recepteur et Lf la concentration 
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du ligand fixe (RL). Pour une fixation sur un seul site de la lectine Con A l'equation de 

Scatchard [221] (5.4) est utilisee. 

RL RL 1 
Y = 

RT [R + RL] 
RL 

(5.4) 

1 

(l + Kd/L) L + Kd 

(5.5) 

Y Y (1 - Y) 
En rearrangeant l'equation (5.5) on obtient, Y +—Kd =1 done: — = - (5.6) 

L L Kd 

ou Kd =1/Ka 

Les donnees 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-

GO-man, Au-Gl-man, Au-GO-man) allant de 0.011 a 2.2 uM (apres le melange) dans le 

PBS a une temperature de 23°C ont ete analysees selon la methode de Scatchard en 

representant dans l'equation (5.6) Y/L en fonction de Y. La Figure 5.12 montre des 

relations lineaires ou les pentes des droites sont egales a -l/Kd=Ka. La valeur sur 

l'abscisse correspond a n et est egale a 1 GNP par chacune sous-unite identique du 

tetramere Con A. Les etudes par cristallographie rayons-X [213] montrent que les valeurs 

de n pres de 1 correspondent a un recepteur de lectine pour un mannose monovalent. 
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igure 5ol2: Courbes de Scatchard pour determiner le nombre (n) de GNP (L): ( • ) Au-

GO-man; (Q) Au-Gl-man; (©) Au-G2-man par Con A (320 nM). 
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5.5. Parametres thermodynamiques pour le complexe Con A-GNP. 

5.5.1. Introduction 

La variation de la constante d'affinite Ka en fonction de la temperature permet de deduire 

les parametres thermodynamiques a equilibre: enthalpie (AH0), entropie (AS0) et l'energie 

libre de Gibbs (AG0). L'enthalpie est calculee en utilisant l'equation de Vant Hoff (5.7): 

In 
0&^ 
\KaxJ 

AH0 1 1 

V^2 T,j 
(5.7) 

R 

ou Kai et Ka2, correspondent aux constantes d'affinite pour les temperatures Ti et T2. 

La constante d'affinite Ka varie en fonction de l'energie libre de Gibbs (AG ), qui est 

representee par 1'Equation 5.8. Plus le AG0 est negatif, plus 1'affinite du carbohydrate 

pour la proteine est forte. 

AG°=-RTlnKa (5.8) 

ou T est la temperature (K) et R= 8.31 J mol"1 K"1 

AG0, depend de l'enthalpie AH°et de l'entropie AS0, selon l'Equation 5.9. 

AG°= AH0-TAS° (5.9) 

Les valeurs des parametres thermodynamiques dependent de plusieurs facteurs. La 

contribution enthalpique est reliee aux interactions entre le ligand et la proteine et aussi 
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aux interactions avec le solvant. Ces interactions comprennent la formation de liaisons 

hydrogene et des interactions de type van der Waals. Une enthalpie favorable demande 

une bonne orientation des ligands dans le site de fixation. Les proteines et les ligands ont 

des groupes polaires et lors de la formation du complexe, l'eau d'hydratation peut-etre 

perdue, le systeme devient alors moins stable et Penthalpie sera plus positive. 

L'entropie est reliee au degre de desordre lors de l'interaction proteine-ligand et c'est la 

somme de diverses contributions: translation (AStrans), rotation (ASrot), conformation 

(ASconf), et l'eau d'hydratation (ASH2O), (Equation 5.10) [25]. La derniere contribution est 

principalement due aux interactions hydrophobes. Ceci mene a un relarguage des 

molecules d'eau solvatant les reactifs et a une augmentation de l'entropie ce qui favorise 

la formation du complexe. 

A S = AStrans+ A S r o t + A S c o n + A S H 2 0 ( 5 . 1 0 ) 

5o5.2. Resultats et discussion 

Afin de calculer les parametres thermodynamiques pour le complexe entre Con A-FITC 

et les GNP de type mannose, les constantes d'affinites ont ete aussi mesurees a 23, 25, 30 

et 35°C. On note que la constante d'affinite augmente avec la generation de GNP (Au-

GO-man, Au-Gl-man et Au-G2-man). A partir des valeurs de Ka a differentes 

temperatures, des courbes de van't Hoff (Figures 5.13) ont ete tracees, soit ln(Ka) en 

fonction de 1/T. Les valeurs des pentes de ces courbes correspondent a (-AH°)/R et les 
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valeurs de l'ordonnee a l'origine a (AS°)/R. Les parametres thermodynamiques obtenus 

sont presentes dans le Tableau 5.4. 
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Figure 5.13: Variation de In (Ka) en fonction de 1/T pour le complexe forme entre Con A 

et: (a) Au-GO-man; (b) Au-Gl-man; (c) Au-G2-man. 
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La Figure 5.13a montre qu'il y a une diminution presque lineaire de Ka avec la 

temperature pour le complexe forme entre Con A-FITC et Au-GO-man. Celle-ci demontre 

qu'il n'y a pas des grands changements de conformation de la lectine dans le domaine 

etudie. Cependant, la constante d'affinite augmente avec la temperature pour Au-Gl-

man, tandis que pour Au-G2-man le comportement est plus complexe (Figure 5.13 b et 

5.13c). II se peut que dans le cas de Au-Gl-man et Au-G2-man, la variation de Ka avec la 

temperature soit reliee a une solvatation/desolvatation differente pour chaque generation 

car les generations Gl et G2 de PAMAM adsorbees sur les GNP sont des molecules plus 

grandes que la generation GO et ils forment plus des cavites interieures ou les molecules 

d'eau peuvent etre englobees. 

Tableau 5.4: Parametres thermodynamiques pour le complexe forme entre Con A-FITC 

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

Au-GO-man 

Au-Gl-man 

Au-G2-man 

AHU 

(kJmol"1) 

-16.7 ±0.9 

18.2 ±0.6 

15.9 ±1.4 

AS0 

(Jmol^K"1) 

72 ± 3 

200 ± 2 

191 ± 4 

TASU 

(kJmol"1) 

21.4 ±0.8 

59.1 ±0.3 

56.6 ± 0.6 

AGU 

(kJmol"1) 

-38.1 ±0.6 

-40.9 ± 0.3 

-40.7 ± 0.6 
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L'energie libre (AG ) qui varie avec la generation PAMAM entre -38.1 a -40.7 kJmol" 

pour le complexe entre Con A et les GNP (Au-GO-man, Au-Gl-man Au-G2-man), a 

augmente par rapport au complexe entre Con A et les GD (GO-man, Gl-man, G2-man) 

qui varie avec la generation PAMAJvl de -22.6 a -31.8 kJmol"1. Cette augmentation de 

l'energie libre (AG0) dans le cas de GNP par rapport aux GD est due a la contribution 

favorable de l'entropie et a la faible contribution de Penthalpie de -16.7, 18.2 et 15.9 kJ 

mol"1 pour Au-GO-man, Au-Gl-man Au-G2-man. On constate que dans le cas de Au-GO-

man, la valeur de (AH0) de -16.7 kJ mol"1 est 2 fois plus petite que AH0 d'une interaction 

monovalente entre Con A et Me-a-D-man [105]. Ces resultats mettent en evidence que 

les mannoses de GNP ne se lient pas a plusieurs recepteurs sur la meme molecule de Con 

A. 

D'apres Pequation de van't Hoff (Equation 5.7), une augmentation de Ka avec la 

temperature implique des valeurs positives de (AH0). Les valeurs de Penthalpie pour le 

complexe entre Con A et les GNP (Au-Gl-man et Au-G2-man), ne sont du meme ordre 

de grandeur que celle obtenue pour le complexe Con A-Au-GO-man. Dans le cas de ces 

deux generations, la contribution enthalpique est defavorable comparee a la contribution 

enthalpique favorable pour Au-GO-man. Ces valeurs positives d'enthalpie, pour les 

generations Gl 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 

associees aux contraintes geometriques des GNP. 
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Cette etude 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 (AH0) correspond a seulement deux fois celle 

d'une interaction monovalente. Cependant, dans le cas des analogues divalents de 

mannose, les valeurs de AH0 de -71 kJ mol"1 (approximativement deux fois l'enthalpie 

d'une interaction monovalente de Me-a-D-man) et de -222 kJmol"1 pour le tetra-

trimannose (4 fois l'enthalpie d'une interaction monovalente de trimannose) montre que 

l'enthalpie augmente proportionnellement avec la valence de mannose [215]. 

Les valeurs de l'entropie (TAS°) pour le complexe entre Con A et les GNP, varie avec la 

generation de GNP de 21.4, 59.1 et 56.6 kJ mol"1 et ils sont du meme ordre de grandeur 

pour Au-Gl-man et Au-G2-man dans le complexe avec Con A. On observe que 

l'entropie la plus favorable de 59.1 kJ mol"1 est pour Au-Gl-man. L'interaction est, dans 

le cas des trois generations, principalement dirigee par l'entropie et la valeur de TAS est 

plus grande que celle de AH0. 

Comme represente sur la Figure 5.14 les molecules d'eau presentes en solution 

interagissent avec la lectine et les GNP et elles sont eliminees 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 l'interaction Con A-GNP, car il y 

a une augmentation de l'entropie des molecules d'eau. 
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Figure 5.14: Desolvatation de carbohydrates et lectines, formation des liaisons 

hydrogenes et interactions hydrophobes apres la fixation des carbohydrates dans le site de 

lectine. 

Les parametres thermodynamiques obtenus par ITC [222] sont presentes dans la Figure 

5.15 qui montre que les interactions carbohydrates-proteines sont caracterisees par des 

liaisons hydrogene, 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 caracterises par une contribution entropique defavorable et 

une contribution enthalpique favorable. II y a, par contre, une contribution entropique 

favorable et une contribution enthalpique defavorable quand les interactions hydrophobes 
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et la liberation des molecules d'eau de la sphere de solvatation des carbohydrates sont 

importantes et c'est ce qui a ete observe pour les GNP. 

Les groupements phenyles des carbohydrates greffes a la surface de GNP jouent dans les 

interactions de type hydrophobes entre le ligand et la lectine. La litterature suggere que le 

groupement phenyle dans le cas de NC^-a-D-man est responsable d'une augmentation de 

l'affinite de 10 fois comparee au Me-a-D-man [24]. 

L'entropie favorable dans le cas du complexe GNP-Con A met en evidence un 

arrangement des carbohydrates plus compact que dans le cas de GD. Les groupements 

phenyles des carbohydrates de GNP sont en surface pres Tun 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 

proteines-ligands sont representes dans la Figure 5.15. La premiere situation 5.15a 

correspond aux interactions par liaisons hydrogene et interactions hydrophobes car le 

AH0 et TAS° sont favorables. Dans la deuxieme situation 5.15b les contributions 

hydrophobes sont preponderantes car AH0 est defavorable et TAS° est favorable. La 

troisieme situation 5.15c correspond aux changements de conformation car le AH0 est tres 

favorable est TAS° defavorable. 
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Par analogie avec les resultats presentes dans la Figure 5.15, on suggere 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 resultats thermodynamiques obtenus pour les GNP (entropie positive) 

montrent une situation semblable a celle presentee dans la Figure 5.15a et b. Cependant, 

l'entropie negative pour le GD (G2-man) [106], peut etre reliee a des changements de 

conformation pour le complexe Con A-GD. 
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Figure 5.15: Parametres thermodynamiques et differents types d'interactions entre 

proteines et ligands [222]. 

Des contributions entropiques favorables mais faibles sont observees lors de 1'interaction 

entre Con A et Me-a-Glc [211], avec un TAS° de 1.2 kJ mol"1 ou bien entre la lectine PA 

IIL et Me-a-D-man ou TAS° est de 5.9 kJ mol"1 [26]. Pour ce dernier exemple l'energie 

libre AG0 est de -23.7 kJ mol"1 et l'enthalpie AH0 de -17.8 kJ mol"1. Lors de l'interaction 

entre Me-oc-fuc et la lectine PA IIL, l'energie libre AG0 est de -36.4 kJ/mol, l'enthalpie 
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AH0 est de -41.3 kJ mol"1 et cette fois la contribution entropique est defavorable TAS° est 

de -4.9 kJ mol"1. 

Dans le cas de GD, les parametres therrnodynamiques varient differemment des GNP 

(Figure 5.16). La litterature [106] rapporte des valeurs de AG0 obtenues par des mesures 

ITC de -21.75 kJ mol"1 pour Me-a-man et de -25.1 kJ mol"1 pour les GD (G2-man). Cette 

energie libre pour Me-a-man et G2-man est compensee par une contribution favorable de 

l'enthalpie AH0 de -33 et -63.2 kJ mol"1 et une contribution entropique defavorable TAS 

de -10.8 et -38 kJ mol"1. Les structures flexibles de GD favorisent la formation des liens 

hydrogene avec les molecules d'eau, en contribuant a stabiliser le systeme mais ceci 

implique une TAS0 defavorable. 
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Figure 5.16: Parametres therrnodynamiques mesures pour ^interaction entre Con A et (a) 

Me-a-man [106]; (b) Me-a-Glc [211]; (c) G2-man [106]; (d) Au-GO-man; (e) Au-Gl-

man; (f) Au-G2-man. 
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Les mesures effectuees pour cette these montrent une augmentation de la constante 

d'affinite et une evolution differente des parametres thermodynamiques pour les GNP 

comparees aux GD [106]. Le changement d'energie de Gibbs lors de la formation du 

complexe est done plus negatif que dans le cas des GD. Cette energie libre negative est 

constitute d'un AH de faible valeur negative (favorable) ou positive (defavorable) et un 

AS0 positif (favorable). 

La difference entre les GNP et les GD est de nature entropique. Comme cela a ete 

mentionne ci-dessus, l'interaction dans le cas des GNP est dominee par un changement 

d'entropie favorable tandis que dans le cas des GD le changement entropique est 

defavorable et plus faible que le changement enthalpique favorable. L'origine de cette 

difference est probablement reliee au fait que les dendrimeres adsorbes sur Tor adoptent 

une structure plus rigide que dans le cas des GD. Dans une solution aqueuse telle que le 

PBS, il est difficile pour ces dendrimeres d'adopter une configuration dans laquelle les 

interactions entre les groupes hydrophobiques, tels que les phenyles, et les molecules 

d'eau sont minimisees. Ceci est entropiquement peu favorable. Dans le cas des GD, leur 

plus grande flexibilite 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 l'interaction du mannose avec le recepteur, le groupement phenyle aura des 

interactions hydrophobes avec des groupements hydrophobes a l'interieur du recepteur. 

Ceci va liberer des molecules 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 depart une structure moins rigide. 
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On note que les entropies d'interactions pour les GNP (Au-Gl-man et Au-G2-man) sont 

similaires et plus importantes que pour Au-GO-man. Les enthalpies sont defavorables et 

egalement similaires. Ce comportement est de type hydrophobique et implique la 

desolvatation des GNP et de Con A ainsi que des interactions secondaires (autre que le 

recepteur principal) de Con A. La similarite des parametres thermodynamiques de ces 

deux GNP suggere que leurs interactions avec Con A sont peut-etre determinees par la 

surface de contact entre la GNP et Con A. Ce processus est probablement determine par 

la reorganisation de Con A puisque Gl et G2 adsorbes sur Tor perdent leur flexibilite. 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. Cinetique de la formation du complexe Con A-GNP 

5.6.1. Introduction 

La determination de constantes cinetiques de 1'association entre les proteines et ligands 

permet d'etudier l'interaction directe des molecules biologiques dans l'environnement ou 

elles sont actives. La fluorescence est utilisee lors de cette etude car elle est une methode 

rapide et necessite de faibles concentrations en ligands et recepteurs. 

La cinetique de reaction est caracterisee par deux phenomenes: le phenomene de 

transport physique ou diffusion et le phenomene chimique de transformation ou reaction. 

Dans la theorie du complexe active, lors de la reaction, un intermediate entre les reactifs 

et produits est forme. 

Le processus d'association proteine-ligand est forme de deux etapes: la formation du 

complexe et sa transformation. Dans le cas d'une association bimoleculaire entre le 

ligand [L] et la proteine [R] (5.11), tel que celui entre Au-GO et Con A, le premier 

changement d'intensite de la fluorescence est lie aux constantes cinetiques pour 

l'association (k+i) et dissociation (£_i). 
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5.6.2. Resultats et discussion 

Les constantes d'affinite et les parametres thermodynamiques (a l'equilibre), determines 

dans la section precedente indiquent une complexation entre Con A et GNP de type 

mannose dominee par un changement entropique important que Ton associe a un effet 

hydrophobique. Cependant, ces valeurs thermodynamiques ne fournissent aucune 

information sur la vitesse a laquelle la reaction a lieu. Pour obtenir cette constante de 

vitesse, la cinetique de complexation entre Con A-FITC et GNP de type mannose a ete 

suivie a l'aide de mesures de fluorescence. II faut preciser que, dans la litterature, aucune 

etude de la cinetique de la complexation des dendrimeres ou GNP avec les lectines n'a 

ete rapportee au meilleur de nos connaissances. 

Pour ces mesures, Con A-FITC dans une solution de PBS (0.48 uM) a ete melangee 

rapidement avec une solution de GNP de type mannose egalement 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 

immediatement ete suivie pendant 180 s. Trois essais ont ete effectues. Dans ce domaine 

de concentration, aucune precipitation lors de la formation du complexe n'est observee. 

Les mesures cinetiques ont ete effectuees a differentes temperatures (24, 33 et 37°C). La 

constante de vitesse pour la formation du complexe Con A-GNP a ete calculee a partir de 

la variation de fluorescence AF= (Fo-F) en fonction du temps (t) ou Fo et F correspondent 

respectivement a la fluorescence initiate ou en presence de GNP a un temps (t), selon un 

modele de reaction du deuxieme ordre decrit 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 generations. Apres le lissage des courbes sur la Figures 5.18, selon 

l'equation 5.12 [223] pour les premieres 60 s, la constante de vitesse de la formation du 

complexe (kV) M"1 s"1) a ete calculee pour chaque generation de GNP. La regression 

lineaire de ces courbes concorde avec une reaction biomoleculaire avec un ordre global 

de reaction de deux. 

A = kvt (5.12) 

ou, 

A= In-2— 
a0 - b0 a0b 

ao = concentration initiale de Con A-FITC 

bo = 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 (Fo -F) en fonction du temps (t) a 24°C pour le 

complexe forme entre Con A-FITC et GNP: (a) Au-GO-man; (b) Au-Gl-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 forme 

entre Con A-FITC et GNP: ( • ) Au-GO-man; (o) Au-Gl-man; (o) Au-G2-man. 

A partir de l'equation 5.13, les valeurs d'ordonnee a l'origine et la pente pour les droites 

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

L'energie d'activation pour la reaction d'association entre Con A et GNP a ete calculee a 

partir de l'equation 5.14. L'energie libre d'activation a ete calculee en utilisant l'equation 

5.15. 

f h \ 

In 
W J 

AH* AS* k 
+ + ln— 

RT R h 

AH =EA-RT 

AG =&H -TAS 

(5.13) 

(5.14) 

(5.15) 

ou, 
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kv est la constante de vitesse; A est le facteur pre-exponentiel; EA est l'energie 

d'activation; R est la constante des gaz parfaits; T est la temperature; k est la constante de 

Boltzmann; h est la constante de Planck; AH est l'enthalpie d'activation; AS est 

l'entropie d'activation; AG est l'energie libre d'activation. 
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Figure 5.19: Variation de In (kv/T) en fonction de 1/T pour le complexe forme entre Con 

A-FITC et GNP: (a) Au-GO-man; (b) Au-Gl-man; (c) Au-G2-man. 
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La litterature [108] montre une reaction biomoleculaire du premier ordre entre la lectine 

Con A et des carbohydrates car une variation lineaire de log(AF) en fonction du temps est 

obtenue. Les parametres cinetiques pour les complexes Con A-carbohydrates [108] 

refletent la possibilite de formation rapide d'une intermediaire qui change de structure 

pour former le complexe final. Les vitesses d'association sont semblables pour plusieurs 

complexes Con A-carbohydrates et elles sont inferieures aux vitesses controlees par 

diffusion [109]. Un autre exemple d'interactions proteine-carbohydrate, ayant une 

constante de vitesse dissociation lente est celui des complexes l'agglutinine de germe de 

ble-carbohydrates [224]. 

Dans la litterature, la valeur de kv pour l'association entre Con A et p-NC^-cc-D-man est 

de 5.4 x 104 NT's"1 [107]. Cette valeur est de quatre ordres de grandeur plus basse que ce 

qui est predit pour une reaction controlee par la diffusion et celle-ci est done due aux 

contraintes steriques [108]. Ces faibles vitesses dissociation pourraient etre reliees au 

changement de conformation tres rapide d'un des reactifs tel que seulement des especes 

mineures reagiraient. Cependant, les etudes cinetiques entre Me-Umb-man et Con A 

[225] dans des conditions tres diluees ont exclu la possibilite que seulement les especes 

mineures de la proteine ou du ligand soient impliquees. Pour ce cas, les vitesses lentes 

d'association entre ces carbohydrates et Con A sont reliees a une etape de reaction ayant 

une energie d'activation elevee. 

Les resultats cinetiques obtenus pour la formation du complexe active entre GNP de type 

mannose (Au-GO-man, Au-Gl-man et Au-G2-man) et Con A sont presentes dans le 
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Tableau 5.5. La linearite des courbes dans la Figure 5.18, correspond a une reaction 

biomoleculaire dissociation d'ordre deux entre Con A et les GNP. Les constantes de 

vitesse pour le complexe Con A-GNP sont presque identiques avec la generation de GNP 

de 4.7x104, 6.3x104 et 6.4x104 (M'V1) a 24°C. Ces resultats sont semblables au 

carbohydrate p-N02-a-D-man [107] et ils sont environ quatre ordres de grandeurs plus 

lentes que les constantes de vitesse controlees par diffusion. 

Tableau 5.5: Parametres cinetiques pour le complexe forme entre Con A et les GNP (Au-

GO-man, Au-Gl-man, Au-G2-man) a 24°C. 

Au-GO-man 

Aai-Gl-man 

Au-G2-man 

K 

(lO^M-'s"1) 

4.7 ± 0.2 

6.3 ±0.1 

6.4 ±0.7 

AH* 

(kJmol1) 

19.0 ±0.4 

5.4 ±0.7 

-1.9 ±0.2 

EA 

(kJmol1) 

21.5 ±0.5 

7.9 ±0.9 

0.6 ±0.3 

AS* 

(Jmol^K1) 

-92 ± 1 

-135 ± 2 

-159 ± 1 

TAS* 

(kJmol1) 

-27.2 ±0.1 

-40.1 ±0.1 

-47.3 ±0.1 

AG* 

(kJmol1) 

46.2 ±0.1 

45.5 ±0.1 

45.4 ±0.1 

Le profil cinetique de reaction pour le complexe forme entre Con A (R) et Au-G-man (L) 

est presente dans la Figure 5.20. Plus la generation de GNP augmente, plus le facteur 

entropique (TAS ) qui represente la barriere energetique pour la formation du complexe, 

devient presque 1'unique contribution a AG0. Comme cela a ete mentionne 

precedemment, les GNP ont une structure rigide et les carbohydrates etant a la surface de 

la GNP sont bien solvates. Ceci impose done des contraintes steriques importantes pour 

la formation du complexe active et la composante entropique est defavorable. 
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igure 5.20: Profil cinetique de reaction pour le complexe Con A (R)-GNP (L). 

Dans le cas de Au-GO-man, In (kv/T) augmente lineairement avec 1/T (R2=0.978) dans la 

Figure 5.19 a. Ce resultat 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 

temperatures utilisees. Pour le complexe Con A-Au-Gl-man, la relation entre In (kv/T) et 

1/T n'est pas lineaire. La constante de vitesse demeure approximativement constante pour 

les premieres deux temperatures et augmente pour la troisieme (R =0.443), indiquant un 

changement dans le processus de formation du complexe active. La structure des 

dendrimeres Gl change possiblement et diminue les contraintes steriques associees a la 

formation du complexe active lorsque la temperature est plus elevee. Cependant, pour le 
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complexe Con A-Au-G2-man, la constante de vitesse est du meme ordre de grandeur que 

dans le cas de Au-Gl-man et In (kv/T) est approximativement constant avec 1/T 

(R2=0.792) car l'enthalpie d'activation est tres faible. 

Les GNP, Au-GO-man, qui ont une vitesse d'association avec Con A plus lente que les 

autres generations de GNP, ont besoin d'une d'energie d'activation plus grande pour se 

positionner dans le site de la lectine, car la structure rigide des GNP est une contrainte 

sterique importante. Plus la generation de GNP augmente plus l'acces des mannoses aux 

sites de reconnaissance de la lectine Con A se produit avec un minimum d'energie car les 

structures des generations Gl et G2 de GNP sont plus flexibles. 

Une grande partie de l'energie libre d'activation (AG ) dans l'association de GNP (Au-GO-

man, Au-Gl-man, Au-G2-man) avec Con A de 46.2, 45.5, 45.4 kJmol*1, est due a une 

contribution entropique elevee puisque la barriere enthalpique est petite. Ceci indique que 

1'interaction entre les GNP et le Con A est steriquement restreinte. La principale barriere 

pour le complexe GNP-Con A est l'entropie defavorable de l'association (AS ) qui varie 

avec la generation de GNP (Au-GO-man, Au-Gl-man, Au-G2-man) de -91.5, -134.9, -

159.2 Jmor'K"1. La litterature presente une valeur de l'entropie de l'association de -160 

Jmor'K"1 entre l'agglutinine d'arachide et une monosacharide [226]. Une telle valeur 

d'entropie de l'association a aussi ete obtenue entre Con A et mannose [109]. Cette 

barriere dans 1'interaction entre les GNP et Con A est due a l'energie utilisee pour 

surmonter des contraintes steriques telles que les changements de conformation de la 

lectine et du complexe lectine-GNP. Apres 1'interaction de Con A avec le mannose, la 
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geometrie des accepteurs de Con A et des ions Ca etMn (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 proteine car 

aucun changement n'a pas ete observe dans les spectres de dichroisme circulaire de la 

lectineConA[227]. 
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rare 5.21: Interaction entre les ions Caz et Mn L de Con A et Me-a-D -man [227]. 
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5.7. Conclusion 

La determination des parametres thermodynamiques et cinetiques a permis de determiner 

l'origine de l'affinite des GNP pour les lectines. Le mecanisme de formation entre Con A 

et les GNP de type mannose est celui d'une reaction d'ordre deux ou une GNP reagit 

avec une lectine. La plus grande affinite des GNP comparativement aux GD est due a un 

facteur entropique important. Ceci est relie a la diminution de flexibilite de PAMAM 

apres 1'adsorption sur l'or. 

Plus specifiquement, la synthese des GNP implique que les dendrimeres sont confines 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 phenyles, entrent en contact avec les 

molecules d'eau et a cause de leur confinement, ils ne peuvent pas minimiser ce type 

d'interaction peu favorable. Les GNP sont done 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. II y a done 

moins de contact avec les molecules d'eau. Ce complexe est done entropiquement plus 

favorable. Les glycodendrimeres sont plus flexibles ce qui leur permet d'adopter un 

arrangement qui minimise les interactions des regions hydrophobes et des molecules 

d'eau. Ceci resulte en des changements entropiques (AS0) plus petits. 
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Chapitre 6. Applications des GNP en electrophorese, pour la detection 

de E. coli et surfaces de silice recouvertes de carbohydrates pour la 

reconnaissance de lectines 

6.1. Introduction 

Les etudes effectuees dans les chapitres precedents ont demontre une bonne affinite et 

selectivity des GNP pour les lectines. Toutefois, les echantillons biologiques sont 

complexes et composes d'un grand nombre de proteines qu'il faut isoler et ensuite 

marquer. Les methodes conventionnelles pour la separation et identification des proteines 

impliquent generalement une analyse par chromatographie, electrophorese ou par 

spectrometrie de masse. Le marquage des proteines se fait generalement par des anticorps 

primaires et secondaires modifies chimiquement avec des sondes fluorescentes ou des 

enzymes. II sera done interessant de verifier le potentiel des GNP pour la separation des 

proteines et le marquage de ces dernieres en utilisant des GNP fluorescentes. Les surfaces 

de silice recouvertes de carbohydrates seront aussi testees pour la reconnaissance de 

lectines. Cette etude permettra le developpement de nouveau substrats pour la 

chromatographie ou de biocapteurs. 

Dans la premiere partie de ce chapitre, la separation de lectines et leur detection en 

fonction de leur masse moleculaire en combinant la precipitation selective des lectines 

par les GNP et leur identification apres separation par electrophorese SDS-PAGE sont 

presentes. La masse moleculaire de GNP a ete estimee par cette methode. 
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Dans la deuxieme partie de ce chapitre, les GNP ont ete utilisees pour le marquage d'une 

bacterie E. coli immobilisee a la surface d'une plaque de microscope recouverte de 

poly(lysine). Des images de microscopie confocale et MEB de la bacterie marquee par les 

GNP sont presentees. 

La derniere partie de ce chapitre a pour but de verifier la reconnaissance moleculaire des 

lectines par des nanoparticules de silice recouvertes de carbohydrates dont la synthese est 

decrite au Chapitre 2. Des tests de precipitation et d'attenuation de la fluorescence des 

lectines sont presentes. L'adsorption selective d'une lectine fluorescente a la surface 

d'une plaque de microscope recouverte de carbohydrates de type mannose a ete examinee 

a l'aide de la microscopie confocale. 

6.2. GNP pour la separation des proteines par electrophorese SDS-PAGE 

Les interactions specifiques des GNP avec les lectines pourraient etre utilisees pour isoler 

des proteines. Dans une etude precedente de Roy [24], la lectine Con A a ete separee 

d'une autre lectine, la WGA, apres une precipitation en presence des glycodendrimeres 

type mannose qui a dure plusieurs heures. Dans cette etude, le meme melange des deux 

lectines dissoutes dans le PBS soit Con A qui est selectif au mannose et WGA qui est 

selectif au NAcGlc, a ete utilise. Les GNP de type mannose de generation GO (Au-GO-

man) ont ete ajoutees au melange des lectines. Le precipite obtenu apres lh a ete separe 
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du surnageant et les deux fractions (precipite et surnageant) ont ete analysees par 

electrophorese SDS-PAGE. 

La Figure 6.1 montre les bandes caracteristiques des deux lectines et du complexe forme. 

La colonne (2) de la Figure 6.1 montre une bande intense vers 31kDa et deux autres plus 

faibles a environ 12 et 15 kDa. Ces dernieres correspondent aux fragments des unites de 

Con A [24, 228]. Dans la colonne (3), les deux bandes vers 21 et 36 kDa correspondent 

aux fragments des unites de WGA [24, 229]. Apres le melange de deux lectines avec les 

GNP de type mannose, le precipite obtenu presente 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 resultat demontre que la reconnaissance de lectines est specifique et que 

les GNP permettent la separation de ces lectines. 
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Figure 6.1: Electrophorese SDS-PAGE sur le gel de separation de 12 % pour: (1) 

Standard (Broad Range) ®; (2) Con A; (3) WGA; (4) surnageant et (5) precipite du 

melange Con A et WGA avec GNP (Au-GO-man); coloration avec bleu de Coomassie. 

Les complexes formes entre les lectines Con A ou Con A fluorescente (Con A-FITC) et 

les GNP (Au-man-FITC) ont ete visualises par fluorescence sur le gel. Dans la Figure 

6.2, la colonne (2) correspond a Con A-FITC, et les bandes a 31 kDa, 12 et 15kDa sont 

caracteristiques du monomere de cette lectine. La colonne (3) correspond au melange de 

Con A-FITC et Au-man-FITC. II y a accentuation de la bande a 15 kDa pour le complexe 

forme et elle est reliee non seulement a la Con A-FITC mais aussi a Au-man-FITC qui a 

une masse moleculaire d'environ 15 kDa, tel que le montre la colonne (5). La colonne (4) 

correspond au complexe forme entre Con A non fluorescente et Au-man-FITC. La bande 

caracteristique de Con A a 31 kDa n'est pas visible par fluorescence cependant la bande 
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intense vers 15kBa est reliee a Au-man-FITC dans le complexe avec Con A. Dans la 

colonne (5) la bande a environ 15 kDa correspond a la solution de Au-nian-FITC en 

absence de Con A. Ce resultat confimie la masse de GNP d? environ 15 kDa estiniee a 

partir des analyses TGA. 

(l)KDa (2) (3) (4) (5) 

Figrare 6*2: Electrophorese SDS-PAGE sur le gel de separation de 12 % pour : (1) 

standard (Broad Range) ®; (2) Con A-FITC ; (3) melange Con A-FITC et Au-man-FITC; 

(4) precipite dm complexe Con A-Au-man-FITC; (5) Au-man-FITC; Visualisation en 

fluorescence. 
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6.3. Marquage de la bacterie E. coli par des GNP fluorescentes 

Certaines bacteries possedent des recepteurs de carbohydrates sur des pili a l'exterieur de 

leur membrane. Ceux-ci sont impliques dans l'adhesion des bacteries a la surface des 

cellules recouvertes de glycoproteins par des interactions carbohydrates-proteines [5, 

14]. Apres l'adhesion, il y a infection des cellules. Certaines approches therapeutiques 

visent a remplacer les antibiotiques, pour lesquelles les bacteries presentent plus de 

resistance, par des carbohydrates multivalents pour bloquer les recepteurs des bacteries 

[6,41,44,77]. 

La croissance selective des bacteries dans une solution ou sur un substrat peut prendre 

plusieurs jours. Plus recemment, des methodes plus rapides ont ete developpees pour 

ridentification des agents pathogenes en utilisant des anticorps marques avec des 

biomolecules (antigenes, anticorps, ADN) ou des sondes fluorescentes. Ces biocapteurs 

sont immobilises a la surface des cellules au moyen d'interactions de type anticorps-

antigene ou electrostatique. Le greffage des biomolecules ou fluorophores a ete realise 

sur les glycodendrimeres [95] et aussi sur une variete de substrats (polymeres, quantum 

points quantiques, silice, SAM, particules metalliques) [85, 86, 154, 166, 230-232] pour 

immobiliser les cellules ou bacteries et etudier les interactions au niveau de la surface de 

membrane par microscopie confocale [230] ou AFM [233]. Pour la detection de la 

bacterie E. coli, sans la modifier avec des anticorps ou fluorophores, les etudes de Lin 

[87] ont utilise des nanoparticules d'or recouvertes des carbohydrates pour visualiser, par 
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TEM, Tor present sur la paroi membranaire de la bacterie du a des interactions entre les 

carbohydrates et les recepteurs des bacteries. 

Pour notre etude, le marquage du materiel biologique avec des anticorps-antigenes ou 

fluorophores n'a pas ete considere. Le marquage de la bacterie est realise par les GNP. 

Des images de microscopie confocale en mode fluorescence ont ete enregistrees pour les 

bacteries E. coli en presence de Au-man-FITC ainsi que pour les blancs (les bacteries en 

absence ou en presence de Au-gal-RITC). Cette etude utilise la fluorescence emise par les 

GNP modifies avec un fluorophore ainsi que la detection du signal de reflectance des 

particules d'or qui adherent a la paroi des bacteries E. coli immobilisees sur une plaque 

de microscope recouverte de poly(lysine). La Figure 6.3a est une image en mode de 

reflectance qui montre des regions en blanc correspondant aux bacteries agglomerees 

autour de taches noires representant les glyconanoparticules d'or. Des bacteries 

individuelles sont aussi visibles. La meme image en mode fluorescence sur la Figure 6.3b 

montre des regions fluorescentes qui correspondent aux GNP (Au-man-FITC) 

agglomerees autour de des bacteries. Ces dernieres 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'agglomeration des bacteries et la 

trace de Au-gal-RITC est due a des interactions non specifiques avec ce type de 

nanoparticules, ou bien, est peut-etre reliee a la preparation des plaques. 
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(a) (b) 

Figure 6.3: Detection de la bacterie E. coli marquee par les Au-man-FITC en utilisant la 

microscopie confocale en mode: (a) reflectance; (b) fluorescence. 
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Figure 6.4: Detection de la bacterie E. coli marquee par Au-gal-RITC en utilisant la 

microscopie confocale en mode: (a) reflectance; (b) fluorescence. 
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La methode MEB est aussi utilisee pour marquer les bacteries E. coli par For de Au~G0-

man. Des images pour les bacteries en absence et en presence de GNP ont ete effectuees. 

L'image du blanc dans la Figure 6.5a montre qu'en absence de Au-GO-man les bacteries 

(sous forme de batons de couleur noire) sont plus individuelles et que 1'agglomeration 

observee autour de Au-GO-man (de couleur blanche) dans la Figure 6.5b est due a la 

reconnaissance des recepteurs d'E. coli pour les mannoses de GNP. 

£»l 

ri-y'fl 

(a) (b) 

Figure 6.5: Image MEB pour les bacteries E. coli: (a) en absence et (b) en presence de 

Au-GO-man. 

Des mesures MEB pour les bacteries E. coli en presence de Au-GO-gal ont aussi ete 

effectuees. Les images MEB et Fanalyse qualitative effecuee par EDX ont montre 

F absence d'or de Au-GO-gal autour des bacteries. 
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Les resultats obtenus dans cette section montrent le potentiel de GNP pour la separation 

selective des lectines ainsi que pour la detection des bacteries par des methodes rapides 

de microscopie. 

6.4. Nanoparticules de silice pour la reconnaissance de lectines 

Les NPSi sont utilisees dans la chromatographic comme materiel de purification ou de 

detection. Recemment, des nanoparticules (Ag/ZnS-CdSe/Fe203) modifiees avec de la 

silice et recouvertes des carbohydrates ont ete utilises comme des nanoparticules 

fluorescentes pour la detection des lectines [134]. 

Des applications potentielles pour la biodetection des proteines des substrats de silice 

recouverts de carbohydrates sont presentees. Dans cette section, les lectines Con A et 

WGA ont ete etudiees en presence de nanoparticules de silice modifiees avec le mannose. 

La spectroscopic UV-VIS a ete utilisee pour mesurer la cinetique de precipitation de Con 

A et la fluorescence pour mesurer 1'attenuation de la fluorescence des lectines 

fluorescentes Con A-FITC et WGA-RITC en presence des nanoparticules de silice. 

6.4.1. Immunoprecipitatiom de Con A par les particules de silice. 

Pour cette etude, les nanoparticules de silice recouvertes de mannose (NPSi-man) 

synthetisees dans le Chapitre 2 (1 mg/mL PBS) ont ete utilisees pour la precipitation 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 precipitation ont ete effectuees par la spectroscopic UV-VIS a la meme 
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longueur d'onde de 490 ran que celles utilisee pour les GNP. La Figure 6.6 montre une 

augmentation de l'absorbance a 490 nm dans les premieres secondes jusqu'a 5 min. Apres 

ce temps, le precipite commence a sedimenter et l'absorbance diminue continuellement. 

Ce resultat qualitatif montre une bonne affinite des nanoparticules de silice modifiees 

avec le mannose (NPSi-man) en presence de la lectine Con A. Les etudes d'Earhart [134] 

ont aussi montre la formation des complexes entre Con A et les nanoparticules (Ag/ZnS-

CdSe/Fe2C»3) recouvertes de silice et ayant des groupements dextrane en surface. 

Cependant, ces particules ont produit une precipitation totale de Con A en 4 h. 
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Figure 6.6: Variation de l'absorbance a 490 nm en temps pour le complexe forme entre 

Con A et NPSi-man. 
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6.4.2. Attenuation de la fluorescence des lectines par des particules de silice. 

L'attenuation de la fluorescence de lectine Con A-FITC causee par des nanoparticules de 

silice de type mannose (NPSi-man) est examinee dans cette section. La selectivity de la 

reconnaissance a ete testee en effectuant des mesures d'attenuation de la fluorescence de 

WGA-RITC en presence NPSi-man. Des nanoparticules de silice activee avec des 

groupements hydroxyles (NPSi-OH) ont ete aussi analysees en presence de ces lectines 

mentionnees ci-dessus. Une concentration en lectines et en particules de silice de 0.05 

mg/mL (dans le PBS) a ete utilisee pour ces mesures. Le blanc utilise est le PBS. Pour 

Con A-FITC, la fluorescence a ete mesuree a la longueur d'onde d'emission de 520 nm 

pour une excitation a 490 nm avec une fente de 5 nm. Pour WGA-RITC, la fluorescence 

a ete mesuree a la longueur d'onde d'emission de 580 nm pour une excitation a 550 nm 

avec une fente de 5 nm. 

Dans la Figure 6.7 on observe une attenuation de la fluorescence de Con A-FITC de 24% 

par les particules NPSi-OH. Ceci est du a des interactions non selectives de type 

hydrogene entre les groupements OH a la surface de la silice et la lectine. Une attenuation 

de la fluorescence de Con A-FITC de 45 % a ete obtenue en presence de particules NPSi-

man. Celle-ci est reliee a la complexation de NPSi-man avec Con A. Cependant le 

mecanisme de l'interaction n'est pas connu. Des mesures supplementaires de taille des 

particules et de fluorescence devraient etre effectuees en variant la concentration des 

particules de silice et des lectines ainsi qu'en utilisant des particules de silice modifiees 

avec un carbohydrate autre que le mannose pour voir si l'attenuation de la fluorescence 
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des lectines est reliee a la solubilite des particules, a la taille ou a la specificite de 

l'interaction 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 presence de NPSi-OH (0.05 mg/mL); (c) en 

presence de NPSi-man (0.05 mg/mL); A-ex^^O nm, A.em
=520 nm. 

Dans la Figure 6.8, il y a une faible attenuation de la fluorescence de WGA-RITC de 1.4 

% par les particules de NPSi-OH. Ce resultat montre qu'il y a moins d'interactions de 

type hydrogene ou hydrophobes a la surface de silice et la lectine WGA. Cependant, une 

attenuation de la fluorescence de WGA-RITC de 20 % a ete obtenue en presence de 

particules NPSi-man du a des interactions non specifiques de type hydrogene et des 

interactions hydrophobes. 
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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 presence de NPSi-OH (0.05 mg/mL); (c) en 

presence de NPSi-man (0.05 mg/mL); Xex~550 run, A-em—580 nm. 

Les mesures effecruees par UV-VIS ont montre que les particules NPSi-man precipitent 

la lectine Con A dans un temps plus long que les GNP de type mannose. Les mesures de 

fluorescence ont demontre une attenuation importante de la fluorescence de Con A-FITC 

en presence de NPSi-man. Cependant des interactions non specifiques entre WGA-RITC 

et NPSi-man ont egalement ete observees. 

Ces resultats montrent les limites de l'utilisation des nanoparticules de silice pour la 

separation et la detection des lectines. Comme mentionne dans la litterature [157], le 

greffage des dendrimeres PAMAM a la surface de silice serait une alternative pour 

maximiser les sites reactifs a la surface de silice et optimiser la selectivite des 

nanoparticules de silice. 
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6.5. Immobilisation selective de la lectine Con A-FITC 

L'objectif de cette etude est de developper un biocapteur d'utilisation reversible, 

recouverte des carbohydrates a la surface d'un support solide, afin d'immobiliser 

selectivement les proteines et bacteries. Ce type de surface pourrait etre utilise pour 

detecter par microscopies MEB et confocale des biomolecules (bacteries, cellules) 

immobilisees selectivement sur une surface modifiee avec des carbohydrates. Afin 

d'eliminer le marquage des proteines, la detection pourrait se realiser a l'aide des 

glyconanoparticules d'or ou silice marques de fluorophores. 

Dans cette section, une surface de silice recouverte de mannose est utilisee pour 

Pimmobilisation de ConA-FITC. Celle-ci a pour but de verifier s'il est possible de 

remplacer les plaques recouvertes de poly(lysine) avec les plaques de silice recouvertes 

des carbohydrates pour une immobilisation plus selective des bacteries. 

Pour ce faire, la plaque sur laquelle des residus mannose ont ete greffes a ete incubee 

pendant Ih avec une solution de Con A-FITC (1 mg/mL) en PBS. Apres l'incubation, la 

plaque a ete lavee avec une solution de PBS pendant 15 min et ensuite avec de l'eau 

pendant 10 min. 

Pour obtenir des images de fluorescence, le filtre pour le FITC a une excitation a 490 nm 

et emission a 520 nm a ete utilise. Des plaques de verre non modifiees ont ete utilisees 
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comme blanc et les images obtenues niontrent 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 1'emission du 

FITC sur la Con A est en vert. Done la proteine Con A-FITC (vert) est bien immobilisee 

et a tendance a s'agglonierer a la surface des groupements mannose. Toutefois, des 

mesures supplernentaires devraient etre effectuees pour demontrer la selectivite du 

support recouvert de mannose. 

Figure 63% Detection de la lectine Con A-FITC sur une plaque de silice modifiee avec p-

ITC-a-D-man. 
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6.6. Conclusion 

Les glyconanoparticules d'or developpees dans cette these ont montre leur potentiel pour 

la separation selective des lectines. L'or et le fluorophore des GNP assure une detection 

multiple de la bacterie E. coli par des methodes rapides de microscopies sans les modifier 

chimiquement. 

L'etude sur les surfaces de silice recouvertes des carbohydrates valide la methode du 

greffage des carbohydrates sur d'autres supports que l'or. Cependant, les nanoparticules 

de silice presentent des limites pour la reconnaissance des lectines a cause des 

interactions non specifiques entre les acides amines des lectines et la surface de silice. 
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Conclusions generates 

Les travaux effectues au cours de cette these ont permis de developper de nouvelles 

methodes de synthese de nanoparticules recouvertes de carbohydrates et de demontrer 

leur potentiel comme biocapteurs pour la detection des lectines. 

La premiere partie de ces travaux a porte sur la synthese et la caracterisation de GNP. Les 

methodes physico-chimiques de caracterisation ont demontre que des GNP solubles dans 

l'eau ayant une taille d'environ 2 nm, avec peu de defauts sur les branches de PAMAM et 

un bon rapport stoechiometrique N : S ont ete synthetisees. Un titrage des amines 

terminales avec le TNBS permet de constater les bons rendements du greffage des 

carbohydrates. 

Dans la deuxieme partie de cette these, il a ete demontre que les GNP ont une plus forte 

affinite pour les lectines que les glycodendrimeres (GD). Un autre objectif de cette these 

visait a elucider l'origine de cette affinite accrue. 

Des mesures de fluorescence utilisant des GNP en presence des lectines Con A et WGA, 

sans fluorophore ou modifiees avec des fluorophores ont ete effectuees. Celles-ci ont 

montre que la surface de l'or de GNP est impliquee dans le processus d'attenuation de la 

fluorescence par un mecanisme de transfert d'energie de type SET. 
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L'utilisation du couple lectine fluorescente-GNP a permis la determination de parametres 

thermodynamiques et cinetiques. Les parametres thermodynamiques suggerent que le 

confinement des dendrimeres a la surface d'or leur conferent une structure rigide 

comparee a la structure flexible de GD. Ceci se reflete par une contribution entropique 

favorable pour les GNP comparee a une contribution entropique defavorable pour les GD 

lors de la formation du complexe carbohydrate-lectine. Ceci est causee par les groupes 

phenyles et surfaces hydrophobes des GNP qui sont en plus grand contact avec l'eau 

avant la formation du complexe. 

Les resultats cinetiques confirment que la formation du complexe lectine-GNP est une 

reaction biomoleculaire du deuxieme ordre. Les parametres cinetiques pour les 

complexes Con A-GNP montrent des vitesses d'association Con A-GNP inferieures aux 

vitesses controlees par diffusion et qui augmentent avec la generation de PAMAM. Les 

valeurs negatives pour l'entropie d'activation montrent la formation d'un complexe 

active est ordonne. Cependant, Faugmentation des valeurs negatives pour l'entropie 

d'activation avec la generation de GNP est due aux contraintes steriques liee a la 

formation du complexe lectine-GNP. 

Des approches diverses pour le marquage d'une bacterie, E. coli et la separation de 

lectines par electrophorese ont ete aussi demontrees. Les GNP fluorescentes ou non, ont 

un bon potentiel pour la separation des proteines ainsi que pour la detection des bacteries 

par la microscopie confocale ou MEB. 

228 



Un autre substrat soit la silice a ete utilisee pour le greffage de carbohydrates. Les NPSi 

et les plaques de verre recouvertes de mannose ont ete utilisees pour la reconnaissance 

des lectines. Les mesures effectuees ont apporte des informations importantes sur le 

potentiel de ces surfaces pour la reconnaissance de proteines. Cependant, il reste encore a 

ameliorer la selectivite de NPSi et de valider leur utilisation comme des biocapteurs. 

Les proprietes obtenues pour les GNP telles que leur petite taille, leur bonne affinite et 

selectivite pour les lectines ainsi que leur structure rigide montrent qu'ils sont de bons 

candidats pour la vectorisation de medicaments et leur utilisation comme biocapteur. 

Cependant, il reste a etudier la toxicite des GNP. Des etudes biochimiques seront 

necessaires pour verifier leur toxicite chez les plantes. 
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