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Préambule

En 2018, le cancer reste la premiére cause de mortalité en France pour les moins de 65
ans. De nombreuses approches thérapeutiques sont actuellement disponibles, comme la
chirurgie et la radiothérapie (traitements locaux), ainsi que la chimiothérapie et 'lhormonothérapie
(traitements ciblant 'ensemble de I'organisme). Les effets secondaires induits par ces différentes
approches rendent les traitements trés lourds pour les patients. Qui plus est, pour une grande
majorité des cas, il est nécessaire d'utiliser des approches combinées pour améliorer leur
efficacité, induisant ainsi un accroissement de ces effets secondaires.

L'immunothérapie anti-cancéreuse fait partie des approches alternatives ayant émergé
depuis les années 90, et ayant depuis donné lieu & de nombreuses avancées, qui ont été
reconnues et récompensées, notamment par 'attribution du prix Nobel de Médecine en 2018 a
Faméricain James Allison et le japonais Tasuku Honjo, deux pionniers de 'immunothérapie anti-
cancéreuse.

Qu’est que I'immunothérapie ?

L’'immunothérapie consiste a utiliser le systéme immunitaire du patient afin de combattre
la prolifération des cellules cancéreuses et éradiquer ces dernieres. Deux voies sont possibles :
(1) soit le systéme est stimulé directement afin d’accroitre son efficacité d’action, (2) soit le
matériel nécessaire a une réaction immunitaire, tel que des protéines ou anticorps, est introduit
directement dans le sang du patient.

En raison de la complexité des mécanismes de défenses immunitaires, différents types
de traitements anti-cancéreux actuellement sur le marché tirent profit de I'immunothérapie. On
retrouve parmi ces derniers 'immunothérapie non spécifique, le ciblage des inhibiteurs de points
de contréle immunitaire, linjection d’anticorps monoclonaux ou encore de vaccins anti-
canceéreux.

Immunothérapie anti-cancéreuse non spécifique

L’immunothérapie non spécifique ne cible pas directement les cellules cancéreuses mais
ensemble du systéme immunitaire. Cette approche peut étre utilisée en tant que thérapie unique,
mais elle est également couramment employée en complément d’un autre traitement.

Le premier traitement référencé est 'utilisation du Bacille de Calmette et Guérin (BCG,
Immucyst™), qui cible les cancers non invasifs de la vessie.

Les patients atteints de cancer étant généralement immunodéprimés, la stimulation de
leur systéme immunitaire est également couramment réalisée. Ceci peut étre réalisé par injection
de cytokines,! comme linterleukine 2, qui stimulent des cellules clés du systéme immunitaire
(lymphocytes T CD4, lymphocytes B et cellules tueuses NK). L’injection d’interférons (alpha,



beta et gamma) fait également parti des traitements possibles, et est notamment employée dans
les cas de cancers métastasiques (mélanomes, cancers du rein, etc.). Cependant, l'injection de
cytokines impligue de nombreux effets secondaires incluant de la fiévre, des allergies, des
nausées, des troubles cardiovasculaires et rénaux, des anémies, ou bien encore une baisse des
taux de globules blancs et plaquettes.

Vaccinations prophylactiques et thérapeutiques

La vaccination couramment utilisée pour combattre des pathogenes, peut également étre
utilisée contre certains cancers.?** Dans le cadre de la vaccination prophylactique (préventive),
deux types de vaccins sont actuellement disponibles, ciblant respectivement I'hépatite B
(Engerix-B™, Recombivax HB™) qui peut mener a des cancers du foie, et le virus du papillome
humain (Gardasil™, Cervarix™) qui peut mener a des cancers de l'utérus. Dans le cadre de la
vaccination thérapeutique, un premier vaccin, Sipuleucel-T (ou Provenge™),° a été
commercialisé récemment pour le traitement des cancers de la prostate a I'état métastatique,
pour lesquels les approches hormonales sont inefficaces. Il repose sur l'injection directe de
cellules dendritiques (CD) activées in vitro avec des protéines antigéniques. D’autres vaccins
anti-tumoraux sont actuellement en phase d’essais cliniques.

Immunothérapie spécifique par utilisation d’anticorps monoclonaux (mAbs)

Si l'utilisation d’anticorps monoclonaux a prouvé son efficacité en immunothérapie anti-
cancéreuse,® elle n’est cependant pas adaptée a toutes les formes de cancers. Il est nécessaire
gue les antigénes ciblés soient surexprimés sur la surface des cellules cancéreuses uniquement,
c’est-a-dire absents dans le cas de cellules saines et non relargués par les cellules. De plus, il
est nécessaire que I'antigene ciblé occupe un role clé dans la survie de la cellule tumorale.

L’anticorps monoclonal peut étre introduit chez les patients sous trois formes :

(1) soit « nu » pour ne cibler qu’une unique protéine,

(2) soit conjugué a un autre module, par exemple une toxine ou un agent
radioactif, afin d’accélérer la destruction cellulaire,

(3) soit bispécifique afin de cibler deux protéines en méme temps.

Parmi les médicaments utilisant un anticorps « nu », on peut citer le Rituximab qui est
commercialisé sous les noms de Rituxan™ et MabThera™. Cet anticorps cible les protéines
CD20 surexprimées sur les lymphocytes B dans les cas de lymphomes non hodgkiniens ainsi
que les leucémies chroniques lymphocytaires. Le Trastuzumab (ou Herceptin) est utilisé afin de
cibler les récepteurs HER2 dans les cas de cancers du sein. Le Cétuximab commercialisé sous
le nom de Erbitux™ cible le récepteur EGFR (Epidermal Growth Factor) surexprimé au niveau
de la membrane de certaines cellules tumorales (sein, poumon). Enfin, comme dernier exemple,
on peut citer le Bévacizumab commercialisé sous le nom d’Avastin™ qui cible le VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) dans le cadre de nombreux cancers (poumon, rein, sein, colorectal,
ovaire, glioblastome).’



Parmi les anticorps couplés a une toxine, on peut citer I'’Adcetris™ qui est un anticorps
monoclonal couplé a la toxine auristatine qui cible la protéine CD30. Ce vaccin-médicament est
prescrit dans les cas de lymphomes hodgkiniens (LH) CD30 positif, notamment chez les patients
ayant subi une greffe de cellules souches ou ayant déja eu d’autres traitements inefficaces. Le
Kadcyla™ cible la protéine HER2 surexprimée dans les cas de cancers du sein métastatique
HER2-positif. Ce traitement est proposé en monothérapie aux patientes ayant déja suivi un
traitement par anticorps monoclonaux.

Deux anticorps couplés a un agent radioactif et ciblant les lymphomes folliculaires
sont actuellement disponibles sur le marché. Le Zevalin™ est constitué d’'un anticorps
fonctionnalisé avec de I'yttrium radioactif (°°Y) et ciblant la protéine CD20, surexprimée sur la
surface des lymphocytes B. Le vaccin Bexxar™ cible également CD20 et est fonctionnalisé avec
de l'iode radioactif (**!1). Les deux traitements sont proposés en tant que renforcement dans les
cas de rémission de la maladie ou lorsqu’un traitement par anticorps monoclonal s’est avéré
inefficace.

Le premier anticorps bispécifique est le Blincyto™. Mis sur le marché frangais depuis
2015, il est prescrit dans les cas de certaines leucémies aigués pour les patients en rechute ou
en cas d’inefficacité d’autres traitements. Il cible a la fois la protéine CD19 surexprimée a la
surface des lymphocytes B, et la protéine CD3, surexprimée a la surface des lymphocytes T.

Ciblage des inhibiteurs de points de contréle immunitaire par mAbs

Cette stratégie a suscité un intérét général en septembre 2018 avec l'attribution du prix
Nobel de médicine 2018 a 'américain James P. Allison et au japonais Tasuku Honjo. Les deux
co-lauréats du prix Nobel, déja co-lauréats du prix Tang en 2014, sont deux acteurs dans le
domaine de I'immunothérapie anti-cancéreuse et se sont intéressés a la protéine CTLA-4 pour
Allison et la protéine PD-1 pour Honjo.

Les récepteurs localisés sur la surface des cellules T interagissent avec les cellules
pathogénes, donnant alors le signal au systéme immunitaire de se défendre. Si certaines
protéines ont pour rble d’accélérer la réaction immunitaire, d’autres protéines ont un réle d’inhiber
Factivation immunitaire. Les protéines CTLA-4 et PD-1 font partie de cette catégorie de
protéines « freins ».

Les premiéres recherches sur ces protéines « freins » datent du début des années 90.
La mise au point de mAbs anti-CTLA-4 par Allison et al. a permis une inhibition de la protéine
CTLA-4 et des réductions impressionnantes de tumeurs ont ainsi pu étre observés sur modéles
murins des 1994. Une étude clinique datant de 2010 a montré des effets spectaculaires sur des
patients atteints de mélanomes a des stades avancés, conduisant a une rémission totale pour
certains patients. Parmiles mAbs commerciaux ciblant CTLA-4, on peut citer le Tremelimumab ™,
initialement développé par Pfizer, et Ipilimumab™, initialement développé par Medarex, prescrits
pour le traitement de mélanomes.

Parallélement, les investigations sur l'inhibition de la protéine PD-1 menées par Honjo
et al. ont conduit en 2012 a des essais cliniques aux résultats spectaculaires sur différents types



de cancers, avec des rémissions completes pour des patients ayant développé des métastases.
Parmi les anticorps monoclonaux sur le marché ciblant PD-1 on peut citer Pembrolizumab ™,
commercialisé par Merck depuis 2017 et prescrit pour le traitement de mélanomes, et
Nivolumab™, commercialisé par Bristol Myers Squibb, ciblant initialement les cancers de la peau
mais également utilisé pour le traitement d’autres cancers (colon, poumons, reins, vessie, etc.).

De maniére générale, les thérapies reposant sur l'utilisation d’anticorps monoclonaux
restent cependant problématiques en raison de I'évolution morphologique constante des
cellules cancéreuses au cours de la maladie, un anticorps dirigé contre avec un antigéne précis
risquant de perdre en efficacité au cours du temps. De plus, les colts, les difficultés de production,
les problémes de pharmacocinétique ainsi que les effets secondaires (maladie sérique,
anaphylaxie aigué i.e. réaction allergique, fievre, nausées, maux de téte, etc.) rendent cette
approche criticable.® Pour pallier a ces problémes, des approches nouvelles mais encore
fondamentales sont actuellement explorées.

Antibody Recruiting small Molecule (ARM)

Le concept d’ARM (Antibody Recruiting Molecule) est une approche moléculaire
innovante qui a été proposée récemment. Décrite pour la premiére fois par le groupe de Kiessling
en 2007,%° cette approche consiste a utiliser les anticorps endogénes présents naturellement
dans la circulation sanguine de chaque individu et a les rediriger contre une cible donnée. Pour
ce faire, une molécule bifonctionnelle est utilisée : elle présente un premier pble appelé ABT
(Antibody-Binding Terminus) ayant pour but d’interagir avec ces anticorps endogénes et un
second pdle TBT (Target-Binding Terminus) qui a pour cible différents pathogenes (Figure P-1).

antibody-recruiting ¥
J LL pathogenlc small molecules //— pathogenic immune-mediated ¥
celior = (ARMs) = celflor = clearance = targeted

virus . virus > effects
antibody / s X ABTO~ "= 1T §//\b o 7 % (viaADCCorCDC) »

protein \

%

Figure P-1: Concept d’ARM (Antibody Recruiting small Molecule) pour cibler et détruire
sélectivement des pathogénes donnés
(issue de McEnaney et al. 2012)1*

Démarré en 2015, le projet général de I'équipe consiste a mettre au point des modules
moléculaires bifonctionnels, de type ARMs, afin de tirer profit d’anticorps endogénes pour induire
la destruction de cellules tumorales. Mon projet de thése s’intégre dans le cadre de ce projet et
consiste a mettre au point des modules induisant une interaction avec ces anticorps présents
dans du sérum puis a mettre au point des techniques d’analyses d’interactions miniaturisées, par
biopuces, adaptées aux systémes étudiés.



. Introduction

Sans immunisation préalable, le sang de chaque individu contient naturellement des
anticorps (IgG, IgA, IgM) produits par le systéme immunitaire a la suite d’expositions a différentes
bactéries et pathogénes lors du développement fcetal et de I'enfance, puis intégrés a la mémoire
immunitaire du corps.'>*¢ Ces anticorps, appelés anticorps endogénes ou anticorps naturels
(NAbs), sont présents a des taux variables d’un individu a 'autre, et sont spécifiques d’antigénes
plus ou moins complexes.

Parmi les antigénes bien identifiés, on trouve tout d’abord des petites molécules telles
que le 2,4-dinitrophényl (DNP), le nitrophénol (NP) ou la phosphorylcoline (PC).
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Figure I-1: Petites molécules répertoriées comme ligands d’anticorps endogénes
(a) 2,4-dinitrophényl (DNP) ; (b) phosphorylcholine (PC)

La présence d’anticorps naturels anti-DNP chez 'Homme a été reportée dés les
années 70 par Farah.!” L’origine de ces NAbs anti-DNP ne viendrait pas d’'une exposition a
Fantigéne, non présent naturellement dans lenvironnement, mais plutét a un pathogéne
présentant des motifs similaires.!’'® De nombreuses thérapies utilisant le motif DNP ont été
proposées afin de tirer profit de la présence de ces NAbs chez 'lHomme.1%-2

Les anticorps anti-PC, reportés des les années 80,2 pourrait s’expliquer par I'existence
de motifs phosphorylcoline dans la structure de nombreuses bactéries, par exemple chez la S.
Pneumoniae. En ce qui concerne leur fonction dans le corps humain, les NAbs anti-PC offrent
un role protecteur dans le cas de I'athérosclérose.?>? || est a noter que la quantité de NAbs anti-
PC présente dans la circulation sanguine est dépendante du mode de vie de I'individu. Le groupe
de Lindeberg a notamment comparé des échantillons de séra provenant d’individus menant un
mode de vie dit « traditionnel » en Nouvelle Guinée ou un mode de vie plus moderne en Suéde,
en tenant compte de I'age et du sexe des donneurs.? Il apparait de cette étude que les individus
suivant un train de vie occidentalisé présentent des taux beaucoup plus faibles en NAbs anti-PC.

En raison de la grande diversité de structures saccharidiques présentes dans le
microbiote intestinal, une quantité importante d’anticorps endogénes humains a également pour
antigene des sucres. Parmi ces structures (Figure I-2), on retrouve notamment le motif Galal-
3Gal présent sur les structures des antigénes Xeno de type 1 (Gala1-3GalB1-3GIcNAc) et 2
(Gala1-3GalpB1-4GIcNAc), ainsi que sur celle de [lisoglobotriose (Gala1-3GalB1-4Glc).



L’antigéne Forssman (GalNAca1-3GalNAcB1-3Gal), ainsi que des structures plus simples
comme le Neu5Gc (ou antigene HD) et le rhamnose (Rha), sont également des ligands de NAbs.
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Figure I-2 : Structures de sucres répertoriés comme ligands d'anticorps endogénes humains
Sucres : (a) a-L-rhamnose ; (b) antigéne Forssman ; (c) isoglobotriose (iGb3) ; (d) a-Neu5Gc
(également appelé antigene Hanganutziu-Deicher ou antigene HD) ; (e) antigéne Xeno type 1;
(f) antigene Xeno type 2 (ou antigéne Galili).

La présence d’anticorps naturels dirigés contre le motif saccharidiqgue Galal-3Gal a été
découverte par le groupe de Galili en 1984.% Ces anticorps sont notamment impliqués dans la
reconnaissance et la destruction des hématies présentant des anomalies. Les NAbs dirigés
contre le motif Galal-3GalB1-4GIcNAc-R (appelé aussi épitope a-Gal) sont présents en quantité
abondante dans le systéme sanguin humain, représentant pas moins de 1% des
immunoglobulines.?® Le taux de NAbs anti-Gal présents chez un individu est dépendant du genre,
du groupe sanguin, de I'origine géographique de ce dernier ainsi que des vaccins et des maladies
qu’il a contractées.?’ Les recherches menées sur ce sujet ont montré des taux d’IgM plus
importants chez les femmes, ainsi que des taux d’IgG et IgM plus élevés chez les individus de
groupe sanguin A. Afin de tirer profit de cette abondance, de nombreuses approches anti-
cancéreuses ont été développées utilisant la spécificité des anticorps anti-Gal afin de cibler plus
efficacement les cellules tumorales.?-3°

Cependant, la présence danticorps naturels anti-Gal présente également des
inconvénients majeurs puisque ces derniers sont notamment responsables des rejets des
xénogreffes.®-3 De plus, depuis 2009, de nombreuses réactions allergiques a la viande ont été
référencées aux Etats-Unis directement corrélées a la présence d’anticorps anti-Gal de type
|gE.34—36

Les NAbs anti-Neu5Gc ont été reportés pour la premiére fois par le groupe de Milgrom.3’
lIs sont présents chez une quasi-totalité des individus a des taux similaires aux NAbs anti-
Gal.’0%3% Tout comme pour les NAbs anti-Gal, la quantitt de NAbs anti-Neu5Gc est
indépendante de 'Age mais varie fortement en fonction du sexe, du groupe sanguin, et plus
faiblement en fonction de I'historique des vaccins et de l'origine géographique de l'individu. Les



recherches menées ont permis de mettre en évidence des taux de NAbs anti-Neu5Gc de type
IgG plus élevés chez les hommes que les femmes, ainsi que chez les individus de groupe
sanguin B.°

La présence de NAbs anti-antigene Forssman dans le sérum humain a été décrite a la
fin des années 70 par Young et al.** Ces anticorps, essentiellement de type IgM, sont spécifiques
a l'antigéne Forssman et ne présentent pas d’affinité pour les glycolipides de groupe sanguin A
et de type globoside. Ainsi le taux de NAbs est indépendant du groupe sanguin de l'individu. La
présence de ces NAbs chez 'THomme serait due a une exposition directe a I'antigéne Forssman
par le biais de bactéries.

Enfin, la présence de NAbs anti-rhamnose (Rha) dans la circulation sanguine humaine
a des taux importants n’a été découverte que récemment notamment grace au développement
de nouvelles technologies d’analyses basées sur les biopuces. En 2009, deux groupes décrivent
simultanément des études portant sur la découverte de nouveaux ligands de NAbs. La premiére
des deux études a été réalisée par le groupe de Bovin qui a testé plus de 200 motifs
saccharidiques en tant que potentiels ligands de NAbs.*? Les tests d'interactions réalisés ont
permis de cribler plus d’'une centaine de séra humains issus de donneurs sains. Des réponses
trés élevées ont été obtenues pour différents monosaccharides (a-/-Gal, a-Rha, B-GIcNAc, B-
Glc, a-GalNAc) mais essentiellement pour des structures plus complexes d’oligosaccharides
(antigéne Forssman, SialLe®, antigene aGal, Gala1-4GIcNAcB-R, Fucal-4GIcNAcB-R, etc.). La
seconde étude a été réalisée par le groupe de Gildersleeve qui a testé 128 composés dont 98
composeés de structures contrblées (greffées soit sur de la BSA (Bovine Serum Albumin) ou de
la HSA (Human Serum Albumin)), 24 glycoprotéines naturelles et 6 molécules controle.*® Les
tests d’interaction ont été réalisés sur 48 séra issus de donneurs sains et des investigations sur
'influence de l'origine ethnique, du sexe, de I'age et de l'origine géographique sur le taux
d’anticorps détecté ont été menées (Figure I-3 : anticorps anti-Rha). Ces essais ont permis
d’identifier certaines structures monovalentes ligands de NAbs, déja identifiées par Bovin pour
certaines, en particulier 'a-Rha et 'antigéne Forssman.
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Figure I-3 : Influence de I'4ge, du sexe et du goupe sanguin de l'individu sur le taux d'anticorps
anti-aRha (Rha-a) et anti-BRha (Rha-b)
(issue de Muthana et al. 2016)#
Concernant les NAbs anti-Rha (Figure 1-3),* si 'origine ethnique n’influence pas de fagon
significative le taux d’anticorps, ce dernier varie en fonction :

(1) du sexe de lindividu : pour a-/-Rha les hommes présentent des taux plus élevés en
anticorps,

(2) du groupe sanguin : pour a-Rha, les individus du groupe A présentent un taux d’anticorps
plus élevés en moyenne ; pour B-Rha, les taux d’anticorps les plus importants sont au
contraire observés pour les individus du groupe B,

(3) de rage : le taux d’anticorps diminue avec I'age pour a-/3-Rha.

A noter également que depuis la mise en évidence de taux importants de NAbs anti-Rha
dans le sérum humain, des études a visée anti-cancéreuse s’appuyant sur des motifs
rhamnosylés ont été menées. Leur but est d’utiliser le systéme immunitaire humain pour cibler
et détruire différents pathogénes.*>%6 Notre travail s’inscrit également dans cette lignée.

En 2007, le groupe de Kiessling décrit pour la premiére fois la synthése d’'un module
bifonctionnel multivalent visant a rediriger des anticorps anti-aGal contre des cellules tumorales
afin d’induire leur destruction immunitaire.>° Le module de reconnaissance utilisé pour cibler
ces dernieres est composé d’'un mime non-peptidique de la séquence peptidique RGD (Figure
I-4a-1), interagissant avec les intégrines avfB3 surexprimées sur la membrane de certaines
lignées de cellules tumorales.*-%1

La structure du mime de RGD a été modifiée pour pouvoir intégrer différentes structures :

(1) une fluorescéine a été couplée au mime de RGD afin d’évaluer le taux d’intégrines av3 sur
chaque lignée cellulaire utilisée (Figure I-4a-3),

(2) une doxorubicine a été couplée au mime de RGD (Figure I-4a-4). Utilisée en chimiothérapie
anticancéreuse pour bloquer la synthése de TADN et ARN, ce motif a été sélectionné en tant
que contrdle positif,

(3) un motif Galal-3Gal a été couplé au mime de RGD, pour recruter les anticorps anti-aGal
(Figure 1-4a-5),

(4) la structure simple du mime de RGD modifié a été sélectionnée en tant que contrdle négatif
(Figure 1-4a-2).

Les études biologiques ont été réalisées sur 9 lignées cellulaires exprimant des pourcentages
différents en intégrines avB3 (Figure I-4b), et avec du sérum humain comme unique source
d’anticorps anti-aGal. Une destruction sélective des cellules tumorales par 5 a été observée,
illustrant 'action ciblée de 'ARM, avec une efficacité supérieure a la doxorubicine couplée 4 et
une absence de cytotoxicité pour le mime peptidique 2 (Figure I-4c).
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Figure I-4 : Utilisation d’'un ARM pour cibler les intégrines av33 surexprimées sur les cellules
fumorales
(a) structures des ARM testés (DOX : doxorubicine) ; (b) évaluation de la quantité d'intégrines
en fonction de la lignée cellulaire ; (c) cytotoxicité de 1, 4 et § (avec HS : « human serum »)
(issue et adaptée de Carlson et al. 2007)*

Le groupe de Paulson décrit en 2008 l'utilisation d’'un ARM pour cibler la protéine CD22
localisée a la surface des lymphocytes B, et également surexprimée sur les cellules cancéreuses
des leucémies aigués lymphoblastiques (Figure 1-5).52

L’ARM est constitué :

(1) d’une part, d’'un groupement nitrophénol (NP) pour la partie ABT et interaction avec les IgM
anti-NP (utilisation d’anticorps purifiés),

(2) d’autre part, d’'un motif saccharidique (NeuAca2-6GalB1l-4GIcNAc) pour la partie TBT,
fonctionnalisé avec un motif 9-biphenyl carbonylamido (BPC) installé sur I'acide sialique,
motif saccharidique connu pour son interaction forte avec la protéine CD22.

Un assemblage ternaire entre les IgM, TARM et CD22 a été observé a la fois sur plaque 96 puits,
sur billes magnétiques et sur cellules entiéres, venant ainsi confirmer I'efficacité de TARM. Des
essais de cytométrie en flux ont également permis de montrer que c’était TARM 11 qui permettait
la formation d’une quantité plus importante de complexe ternaire cellule-ARM-NAb (Figure 1-5).
Cette étude démontre l'influence de la nature du bras espaceur entre les parties ABT et TBT sur
I'efficacité du composé ARM.
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Figure 1-5 : Utilisation d’'un ARM pour cibler la protéine CD22 sur les lymphocytes B
Expérience de cytométrie en flux : influence de la nature du bras espaceur entre le motif DP
ligand d’anticorps et le motif saccharidique ligand de CD22 sur la formation du complexe
ternaire
(issue de O'Reilly et al. 2008)52

Le groupe de Spiegel a développé des molécules bifonctionnelles présentant le motif
dinitrophénol (DNP) reconnu par les anticorps anti-DNP. Dans une étude de 2009, il utilise le
concept d’ARM pour cibler des cellules tumorales de cancer de la prostate (Figure 1-6).%°
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Figure I-6 : Utilisation d’un ARM pour cibler la protéine PSMA et détruire sélectivement les
cellules tumorales de cancer de la prostate
(a) structure des ARM testés ; (b) inhibition de I'activité de la PSMA ; (c) cytotoxicité induite par
les ARM-P4/-P8 sur cellules LNCaP(PSMA-positive) et DU145 (PSMA-négative) (contrdle
négatif sans anticorps anti-DNP : « alone »)
(issue et adaptée de Murelli et al. 2016)%

Le criblage a été réalisé en utilisant des ligands de la protéine PSMA (Prostate Specific
Membrane Antigen) surexprimée a la surface des cellules du cancer de la prostate. Quatre
structures d’ARM présentant chacune un motif DNP et un ligand de la PSMA, reliés par un bras
espaceur de longueur variable, ont été synthétisées. Des tests d’inhibition de l'activité de la
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PSMA ont permis de mettre en évidence des interactions de lordre du nano- jusqu’au
picomolaire avec la protéine. Des tests de cytotoxicité ont également permis d’identifier une
structure dARM (ARMS-P8) capable d’'induire la destruction ciblée des cellules cancéreuses a
des concentrations de 'ordre de la dizaine de nanomolaires.

Dans une autre étude,* le groupe de Spiegel a mis au point un ARM capable de cibler la
glycoprotéine transmembranaire gp120 exprimée par le VIH, jouant un rdle clé lors de l'infection
des cellules saines par le virus. Au total,12 structures d’ARM ont été synthétisées. Ces derniéres
présentent une partie ABT constituée d’'un motif DNP, ainsi qu'une partie TBT constituée de
ligands de la gp120 dérivés d’azaindole/indole. Des tests d’interaction ont permis de confirmer
la formation d’'un complexe ternaire entre les anticorps anti-DNP, 'ARM et la protéine gp120. De
plus, des tests de cytotoxicité menés sur cellules sur-exprimant les genes Env responsables de
la formation de gp120 ont permis d’observer une action ciblée de 'ARM (Figure |-7).
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Figure I-7 : Utilisation d’'un ARM pour cibler la protéine gp120 présente sur le virus VIH
(a) structures de deux ARM testés ; (b) cytotoxicité induite par les ARM 9 et 2 sur cellules
HEK293T exprimant le géne Env, en présence ou absence d'anticorps (contrle négatif : S26)
(issue et adaptée de Parker et al. 2014)>3

Ce méme motif DNP a également été utilisé dans le cadre d’études similaires afin de
cibler des récepteurs de l'urokinase (UPAR), surexprimés sur certaines lignées de cellules
cancéreuses et impliqgués dans la migration cellulaire, le cycle de régulation cellulaire, ainsi que
Iadhésion cellulaire.?* Les premiers résultats prometteurs sur le ciblage de uPAR ont par ailleurs
donné lieu a un brevet déposé en 2016 et rendu public en 2018.%* Finalement, des études sur
'éradication de la prolifération d’infections fongiques ont été menées par construction de
modules bifonctionnels présentant a la fois le motif DNP et un ligand de la chitine, exprimée
spécifiquement au niveau des membranes des cellules du champignon.®®

c. Comparaison des taux de NAbs

Un premier test comparatif a été réalisé par 'équipe de Spiegel afin d’évaluer 'abondance
des NAbs anti-Rha, anti-DNP et anti-PC (Figure 1-8).%6 Cinq structures glycosylées ont été
synthétisées et fonctionnalisées avec :

(1) soit un motif DNP (Figure 1-8b-1),
(2) soit un ou deux rhamnose (Figure 1-8b-2 et 5),
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(3) soit une phospholine choline (Figure 1-8b-3).

Une structure utilisée en tant que contrble négatif a également été préparée par
protection de 'amine avec un groupement carboxybenzyle (Figure 1-8b-4). Ces différentes
structures ont ensuite été greffées sur des cellules par le biais du groupement N-
hydroxysuccinimide, présent en bout de chaine sur I'ensemble des structures. Les cellules
fonctionnalisées ont ensuite été criblées avec différents séra puis I'interaction a été évaluée en
cytométrie en flux. Pour 'ensemble des séra testés, la quantité d'IgG anti-PC est plus élevée
gue celle des IgG anti-Rha et Iégérement supérieure a celle des IgG anti-DNP. En ce qui
concerne le taux d’'IgM, les NAbs anti-Rha sont les plus nombreux dans le sérum (Figure |-8c).
Finalement, en ce qui concerne l'influence du nombre de motifs saccharidiques, linteraction
induite par la molécule bis rhamnose avec les NAbs anti-Rha est plus forte que celle induite par
interaction avec la molécule analogue ne présentant qu’'un seul rhamnose (Figure 1-8d).
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Figure I-8 : Comparaison des taux d’anticorps anti-DNP, anti-PC et anti-Rha
(a-b) structures des ABT testés ; (c-d) tests d'’interaction avec du sérum humain évalués en
cytométrie en flux.
(issue et adaptée de Oyelaran et al. 2013)%

Une seconde série d’expériences comparatives a été réalisée en 2014 par le groupe de
Kiessling.5” Les études réalisées ont visé a comparer les taux d’anticorps naturels anti-Rha, anti-
DNP et anti-aGal (Figure 1-9).

Chaque test d’interaction a été réalisé par SPR sur deux capteurs différents : les résultats
obtenus montrent que, sur les 5 séra testés, hormis pour le sérum 4, les taux de NAbs anti-Rha
sont supérieurs ou égaux a ceux des anti-DNP. Pour 'ensemble des séra, le taux moyen de
NAbs anti-aGal est toujours le plus bas (Figure 1-9b). En faisant la distinction IgG et IgM, on peut
s’apercevoir également que les NAbs anti-Rha et anti-DNP sont en majorité des IgM, alors que
la tendance inverse est observée pour les NAbs anti-aGal (Figure 1-9b).
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Figure I-9 : Comparaison des anticorps anti-DNP, anti-aGal et anti-Rha
(a) structures des ABT testés ; (b) tests d'interaction avec du sérum humain réalisés par SPR.
(issue et adaptée de Sheridan et al. 2014)%7

d. Notre projet : mise au point de modules multivalents glycosylés recruteurs de NAbs

Mon projet de thése s’integre dans le cadre d’'un projet démarré dans I'équipe depuis 3
ans et dont I'objectif est de développer des ARMs pour Fimmunothérapie anti-cancéreuse.
Les molécules bifonctionnelles mises au point sont composées de deux modules afin de recruter
des NAbs a proximité des cellules cancéreuses, et ainsi induire leurs destructions par réaction
immunitaire (Figure |-10). Le développement du module ABM (Antibody Binding Module)
interagissant avec des NAbs humains est une des taches qui m’ont été attribuées durant ma
these. Le guidage vers les cellules tumorales, assuré par la partie TBM (Tumoral Binding
Module), fait I'objet de la thése de Benjamin Liet, actuellement au sein de notre équipe : cette
partie ne sera donc pas détaillée dans ce manuscrit.
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Figure I1-10 : Projet ERC-LEGO : destruction sélective des cellules tumorales par action d'un
ARM permettant de recruter des anticorps endogenes



Structures glycosylées multivalentes

En ce qui concerne les ABM, nous avons choisi de cibler des NAbs dirigés contre des
motifs saccharidiques en tirant profit de la structure multimérique des anticorps pour améliorer
leur efficacité. En effet, les interactions anticorps/sucre sont des interactions faibles de 'ordre de
0,1 a 100 uM.*8 || est désormais bien connu grace a de nombreuses études, portant notamment
sur des lectines, que la présentation multiple des sucres sur un glycocluster ou un
glycodendrimére permet d’augmenter de maniere parfois spectaculaire leur affinité pour leur
cible.>%3

Le concept d’effet multivalent, ou effet cluster (« glycoside cluster effect »), a été
introduit en 1995 par le groupe de Lee.®* Cet effet est observable sile récepteur (protéine,
enzyme, etc.) posséde un ou plusieurs sites de liaisons, et si le ligand multivalent posséde la
valence, la géométrie et la taille adéquate pour maximiser I'interaction avec le recepteur.5® L’effet
multivalent observé entre un récepteur et son ligand peut étre da a differents mécanismes
d’interaction complexes (Figure 1-11), dépendamment notamment du nhombre et de la géométrie
des sites de reconnaissance du récepteur.
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Figure I-11 : Mécanismes d'effets multivalents
(a) association chélate ; (b) association chélate par regroupement de récepteur ; (c)
association a un sous-site ; (d) réassociation statistique
(adaptée de Cecioni, 2010)%°
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L’association chélate est 'un des mécanismes les plus étudiés, et donne lieu aux
augmentations d’affinité les plus élevées, notamment grace a la liaison simultanée de plusieurs
ligands sur une méme protéine (Figure I-11a). Il est également possible d’observer ce
phénoméne lorsque la migration des récepteurs est possible : ce phénomeéne de clustering est
observable notamment dans le cas de récepteurs membranaires (Figure 1-11b). Un effet chélate
est également possible lors de l'association a un sous-site en plus du site principal
d’interaction : cet effet est observable lorsqu’un site secondaire est impliqué dans l'interaction,
permettant une meilleure sélectivité (Figure I-11c). Enfin, le dernier mécanisme d’interaction est
lié a une réassociation statistique due a une concentration locale importante de ligand a
proximité du site d’interaction (Figure I-11d). A noter que l'effet multivalent observé pour un
couple ligand multivalent/récepteur multimérique n’est pas toujours dépendant d’'un seul
mécanisme d’interaction : une combinaison de mécanismes peut étre a lorigine d’'une
augmentation significative de I'affinité.

Structure multimérique des anticorps

Comme pour les lectines, les anticorps sont également sujets aux effets de multivalence.
En effet, les anticorps sont mono- ou multimériques, et présentent des valences différentes en
fonction de leur classe d’appartenance.®%’ Dans le sérum humain, on peut compter 5 grandes
familles d’anticorps :

(1) les immunoglobulines de type G (IgG) de structure monomérique avec 2 sites
d’interactions. lls constituent plus de 70% des anticorps du sérum.

(2) les immunoglobulines de type A (IgA) de structure dimérique avec 4 sites d’interactions.
lls constituent 15 a 20% des anticorps du sérum.

(3) les immunoglobulines de type M (IgM) de structure pentamérique avec 10 sites
d’interaction. lls constituent environ 10% des anticorps du sérum.

(4) les immunoglobulines de type D (IlgD) de structure monomérique avec 2 sites
d’interactions. lls constituent moins de 1% des anticorps du sérum.

(5) les immunoglobulines de type E (IgE) de structure monomérique avec 2 sites
d’interactions. lls constituent moins de 1% des anticorps du sérum.
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Figure I-12 : Types d’anticorps (a) et structure schématisée d’un IgG (b)
(adaptée de Labome et Fisher Scientific)



Nous comptons tirer profit de ces caractéristiques structurales pour développer des ABM
multivalents de haute affinité pour les NAbs, notamment pour les IgM et les IgG. Pour ce faire,
les structures mises au point reposent sur la présentation multivalente d’épitopes saccharidiques
sur différents chassis moléculaires.

Structure générale des ABM multivalents

Mon travail de thése a consisté a synthétiser des glycoconjugués multivalents avec des
dispositions de type cluster ou dendrimere, présentant un nombre variable de motifs
saccharidiques. Dans un premier temps, nous avons choisi de travailler avec le rhamnose, puis,
afin de réaliser des tests comparatifs sur NAbs, d’autres motifs ont été sélectionnés, tels que le
galactose, le Galal-3GalB1-4Glc, le GalNAc, ou encore le fucose. Dans le but d'évaluer
linteraction des NAbs avec les différents ABM préparés, des tests d’interactions par biopuce ont
été mis en place au laboratoire. Leur développement, ainsi que la validation des essais grace a
des mesures complémentaires effectuées par d’autres méthodes d’analyse d’interaction, ont tout
d’abord été réalisés avec une lectine modéle. Dans un second temps, les essais ont été adaptés
pour le criblage de séra humains, soit commerciaux soit issus de patients sains.
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Dans les années 80, une étude réalisée par Liang et al. sur une bibliothéque de 1300
composés, et avec la lectine Bauhinia purpurea (BPL), a montré qu’une présentation des sucres
sur billes de résine modifie de fagon significative I'affinité avec les lectines par rapport a un test
réalisé en solution.®®

Les avancées technologiques ont permis quelques années plus tard de proposer des
robots capables de réaliser avec une grande précision des dépb6ts sur surface solide.
Simultanément, grace au développement d’'une imagerie haute résolution, des systemes
miniaturisés ont été mis au point afin d’évaluer des interactions ligand/protéine sur surface a
I'échelle du micrométre. Ces essais d’interaction miniaturisés, initialement développés dans le
domaine des oligonucléotides avec les puces a ADN,®® permettent 'analyse de dizaines de
milliers de structures différentes immobilisées sur une unigue lame de verre. Adaptée au
domaine des glycosciences au début des années 2000, cette nouvelle technique d’analyse,
nommée glycoarray, a donné lieu a de multiples publications, et ce dés 2002. De nombreux
groupes ont contribués en paralléle a ce développement technologique, incluant les groupes de
Feizi, Shin, Wang et Blixt .">-"®

La réalisation de glycoarray permet I'analyse simultanée d’interactions entre une protéine
et différentes structures glycosylées, allant du simple monomere aux polysaccharides complexes,
en passant par les glycoconjugués et les glycoprotéines. L’avantage majeur de cette technique
d’analyse est une réduction drastique des quantités utilisées (ligands, protéines). En effet, les
dépdts réalisés sont de 'ordre de la centaine de micrométres de diameétre, permettant ainsi de
réduire les volumes de travail a quelques microlitres.”?7® La possibilité de réaliser des évaluations
d’interaction en paralléle permet également un gain de temps considérable permettant de tester
plus rapidement une large gamme de conditions expérimentales (concentrations, nature du
ligand, etc.).

Cependant, contrairement aux tests d'interaction réalisés en solution, les motifs
saccharidiques sont ici immobilisés sur une lame. Cela permet de présenter de facon
multivalente ces derniers sur la surface et ainsi de former des complexes ligand/protéine. On
comprend donc que linteraction ligand/protéine sera influencée par la disposition du ligand
glycosylé sur la surface. Afin de contrbler I'accessibilité et 'orientation des ligands, le choix de la
méthode d’immobilisation des ligands est donc un critere important pour le développement de
glycoarray, de méme que le contrble de la densité de surface - indispensable a l'interprétation
des résultats obtenus. L’évolution technologique récente a permis a une grande variété de
modes d’'immobilisation de voir le jour, permettant ainsi des applications variées dans de
nombreux domaines de recherche (anticorps, lectines, enzymes, cellules, etc.).
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Méthodes non-covalentes

Le premier mode de greffage possible repose sur des liens non-covalents, soit sans
contréle du site de liaison structure/surface, soit avec contrdle du site de liaison et de I'orientation
de la structure saccharidique (Figure 1-13).
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Figure I-13 : Greffage de motifs saccharidiques sur surface par le biais de liaisons non-
covalentes
(issue et partiellement adaptée de Park et al. 2013)""

Ce mode d’immobilisation repose sur l'adhérence des structures saccharidiques,
modifiées ou non modifiées, sur des surfaces par le biais d’interactions non covalentes. Une
des premiéres surfaces utilisées, décrite dés 2002 par le groupe de Feizi, est une surface en
nitrocellulose sur laquelle sont immobilisées les structures par interactions hydrophobes
(Figure 1-14a).”* Le groupe de Willats a choisi une immobilisation sur lames en polystyréne noir
oxydé, constituées d'une série de fines stries favorisant 'adsorption des structures par un
ensemble de liaisons de type Van der Waals (hydrophobes), hydrogénes et ioniques (Figure
I-14a).”* Pour ces deux types de surface, il est nécessaire que la structure saccharidique soit
suffisamment large pour induire une grande surface de contact avec la lame et ainsi une
interaction suffisamment forte pour que les structures résistent aux étapes successives de
lavages. Cette technique d’'immobilisation n’est donc pas adaptée aux structures simples, telles
gue les monomeéres saccharidiques.

Une autre option consiste a utiliser une lame fonctionnalisée avec des poly-L-lysines
chargées positivement (Figure 1-14b). Le groupe de Hsieh-Wilson s’est notamment servi de ce
type de lames pour immobiliser des structures présentant des groupements sulfate SOs chargés
négativement par le biais d’interactions électrostatiques.”®®

Enfin, des surfaces présentant des amines chargées positivement ou de type
semicarbazide (de motif -C(O)-NH-NHz) ont été envisagées par le groupe de Melnyk pour
immobiliser par physisorption des polyméres de type dextrane, présentant des groupements
chargés négativement tels que des motifs carboxylate COO" ou sulfate SOz (Figure 1-14c¢).%° Les
essais réalisés ont montré un faible greffage des structures sur surface amine contrairement aux
surfaces de type semicarbazide. Ici encore, ce type de greffage nécessite des structures de
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tailles conséquentes (supérieures a 15kDa) afin de s’assurer d’'une immobilisation sur la surface
suffisamment forte.
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Figure I-14 : Immobilisations non-covalentes sans contréle du site de liaison
(a) sur surface de nitrocellulose ou polystyréne noir oxydé ; (b) sur surface polylysine chargée
positivement ; (¢) sur surface amine ou semicarbazide.
(issue et partiellement adaptée de Park et al. 2013)""

Si une immobilisation non-covalente sans contréle du site de liaison est privilégiée pour
des structures de taille importante, 'immobilisation non-covalente de structures simples est
réalisable par contrble du site de liaison. Le premier exemple est celui des surfaces en
nitrocellulose ou en poly(fluorure de vinylidéne) (PVDF), polymere de motif -(CH.-CF2),, pour
immobiliser des néoglycolipides, présentant des unités saccharidiques fonctionnalisées avec un
bras lipidique (Figure I-15a).71.81-83
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Figure 1-15 : Immobilisations non-covalentes avec contréle du site de liaison
(a) néoglycolipides sur surface de nitrocellulose ; (b) par interaction fluor/fluor; (¢) par
interaction biotin/streptavidin ; (d) par hybridation de brins complémentaires d’ADN.
(issue et partiellement adaptée de Park et al. 2013)""

Une seconde option consiste a tirer parti des interactions fluor-fluor, pouvant offrir des
énergies d’interaction jusqu’a 20 kcal/mol.8* Des structures glycosylées fonctionnalisées avec
des chaines alkyles fluorées sont immobilisées sur des surfaces présentant des groupements
similaires (Figure 1-15b). Cette force d’interaction entre les deux partenaires est d’autant plus
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grande que les chaines alkyles sont grandes et les groupements fluors sont nombreux. Plusieurs
groupes ont utilisé cette technique d'immobilisation pour préparer leurs biopuces. L'utilisation de
lames fonctionnalisées avec des alkyles polyfluorées a notamment permis au groupe de Pohl
d’immobiliser différentes structures simples (arabinose, rhamnose, lactose, mannose, galactose,
glucose, etc.).858" Le groupe de Wong s’est également intéressé a ce type de greffage en variant
[égérement la nature des surfaces et en installant les chaines alkyles polyfluorées par
Iintermédiaire de phosphonate.®

Les interactions biotine/streptavidine, qui présentent un Kd de l'ordre du femto (101°)
molaire, ont également été utilisées (Figure I-15c¢). Le groupe de Bovin a notamment utilisé des
surfaces d’or fonctionnalisées par de la streptavidine afin de greffer différentes structures allant
des monomeéres simples, tel que I'antigéne Tn (GalNAca-), aux polysaccharides complexes, tel
que le HNK (3-O-Su-GIcAB1-3GalB1-4GIcNAcB1-3GalB1-4GlcB-).8° Le groupe de Bertozzi s’est
également intéressé a une immobilisation sur lame streptavidine afin de greffer différents
glycopolymeres, présentant jusqu’a 174 unités saccharidiques et fonctionnalisés avec une
biotine en bout de chaine.®®®! Finalement, une bibliotheque étendue de 135 structures, dont 19
mono-, 33 di- et 43 trisaccharides, ainsi que 40 polysaccharides de structures plus étendues, a
été immobilisée par le groupe de Blixt en utilisant cette méthode.®

Un dernier exemple de greffage non covalent avec controle du site de liaison est
Fimmobilisation par hybridation de brins complémentaires d’ADN (Figure [-15d).
Développées et appliquées depuis une dizaine d’années par les groupes de Souteyrand,
Chevolot, Vasseur et Morvan, cette technique d’immobilisation appelée DDI (DNA-Directed
Immobilisation) repose sur la fonctionnalisation de conjugués saccharidiques avec un
oligonucléotide, ainsi que sur la préparation de la surface par fonctionnalisation avec le brin
d’ADN complémentaire. L’interaction des 2 brins d’ADN permet le greffage des différentes
structures sur la lame par le biais de liaisons hydrogenes.%-

Méthodes covalentes

Un second mode de greffage possible repose sur la formation de liens covalents avec,
ici encore, soit une absence de contrdle du site de liaison structure/surface, soit avec contrble
du site de liaison et de I'orientation de la structure saccharidique (Figure 1-16).

L U - E
Site non-spécifique
Site specnflque &

Figure I-16 : Greffage de motifs saccharidiques sur surface par le biais de liaisons covalentes
(issue et partiellement adaptée de Park et al. 2013)""
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La préparation de structures modifiées nécessitant du temps et pouvant s’avérer
fastidieuse, la méthode la plus simple pour greffer de fagcon covalente des structures sur surface
est d'utiliser des sucres non modifiés. Une majorité des immobilisations covalentes sans
contrble du site de liaison nécessite de travailler sous irradiation lumineuse avec des surfaces
fonctionnalisées avec des groupements photoréactifs. Un premier exemple illustré par
Angeloni et al. consiste a utiliser une surface fonctionnalisée avec des motifs aryl-trifluoro-
méthyl-diazirine, qui sous irradiation lumineuse vont conduire a la formation de carbénes
hautement réactifs (Figure I-17a).%” Un groupement de type azidoaryl peut également étre utilisé,
lirradiation lumineuse de ce dernier menant a la formation d’un nitréne de réactivité similaire au
carbéne. Cette technique de greffage a notamment été utilisée par le groupe de Ramstrom qui
a immobilisé des mono- et des disaccharides non modifiés sur des surfaces fonctionnalisées
avec des motifs perfluorophenylazide (PFPA) (Figure I1-17b).%® Enfin, le groupe de Koberstein a
utilisé des surfaces présentant des motifs phtalimides qui conduisent a la formation d’espéces
radicalaires sous une irradiation lumineuse, ainsi qu’a la formation de liaisons covalentes par
recombinaison radicalaire entre la structure saccharidigue non modifiée et la surface (Figure
|_17C)_99,100

Un dernier type d'immobilisation, qui cette fois ne requiert pas d’irradiation lumineuse, a
été décrite par I'équipe de Lin. Le greffage repose sur l'utilisation d’unités d’acide boronique
capable d’engendrer des liaisons covalentes par complexation avec les structures
saccharidiques non modifiées (Figure 1-17d).10%:102
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Figure I-17 : Immobilisations covalentes sans contréle du site de liaison
Greffage de glycanes non modifiés : par irradiation lumineuse sur surface fonctionnalisée avec
de l'arylfluorométhyldiazirine (a), avec des groupement azidoaryles (b) ou avec des
groupements phtalimides (c) ; sans irradition lumineuse par complexation (d).
(issue et partiellement adaptée de Park et al. 2013)""

Finalement, le dernier mode de greffage possible repose sur la formation de liens
covalents entre les structures déposées et la surface, tout en contrdlant la localisation du site
de greffage ainsi que I'orientation du ligand. Cette méthode d’immobilisation est la plus
réepandue et la plus décrite dans la littérature. Elle requiert cependant l'installation de
groupements fonctionnels sur les structures saccharidiques, en position anomérique le plus
souvent, et sur les surfaces, permettant ainsi d’effectuer une ligation chimiosélective entre les
deux partenaires. Cette technique est trés efficace, et compatible avec un grand nombre de
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structures : des plus simples (monosaccharides) aux plus complexes (polysaccharides,
structures multivalentes). Les méthodes de ligations les plus répandues sont présentées dans le
paragraphe suivant.

Un des premiers exemples de ligation covalente décrit dans la littérature est le couplage
thiol/maléimide. Il consiste en 'immobilisation de structures fonctionnalisées sur des surfaces
présentant des thiols (Figure 1-18a),%1%® ou fonctionnalisées avec des motifs maléimide (Figure
I-18c).104

La formation de ponts disulfures, couramment employée en bioconjugaison, a
également été appliquée a 'immobilisation de conjugués fonctionnalisés avec un groupement
thiosulfonate sur une surface présentant des thiols (Figure 1-18b).1% Une immobilisation de
conjugués présentant des thiols sur une surface fonctionnalisée avec des motifs de type
pyridyldisulfide a également été décrite par le groupe de Kiessling (Figure 1-18d).1%¢

La formation de liens imines a été utilisée par le groupe de Seeberger, avec l'utilisation
de surfaces fonctionnalisées avec des groupements amines afin d’immobiliser des structures
sulfatés de type héparine (Figure 1-18e).%07

La chimie des oximes a également été employée par le groupe de Hsieh-Wilson afin
d’immobiliser des structures fonctionnalisées avec des oxyamines sur des lames aldéhyde
(Figure 1-18f).108

Une des méthodes de greffage les plus décrites consiste a former des liens amides qui
présentent lavantage d'étre trés stables dans différentes conditions expérimentales,
contrairement a certaines des méthodes citées précédemment. |l s’agit ici d’'utiliser des surfaces
fonctionnalisées avec des esters activés (NHS) afin d'immobiliser des structures saccharidiques
présentant des groupements amines (Figure I-18g). Parmi les nombreuses équipes utilisant cette
technique, on peut notamment citer celles de Blixt,’®1% Seeberger,'*° Shin,'! Cummings,2113
et plus récemment les groupes de Reichardt!'#1 et Bovin.!®

Le groupe de Mrksich s’est également intéressé aux couplages diéne/diénophile par
réaction de Diels Alder pour immobiliser, de facon rapide et efficace, des structures
fonctionnalisées par des cyclopentadienes sur des surfaces présentant des motifs benzoquinone
(Figure 1-18h).”

L'ouverture d’époxyde par des hydrazines fait partie des méthodes d’immobilisation
décrites par le groupe de Shin (Figure 1-18i).11"-121 Ce mode de greffage hydrazine/époxyde est
réalisable en présence de thiols et d’amines non protégés sur la structure glycosylée, les
réactions thiol/époxyde et amine/époxyde étant possibles mais beaucoup plus lentes. Le groupe
de Gildersleeve s’est par exemple intéressé a limmobilisation de néoglycoprotéines (BSA
glycosylée) sur lames époxydes (Figure 1-18j).122-125

Le groupe de Shin a montré que des surfaces présentant des groupements hydrazines
ou oxyamines permettent également d’immobiliser des structures saccharidiques non modifiées
via leur extrémité réductrice (Figure 1-18k).1?6-128 Ces techniques de greffage ont également été
utilisées par le groupe de Wang.1291%0
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Figure I-18 : Immobilisations covalentes avec contrdle du site de liaison

Par ligation : (a) d’un groupement maléimide ou (b) d’un groupement thiosulfate sur une surface fonctionnalisée avec des thiols ;
de groupements thiols sur lame maléimide (c) ou sur lame 2-pyridyl-disulfite (d) ; (e) de groupements héparines sur lame amine ;
(f) de groupements oxyamines sur lame aldehyde ; (g) de groupements amines sur lame NHS ; (h) de cyclopentadiene sur lame
benzoquinone ; de groupements hydrazines (i) ou de BSA (j) sur lame époxyde ; (k) de sucres non modifiés sur lame hydrazine
ou oxyamine ; de groupements azotures sur lame alcyne (I) ou sur lame phosphane (n) ; (m) de groupements alcynes sur lame
azoture ; (o) de groupement 4-azido-2,3,5,6-tetrafluorophényl sur surface de polymere.

(issue et partiellement adaptée de Park et al. 2013)""



La formation de liens triazole, catalysée ou non par le cuivre, est une méthode
également couramment décrite lors de la préparation de biopuces (Figure 1-18 I-m). L’équipe de
Bertozzi s’est notamment intéressée au greffage de différents glycopolymeres fonctionnalisés
par des alcynes sur surfaces fonctionnalisées avec des azotures.®®! Le groupe de Disney a quant
a lui privilégié des surfaces présentant des groupements alcynes.**? Enfin, le groupe de Godula
s’est intéressé a des immobilisations sur surfaces fonctionnalisées avec des alcynes contraints
de type cyclo-octyne, afin de s’affranchir du cuivre pour réaliser la réaction de cycloaddition.**?

Une des récentes utilisations des réactions de chimie click, couramment utilisées en
solution et adaptées aux réactions sur surface, est la réaction de Staudinger. Cette derniére a
été utilisée pour immobiliser des structures présentant des groupements azotures sur des
surfaces fonctionnalisées avec des phosphanes, par formation de liens amides (Figure
[-18n).134

Enfin, un dernier exemple de ligation covalente avec contréle du site de liaison, décrit par
le groupe de Ramstrém, consiste a utiliser une ligation similaire a celle décrite dans la partie
précédente en Figure I-17b. Sous irradiation lumineuse, une surface en polymére a été
fonctionnalisée par greffage de structures saccharidiques présentant des groupements
azidotétrafluorophényles (PFPA) (Figure 1-180).%

Comme mentionné précédemment, la présentation de motifs saccharidiques sur une
surface permet une disposition multivalente pouvant influencer linteraction avec la protéine
ciblée. Par exemple, a haute densité de greffage, une liaison de type chélate peut se produire
avec les protéines testées, et ainsi biaiser l'interprétation des résultats obtenus. Dans le cadre
d’'une immobilisation par DDI, Dupin et al. ont montrés que les valeurs d’ICso étaient dépendantes
de la concentration en ligand glycosylé sur la surface analysée. Ainsi, la comparaison de deux
ligands glycosylés ne peut se faire qu'a la méme densité d’immobilisation.'® Il est donc
nécessaire de maitriser I'étape de greffage des différentes structures saccharidiques pour éviter
ce phénomene de clustering. Plusieurs méthodes de contréle de densité de surface ont été
développées, et ont permis de mieux comprendre cette étape clé qu’est le greffage.

Méthodes basées sur la spectroscopie

Parmiles méthodes classiquement utilisées pour caractériser les surfaces, des méthodes
basées sur des analyses spectroscopiques ont été adaptées a la miniaturisation des systemes
et a l'analyse sur biopuces, a savoir: la spectroscopie MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation - Time of Flight),}*¢-1%8 |a spectroscopie SAMDI-TOF (Self-Assembled
Monolayers and Desorption lonization)*%140 et la spectroscopie XPS (X-ray Photoelectron
Spectroscopy).}*! La spectroscopie IR (infrarouge) et la SNMR (Surface Nuclear Magnetic
Resonance) peuvent également étre envisagées pour une analyse sur surface. Ces différentes
méthodes permettent de déterminer avec précision la nature du ligand greffé sur la surface, mais
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nécessitent cependant un équipement spécifique, onéreux, et donc difficilement accessible pour
Fensemble des équipes de recherche travaillant sur biopuces.

D’autres méthodes, plus rapides, permettent également un contréle qualitatif de
Fhomogénéité de greffage, notamment par mesure de fluorescence.

Mesure de fluorescence

La mesure du taux de greffage par fluorescence permet a la fois de contréler si le greffage
a été effectué correctement, et si ce dernier est homogéne entre les différents dépots.

L’équipe de Cummings a choisi de contrbler le greffage de glycoconjugués par mesure
de la fluorescence en utilisant la 2,6-diaminopyridine (DAP) en tant que bras espaceur pour
greffer des glycoconjugués (GDAP) sur la surface de la lame (Figure 1-19).2%2 Les conjugués
GDAPs émettent une fluorescence pour une longueur d’excitation de 495 nm (laser bleu).
L’intensité de fluorescence observée est dépendante de la concentration locale en GDAPs
immobilisés sur la surface et permet ainsi de (1) localiser le dépbt et (2) quantifier le taux de
greffage. Cette technique a permis d’observer que 'immobilisation de leurs GDAPs était plus
efficace sur lames époxyde avec 30-45% de taux de greffage contre seulement 5-10% sur
lames NHS. Cette observation a permis aux auteurs d’expliquer les différences d’interactions
observées pour une méme lectine entre les deux lames, et de confirmer la nécessité de controdler
I'étape d’immobilisation pour pouvoir interpréter par la suite les résultats des tests d’interaction.

HaN._N._NH;
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Figure I-19 : Contréle du taux de greffage en utilisant des GDAPs
(issue de Song et al. 2008)42

Un contrdle de la densité de greffage adapté aux immobilisations par DDI a été développé
par Chevolot et al.®3%143 Un fluorophore Cy3 a été installé sur I'extrémité du brin d’ADN
conjugué au sucre afin de controler 'Thomogénéité de greffage entre les différents dépdts (Figure
[-20c). Pour des dépbts de concentrations identiques, une intensité de fluorescence de Cy3
relativement constante est attendue, indiquant un greffage homogeéne. Cette méthodologie est
compatible avec deux voies de criblage : la premiére voie, qui est la plus couramment employée
en biopuces, consiste aimmobiliser le conjugué sur lame, a controler son greffage, puis a réaliser
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I'étape d’interaction (Figure I-20a) ; la seconde possibilité consiste a réaliser une étape
d’'incubation ligand/lectine en solution, a greffer le complexe sur lame, et ensuite a contrbler
simultanément le greffage et 'interaction (Figure 1-20b). Cette technique de contréle du greffage
a été appliquée a 'immobilisation de sucres monovalents,® et surtout de structures glycosylées
multivalentes®%:143-147 noyr le criblage de lectines multimériques.
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Figure 1-20 : Contréle du greffage par DDI par marquage avec Cy3
(a) immobilisation des ligands sur lame puis interaction avec les lectines ; (b) pré-incubation
en solution des ligands avec les lectines puis immobilisation sur lame ; (c) structure générale
des ligands greffés sur lame.
(issue de Chevolot et al. 2007)%3

Finalement, si une mesure de fluorescence n’est pas compatible avec les structures
greffées ou les systémes ligand/protéine étudiés, il est possible de recourir a d’autres méthodes
permettant de contréler l'espacement entre deux motifs saccharidiques.

Contrdle de I'espacement entre deux motifs glycosylés

L’influence de la densité de surface en ligands sur linteraction avec des lectines a
également été évaluée par I'équipe de Shin, en utilisant des dendrons.*® Différents
néoglycopeptides, de valences comprises entre 1 et 4, ont été immobilisés sur lames époxydes,
puis criblés avec différentes lectines multimériques. La densité de greffage a été contrblée :

(1) dans un premier temps en réalisant des dilutions avec un ligand non glycosylé,
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(2) dans un second temps, en modifiant la structure de la surface par greffage de dendrons
en forme de cones, sur lesquels ont été greffés les néoglycopeptides.

L’installation de dendrons a permis de fixer la distance de 0,5 nm entre deux néoglycopeptides
pour un greffage classique sur lame époxyde, de 3-4 nm pour les surfaces fonctionnalisées avec
les dendrons de 2" génération, et de 6-7 nm pour les dendrons de 3°™ génération (Figure
1-21).1491%0 | e controle de la densité de greffage a permis de confirmer que linteraction
ligand/lectine était dépendante de la densité de surface en ligands immobilisés.
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Figure I-21 : Utilisation de dendrons pour contrbler la distance entre deux ligands greffés sur
lame de microarray

avec : X = néoglycoprotéine
(issue et adaptée de Tian et al. 2012)14

Le groupe de Sun s’est intéressé a 'immobilisation de glycopolyméres en contrdlant
lorientation et en modulant la densité en motifs saccharidiques, grace a I'utilisation de blocs
moléculaires « temporaires ».1°! Ces blocs ont été préparés par fonctionnalisation de
polyacrylamides, de lysosomes ou de BSA avec des acides boronigues. Ces derniers ont été
pré-complexés avec les motifs saccharidiques du polymére, la complexation étant réversible et
dépendante du pH (Figure 1-22a). Aprés greffage des différents blocs sur lame, les ligands ont
été décrochés des chaines glycosylées par augmentation du pH, laissant ainsi sur la surface les
glycopolyméres nus équidistants les uns des autres. Afin d’évaluer linfluence de la distance
entre deux chaines de polyméres, un test d’interaction a été réalisé avec la lectine PNA. Une
affinité d’interaction plus élevée a été obtenue pour les chaines greffées avec les ligands
boroniques (Figure 1-22c-e) par rapport aux chaines greffées sans (Figure I-22b). L’interaction la
plus élevée a été obtenue pour 'espacement imposé par le ligand polyacrylamide (Figure 1-22c).
Cette plateforme a permis un greffage de glycopolyméres en contrdlant 'espacement entre
chaque brin, ainsi que son orientation, permettant d’envisager I'application de cette méthodologie
au criblage d’autres protéines.
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Figure I-22 : Contréle de I'orientation et de la densité de greffage de glycopolymére par
utilisation de ligands fonctionnalisés avec un acide boronique
(a) réaction de complexation ; greffage du glycopolymére : (b) nu ; (¢) complexé avec les
ligands-polyacrylamide ; (d) complexé avec les ligands-lysosome ; (e) complexé avec les
ligands-BSA.
(issue et adaptée de Narla et al. 2012)*>*

Finalement, il est également possible de contréler 'espacement entre deux motifs
saccharidiques en construisant des glycodendriméres ou -clusters. Cette approche permet
également de contrdler I'orientation du motif saccharidique sur la surface. Ce point sera abordé
plus en détail dans la partie traitant des applications des biopuces pour des glycoarrays
multivalents. C’est cette approche que nous avons choisie d’utiliser dans le cadre de mon projet
de thése.

d. Applications des glycoarrays
i.  Glycoarrays monovalents

L’analyse d’interaction entre des ligands immobilisés sur la lame et différentes protéines
en solution est l'utilisation la plus répandue des glycoarrays. Il n’y a pas de limitation concernant
la structure de la protéine : la seule condition pour pouvoir réaliser ce type d’étude est de pouvoir
détecter I'interaction, par mesure de la fluorescence par exemple, en utilisant un marquage direct
de la protéine ou un partenaire marqué (anticorps secondaire fluorescent, couplage
biotine/streptavidine couplée a un fluorophore,etc.).

Interactions avec des protéines

Différentes protéines (lectines, anticorps, protéines virales) ont été criblées par biopuce
afin d’étudier leur spécificité d’interaction.

Les lectines sont des protéines multimériques interagissant spécifiquement avec des
motifs saccharidiques grace a leur CDR (Carbohydrate Domain Recognition). Elles sont
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caractérisées par des constantes de dissociation de I'ordre du micromolaire pour des interactions
monovalentes.

Afin d’identifier des ligands sélectifs pour une lectine, I'équipe de Shin a réalisé un test
d’interaction en immobilisant 55 analogues de mono- et disaccharides, et en testant, sur une
seule lame, 11 lectines végétales différentes. Deux structures analogues de Galal-4GIcNAc
ont montré une interaction spécifique, respectivement pour les lectines STL (Solanum
Tuberosum lectin) et WGA (Wheat Germ Agglutinin). Ces deux analogues ont été testés sur
cellules et ont montré une inhibition de l'interaction des deux lectines avec le glycocalyx des
cellules.t?

De nouveaux ligands sélectifs de lectines humaines ont été mis en lumiére en 2018 par
'équipe de Reichardt, en collaboration avec les groupes de Bernardi et Fieschi.’®? Quatre
lectines impliqguées dans des mécanismes immunitaires ont été testées : DC-SIGN, DC-SIGNR,
Langérine et Dectine-2. Ces lectines interagissant spécifiguement avec les motifs mannose et
fucose, une bibliothéque de 50 glycomimétiques a été synthétisée et immobilisée sur lame. Les
tests d’interaction réalisés ont permis d’identifier pour la premiére fois des structures
glycomimétiques mannosylées et fucosylées en tant que ligands sélectifs et, fortement affins,
pour la lectine Dectine-2. L’approche par biopuce a permis d’obtenir rapidement des informations
clés pour la conception et 'optimisation d’inhibiteurs sélectifs de lectines humaines permettant
ainsi d’envisager le développement d’inhibiteurs analogues multivalents.

Les techniques d’analyse par glycoarray ont également été employées pour évaluer
Iinteraction de différentes structures saccharidiques avec des anticorps monoclonaux.” La
détection de I'interaction consiste en général a utiliser un anticorps secondaire fluorescent ou un
systéme biotine/streptavidine fluorescente.

Le groupe de Blixt a décrit récemment le développement d’'un nouvel mAbs anti-Tn (G2-
D11) obtenu par criblage de phages. Afin d’évaluer la spécificité d’interaction de G2-D11, deux
séries de criblage par biopuce ont été réalisées sur un large panel de glycopeptides immobilisés
sur les surfaces : la premiére série d’expériences a consisté a étudier I'influence de la position
du motif Tn (soit a-GalNAc-Ser, soit a-GalNAc-Thr) sur la chaine peptidique ainsi que l'influence
des acides aminés adjacents sur l'interaction avec G2-D11 ; la seconde série d’expériences a
consisté a évaluer l'interaction de 'anticorps avec différents motifs saccharidiques comprenant
un a-GalNAc en position terminale (a-GalNAc, antigéne Tn, antigéne du groupe sanguin A).
Parmi la bibliotheque étendue évaluée, G2-D11 a montré une interaction spécifique avec les
glycopeptides présentant deux antigénes Tn adjacents (bis-Tn), indépendamment de l'acide
aminé en position anomere et avec une faible influence des acides aminés adjacents.
L’interaction obtenue pour les motifs bis-Tn offre un Kd de l'ordre de la dizaine de nanomolaire.
De plus, l'interaction obtenue avec I'a-GalNAc est faible et aucune interaction n’a été détecté
pour I'antigéne sialyl-Tn. Ainsi, le mAbs ne présentant ni de réactivité croisée avec les épitopes
sialyl-Tn, ni avec les antigénes du groupe sanguin A (a-GalNAc en position terminale) et les
motifs Tn étant surexprimés sur les cellules tumorales, G2-D11 est un bon candidat pour
I'immunothérapie anti-cancéreuse.'*®
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Plus récemment, le groupe de Nifantiev a mis en évidence linteraction spécifique de
mADbs de souris avec le galactomannane, un polyoside produit par le champignon Aspergillus
fumigatus.'® Pour ce faire, une bibliothéque de 13 oligosaccharides synthétiques constitués de
1 & 6 galactofuranoses a été immobilisée et criblée avec différentes concentrations d’anticorps.
Les interactions les plus élevées ont été observées pour la séquence pentasaccharidique GM1
(utilisée pour la production du mAbs), ainsi que pour son analogue heptasaccharide synthétique.
Ainsi, grace a 'amélioration des techniques de synthése, de nouvelles structures saccharidiques
fongiques sont a présent synthétisables en laboratoire et représentent une alternative
intéressante aux polysaccharides naturels pour développer des nouveaux anticorps
monoclonaux.

De nombreux tests de criblage ont également été réalisés avec du sérum humain pour
comprendre les mécanismes d’action du systéme immunitaire. De nouvelles structures de
ligands de NAbs ont été mises en lumiére par les groupes de Gildersleeve et Bovin en 2009. Si
des structures attendues ont répondu positivement aux tests d’interaction, telles que les motifs
a-GalNAc et a-Gal, d’autres structures plus surprenantes et inattendues, telles que le rhamnose,
ont donné des résultats prometteurs. Depuis leur détection lors de ces campagnes de criblage,
ces nouveaux ligands de NAbs ont conduit & des applications a visée biomédicale, telles que

'immunothérapie, et le nombre de publications utilisant ces structures ne cesse de croitre. 155~
160

Le développement des glycoarrays a également permis des avancées notoires pour la
détection d’allergénes et leur compréhension. Des tests d’interaction sur du sérum humain avec
une détection des anticorps igE a notamment permis de mettre en avant certaines structures
saccharidiques responsables d’allergies. Parmi ces structures, on peut retrouver les motifs
Galal-3Gal, contre lesquels les individus allergiques a la viande présentent des igE, ainsi que
des structures complexes reposant sur des cceurs de type xylose ou Fucal-3Fuc impliquées
dans les allergies aux pollens.16%162

Beaucoup de pathogenes utilisent les motifs saccharidiques exprimés sur les cellules
épithéliales pour adhérer a ces cellules et initier leur infection. Afin d’étudier l'influence de la
présentation des motifs saccharidiques, et de la multivalence associée sur la spécificité
d’interaction du virus influenza, I'équipe de Godula a mis au point un polymére d’acrylamide
fonctionnalisé avec des groupements N-methylaminooxy sur lesquels peuvent étre greffés des
sucres non modifiés, naturels ou commerciaux,'® afin de mimer la présentation des glycanes
caractéristiques des mucines. L'ensemble des glycopolyméres préparés a été immobilisé sur
lame puis incubé avec les structures entieres des virus HIN1 et H3N2. Un anticorps secondaire
anti-H1 ou -H3 a été utilisé pour évaluer l'interaction glycopolymeére/virus. Les tests réalisés ont
notamment permis d’identifier des ligands des virus influenza HIN1 et H3N2, et ouvrent ainsi la
voie vers une meilleure connaissance des mécanismes d’infection virale.

Le recours a des tests d’interaction par biopuce permet également de caractériser de
nouvelles protéines. En complément d’'une étude structurale, les spécificités d’interaction de la
lectine recombinante Bauhinia forficata (BfL) ont été analysées par biopuce. La lectine BfL
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présente un intérét thérapeutique car elle posséde des propriétés cytostatiques pour plusieurs
lignées de cellules cancéreuses, en inhibant leur prolifération. Le groupe de Gildersleeve a mis
en évidence une forte affinité de la lectine pour les structures saccharidiques présentant un motif
a-GalNAc en position terminale, avec des Kd de surface de I'ordre de 0,5 a 1 nM pour I'antigéne
Tn, et de 0,5 nM pour I'a-GalNAc. L'utilisation de biopuce a permis de caractériser efficacement
les spécificités d’interaction de la lectine, permettant ainsi de donner des clés pour comprendre
son mécanisme d’action sur les cellules cancéreuses.'?®

Criblage de cellules procaryotes et eucaryotes entiéres

L’utilisation de glycoarrays pour cribler des structures entieres de cellules a été rapportée
pour la premiere fois en 2004. L'analyse par biopuce est en effet particulierement adaptée au
criblage de cellules entieres, la disposition multivalente des sucres sur la surface permettant de
mimer linteraction cellule/cellule.

Dans une premiere étude, Disney et Seeberger se sont intéressés a des souches de
cellules bactériennes E. coli.'*® Aprés immobilisation de 5 monosaccharides différents (Man,
Fuc, Glc, GIcNAc et Gal) sur lame, cette derniére a été incubée directement avec la bactérie.
Une interaction avec le mannose a été observée a la fois pour des solutions homogénes de
bactérie, ainsi que pour des solutions hétérogénes contenant un mélange de bactéries et de
protéines. Afin d’inhiber 'adhésion bactérienne, des études de compétition ont également été
réalisées avec différents analogues de mannose permettant des déterminations d’ICgq
(concentration pour laquelle 90% de 'adhésion est inhibée). Cette étude est le premier exemple
de criblage de cellules bactériennes sur lames, ouvrant ainsi la voie a une détection directe de
pathogénes par biopuce.

En paralléle de I'équipe de Seeberger, I'équipe de Schnaar a initié I'étude par biopuce de
cellules eucaryotes animales et humaines.!%® Aprés immobilisation de différentes structures de
mono- et oligosaccharides, une premiére série d’expériences a été réalisée avec des
hépatocytes de poulet exprimant des lectines de type C, interagissant avec les motifs GIcCNAc.
Aprés élimination des cellules non adhérentes, une révélation des cellules adhérentes par
imagerie de fluorescence a permis de détecter une interaction des cellules avec les motifs
présentant des GIcNAc liés par leur extrémité non réductrice. Une absence d’interaction a
également été observée pour les motifs présentant des galactose ou GalNAc en position
terminale. Comme pour I'étude avec E. coli, des tests de compétition ont également été réalisés
afin d’inhiber 'adhésion cellulaire. La méthode mise au point avec les hépatocytes a été adaptée
aux cellules humaines dans le cadre d’'une seconde série d’expérience. Un panel de 45
structures glycosylées a été immobilisé sur lame puis criblé avec des lymphocytes T CD4+. Une
adhésion tres forte a été observée pour la structure sialyl Lewis* (Neub5Aca2-3GalB1-4[Fucal-
3]GIcNACcB-), alors que la structure non fucosylée (NeuS5Aca2-3GalB1-4GIcNAcB-) ne permet
gu'une adhésion faible. Seules trois autres structures, présentant soit un mannose soit un
GIcNAc en position terminale, ont montré une adhérence cellulaire. Cette étude a montré qu'il
était possible de réaliser des tests sur biopuce avec des cellules eucaryotes entiéres dans le but
d’étudier les spécificités d’adhésion cellulaire. En comparaison avec les essais sur protéines,
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des précautions de manipulations sont cependant nécessaires, notamment avec un contrdle des
détergents utilisés ainsi que des conditions de manipulation douces, afin de ne pas endommager
les cellules.

En 2012, I'équipe de Turnbull a étudié l'influence des héparines sur 'activation du signal
des facteurs de croissance de fibroblastes (FCF2) conduisant a la phosphorylation de deux
enzymes ERK1/2.1% Pour ce faire, des structures glycosylées de type héparine ont tout d’abord
été immobilisées sur une lame a faible densité de surface. La lame a ensuite été mise en contact
avec des cellules déficientes en HS (héparanes sulfates), afin de n’avoir comme seule source
d’héparines que les structures immobilisées sur la surface. Ces derniéres ont ensuite été
stimulées avec FCF2, puis l'utilisation d’un anticorps anti-pERK1/2 (enzyme phosphorylée)
fluorescent a été utilisé (Figure 1-23). La phosphorylation de ERK1/2 par stimulation des cellules
par FCF2 n’a été observée qu’en présence d’héparines sur la lame, montrant ainsi l'influence de
ces dernieres sur l'activation de FCF2. Des essais de compétition ont également été réalisés afin
d’'inhiber 'action de FCF2. La méthode mise au point par Turnbull présente un fort potentiel pour
étudier le lien structure/activité des glycanes dans différents processus biologiques, avec une
extension de la méthode pour cribler des bibliothéques plus importantes d’héparanes sulfates
naturels dans un premier temps, puis synthétiques dans un second temps.
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Figure I-23 : Utilisation des glycoarrays a taux de greffage faibles pour cribler des structures
entieres de cellules
(issue de Puvirajesinghe et al. 2012)764

Une étude similaire visant a étudier le lien structure/activité a été réalisée par I'équipe de
Shin.’?8 Des glycoarrays préparés avec une haute densité de greffage ont été utilisés pour
déterminer des structures saccharidiqgues impliquées dans la stimulation de la lectine

32



membranaire SIGN-R1. Cette lectine murine est similaire a la lectine humaine DC-SIGN, et est
surexprimée chez la souris au niveau de certains macrophages. Elle interagit avec les dérivés
mannosylés et fucosylés, et est dépendante de la présence de calcium. L’interaction de glycanes
bactériens ou viraux avec cette lectine conduit a une réponse cellulaire, et plus précisément a
une production de dérivés réactifs de I'oxygéne (ROS, Reactive Oxygen Species) par les cellules.
L’étude réalisée a consisté a étudier la stimulation de la lectine SIGN-R1 par détection de ROS
grace a une sonde fluorescente (Figure 1-24). Pour ce faire, 30 structures glycosylées ont été
immobilisées sur lame, puis cette derniére a été mise en contact avec les cellules. Une premiéere
partie de I'étude a consisté a étudier 'adhésion des cellules sans sonde fluorescente : une
adhésion a été observée pour les motifs a-Man, et également pour des structures avec un a-Fuc
en position terminale, ou contenant des GIcNAc. Aucune adhésion n’a cependant été observée
pour B-Man, ManNAc et des structures phosphorylées de mannose. Une seconde partie de
l'étude a consister a utiliser la sonde fluorescente anti-ROS, qui a permis de mesurer une
production de ROS pour les structures contenant a-Man, du fucose, ou du GIcNAc. Cette
production est dépendante de la densité en glycanes : plus la densité de greffage est élevée plus
les cellules adherent et la production de ROS est forte. Des essais d’inhibition ont également été
réalisés afin de bloquer la stimulation de SIGN-R1 sans inhiber 'adhésion cellulaire, et se sont
révélés fructueux. Cette étude, comme celle menée par Turnbull, ouvre la voie a I'évaluation par

biopuce des liens structure/activité des glycanes impliqués dans différents processus biologiques.
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Figure I-24 : Utilisation des glycoarrays a taux de greffage élevés pour cribler des structures
entieres de cellules
(issue de Pai et al. 2016)*%8

Suivi de I’activité enzymatique

L’utilisation de biopuces pour suivre 'activité enzymatique a été décrite par de nombreux
groupes.1°3'132'165
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L’activité enzymatique de la galactosyltransférase a été étudiée par glycoarray par le
groupe de Shin (Figure 1-25).18 Aprés immobilisation de glycanes sur lame, les modifications
structurales induites par 'enzyme ont été suivies par interaction avec une lectine fluorescente.
La lectine sélectionnée est la RCA120 (Ricinus Communis Agglutinin 120) interagissant avec
une grande gamme de structures présentant des motifs galactose (a/B-Gal, p-Lac, B-LacNAc,
etc.). Les modifications structurales des glycanes ont induit des modifications dans les profils de
fluorescence obtenus : apres action de 'enzyme, un signal de fluorescence a été obtenu pour
les dépbts constitués initialement de a/B-GIcNAc. La glycosylation de ces deux structures a
également été suivie par SPR afin de confirmer les résultats obtenus. L’'usage de biopuces a
permis ici d’étudier rapidement des modifications enzymatiques sur un large panel de structures.
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Figure 1-25 : Suivi de l'activité enzymatique de glycosyliransférases par glycoarray
(issue de Park et al. 2007)*'8

Plus récemment, l'activité enzymatique de différentes glycosidases (B-glucosidase, B-
galactosidase et B-N-acétylhexosaminidase) a également été évaluée par la méme équipe.'®
Pour ce faire, des glycanes ont été immobilisés sur lame avec un bras espaceur entre le sucre
et la surface, émettant une fluorescence dans le proche infrarouge (NIR). L’activité enzymatique
a alors été suivie par analyse du signal de fluorescence, ce dernier variant de fagon notoire en
fonction des modifications structurales induites par 'enzyme. En effet, pour les échantillons
immobilisés présentant un sucre, la fluorescence émise par le dép6t est trés faible, alors qu’apres
clivage du motif saccharidique par la glycosidase, I'intensité de fluorescence émise par motif NIR
«nu» est élevée. Cette technique de détection a également permis au groupe de Shin de
déterminer des valeurs d’ICso pour des inhibiteurs de I'activité enzymatique. Cette étude ouvre
la voie au développement de biopuces reposant sur l'utilisation de substrats fluorogénes afin
d’étudier I'activité enzymatique et les propriétés d’inhibition d’autres classes d’enzymes.

Les équipes de Morvan et de Chevolot se sont intéressées a l'activité enzymatique de la
neuraminidase, qui cible et élimine l'acide sialique des structures saccharidiques.’®® Deux
enzymes provenant du virus de la grippe ont été étudiées : la neuraminidase humaine A(H3N2),
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et celle issue de la grippe aviaire A(H5N2). Afin d’étudier l'influence de la structure du substrat
sur l'activité enzymatique, deux conjugués Neu5Aca2-3-Lac- et NeubSAca2-6-Lac- ont été
préparés et fonctionnalisés avec un brin d’ADN, pour permettre une immobilisation sur lame par
DDI. Des solutions de substrat et d’enzyme ont ensuite été préparées afin de suivre
cinétiquement la réaction enzymatique. A intervalle de temps régulier, une petite quantité du
mélange réactionnel a été prélevée et séparée en deux, avec une analyse par biopuce pour la
premiére fraction et une analyse MALDI-TOF pour la seconde fraction, afin de confirmer les
résultats obtenus par biopuce. Afin de détecter la modification structurale induite par 'enzyme,
la lectine RCA120 a été sélectionnée afin de détecter les motifs Lac caractéristiques des
structures désialylées. Cette étude a permis de déterminer d’une part que, pour les deux virus,
le motif NeuSAca2-3- était un meilleur substrat pour la neuraminidase que Neu5Aca2-6-Lac-.
D’autre part, l'activité enzymatique de la neuraminidase est plus élevée dans le cas du virus
humain H3N2 que pour le virus aviaire HSN2. Cette approche peut étre utilisée afin de discriminer
les différentes neuraminidases et étudier différentes structures de substrats.

Une seconde étude sur la neuraminidase a également été publiée la méme année par
le groupe de Kohler.'®” La détection de 'activité enzymatique a été cette fois réalisée en utilisant
des marquages par réactions chimiosélectives, avec la méthode PAL décrite par le méme groupe
(Figure 1-26).1%8 Cette technique repose dans un premier temps sur la coupure oxydante par du
périodate de sodium du groupement hydroxylé en C7 de lacide sialique, afin d’obtenir un
groupement aldéhyde. Puis, dans un second temps, un fluorophore fonctionnalisé avec une
oxyamine est installé sur la structure par ligation oxime catalysée a 'aniline. Cette méthode de
détection est sélective des structures présentant un acide sialique en position terminale, et est
donc particulierement adaptée a I'étude de la neuraminidase. Dans le cadre de cette étude, 11
structures sialylées ont été immobilisées sur lame et deux sialidases ont été étudiées : NEU2,
une sialidase humaine, et NanC, une sialidase bactérienne (Streptococcus pneumoniae). Pour
les deux sialidases, comme dans le cadre de I'étude menée par Chevolot et Morvan,!® l'activité
enzymatique observée est plus efficace sur les motifs Neu5Aca2-3- que sur les motifs
Neu5Aca2-6-. Contrairement a NEU2, NanC montre une préférence pour Neu5Ac- par rapport a
Neu5Gc-, ainsi que pour LacNAc- par rapport a Lac-.

Ces deux études par biopuce permettent d’approfondir les connaissances sur les
sialidases, et permettent ainsi de comprendre et comparer le réle biologique de ces derniéres
dans le cas d’individus sains et malades.

35



Relative Activity

_, Sialidase, /_J)|o4'. m. "
¢ & 64 s ¢ &

Figure I-26 : Utilisation de la méthode PAL pour suivre l'activité enzymatique de la sialidase
Méthode PAL : oxydation au periodate puis ligation sélective du fluorophore par catalyse a
I'aniline
(issue de Parker et al. 2012)168

Détection de biomargueurs

La détection précoce des maladies permet un traitement plus efficace des patients mais
s’avere souvent étre une tadche complexe. L'utilisation de glycoarrays pour détecter et découvrir
de nouveaux biomarqueurs est relativement récente. Cette plateforme est particulierement
adaptée a la découverte et a la caractérisation de nouveaux biomarqueurs, en raison de la
grande quantité de structures pouvant étre testées simultanément, et donc rapidement. La
détection rapide de maladies est un enjeu crucial afin (1) d’'une part d’adapter les traitements
pour les rendre plus efficaces et (2) d’autre part d’éviter les conséquences lourdes pour le patient
gu’une détection trop tardive peut induire (ex. cancer, maladie de Lyme, sclérose en plaques,
etc.). Pour cela, les modifications du répertoire d’anticorps anti-glycanes induites par différentes
affections (cancers, infections, maladies autoimmunes) font I'objet de nombreuses études.%°

Un premier biomarqueur du cancer évalué par biopuce est 'anticorps anti-Tn. En 2006,
Lawrie et al. ont comparé les taux d’anticorps présents dans le sérum d’individus sains et de
patients atteints de lymphome hodgkinien.'’® Apres immobilisation de 37 structures glycosylées
sur lame, les séra de 8 patients a différents stades de la maladie ont été criblés et comparés aux
séra de donneurs sains. Des taux beaucoup plus importants en anticorps anti-Tn ont été détectés
chez les individus malades, sans influence notable du stade de la maladie. D’autres structures
glycosylées caractéristiques d’autres types de cancer ont par ailleurs été étudiées en mettant au
point des méthodologies similaires.

En 2008, le groupe de Wong a reporté 'usage de glycoarrays afin d’évaluer les taux, ainsi
gue les spécificités d’interaction, des anticorps anti-Globo H. Globo H (Fucal-2GalB1-
3GalNAcB1-3Galal-4Galf1-4GlcB-R) est un oligosaccharide surexprimé sur certaines lignées
de cellules cancéreuses, ce qui fait de lui un potentiel biomarqueur, notamment pour le cancer
du sein. Huit oligosaccharides (Globo H ainsi que 7 analogues) ont été fonctionnalisés puis
immobilisés sur lame. Deux anticorps monoclonaux anti-Globo H (Mbrl et VK9) ont été criblés
et ont montré une affinité pour le Globo H ainsi que pour I'analogue (Fucal-2GalB1-3GalNAcp1-
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3Gala-). Ces résultats indiquent que la présence du fucose sur la structure est essentielle a
linteraction avec les mAbs anti-Globo H. Une seconde partie de I'étude a consisté a mesurer les
taux d’anticorps anti-Globo H dans les séra de 47 donneurs sains et 58 patients atteints du
cancer du sein. Si des taux plus importants en anticorps Globo-H ont été détectés chez les
patients malades, aucune différence d’interaction entre donneurs sains et malades n’a
cependant été observée pour le tétrasaccharide analogue (Fucal-2GalB1-3GalNAcB1-3Gala-).
Le criblage des anticorps anti-Globo H pourrait ainsi étre appliqué au diagnostic de cancers de
sein, méme a un stade peu avancé.™*

En ce qui concernent les biomarqueurs d’'infections, des études ciblant les virus de
'herpes (HSV-1 et HSV-2) ont été réalisés par le groupe de Blixt.1’> Ces deux virus ont été
choisis comme modeles pour évaluer la faisabilité d’un tel criblage par biopuce. Le criblage d’une
bibliothéque de plus de 140 glycopeptides a été réalisé avec 86 séra (22 co-infectés par HSV-1
et HSV-2, 22 infectés par HSV-2, 20 infectés par HSV-1, 20 séronégatifs, 1 issu d’'un patient
atteint de méningite virale par HSV-2 chronique). Cette étude a permis d’isoler pour la premiere
fois un glycopeptide biomarqueur de I'enveloppe virale de protéines, ouvrant la voie a une
meilleure compréhension des réponses immunitaires face a une infection. Dans le cadre d’'une
étude similaire, le groupe de Blixt a également mis en évidence la présence d’anticorps
spécifiques anti-salmonelle dans le sérum de patients atteint de salmonellose.”® Quinze
oligosaccharides incluant des antigénes connus de la bactérie ont été immobilisés sur lame et
criblés avec 10 séra de patients infectés par la salmonelle, et 5 séra de donneurs sains. Des
anticorps communs pour les structures présentant un squelette Mana1- 2Rhaa1-2Gal (MRG)
ont été détectés. Les résultats obtenus montrent l'importance du criblage de structures
saccharidiques spécifiques aux agents pathogenes pour diagnostiquer rapidement une infection
bactérienne par analyse du sérum.

Song et al. ont criblés des séra d’individus atteints de la maladie de Lyme sur un panel
de 40 glycosphingolipides, et ont mis en évidence chez les individus infectés des taux importants
en anticorps anti-GD1B-lactone (ganglioside disialilé).t2

Finalement, concernant les maladies auto-immunes, I'équipe de Miller a reporté des
taux en anticorps igM anti-Glca1-4Glca beaucoup plus élevés dans les cas de sclérose en
plaques que pour d’autres pathologies neurologiques, et également plus élevés dans le cas de
sclérose en plagues récurrente-rémittente que pour d’autres maladies auto-immunes.'™ Ces
résultats ont été obtenus par le criblage de 76 structures glycosylées immaobilisées sur lame, et
testées avec un total de 123 séra issus de patients atteints de sclérose, 50 séra issus de patients
atteints d’autres pathologies neurologiques, et 27 séra issus de patients atteints d’autres
maladies auto-immunes.

Suivi des effets de vaccins ou de transplantation sur le systéme immunitaire

La vaccination ou la transplantation d’un individu entraine une réponse immunitaire et
une modification de la production en anticorps par le systéme immunitaire. Afin d’évaluer
rapidement les effets d’'un vaccin ou d'une transplantation, et donner des clés sur la
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compréhension de certaines réponses immunitaires, des suivis de la spécificité d’interaction et
de la quantité d’anticorps ont été réalisés.1’>17"

L'impact de la vaccination sur les anticorps d’un individu fait partie des thématiques de
recherche du groupe de Gildersleeve.1?4178-180 | es effets de vaccins destinés a I'étre humain sur
la réponse immunitaire ont été évalués par biopuce avec PROSTVAC-VF, un vaccin ciblant le
cancer de la prostate,’’® et GVAX, un vaccin constitué de cellules tumorales modifiées et
injectées directement chez le patient, ciblant le cancer du pancréas.?*

L’influence du vaccin PROSTVAC-VF sur la variation du taux d’anticorps du patient a
été évaluée dans le cadre d’'une étude sur l'influence de la densité de greffage sur la détection
d’antigénes.’”® Un ensemble de 147 néoglycoprotéines et glycoprotéines a été immobilisé sur
lame : 4 densités de greffage différentes ont été utilisées, et contrdlées par une dilution dans de
la BSA, afin d’offrir un total de 588 combinaisons structure/densité. Les séra de 6 patients ont
été criblés.

(1) Pour deux patients, une augmentation du taux d’lgG anti-(disaccharide Forssman)
(GaINAcal-3GalNAc) a été observée pour une haute densité de greffage.

(2) De méme, une augmentation significative du taux d’IgG anti-antigene Forssman a été
détectée pour 4 patients, avec pour un des patients des taux 11 fois plus importants dans le
cas d’'un greffage a haute densité, et 108 fois plus importants dans le cas de greffage a faible
densité.

(3) Des tendances similaires ont été observées pour les taux d’lgM anti-antigéne Forssman.

Une hypothése concernant les différences observées pour les différents taux de greffage a été
formulée par le groupe de Gildersleeve : la vaccination stimule une production importante de
certaines sous-populations d'anticorps, qui, certes reconnaissent le méme antigéne, mais qui
sont sensibles a des présentations différentes du dit antigéne.

L'influence de la densité de greffage a été relevée pour d’autres structures
saccharidiques que l'antigéne Forssman et notamment pour Man8D1D3, un oligosaccharide
constitué d’un enchainement de 8 mannoses, pour lequel une absence de variation du taux d’IgM
a été observée a haute densité alors qu’une variation d’un facteur 28 a été observée a plus faible
densité. De méme, a haute densité, seulement deux patients voient leur taux d’IgM anti-antigene
TF augmenter, alors qu’a faible densité, une augmentation est observée pour 4 patients. Cette
étude montre qu’une variation de la densité permet de détecter des antigénes qui n’auraient sans
doute jamais été découvert autrement. De plus, si la variation du taux d’anticorps pour certains
antigénes n’a pas trouvé d’explication précise, ces études restent prometteuses pour avancer
dans la compréhension du mécanisme de réponse immunitaire.

Pour I'étude sur le vaccin GVAX,12% 407 structures glycosylées ont été immobilisées sur
lame et criblées avec les séra de patients vaccinés en trois fois. Trois étapes de criblage ont été
réalisées a 8, 40 et 48 semaines apres la premiére vaccination. Une étape de criblage
préliminaire a également été réalisée avec les séra des patients avant vaccination, et comparée
aux séra de donneurs sains : aucune différence significative entre les deux catégories de
donneurs n’a été observée. Aprés 48 semaines, des taux d’anticorps élevés ont notamment été
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détectés chez certains patients pour des antigenes associés aux tumeurs (Sialyl LeX, Neu5Gc,
Sialyl Tn, antigéne TF, antigéne Tn, Lewis Y, etc.), ainsi que pour les antigeénes de groupe
sanguin. Des taux élevés, et plus surprenants, ont également été détectés pour a-Gal ainsi que
pour la fétuine bovine. Ces derniers résultats ont été expliqués par linfluence du milieu de
production du vaccin : lorsque le vaccin (ex. GVAX pour le cancer du pancréas, H1299 lysate
vaccine pour le cancer des poumons) est produit en présence de sérum feetal bovin (FBS), une
production d’anticorps anti-aGal est observée, entrant en compétition avec la réponse
immunitaire induite par le vaccin en lui-méme. Lorsque le vaccin a été produit sans FBS (ex.
K562-G utilisé pour des maladies de la moelle osseuse et leucémie), le taux d’anticorps anti-
aGal du patient ne varie pas. De plus, I'étude du taux d’anticorps aprés vaccination a permis de
caractériser des anticorps, biomarqueurs du cancer. Finalement, I'élimination de FBS lors de la
production de vaccins reposant sur des cellules entieres a été suggérée afin d’améliorer
I'efficacité de ces derniers.

L’équipe de Blixt s’est intéressée a la modification des anticorps chez les patients atteints
de diabete de type | ayant subi une transplantation d’ilots de Langerhans (pancréas) porcins.8!
Les études menées ont montré une augmentation générale des taux d’anticorps apres
transplantation, avec une réactivation des anticorps anti-glycanes présentant des motifs
aGalNAc, aGal, BGIcNAc et GalB1,3Gal en position terminale. Il a également été observé que
les cinétiques d’interaction des anticorps différaient en fonction des patients : la réponse
immunitaire, et donc la production d’anticorps aprés une transplantation ou un vaccin est
dépendante de l'individu et n’est donc pas identique pour 'ensemble des patients.

ii.  Glycoarrays multivalents

Si 'immobilisation covalente permet une présentation multivalente, la disposition en 2D
des unités saccharidiques sur surface ne reflete qu’artificiellement la disposition des motifs
saccharidiques présents dans la nature. Les informations obtenues par le biais d'une
immobilisation en deux dimensions (2D) peuvent ainsi différer grandement des données
obtenues lors de tests sur modeéles vivants. Le développement de glycodendriméres arrays
permet de contrbler la présentation des motifs saccharidiques, avec une orientation en trois
dimensions (3D). Ces biopuces en 3D sont également compatibles avec des faibles densités
permettant d’éviter les effets de clusters de surface. Contrairement aux glycoarrays 2D,
l'utilisation de structures multivalentes permet un meilleur contréle de la densité et de I'orientation
des sucres sur la surface de la lame, accroissant les spécificités et affinités d’interaction, et
améliorant ainsi la précision des mesures d’interaction.’®2 Peu développée au début du projet de
thése en 2015, cette approche suscite un intérét croissant si 'on en juge par le nombre de
publications reportant 'immobilisation de glycoconjugués multivalents (glycodendriméres,47183-
185 _nanoparticules,® -polyméres,® 133 -liposomes,'®” néoglycoprotéines!’®).

La préparation de néoglycoprotéines a été sélectionnée par I'équipe de Gildersleeve
pour étudier l'influence de la densité de greffage sur I'interaction ligand/protéine. 122178188 | 5
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méthodologie mise en place est schématisée en Figure I-27 pour une interaction avec une lectine
multimérique,'®® mais a essentiellement été appliquée pour cribler des anticorps.'?217®

a) b) o)
Neoglycoprotein
o Lectin éSA Glycan
1-to-1 Bridging BSA Spaced Between
Complex Complex Neoglycoproteins

Figure I-27 : Utilisation de néoglycoprotéines pour contrler la densité de greffage des ligands
sur biopuce
(issue et adaptée de Zhang et al. 2010)788

Pour ce faire, différentes néoglycoprotéines ont été synthétisées : de 'albumine de sérum
bovin (BSA) a été fonctionnalisée avec un nombre variable de sucres allant de 4 a 40 unités,
puis a été greffée sur lame. Afin de contréler 'lhomogénéité de greffage de ces néoglycoprotéines,
ces dernieres ont été diluées dans des solutions de BSA non glycosylée. Pour les 43
néoglycoprotéines testées, une augmentation d’affinité a été observée avec 'augmentation de
la valence. De plus, ce sont les anticorps anti-Tn et anti-BFuc qui semblent étre les plus sensibles
a la valence du ligand. Et cette augmentation d’affinité est beaucoup plus importante pour les
IgG que pour les IgM (Figure 1-28). Cette étude montre bien I'importance d’un contréle du taux
de greffage lors de I'étude d’interactions par biopuce, avec des résultats et tendances largement
influencés par 'espacement entre deux motifs saccharidiques.
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Figure I-28 : Influence de la valence des néoglycoprotéines sur l'interaction avec les anticorps
Valence de la néoglycoprotéine : indiquée a droite du nom du motif saccharidique
(issue de Oyelaran et al. 2009)'2

Le greffage de glycodendriméres a permis a I'équipe de Lindhorst d’étudier I'influence
de la valence et de la concentration d'immobilisation sur 'adhésion bactérienne de E. Coli (Figure
1-29).18% Des glycoconjugués portant 1, 2 ou 3 mannoses ont été préparés et fonctionnalisés soit
avec un groupement amine pour permettre le greffage sur surface (Figure 1-29a), soit avec une
amine acétylée pour réaliser des essais d’inhibition de l'adhésion bactérienne en solution.
Concernant les essais d’inhibition en solution, l'inhibition la plus forte a été obtenue pour le
conjugué trivalent, et l'inhibition la plus faible pour le monovalent. En biopuce, les résultats
différents (Figure 1-29b) : pour les concentrations d’immobilisation les plus élevées (10 et 15mM),
Fadhésion bactérienne est plus importante pour le monovalent, alors que pour des
concentrations plus faibles (5 et 2 mM), c’est la structure trivalente qui permet 'adhésion la plus
importante. Les résultats des tests d’inhibition sont en accord avec les résultats obtenus par
biopuce uniquement pour la concentration d’immobilisation la plus faible testée (2 mM). Bien que
nécessitant des études biologiques plus approfondies, ces résultats montrent bien 'importance
d’'un contréle de la densité, et donc de la concentration d’immobilisation, pour pouvoir (1) évaluer
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Iinfluence de la valence sur lame et (2) comparer les résultats obtenus avec des méthodes de
criblage différentes.

(b)
35000
32500
30000
27500
25000

Fluorescence

Concentration of a-D-mannosyl residues [mM]

00 c—————==@me= |ncreasing steric bulk and increasing valency of immobilised molecules;
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0o = Higher local ligand density in case of “diluted" glycoarrays

Figure 1-29 : Contréle de la densité par immobilisation de glycodendrimeres et influence sur
l'adhésion bactérienne
avec : (a) immobilisation de conjugués mono- (1), bi- (2) et trivalents (3) pour contréler la
densité en motifs saccharidiques ; (b) influence de la densité de greffage et de la valence sur
I'adhésion bactérienne de E. Coli
(issue de Wehner et al. 2013)183

Dans le cadre de deux études similaires,®18* 'équipe de Pieters a choisi d'immobiliser
différentes structures multivalentes avec une concentration d’immobilisation rapportée au
nombre de sucre (ex. 1000 uM pour 1 et 125 uM pour 8) afin que chaque dépdt contienne la
méme quantité de motifs saccharidiques. Différentes lectines multimériques ont été criblées et
des suivis cinétiques de linteraction ont été réalisés afin de caractériser cette derniére. Lors
d’'une premiére étude,’®® deux lectines multimérigues a mannose (ConA et GNA) ont été
sélectionnées et évaluées sur 4 glycoconjugués de mannose de valence 1, 2, 4 ou 8. Il ressort
de cette étude que la lectine GNA est beaucoup plus sensible a la valence que ConA, avec
notamment d’'importantes différences d’intensités de fluorescence et de Kd entre les conjugués
mono-/bi- et octovalents. Une seconde série d’expériences a consisté a appliquer la
méthodologie précédemment décrite pour d’autres systémes ligand/lectine.® Quatre structures
de glycoconjugués de valence 1, 2, 4 ou 8 ont été synthétisées pour un panel de cing sucres
(Glc, GIcNAc, Gal, Man, Galal-4Gal), puis greffées sur lame (Figure 1-30). Un ensemble de 9
lectines constitué de lectines a mannose (ConA, LCA, PSA), a glucose (LCA), a GIcNAc (WGA,
DSA) et a galactose (PNA, LecA, GS-1, cholera toxin B5) a ensuite été criblé. Les tendances
d’interaction obtenues sur surface sont similaires a celles observées en solution, avec détection
d’effets multivalents notamment pour les lectines WGA et LecA. Des essais d’inhibition
complémentaires ont été réalisés sur biopuce pour LecA et ont permis de déterminer que le
conjugué tétravalent était 63 fois plus efficace que le monovalent. Ce travail a montré que les
glycodendrimeres arrays permettent de cribler efficacement des ligands multivalents avec
différentes cibles multimériques, et donc de déterminer des inhibiteurs efficaces.
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Figure 1-30 : Utilisation de glycodendrimeres arrays pour contréler la densité en motifs
saccharidiques
(issue de Parera Pera et al. 2010)184

Si l'influence de la valence des glycoconjugués est un des paramétres les plus étudiés
en glycodendriméres arrays, les analyses sur l'influence de la géométrie de la plateforme sont
peu nombreuses. Parmi les rares exemples décrits dans la littérature, on peut citer notamment
les travaux des équipes de Chevolot et Morvan qui se sont intéressées a linfluence des
parameétres structuraux des ligands sur I'interaction avec des lectines.

Dans une premiére étude de 2014,* afin d’étudier linfluence de l'aglycone, six
galactosides ont été préparés par fonctionnalisation de la position anomérique avec différents
motifs aromatiques (O-phenyl (Ph), S-phenyl, O-benzyl (Bn), S-benzyl, O-biphenyl (biPh), ainsi
gue O-naphthyl (Napht)), et un groupement azoture en bout de chaine. Ces différents
galactosides ont ensuite été greffés sur un coeur mannosylé afin d’obtenir 24 glycoclusters
tétravalents (Figure 1-31). Apres immobilisation sur lame par DDI, les différentes structures ont
été criblées avec la lectine LecA : 'ensemble des structures offrent une interaction forte avec la
lectine, avec des Kd de surface de lordre de 10-200 nM. Concernant 'impact des motifs
aromatiques, l'interaction la plus forte a été obtenue pour les motifs naphtyl et biphényl, puis
phényl et enfin la plus faible a été obtenue pour le motif benzyl. Cette observation confirme que
pour favoriser I'interaction avec LecA, le cycle aromatique doit étre lié directement en position
anomeérique du motif saccharidique par I'intermédiaire d’'un atome d’oxygene ou de soufre. La
nature de 'hétéroatome influe sur l'interaction mais dépend de la nature du cycle aromatique :
pour les motifs phényl, la présence de I'oxygene favorise en général l'interaction avec LecA par
comparaison avec I'atome de soufre, alors que la tendance inverse est observée pour les motifs
benzyl.
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Figure I-31 : Glycoconjugués tétravalents évalués avec LecA pour étudier l'impact de
I'aglycone aromatique sur l'interaction
(issue et adaptée de Casoni et al. 2014)*4°

Une seconde étude de 2015, réalisée en collaboration avec le groupe d’lmberty, a
consisté a évaluer linfluence du bras espaceur ainsi que la nature du cceur glycosylé sur
I'interaction avec 3 lectines bactériennes.® Dix-huit structures ont été préparées avec des
plateformes de type ribose, arabinose, xylose ou mannitol (Figure 1-32), puis greffées sur lame
par DDI. Les structures galactosylées (Gi) ont été criblées avec LecA et les structures fucosylées
(Fi) avec LecB et BambL.

(1) Les 9 structures galactosylées présentent des affinités similaires pour LecA avec des Kd de
surface de l'ordre de 50-80 nM. Dans le cas des conjugués trivalents, la présence du
groupement aromatique en position anomérique favorise légérement linteraction. La
tendance inverse est observée pour les conjugués penta- et décavalents. Les auteurs
supposent que cette observation serait due a des probléemes de génes stériques qui
pourraient défavoriser linteraction dans le cas des conjugués de valences élevées.

(2) Pour les conjugués fucosylées, les interactions les plus fortes avec LecB ont été obtenues
pour les cceurs ribo- et xylo- avec une préférence pour le bras espaceur de type PEG en
position anomére. Le cceur mannitol offre des interactions plus faibles que les cceurs ribo- et
xylo-.

(3) Finalement, les interactions les plus fortes ont été observées pour BambL avec des Kd
inférieurs a 30 nM pour I'ensemble des ligands glycosylés. Les cceurs ribo- et xylo- offrent
des interactions plus fortes que le coeur arabino-. La plus forte des affinités a cependant été
obtenue pour le conjugué décavalent. Cette observation s’explique par le fait que les CRDs
de BambL sont localisés du méme c6té de la lectine, favorisant ainsi les interactions
multivalentes.
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Figure I-32 : Glycoconjugués tri-, penta- et décavalents évalués avec LecA, LecB et BambL
(issue et adaptée de Ligeour et al. 2015)146

Finalement, dans une étude plus récente menée par les mémes équipes,'*’ 32
glycodendrimeres constitués de motifs bis-galactosylés branchés ont été préparés (Figure 1-33)
et criblés avec LecA afin d’évaluer I'impact de la ramification et poursuivre les études sur
I'influence du motif aglycone. Deux types de ramification ont été sélectionnés : une ramification
reposant sur un coeur aliphatique (Figure 1-33-A) ou aromatique (Figure 1-33-B). Huit aglycones
différents ont également été utilisés, dont 6 reposant sur 'accrochage direct du cycle aromatique
par l'intermédiaire d’'un atome d’oxygéne en position anomérique du sucre (Figure 1-33-(c-h)).14°
Une interaction forte a été mesurée pour 'ensemble des structures comprenant ces 6 aglycones,
appuyant ainsi les résultats de I'étude de 2014.1%° Pour I'aglycone b (constitué d’un cycle pyridine
lié & 'oxygene par l'intermédiaire d’'un méthyl (Figure 1-33-b)), sil'interaction avec LecA est faible,
il est cependant possible d’observer un impact important de la valence sur l'interaction : pour les
deux ramifications utilisées, le fait de passer de 2 a 4 sucres sur la structure augmente l'affinité
d’un facteur 4 pour le cceur aliphatique et 20 pour le cceur aromatique. Une tendance similaire a
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été observée pour 'aglycone linéaire (Figure 1-33-a). Pour les autres aglycones, l'influence de la
valence est visible essentiellement pour la ramification aliphatique, avec une interaction plus
élevée pour les conjugués tétravalents. Pour ces derniers (avec ramification aliphatique), les
interactions les plus importantes ont en effet été obtenues pour les aglycones d-h (Figure 1-33-
(d-h)), avec des intensités de fluorescence supérieures a celle du contréle positif sélectionné.
Grace au panel de structures évaluées, cette étude permet de confirmer que le parameétre
principal a optimiser afin d’accroitre I'affinité d’interaction avec LecA est la structure de I'aglycone.
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Figure 1-33 : Structures des glycodendrimeres évaluées avec LecA afin d’étudier l'influence du
branchement et de I'aglycone sur l'interaction avec la lectine
(issue et adaptée de Angeli et al. 2017)147

Les lectines bactériennes LecA/LecB et BambL produites respectivement par les
bactéries Pseudomonas aeruginosa (PA) et Burkholderia ambifaria (BA) font I'objet de
nombreuses recherches en raison de leur implication dans des mécanismes pathogéniques. Les
études conjointement menées par les équipes de Morvan et Chevolot tirent profit des avantages
des biopuces pour cribler rapidement et efficacement ces lectines bactériennes sur des panels
trés importants de structures multivalentes. La finalité de ces études est de déterminer des
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structures qui vont potentiellement agir en tant qu’agents anti-adhésifs et inhibiteurs de la
formation du biofilm bactérien.1%0:1°1

Plus récemment, afin d’étudier I'impact de 'homogénéité des motifs saccharidiques sur

I'interaction ligand/protéine, Gade et al. s’est attelé a la construction d’'une bibliotheque
combinatoire de 10 homo- et hétéro-glycodendriméres fonctionnalisés avec de I'a-mannose
et du B-galactose (Figure 1-34).1°2 Les structures multivalentes ont ensuite été immobilisées sur
lame. La surface a été criblée dans un premier temps avec deux lectines végétales & mannose
(ConA, GNL) puis 6 lectines animales de type C (DC-SIGN, SIGNRS3, Mincle, MGL-1, galectine-
1, galectine-3). Les tests de criblage ont permis de montrer des affinités différentes pour les
hétéroglycodendriméres en fonction des lectines.

(1)

(2)

(3)

(4)

(3)

(6)

Pour la lectine & mannose ConA, I'hétérogénéité du dendrimére favorise l'interaction
avec la lectine. En effet, une interaction plus élevée a été obtenue pour le conjugué
présentant deux Man2 et un Gal (Figure 1-34-M2) que pour celui présentant trois Man2
(Figure 1-34-M6). De méme, le conjugué présentant deux Man3 et un Gal (Figure 1-34-M7)
est un meilleur ligand que celui qui présent trois Man3 (Figure 1-34-M3). Une interaction
guasiment identique a également été obtenue pour les conjugués présentant
respectivement un et trois Man3 (Figure 1-34-M10 et M3). L’hétérogénéité des structures
avec lintroduction de galactose permet une orientation des groupements mannosylées
favorisant l'interaction avec ConA.

Pour la lectine a mannose GNL, 'hétérogénéité du dendrimére défavorise drastiquement
linteraction avec, sur 'ensemble des structures testées, l'interaction la plus forte obtenue
pour le conjugué présentant trois Man2 (Figure [-34-M2).

Pour les galectines, lectines a galactose : la galectine-1 n’interagit que faiblement avec
le dendrimére présentant trois Gal (Figure |-34-M4), et présente une interaction
légerement plus faible pour 'hétérodendrimére présentant deux Man et un Gal (Figure
I-34-M8). Une absence d’interaction a été observée pour la galectine-3, ce qui suggére
gue la lectine préfére des structures plus étendues comprenant un galactose en position
terminale.

La lectine PNA sélective des motifs B-Gal interagit préférentiellement avec
'homodendrimére de galactose (Figure 1-34-M4), et présente également une forte
interaction pour les hétérodendrimeres fonctionnalisés respectivement avec un Gal et
deux Man ou deux Man2 (Figure 1-34-M8 et M9). La présence du trisaccharide Man3
défavorise I'interaction avec la lectine.

La lectine a mannose DC-SIGN présente une interaction pour 'ensemble des conjugués.
L’interaction la plus forte a été obtenue pour ’homodendrimére de Man3 (Figure 1-34-M3)
suivie de trés prés par 'hétérodendrimére présentant deux Man3 et un Gal (Figure 1-34-
M7).

Finalement, pour les lectines SIGNR3 et MGL-1, la présence de ligands hétérogénes
défavorise linteraction.

Cette étude par biopuce a permis d’évaluer un grand nombre de lectines et de ligands
simultanément et de montrer que I'utilisation de ligands glycosylés hétérogénes permet de cibler

47



plus efficacement certaines lectines, tout en discriminant des lectines
d’interaction différentes.
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Figure 1-34 : Homo- et hétérodendriméres criblés sur lectines végétales et animales
avec : R'= NH:
(issue et adaptée de Gade et al. 2018)1%2

Le groupe de Shin a décrit en 2018 une construction de glycoarrays multivalents par
greffage de motifs saccharidiques non modifiés (Figure 1-35).18

CONHNH, CONHNH\%_OH
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Figure 1-35 : Construction de glycoarrays multivalents pour limmobilisation de sucres non
modifiés
(issue de Kim et al. 2018)18
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La préparation de ces glycoarrays est particulierement intéressante car elle permet de
s’affranchir des étapes de synthése en solution. La surface de la lame a tout d’abord été
fonctionnalisée avec différents dendrons fonctionnalisés avec 1, 2, 3 ou 4 hydrazines. Les
sucres libres sont ensuite greffées sur cette surface multivalente, puis des tests avec des
lectines fluorescentes et des pathogénes, E. Coli et H. Pyroli, ont été réalisés. Il a été observé
gue l'affinité pour les différentes cibles est fortement dépendante de la densité et de la valence,
avec des effets particulierement importants observés pour les deux pathogenes lorsque la
valence passe de 1 a 4. Cette approche permet d’envisager une préparation plus rapide de
glycodendrimeres arrays, en s’affranchissant des étapes de synthéses en solution, afin de
réaliser des criblages de structures multivalentes a grandes échelles. Au cours de notre travail,
nous avons développé une approche comparable qui a été publiée en 2017.1%

Le projet général de I'équipe consiste a mettre au point des ARMs afin de rediriger des
anticorps endogenes contre des cellules tumorales ciblées, dans le but d’induire la destruction
de ces dernieres par réaction immunitaire. Dans le cadre de ce projet, mes travaux de these ont
consisté a mettre au point des glycoconjugués multivalents, optimisés comme ligands de NAbs,
et a évaluer par biopuce l'interaction de ces derniers avec du sérum humain.

Aprés une introduction générale sur les ABMs ainsi que sur la préparation et I'utilisation
de glycoarrays, les différentes étapes de mon projet de thése ont été réparties dans mon
manuscrit de la facon suivante.

(1) Dans un premier temps différentes structures de glycoconjugué ont été synthétisées
chimiguement, en faisant varier les plateformes, les bras espaceurs, la valence et la nature
des sucres (Partie Il & partir de la page 51).

o Différents chassis peptidiques ont été synthétisés sur support solide par assemblage
d’acides aminés : les chassis sélectionnés sont, soit de type cyclodécapeptide, soit
de type dendron, et permettent un assemblage en solution de 1, 4 ou 16 unités
saccharidiques.

o Afin de pouvoir fonctionnaliser ces plateformes, différents motifs saccharidiques
(rhamnose, N-acétylgalactosamine) ont été modifiés de sorte a installer un
groupement alcyne, azoture ou oxyamine en position anomérique du sucre.

o Ces sucres modifiés ont ensuite été greffés sur les différents chéassis peptidiques par
le biais de ligations chimiosélectives (cycloaddition alcyne-azoture, ligation oxime)
selon une approche divergente et/ou convergente.

(2) Afin d’évaluer I'interaction de ces différentes structures glycosylées multivalentes avec les
NAbs du sérum humain, des essais d’interaction sur biopuce ont été mis en place (Partie
Il & partir de la page 92). Ces tests permettent une réduction importante des quantités
utilisées en ligands et en protéines, par comparaison avec les tests d’interaction
plus classique (ELLA, ELISA, ITC, SPR, etc.). Cette technologie n’étant pas maitrisée au
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(3)

(4)

sein de I'équipe, il a été nécessaire de mettre au point l'intégralit¢ des conditions
expérimentales, incluant le greffage des différents ligands glycosylés sur lame, les tests
d’interaction, et la lecture de la lame. Pour cela, une série d’essais a tout d’abord été réalisée
avec une lectine multimérique : la lectine HPA (Helix Pomatia Agglutinin), utilisée comme
lectine modéele. Différentes structures multivalentes fonctionnalisées avec de I'a-GalNAc ont
été sélectionnées en tant que ligands de la lectine. Des évaluations qualitatives et
guantitatives ont permis de déterminer des constantes caractéristiques de [linteraction
ligand/lectine (Kd de surface, ICsp) et de mettre en évidence que les structures
dendrimériques favorisaient I'interaction par rapport a la lectine.

Les résultats d’interaction avec HPA mis en évidence par biopuce ont été confirmés en
utilisant d’autres techniques d’analyse d’interaction, reposant soit sur des approches
physicochimiques, soit sur des approches biochimiques (Partie IV a partir de la page 118).
Des évaluations par ITC ont tout d’abord été réalisées mais n’ont pu aboutir a des résultats
interprétables en raison de problémes d’agrégation. L’interaction ligand/lectine a été suivie
cinétiguement grace a une seconde méthode, le BLI, reposant sur I'immobilisation de la
lectine sur un capteur. Les Kd mesurés par cette méthodologie ont permis de confirmer les
tendances d’interaction obtenues par biopuce. Finalement, des tests ELLA ont été réalisés
sur quelques structures hexadécavalentes afin de déterminer des valeurs d’ICsp, et ainsi
confirmer les tendances observées en biopuce et en BLI. Les études menées en biopuce et
en BLI ont donné lieu a deux publications en 2018.

Une fois l'optimisation des glycodendriméres arrays réalisée avec la lectine modéle, les
protocoles expérimentaux ont été adaptés au criblage de séra humains (Partie V a partir
de la page 135). Des tests ELISA préliminaires ont dans un premier temps permis de
confirmer la présence de NAbs anti-Rha et anti-iGb3 dans différents séra humains. Puis, un
panel de 25 séra, a ensuite été criblé.

o Une premiére série d’expériences a consisté a évaluer différents glycoconjugués
multivalents de rhamnose.

o Puis, afin de cibler d’autres NAbs, une vingtaine de structures multivalentes
fonctionnalisées avec du galactose, de la N-acétylgalactosamine, du mannose, du
fucose, de l'acide sialique et de lisoglobotriose ont été évaluées sur biopuce par
criblage des séra humains disponibles.
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Il. Synthése de glycoconjugués multivalents pour cibler des protéines
1. Chimie LEGO
a. Approche générale

Notre équipe s’intéresse depuis plusieurs années au développement de glycoconjugués
multivalents par une approche de synthése dite LEGO. Celle-ci consiste a synthétiser au
préalable différents « building blocks » simples puis a les assembler par des réactions de
couplage efficaces et rapides pour obtenir des objets moléculaires plus ou moins complexes.
Cette approche présente l'avantage d’accéder facilement a une grande diversité de
combinaisons moléculaires en limitant le temps de synthése.

Cette stratégie LEGO est largement utilisée dans une grande variété de domaines tels
que la chimie supramoléculaire,'* la chimie des matériaux,% I'électrochimie,*® le drug-design®®’
ou les glycosciences.’®® Dans notre équipe, nous utilisons la stratégie de synthése illustrée
schématiquement en Figure 1I-1.
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fonctionnalisation
en C1
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. K )

<=

n unités identiques

de sucre
ligation chimio-sélective
T chimie « click »
! ' plateforme peptidique
| multivalente
NH, NH,

Figure II-1 : Stratégie LEGO appliquée a la synthése de glycoconjugués multivalents

Cette stratégie d’assemblage repose sur des méthodes de ligations chimiosélectives,
particulierement bien adaptées a la conjugaison de biomolécules, afin de greffer des unités
saccharidiques sur des chassis peptidiques.

(1) Les plateformes peptidiques sélectionnées sont des structures facilement modifiables (taille,
composition, valence, fonctionnalité) et synthétisées par synthése peptidique sur phase
solide (SPPS). Les synthéses de ces chassis peptidigues sont peu colteuses et
automatisables. De plus, de par la grande diversité d’acides aminés commerciaux
disponibles, naturels ou modifiés, les possibilités de fonctionnalisation de ces plateformes

51



sont quasiment illimitées, permettant ainsi une compatibilité avec de nombreuses ligations
chimiques.

(2) Une seconde partie de la stratégie consiste a fonctionnaliser la position anomeére de différents
motifs saccharidiques afin d’installer les fonctions chimiques en accord avec la ligation
sélectionnée. La préparation de sucres modifiés avec la bonne stéréochimie peut étre une
étape fastidieuse selon le motif choisi. Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés
aux dérivés de rhamnose et de GalNAc, afin de cibler respectivement des NAbs et la lectine
HPA.

(3) Finalement, cette stratégie d’assemblage a été appliquée a la synthese de glycoconjugués
mono-, tétra- et hexadécavalents.

Chimie « click »

Le concept de chimie « click » a été introduit par Sharpless et al. en 2001.%*° Pour pouvoir
étre qualifiée de chimie « click », une réaction doit suivre plusieurs régles. Tout d’abord, la
réaction chimique doit étre chimiosélective, rapide, fiable, efficace et menant a de trés bons
rendements, tout en réalisant une économie d’atomes. En ce qui concerne les conditions
expérimentales, la transformation chimique ne doit étre sensible ni au dioxygéne ni a I'eau. De

plus, s’ils sont nécessaires, les solvants utilisés doivent étre sans danger et s’éliminer facilement :

dans la situation idéale, I'eau est préconisée en tant que solvant de réaction.

En ce qui concerne le produit formé, la réaction doit étre stéréospécifique et également
conduire a la formation d’'un produit stable sous conditions physiologiques. La plupart des
réactions click induisent ainsi une conversion rapide des réactifs et produisent sélectivement un
seul produit. Finalement, les potentiels sous-produits qui pourraient se former doivent étre
inoffensifs et facilement éliminables par des méthodes autres que la chromatographie. Par
conséquent, 'ensemble de ces critéres rend les réactions de chimie click parfaitement
compatibles avec les biomolécules.

Depuis leur premiére description dans les années 2000, ces réactions de chimie « click »
ont fait 'objet de nombreux articles scientifiques avec, par exemple, en 2014 celui de Tang et al.
qui propose une revue trés détaillée des différentes réactions existantes ainsi que leurs
applications en bioconjugaison.?® Parmi les réactions plus utilisées en bioconjugaison, on trouve
notamment des réactions impliquant des azotures avec :

(1) lescycloadditions 1,3 dipolaires avec catalyse au cuivre (I) (CUAAC) et sans catalyseur
(SPAAC) par réaction respectivement avec un alcyne ou un cyclooctyne,

(2) les réactions de Staudinger par réaction avec un dérivé de phosphore (lll),
majoritairement une phosphine.

Des réactions de cycloaddition [4+2] de type Diels-Alder sont également couramment
employées en bioconjugaison avec la cycloaddition « classique » entre un diene et un diénophile,
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I'hétéro Diels-Alder impliquant la formation d’'un hétérocycle et la réaction de Diels-Alder a
demande inverse d’électrons.

Parmi les ligations les plus utilisées en chimie des peptides, on retrouve la ligation oxime, entre
un groupement oxyamine et un aldéhyde.

Enfin, les ligations impliquant des groupements fonctionnels présents sur les structures des
acides aminés naturels sont également couramment utilisées. Parmi les réactions impliquant des
thiols on peut notamment citer la ligation « thiol-ene » par réaction sur un alcéne induisant la
formation d’une liaison simple carbone-soufre, la ligation «thiol-yne » par réaction sur un
alcyne induisant la formation d’une voire 2 liaisons simples carbone-soufre, la réaction de
substitution thiol-halogéne, etc. Les cystéines en position N-terminale sur les chaines
peptidiques peuvent également intervenir dans des ligations de type ligation native par réaction
avec un thioester en position C-terminale induisant la formation d’'un lien amide ou encore
ligation thiazolidine, par cycloaddition entre un groupement aldéhyde induisant la formation
d’un hétérocycle.

Dans le cadre de cette these, seulement deux types de réactions de chimie click ont été
employées pour mettre au point 'ensemble des glycoconjugués : la cycloaddition azoture-alcyne
catalysée par le cuivre (CUAAC) et la ligation oxime (OL).

Cycloaddition azoture-alcyne catalysée au cuivre (I) (CuAAC)

Décrite pour la premiére fois a la fin des années 60 par Huisgen et al.?°12%2 puis adaptée
simultanément en 2002 par Sharpless et al.?®® et Meldal et al.2* pour répondre aux critéres du
concept de chimie click, la cycloaddition azoture-alcyne catalysée au cuivre (I) (CuAAC) fait
actuellement partie des ligations les plus utilisées en chimie, biochimie et biologie.

Elle présente I'avantage d’étre tres efficace et de conduire exclusivement a la formation
d’'une fonction triazole 1,4-disubstituée trés robuste, qui est inerte a I'hydrolyse et peu sensible
aux conditions oxydantes et réductrices, méme sous hautes températures. De nombreux
exemples décrits dans la littérature utilisent la click Huisgen pour la construction d’édifices
moléculaires complexes et de tailles conséquentes.?>26 Au laboratoire, en raison de sa
biocompatibilité et de sa facilité de réalisation, la ligation est notamment utilisée pour
fonctionnaliser des plateformes multivalentes avec des sucres,?°"2%8 des oligonucléotides,?%9210
ou encore des peptides.?!!

De nombreux mécanismes ont été proposés dans la littérature, mais aucun n'a été
démontré avec certitude pour le moment. Basée sur des mesures de DFT (Density Functional
Theory), une premiére version du cycle catalytique faisait I'hnypothése de lintervention d’'un
unigue ion Cu*. Cependant, I'efficacité de la ligation pourrait étre expliquée par une seconde
version, décrite beaucoup plus récemment,?*2212 qui suggére l'intervention d’un second ion Cu*,
qui semble influencer favorablement le profil énergétique de la réaction. Les deux versions du
cycle catalytique sont décrites en Figure 1I-2.
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Figure II-2 : Cycle catalytique de la cycloaddition azoture-alcyne catalysée au Cu (1)
a) catalyse avec un atome de cuivre ; b) catalyse avec deux atomes de cuivre conjecturée a
partir de calcul de DFT avec Lx=H>0.
(adaptée de Fokin et al. 2010)213

Indifféremment du mécanisme de réaction, la CUAAC nécessite ['utilisation d’'une source
d'ions cuivre. Afin de minimiser la sensibilit¢ de la réaction face a I'oxygéne, lorsque les
conditions expérimentales le permettent, I'utilisation d’'une source de cuivre (Il) est favorisée par
rapport une source de cuivre (1).2** Une des sources de cuivre les plus décrites est le sulfate de
cuivre (I), qui nécessite 'ajout d’'un réducteur, tel que I'ascorbate de sodium, qui a pour role de
réduire le cuivre (ll) en cuivre (I) et de maintenir son état d’oxydation durant l'intégralité de la
réaction. Afin de stabiliser I'ion Cu™, prévenir son oxydation et aussi accélérer la cinétique de
réaction, un ligand peut aussi étre utilisé, tel que le tris(benzyltriazolylmethyl)amine (TBTA) ou le
tris(hydroxypropyltriazolylmethyl)amine (THPTA) qui sont les plus couramment utilisés et dont
les structures sont présentées en Figure 1I-3. Le THPTA présente 'avantage d’étre soluble dans
leau et plus compatible que le TBTA pour les réactions réalisées en milieu aqueux.

N—N NN
Nﬂ\f N\@
N/\EN\:N . N
e S VR

(TBTA) (THPTA)
Figure II-3 : Ligands utilisés pour empécher l'oxydation du cuivre (I) lors de la click Huisgen
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Les conditions expérimentales utilisées dans le cadre de ma these pour la synthése des
différents glycoconjugués sont détaillées en page 74.

Ligation oxime

La ligation oxime fait partie des ligations les plus couramment utilisées en chimie des
peptides et fonctionnalisation de protéines.?15216 C’est une réaction de condensation entre une
fonction aldéhyde, ou cétone, et une fonction oxyamine pour fournir un conjugué possédant une
liaison éther d’oxime en passant par un intermédiaire hémiaminal (Schéma II-1).
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Schéma II-1 : Schéma réactionnel de la ligation oxime

Cette condensation présente les principaux avantages suivants :

(1) C’est une réaction trés efficace avec de bons rendements et réalisée dans des conditions
expérimentales douces (pH entre 4 et 7).

(2) Elle permet également I'obtention d’'un produit stable. Cette stabilité lui est conférée par la
présence d’'un hétéroatome, ici un atome d’oxygéne, en position a de 'amine, qui permet
notamment au produit obtenu d’étre moins sensible a I'hydrolyse qu’une imine.216:27

(3) Un autre avantage de la ligation oxime est son excellent chimiosélectivité qui permet
notamment de travailler sans groupement protecteur et donc parfaitement compatible pour
la majorité des biomolécules.?18219

Au laboratoire, tout comme la réaction de Huisgen, la ligation oxime est utilisée pour
greffer peptides,*®?%° oligonucléotides?*®2%° et sucres® 1% sur des plateformes multivalentes. A
noter également que la réactivité trés importante des oxyamines peut cependant rendre ces
composeés délicats a manipuler.

Cette approche nécessite la mise au point de stratégies de synthése permettant
d’'introduire des fonctions aldéhyde ou cétone. Une des premiéres stratégies proposées
par Dixon et al. consiste traiter une sérine ou thréonine en position N-terminale ou portée par
une chaine latérale de lysine par du périodate de sodium (Figure Il-4).222-224 Cette coupure
oxydante conduit a la formation d’une fonction oxo-aldéhyde, Cette stratégie est utilisée au
laboratoire la préparation des chassis peptidiques,?? dont la conception sera décrite en page 57.
Cependant, le principal inconvénient de cette stratégie est encore une fois I'absence a I'état
naturel de sérine et thréonine en position N-terminale, qui doivent donc étre obtenues par
mutagenése. L’incorporation de ce type de motif sur une chaine latérale de lysine est réalisée
chimiqguement au laboratoire.
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Figure 1I-4 : Modification de sérine en position N-terminal ou de thréonine par un atome d’iode
hypervalent afin d'introduire une fonction carbonyle sur la chaine peptidique ou protéine.?'

Une seconde stratégie pour introduire un groupement carbonyle consiste a réaliser une
réaction de trans-amination (Schéma II-2). D’abord réalisée en présence de cuivre (l1),%?? cette
réaction a été par la suite adaptée aux exigences actuelles et réalisée sans présence de métal.?2®
N’ayant pas été utilisée pendant la thése, cette réaction ne sera pas décrite de fagon plus
approfondie.

HOOCYCHs HOOC\[]/\/COOH HOOC CH;3 HOOC COOH
N - \n/ . \(\/
NH,

NH, 0 0

L-alanine a-ketoglutarate pyruvate L-glutamate

Schéma II-2 : Exemple de réaction de transamination

Cependant, malgré I'ensemble des avantages décrits précédemment, 'un de ses
inconvénients notoires de la ligation oxime est une cinétique parfois lente, qui oblige de travailler
soit a des concentrations élevées, soit en large excés d’un des réactifs. C'est notamment le cas
des réactions entre une oxyamine sur un sucre réducteur et une plateforme peptidique. De plus,
si la formation de la liaison oxime est réalisable a pH 6-7, un abaissement du pH a 4,5 est optimal
permettant une augmentation de la vitesse de réaction. Si cette diminution du pH ne peut étre
envisageable, la cinétique peut cependant étre améliorée en travaillant en présence de
catalyseurs, comme l'aniline, dont l'activité catalytique est présentée en Figure 1I-5, ou certains
de ses dérivés.??’ Les choix expérimentaux sont détaillés lors de la description des synthéses
des différents glycoconjugués, en page 75.

il\Rz - R1’|\R2 — RM\RZ B R1/\R2 = R:-RJ\RQR'*"_ R! R2
(0] o)
R3

Figure II-5 : Utilisation d'aniline pour catalyser la ligation oxime.25
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c. Synthése des plateformes peptidiques multivalentes

La premiere partie de ce travail de thése a consisté a synthétiser différents synthons
fonctionnalisés (peptides et sucres) qui permettront assemblage des glycoclusters et
glycodendrimeres par CUAAC et/ou ligation oxime.

i.  Synthese peptique

L’ensemble des chassis moléculaires utilisés pour présenter de facon multivalente les
différents motifs saccharidiques a été obtenu par synthése peptique sur phase solide (SPPS)
manuelle ou automatisée. Décrite pour la premiére fois en 1963 par Merrifield et al.,??® cette
stratégie de synthése permet un couplage séquentiel d’acides aminés, alternant étapes de
déprotection sélective et de couplage peptidique.

ajout séquentiel
d’acides aminés et
solution de déprotection

acide aminé en solution
ou mélange de déprotection

élimination
par filtration

résine

®

Figure II-6 : Dispositif de synthése peptidique manuelle

L’avantage majeur d’utiliser la SPPS est de pouvoir s’affranchir des étapes de purification
entre chaque couplage, la synthése étant réalisée sur billes de résine fonctionnalisées, dans un
réacteur en verre ou en plastique, et la solution contenant les espéces réactives étant éliminée
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par filtration (Figure 11-6). La SPPS permet également une compatibilité avec un grand nombre
de conditions réactionnelles en matiere de solvants, d’agents activateurs, de groupements
protecteurs orthogonaux, etc.

Agent de couplage

La synthése peptidique nécessite l'utilisation d’agents activateurs qui vont permettre
lintroduction d’'un groupement chimique labile, et ainsi permettre la couplage amine/carboxyle
(Figure 11-7).

agent 0 0

actwateur R'-NH,
é / l?I
R 0X R

=

Figure II-7 : Couplage d'acides aminés en synthése peptidique

Les agents de couplage pouvant étre utilisés pour activer la fonction carboxyle sont
nombreux et ont faits 'objet d’une revue trés compléte de la part de El-Faham et Albericio.??®
Parmi la liste importante d’exemples, on peut notamment citer :

(1) les agents de couplage menant a la formation de chlorure ou fluorure d’acyle tels que le
chlorure d’oxalyle, le chlorure de thionyle ou le TFFH (tetramethyl-fluoro-formamidinium
hexafluorophosphate).

(2) Les carbodiimides, avec par exemple le N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) ou encore le
N,N'-diisopropylcarbodiimide (DIC) qui sont les plus couramment utilisés en synthése
peptique, avec une utilisation en solution pour le DCC et sur support solide pour le DIC.

(3) Les dérivés de phosphonium, famille & laquelle appartiennent notamment le PyAOP, BOP,
PyBOP, etc. (Figure 11-8), notamment employés dans notre laboratoire pour leur facilité
d’utilisation et leur efficacité.

N(CH3) O
>N { \
(I N Q pe. ®F’/N (CHs),
N/ N N 6/, N @/
0-F PFe N HiSHgl, ?/ ‘O CN P* Cl PFg
y
§ ¢ Xy O

PyAOP BOP PyBOP PyCloP

Figure 1I-8 : Dérivés de phosphonium utilisés en tant qu'agents activateurs
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Stratégie de synthése

La SPPS repose sur l'alternance d’étapes de déprotection sélective d’'un groupement
temporaire (localisé sur 'amine de la chaine principale de I'acide aminé greffé sur la bille de
résine) et de couplage amide entre 'amine déprotégé de 'acide aminé en position terminale et
la fonction carboxyle de I'acide aminé a introduire activée par le biais d’'un agent activateur
(Figure 11-9). Cette stratégie de synthése permet d’obtenir des séquences peptidiques linéaires,

qui peuvent étre cyclisables, ainsi que des séquences peptidiques ramifiées.

GP,

) GPqrp(NH) — J—COOH G'iperm
déprotection
G mg(NH)—( )

Gptemp(NH) (NH,)
(1) déprotection J

perm

sélective 2) couplage peptidique
{2 g
résinefaa,
sélective
Gppelm
GP... GP é GP
perm |"‘*’m GPornp(NH) COOH |"""“
Gplemp(NH)

a8 NH)—(_——

(2) couplage peptidique aa,/aa,

(1) déprotection sélective

buis
{2) couplage peptidique aa/aa,,

G|:'perm GPperm GPperm GPperm GPperm (1) GFl'perm GPperm G|:'perm GPperm GFIperm
ds.
GPyunyNH) —( ) (NH)—(_ o

(3) détachement du peptide

linéaire de la résine

{4) | fonctionnalisation du aa,,,
en position N terminale

GP GP GP GP GP

erm erm erm perm

GP GP GP GP GP

m

p p P |Perm

cyclisation l (5

| per perm perm perm Iperm

en solution (3) | détachement du peptide
linéaire de la résine
(GPyerm)
(GPpern) GP GP GP GP GP
| perm perm perm perm |perm
=]
{GPgem) Gio: ) _‘b é_é—J—COOH
(GPperm) \
(GPyerm)

Figure II-9 : Stratégie de synthése peptidique employée au laboratoire pour mettre au point des
chéssis peptidiques multivalents ainsi que des chaines peptidiques linéaires
avec : aa = acide aminé ; GPremp = groupement protecteur temporaire ; GPperm = groupement
protecteur permanent ; Gronet = groupement fonctionnel (alcyne, azoture, etc.).
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En synthése peptidique, deux stratégies peuvent étre employées. La premiére est
appelée stratégie -Boc/-Bn. Elle nécessite I'utilisation d’acides aminés possédant un
groupement protecteur Boc sur la fonction amine de la chaine principale (groupement
temporaire), ainsi que l'utilisation de groupements protecteurs orthogonaux sur les chaines
latérales, adaptés aux conditions acides de déprotection du -Boc, tels que les groupements
benzyles (groupement permanent). Cette stratégie présente certes 'avantage de donner lieu a
des couplages trés efficaces mais, en raison des conditions de déprotection des différents
groupes protecteurs, les risques d’alkylation, de réarrangements ou encore de décrochement de
la chaine peptidique de la résine en cours de synthése sont trés importants. De plus, de par la
nécessité de travailler avec du HF lors des étapes de déprotection et de décrochement, un
équipement spécifique (verrerie en Téflon, rampe a HF) ainsi que des précautions de
manipulation trés importantes sont requises.

La seconde stratégie de synthése peptidique est appelée stratégie -Fmoc/-tBu. Cette
stratégie nécessite l'utilisation d’acides aminés possédant un groupement protecteur -Fmoc sur
la fonction amine de la chaine principale. Les conditions de synthése sont beaucoup plus douces
que celles employées en stratégie -Boc/-Bn et, pour une majorité des résines, aprés
décrochement du peptide, les groupements protecteurs de ce dernier sont conservés. De plus,
un suivi des étapes couplage/déprotection est possible par dosage par spectrométrie du
groupement -Fmoc. C’est cette derniére stratégie qui est couramment utilisée dans notre
laboratoire (Figure 11-9).

Support solide

Une fois la stratégie de synthése déterminée, il est nécessaire de choisir la résine
adéquate. Parmi les résines couramment employées présentées dans le Tableau II-1 et le
Tableau II-2, certaines sont compatibles avec seulement 'une ou l'autre des stratégies décrites
dans le paragraphe précédent. Il est également nécessaire de vérifier que les conditions de
décrochement de la chaine peptidigue de la résine qui n’impacte pas les groupements
protecteurs permanents orthogonaux présents sur les chaines latérales des différents acides
aminés de la chaine peptidique.

Parmi les résines couramment employées on peut notamment citer les résines libérant
une fonction carboxyle sur la chaine peptidique aprés détachement du support (Tableau II-1),
qui sont particulierement adaptées a la synthése de peptides cycliques. La résine de Merrifield
et la résine de Wang requiérent des conditions acides fortes pour décrocher le peptide du support
avec respectivement soit de l'acide fluorhydrique soit de l'acide trifluoroacétique. Les résines
Sasrin et chlorotrityle requiérent des conditions douces avec des solutions diluées d’acide
trifluoroacétique a 1-0,5%.

Une seconde catégorie de résine permet la libération d’un groupement amide sur la
structure finale des peptides (Tableau 1I-2) et est utilisée pour la synthése de peptides linéaires.
Parmi les résines appartenant a cette catégorie, on peut citer la résine Sieber qui requiert des
conditions acides douces (solution de TFA & 2%) pour le décrochement de la chaine peptidique.

60



Les résines Rink amide et BHA/MBHA requiérent quant a elles des solutions respectives de TFA
fortement concentrée ou de HF.

Type de résine m Conditions de décrochage Stratégie
HF
Merrifield m/@) ou TFMSA Boc/Bn

ou HBr/TFA

Wang

°\/©/) 95% TFA Fmoc/tBu
oﬁ’ 1% TFA Fmoc/tBu

w0 LT

|

Sasrin o
Hi O\;Q/
L,

Cl

Chlorotrityle ‘ ‘

0,5% TFA

Fmoc/tBu
ou acide acétique/TFE

J

Tableau II-1 : Résines libérant une fonction carboxyle aprés décrochage de la chaine
peptidique de la résine

Type de résine m Conditions de décrochage
sV,

o]

o, 2% TFA
yees
SO

Rink amide 5 | I | 95% TFA Fmoc/Bu
H3CO' O OCH 0/\)

NH,
BHA X =H (BHA) HF
MBHA XJ X = CH, (MBHA) ou TFMSA Boc/Bn

Sieber Fmoc/tBu

Tableau II-2 : Résines libérant une fonction amide aprés décrochage de la chaine peptidique
de la résine
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Dans le cadre du développement des différents chassis peptidiques, les plateformes de
type cyclodécapeptide doivent étre synthétisées sur des résines acidolabiles (par exemple sur
résine SASRIN) afin de conserver les groupes protecteurs des chaines latérales des acides
aminés et ainsi pouvoir réaliser les étapes de cyclisation puis de fonctionnalisation en solution.
Les plateformes de type dendrimériques peuvent quant a elles étre synthétisées sur une résine
Rink amide ce qui permet de simultanément décrocher et déprotéger le peptide et de libérer une
fonction amide inerte en son extrémité C-terminale.

Groupements protecteurs temporaires et permanents

Enfin, en fonction de la stratégie de synthése et de la résine utilisées, 'emploi de
groupements protecteurs temporaires et permanents adéquats est nécessaire.

(1) Lesgroupements protecteurs temporaires sont éliminés en cours de synthése sur support
et dans le cas de la stratégie -Fmoc/-tBu sont les groupements -Fmoc.

(2) Les groupements protecteurs permanents sont utilisés afin de protéger les groupements
fonctionnels devant étre conservés lors de 'ensemble des étapes de synthése sur support.
Dans le cadre des synthéses peptidiques réalisées au cours de cette these, les groupements
fonctionnels a protéger sont uniguement des amines, carboxyles ainsi qu’alcools.

Pour les fonctions amines, les groupements protecteurs permanents compatibles avec
la stratégie de synthése -Fmoc/-tBu sont les groupements -Boc, -Cbz (ou -Z) et trityle (-Trt) qui
requierent des conditions de déprotection acides, les groupements -Dde et -ivDde qui
nécessitent 'emploi d’hydrazine pour leur déprotection et enfin les groupements -Alloc qui
requiérent une déprotection catalysée au palladium (Tableau 11-3a). A noter que le groupement
-Fmoc étant utilisé en tant que groupement temporaire dans la stratégie -Fmoc/-tBu, il ne peut
étre utilisé en tant que groupement protecteur permanent. En revanche, il est utilisé pour protéger
des groupements sur les chaines latérales des acides aminés lors de la synthése de peptides
ramifiés, de types dendriméres.

Pour les groupements carboxyles, les groupements protecteurs permanents qui peuvent
étre employés sont les groupements -tBu, -Bn et cyclohexyl (-cHx) nécessitant des conditions de
déprotection acides fortes avec des solutions de TFA a hautes concentrations ou de HF. La
déprotection de groupements chlorotrityle requiert des conditions acides beaucoup plus douces
avec des solutions de TFA a 1%. Enfin, il est également possible d’utiliser un groupement allyle
(-Al) nécessitant des conditions de déprotections identiques au groupement -Alloc.

Finalement, pour les groupements hydroxyles, les groupements protecteurs -tBu et -Bn
sont compatibles avec la stratégie de synthése. Il est également possible d’utiliser les
groupements protecteurs -Trt.
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(a) Groupement protecteur Conditions de déprotection (b) Groupement protecteur Conditions de déprotection

tert-Butyl (‘Bu)
9-Fluorenylmethoxycarbonyl o 90% TFA/DCM
(Fmoc) 20% piperidine/DMF %% Hel e
D v ou 1-5% DBU/DMF ou HCI (4M)/dioxane
O b ou 50% morpholine/DMF
Cl
Q 2-Chlorotrityl (2-CI-Trt) 1% TFA/DCM
tert-Butyloxycarbonyl (Boc) 25-50% TFA/DCM
%—0—51 ou HCI (4M)/dioxane
[ ou MeSO;H (2M)/dioxane
Benzyl (Bn) HF
S ou TFMSA
-~
H t.
Benzyloxycarbonyl (Z) H, (cat) ouH, (cat)
o ou HBr/AcOH s
'clon cHXx)
©/‘0Jkg’ ou TFA & hautes températures el 5 HF
ouHF O/ ou TFMSA
O 1% TFA/DCM Pd(Ph), (0,1éq)
ou 0, 1M HOBUTFE Allyl (4 PhSiH, (106q) en tant que
O Trityl (Trt) — P
O ou 0,2% TFA, 1% H,0/DCM Z scavenger
ou 3% TCA/DCM DCM

I-(4,4-Dimethy!-2,6-dioxocyclohex-

Lytidenelethyt (de) (C) Groupement protecteur Conditions de déprotection
2% N,H,.H,O/DMF

o tert-Butyl (Bu)
¥ 90% TFA/DCM
e °
I-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohex-
1-plidene)-3-methyibutyl (ivDde)
2% NyH,.H,O/DMF )
s ° O ot 1% TEA/DCM
i’ g
Aliploxycarbonyl (Alloc) Pd(Ph), (0,1éq)
/\,om)v1 PhSiH, (10éq) en tant que Beizvf (Bn) "
° seavenger <\—/>_>« ou TFMSA
DCM -

Tableau II-3 : Groupements protecteurs temporaires et permanents employés pour des
fonctions amines (a), des fonctions carboxyles (b) et fonctions alcools (c) et utilisés au
laboratoire en synthese peptidique

Dans le cadre de cette thése et, de facon générale, dans le cadre des recherches menées
au laboratoire, les groupements nécessitant pour leur déprotection du HF ne sont pas employés,
le batiment n’étant pas équipé avec le matériel nécessaire a 'usage de ce dernier.

Une fois la stratégie de synthese, la résine et les acides aminés fonctionnalisés avec les
groupements protecteurs adéquates a la séquence peptidique désirée, les chassis peptidiques
peuvent étre synthétisés sur support solide.
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ii.  Plateformes de type RAFT

Des plateformes peptidiques possédant différentes structures et groupements
fonctionnels ont été synthétisées au cours de cette thése. Le premier chassis utilisé est une
plateforme de type cyclodécapeptide, appelé RAFT (Regioselectively Addressable
Functionalized Template).

Caractéristiques et structure du RAFT

(a) : , (b)

Domaine de reconnaissance
7-8A

R4 = carbohydrate, peptide,
R1 R1 oligonucleotide etc.

R; = tag, drug, surface, etc.

Domaine effecteur “3\"

Figure II-10 : Structure de la plateforme de type cyclodécapeptide (a) et modélisation des
structures de glycoclusters ayant une plateforme RAFT avec une fonctionnalisation de la face
inférieure par des peptides (b)

Décrite pour la premiére fois au début des années 90 par I'équipe de Mutter?3-234  puis
adaptée a la synthése de glycoconjugués multivalents par I'équipe de Dumy?®, le RAFT est une
plateforme peptidique constituée de 10 acides aminés incluant deux liens Gly-Pro-Lys coudés
permettant a la structure d’étre pratiquement plane. La plateforme est de forme rectangulaire de
dimensions 10 A de long et 5 A de large (Figure 11-10). En raison de cette structure spécifique,
elle présente deux faces distinctes, avec quatre lysines orientées vers la face supérieure,
distantes de 7-8 A, et deux lysines vers la face inférieure. Une fonctionnalisation des lysines
orientées de la face supérieure permet un adressage des motifs saccharidiques en clusters. La
face inférieure quant a elle peut servir par exemple a l'accrochage d’un tag fluorescent, de
peptides,??° oligonucléotides,?* etc.

Cette plateforme présente de nombreux avantages :

(1) Elle permet la construction d’édifices moléculaires variés de valence allant de 16 a 64 motifs
par empilements successifs de différentes plateformes.?®
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(2) Cette face inférieure peut également servir de point d’ancrage des glycoconjugués sur des
surfaces, biocapteurs, etc.?®” permettant ainsi un contréle de I'orientation de la structure et
de la densité de greffage.

(3) De par sa structure cyclique, elle est trés stable in vivo et donc compatible avec les différents
tests biochimiques et biologiques réalisés au laboratoire.

(4) Etant synthétisée par SPPS, sur billes de résine Fmoc-Gly-SASRIN (Tableau 1I-1 en page
61), elle est facile d’accés et peu colteuse a produire.

Synthése de la plateforme monovalente

La premiere plateforme de type RAFT a avoir été synthétisé est la plateforme R1N3 P3
qui permet 'accrochage d’une seule unité saccharidique. Cette plateforme a été utilisée dans la
suite de ma thése pour mettre au point les conjugués monovalents utilisés en tant que référence.

Fmoc—Gly—
N;
4
S
FmocHN”~ “COOH e e
H,N-Gly— l
Lys-N, 20 ol ,.Ser..._,_l_ys /ser""Gly
“ l(b) RIN3 P3
Fmoc—Pro Gly -
(e). ()
u (0
Bu  tBu ’l‘s 8y B By N3 tBu 0
|
HZN—Sel—Lys—Se!—Pm-GIy—Lys—AIa—Ser—Pro—GIy— _— HgN-Ser—lers-Ser-Pru-Gly-Lys-AIa-Ser—Pro-Gly—{
d
F!!oc td) Boc OH
P P2

Schéma II-3 : Schéma de synthése de la plateforme monovalente R1N3 P3
Conditions : (a) piperidine/DMF (2:8), 3x10min ; (b) Fmoc-Pro-OH (2éq), PyBOP (2¢q), DIPEA
(4éq), DMF, 2h ; (c) piperidine/DMF puis Fmoc-aa-OH (2éq), PyBOP (2éq), DIPEA (4éq) ; (d)

TFA/DCM (1:100), 10x10min ; (e) PyBOP (2éq), DIPEA (4éq), DCM, 20h ; (f) TFA/DCM
(60:40), DCM, 30min.

La plateforme peptidigue R1IN3 P3 a été obtenue par synthése multi-étapes combinant
SPPS et réactions en solution (Schéma II-3). La synthese par SPPS a permis d’obtenir la chaine
peptidique linéaire P1 en alternant étapes de couplage peptidique et de déprotection de 'amine
de l'acide aminé nouvellement introduit. Une fois assemblé sur le support solide, le peptide
linéaire P1 a été décroché de la résine par traitements successifs de la résine avec une solution
a 1% de TFA dans du dichlorométhane. Le mélange réactionnel et les différentes solutions de
rincages ont ensuite été récupérés par filtration dans un ballon et le mélange TFA/DCM a ensuite
été éliminé par évaporation. Pour éviter une déprotection de la fonction -Boc lors de la
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concentration du mélange, des co-évaporations au diéthyléther ont été réalisées pour faciliter
Iélimination du TFA.

Sans étape de purification supplémentaire, le peptide linéaire P1 a ensuite été cyclisé en
solution en présence de PyBOP et de DIPEA (pH 8), en milieu dilué (0.5 mM) pour éviter les
réactions intermoléculaires. La réaction a été suivie par UPLC et une conversion totale a été
observée au bout de 20 heures. Le peptide cyclisé P2 est ensuite concentré et précipité dans un
mélange DCM/Et,O. Finalement, la derniére étape permettant d’accéder au chassis peptidique
P3 est une étape de déprotection des groupements hydroxyles des sérines et de 'amine de la
lysine. Cette derniére a systématiquement été ajoutée dans la séquence peptidique de toutes
nos plateformes afin de permettre 'immobilisation de nos structures sur biopuce. Une solution
de 60% de TFA dans du dichlorométhane a permis I'élimination des groupements protecteurs -
Boc et -tBu. Pour cette derniére étape, une purification par HPLC semi-préparative a été réalisée
et a permis 'obtention de P3.

Synthése de plateformes tétravalentes

Différentes plateformes peptidiques permettant le greffage de 4 unités saccharidiques
identiques ont ensuite été synthétisées en utilisant un protocole expérimental similaire. La
premiére plateforme synthétisé R4N3 P6 présente 4 azotures pour pouvoir greffer des sucres
fonctionnalisés avec des groupements alcynes.

Fmoc—Gly—
N3 N3
( " (@) N N;
¢ _ L
/ GlylkLys\Ala/ ;:;Pro
FmocHN COOH /
Lys-N, HN=Gly— Pro”'Lys""Lys"Lys"‘Gly
R1
(b) R4N3 P6
/
Fmoc—Pro—Gly—
(). ()
ll ©
Ny N; Ny Ny Iils Tls ?'3 Il“a 0
HZN—Lglvs—Lys-L)Ils-Pro—GIy—Lyl's—AIa-Lylrs—Pro-GIy— —_— HzN-Lys—Lgirs-Lys—Pro—GIy-Lys-AIa—Lys—Pro—Gly—<
d
éoc @ Boc OH
P3 Ps

Schéma Il-4 : Schéma de synthése de la plateforme R4N3 P6
Conditions : (a) piperidine/DMF (2:8), 3x10min ; (b) Fmoc-Pro-OH (2éq), PyBOP (2éq), DIPEA
(4éq), DMF, 2h ; (c) piperidine/DMF puis Fmoc-aa-OH (2éq), PyBOP (2éq), DIPEA (4éq) ; (d)
TFA/DCM (1:100), 10x10min ; (e) PyBOP (2éq), DIPEA (4éq), DCM, 20h , 67% pour (a)-(e) ;
(f) TFA/DCM (60:40), DCM, 30min, 40%.



La plateforme peptidigue R4N3 P6 a été obtenue selon le méme protocole que celui utilisé
pour la synthése de R1N3 P3. La modification apportée au protocole a consisté a incorporer 4
acides aminés modifiés Lys-N3; R1 au cours de la synthése peptidique au lieu d’un seul pour
R1N3 P3. La plateforme finale P6 a été obtenue aprés purification HPLC avec un rendement total
de 27%.

Dans le but de greffer sur un chassis peptidique des sucres fonctionnalisés par un
azoture, la plateforme R4Alk P11 a été synthétisée (Schéma II-5).

Fmoc—Gly—
l (@)
H;N—-Gly—

I ys\ /L S,

Pro
l(b) _,Lys..,_ _,-Ly \GI R4Dde-Boc P9
Yy
Boc
Fmoc—Pro—Gly—
Dde Dde Tde Tde Dde Dde Dde Dde 0
H,N-Lys—Lys—Lys—Pro—Gly-Lys—Ala-Lys—Pro—Gly— [ HgN-Lys—Lylls—Lys—Pro—GIy—Lys—AIa-Lys—Pro-GIy4{
d
llaoc P7 @ Boc P8 OH

4-Pent-AcA-OSu
R2 N 7
NH, HN o o
= 0 0 —
e s H:N | NH,
L
~Al Glyzi YS\_,AIa/ ;ALPro Gly L S\Ala/L S, Pro
D —

Lys _,Ly / Ld I /
/ ~L ~g Pm_.-Lys-..Lys.-- ¥ ~6ly (@), (h) phs ,.Lys..._Lvs,Lys.._Gly
Boc Boc
R4Dde-Boc P9 R4NH2-Boc P10 R4Alk P11

Schéma II-5 : Schéma de synthése Schéma de synthése de la plateforme R4Alk P11
Conditions : (a) piperidine/DMF (2:8), 3x10min ; (b) Fmoc-Pro-OH (2éq), PyBOP (2éq), DIPEA
(4éq), DMF, 2h ; (c) piperidine/DMF puis Fmoc-aa-OH (2éq), PyBOP (2éq), DIPEA (4éq) ; (d)

TFA/DCM (1:100), 10x10min ; (e) PyBOP (2éq), DIPEA (4éq), DCM, 20h ; (f) N-H«/DMF
(2:98), 30 min, 39% pour (a)-(f) ; (g) 4-Pent-AcA-OSu R2 (5¢éq), DIPEA (4éq), DMF, pH 9-10,
2h, 18% ; (h) TFA/DCM (60:40), 30min, 85%.

Une premiére synthése par SPPS a permis la mise au point du chassis R4Dde-Boc P9
présentant 4 lysines protégées par des groupements -Dde pour le domaine supérieur et une
lysine protégée par un -Boc pour le domaine inférieur. Pour ce faire, le décapeptide linéaire P7 a
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tout d’abord été obtenu sur résine puis, aprés décrochage de la résine, la chaine peptidique
linéaire P8 a été cyclisée en solution afin d’obtenir la plateforme R4Dde-Boc P9.

Les groupements -Dde ont ensuite été éliminés sélectivement grace a une solution
d’hydrazine/DMF, puis la plateforme R4NH2-Boc P10 obtenue a été précipitée et purifiée par
HPLC semi-préparative. Afin d’introduire des groupements alcynes sur les 4 lysines libres de P10,
lester activé 4-Pent-AcA-OSu R2 a été utilisé et le groupement protecteur -Boc de la lysine
orientée vers la face inférieure du RAFT a été éliminé par une solution de TFA/DCM afin d’obtenir

le chéssis peptidiqgue R4Alk P11. Ce dernier a ensuite été précipité, purifié par HPLC semi-
préparative et obtenu avec un rendement total de 6%.

En vue de réaliser des couplages oximes, le chéassis peptidigue R4CHO P16 a été
obtenu par SPPS, comme pour les plateformes R4N3 P6 et R4Alcyne P11 (Schéma 11-6).

Fmoc—Gly—

NHBoc NHBoc NHBoc
BuOt~_~\._-0 0. OtBu
o (a) BocHN o 0. NHBoc
NH  OtBu BuOt—* o
( Gly~ I'W’\*Ala/‘l'ys Pro !
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Schéma 1I-6 : Schéma de synthése de la plateforme R4CHO P16
Conditions : (a) piperidine/DMF (2:8), 3x10min ; (b) Fmoc-Pro-OH (2éq), PyBOP (2éq), DIPEA
(4éq), DMF, 2h ; (c) piperidine/DMF puis Fmoc-aa-OH (2éq), PyBOP (2éq), DIPEA (4éq) ; (d)
TFA/DCM (1:100), 10x10min ; (e) PyBOP (2éq), DIPEA (4éq), DCM, 20h, 71% pour (a)-(e) ; (f)
N2H4/DMF (2:98), 20 min, 99% ; (g) TFA/TIS/H20 (96:2:2), 3h, 99% ; (h) NalO4 (4x10éq), H20,
30 min, 78%.
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La stratégie de synthése employée a consisté a préparer au préalable la lysine-
BocSer(tBu) en solution. Cette lysine fonctionnalisée a été introduite dans la séquence
peptidique au cours de la synthése sur billes de résine.

Une fois le peptide linéaire P12 obtenu, il a été décroché de la résine puis cyclisé afin
d’obtenir la plateforme R4BocSer(tBu)-Dde P14. Les groupements protecteurs -Boc, -Dde et -tBu
ont été éliminés en deux étapes. Tout d’abord, un mélange hydrazine/DMF a été utilisé pour la
déprotection du groupement -Dde. Puis, sans purification au préalable, un mélange TFA/TIS/H,O
a ensuite été utilisé pour déprotéger les groupements -Boc et -tBu et ainsi obtenir le peptide
R4Ser P15. Ce dernier est finalement purifié puis traité par du périodate de sodium dans I'eau,
pour obtenir la plateforme R4CHO P16, avec un rendement total de synthése de 55%.

Pour cette synthése, le groupement orthogonal utilisé pour protéger la lysine orientée
vers la face inférieure du RAFT est un groupement -Dde. Méme s’il n’a pas d'utilité¢ pour la
synthése du composé R4CHO P16, il permettra la synthése du composé R4Ser-ONH2 P24 a
partir du méme précurseur dans le cadre de la synthése de la plateforme hexadécavalente
RR160CHO P26, décrite dans la suite du manuscrit.

iii. ~ Plateformes de type dendrimére

L’ensemble des dendrons a été synthétisé par SPPS sur billes de résine Rink amide
MBHA (Tableau II-2 en page 61). Deux plateformes ont été synthétisées : la premiére plateforme
est D4N3 P19 et la seconde plateforme est D4ACHO P22. Elles permettent le greffage de 4 unités
saccharidiques identiques respectivement par le biais de cycloaddition alcyne-azoture et par
ligation oxime.

La plateforme peptidique D4N3 P19 a été obtenue par SPPS selon un protocole similaire
a celui employé précédemment pour R4N3 P6 (Schéma 1I-7). La résine Rink amide utilisée
présente une fonction amine protégée par un -Fmoc. Une fois la déprotection de 'amine réalisée
par un mélange piperidine/DMF, les différents acides aminés ont été introduits en alternant
étapes de couplage et de déprotection afin d’obtenir le dendron P17. Aprés déprotection des deux
lysines en bout de chaine, deux groupements azotures supplémentaires ont été introduits en
utilisant I'ester activé N3-AcA-OSu R5. Le peptide P18 a ensuite été décroché de la résine et
déprotégé par un mélange TFA/TIS/H20. La plateforme D4N3 P19 obtenue a enfin été précipitée
et purifiée par HPLC semi-préparative.

De méme que la plateforme peptidique D4N3 P19, la plateforme D4ACHO P22 a été
synthétisée par SPPS avec utilisation de la résine Rink amide (Schéma 11-8). Lors de la derniére
étape de couplage peptidique, 4 acides aminés modifiés Lys-BocSer(tBu) R3 ont été introduits
simultanément sur la chaine peptidique ramifiée accrochée a la bille de résine. Le dendron
peptidique a ensuite été décroché de la résine par un mélange TFA/TIS/H,O. Puis, aprés
coupure oxydante des sérines a l'aide de périodate de sodium, la plateforme D4CHO P22 a été
purifiée par HPLC semi-préparative.
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Schéma II-7 : Schéma de synthése de la plateforme D4N3 P19

Conditions : (a) piperidine/DMF (2:8), 3x10min ; (b) Fmoc-Lys(Boc)-OH (2éq), PyBOP (2éq),
DIPEA (4éq), DMF, 2h ; (c) piperidine/DMF puis Fmoc-aa-OH (2éq), PyBOP (2éq), DIPEA
(4éq) ; (d) piperidine/DMF (2:8), 3x10min ; (e) N3-AcA-OSu RS (5¢q), DIPEA (4éq), DMF, pH
9-10, 2h; (f) TFA/TIS/H20 (96:2:2), 2x 2h.
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Schéma II-8 : Schéma de synthése de la plateforme D4CHO P22
Conditions : (a) piperidine/DMF (2:8), 3x10min ; (b) Fmoc-Lys(Boc)-OH (2éq), PyBOP (2éq),
DIPEA (4éq), DMF, 2h ; (c) piperidine/DMF puis Fmoc-aa-OH (2éq), PyBOP (2éq), DIPEA
(4éq) ; (d) TFA/TIS/H20 (96:2:2), 2x 2h ; (e) NalO4 (4x10éq), H20, 30 min, 70% pour (a)-(e).
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Pour décorer nos plateformes, nous avons introduit différentes fonctionnalités en position
anomére de deux sucres, le L-rhamnose et le D-GalNAc. Ceci nous permettra d’étudier
linfluence du lien chimique dans la reconnaissance de nos composés avec leur cible,
respectivement des anticorps et la lectine modéle HPA.

Installation d’'un motif propargyle

OH @ OAc o 0 " 9
0 a 0 c
A T T R
OH “ OAc A0 Oac HO  on
51 S2 S3 54

Schéma II-9 : Synthese du Rha-Prop S4
Conditions : (a) Ac20 (20mL), HCIOq (cat.), t.a., 3h, 81% ; (b) alcool propargylique (4éq),
BF3.Et;0 (2,5¢q), DCM anhydre, t.a., 20h, 72% ; (c) NaOMe, MeOH, pH 9-10, t.a., 20h, 99%.

Le sucre modifié Rha-Prop S4 a été obtenu en 3 étapes de synthese (Schéma 11-9) selon
le protocole utilisé au laboratoire.?*82% Brievement, le L-rhamnose monohydraté commercial a
été per-acétylé grace a un mélange d’anhydride acétique et d’acide perchlorique utilisé en
guantités catalytiques. Le groupement propargyle a ensuite été installé par glycosylation en
faisant réagir S2 avec de l'alcool propargylique et du trifluorure de bore, utilisé en tant que
promoteur. Afin de maximiser le rendement ainsi que la vitesse de réaction, I'alcool propargylique
a été distillé au préalable et la réaction a été réalisée en milieu anhydre. Cette glycosylation
hautement stéréoselective en faveur de 'anomeére alpha grace a la présence du groupe
participant en C-2 a permis I'obtention de $3. Finalement, les alcools de S3 ont été déprotégés
par une réaction de transestérification en utilisant un mélange de méthanolate de sodium et de
méthanol afin d’obtenir S4 avec un rendement total de 58%.

Installation d’une fonction oxyamine

Afin d’obtenir du L-rhamnose fonctionnalisé avec un oxyamine en position anomeérique,
5 étapes de synthese ont été nécessaires (Schéma 11-10). La synthése a été réalisée jusqu’a
lintermédiaire S7 par une stagiaire de Master 2 présente au laboratoire en 2015.
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Schéma II-10 : Synthése du Rha-ONH> S8
Conditions : (a) CHsCOOH.H2NNH: (1,2éq), DMF, t.a., 4h, 81% ; (b) DAST R7 (4mL), THF
anhydre, -30°C puis t.a., 4h ; (c) N-Hydroxyphtalimide R6 (1éq), EtsN (3,6 mL), BFs.Et:0 (11,9
mL), DCM anhydre, t.a., 2h, 20% sur deux étapes ; (d) MeNHNH»EtOH 1:1, t.a., 20h, 59%.

Comme pour Rha-Prop S4, la premiére étape a consisté a protéger 'ensemble des
hydroxyles libres du sucre commercial par action de 'anhydride acétique avec une catalyse a
l'acide perchlorique. L’alcool en position anomérique de S2 a ensuite été déprotégé de facon
sélective avec de l'acétate d’hydrazine, puis substitué par un atome de fluor par ajout de DAST
R7 sous conditions anhydres. Enfin, afin d’installer la fonction oxyamine, S6 a été mis en réaction
avec du N-hydroxyphtalimide R6 en présence de triéthylamine et de BF;.Et;O dans le
dichlorométhane. Le composé S7 de configuration alpha a alors été obtenu avec un rendement
de 20% sur deux étapes. Une derniére étape a consisté a traiter S7 avec un mélange
méthylhydrazine/éthanol afin d’éliminer en une seule étape les groupements protecteurs acétate
et phtalimide, et ainsi obtenir 88, avec un rendement global de 9%. Ce faible rendement
s’explique par le nombre d’étapes de synthése nécessaires ainsi que la nécessité de séparer les
anomeres a/p par chromatographie sur gel de silice, étape parfois fastidieuse.

Installation d’une fonction azoture
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Schéma II-11 : Synthese du Rha-N3 S11
Conditions : (a) 2-bromoéthanol (4éq), BFs.Et:0 (5éq), DCM anhydre, t.a., 4h ; (b) NaNs (2éq),
DMF anhydre, 40°C, 20h, 53% sur deux étapes ; (¢) NaOMe (0,3éq), MeOH, pH 9-10, t.a., 1h,
95%.
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La synthése du Rha-N3 $11 a donc été adaptée a partir de protocoles décrits pour la
préparation d’autres sucres présentant un groupement -O(CH,)2N3z en position anomérique.?4%:24
Le sucre modifié Rha-N3 $11 a été obtenu en 4 étapes (Schéma II-11). A partir du rhamnose
acétylé S2, le 2-bromoéthanol a été installé en position anomérique en présence du promoteur
BF3.Et,0O, puis I'halogéne a été substitué par un groupement azoture par action de NaNs. Les
alcools ont ensuite été déprotégés dans un mélange NaOMe/MeOH pour obtenir Rha-N3; $11
portant une fonction azoture en position anomérique, avec un rendement total de 45%.

b. Fonctionnalisation du D-galactosamine

Installation d’'un motif propargyle

L’anomeére a du GalNAc-Prop S17 a été obtenu en 5 étapes a partir de la galactosamine
commerciale $12 avec un rendement total de 3% selon une procédure similaire a celle employée
pour 'anomére a du Rha-Prop S4 (Schéma 11-12).
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Schéma II-12 : Synthése du GalNAc-Prop S17
Conditions : (a) agent de diazotransfert R8 (1,2éq), K2COs (2,7éq), CuSO4 (0,01éq),
MeOH/H-0, 2h ; (b) pyridine, anhydride acétique (6éq), 0°C puis t.a., 20h, 31% sur deux
etapes ; (c) alcool propargylique (3éq), BFs.Et,0 (7éq), DCM anhydre, t.a., 4j, 39% ; (d) PPhs
(1,256q), Ac20 (3éq), DCM, 20h ; (e) NaOMe, MeOH, pH 10-11, t.a., 3h,16% sur deux étapes.

L’amine en position C2 du sucre commercial $12 a tout d’abord été transformée en
azoture, par lintermédiaire de I'agent de diazotransfert R8. Sans réaliser de purification au
préalable, S13 a ensuite été mis en réaction avec un mélange pyridine/anhydride acétique afin
de protéger les alcools libres par des acétates et ainsi obtenir un mélange a/f. Seul 'anomeére B
$14 étant réactif lors de réaction de glycosylation, 'anomére a a majoritairement été éliminé,
d’abord par chromatographie sur colonne de silice, puis par recristallisation dans de I'éthanol. La
glycosylation de S14 par I'alcool propargylique a ensuite été réalisée en présence BF;.Et,0. Puis,
aprés purification sur colonne de silice, $15 a été obtenu avec un rendement de 39%. Afin de
réduire I'azoture en position C2 en amine, une réaction de Staudinger a été réalisée mettant en
jeu de la triphénylphosphine dans un premier temps, puis de 'anhydride acétique afin de protéger
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lamine formée par un groupement -acétate. L’'anomére a S$16 désiré a été obtenu apres
purification. Le rendement n’est pas calculable a ce stade en raison de la formation d’oxyde de
triphénylphosphine trés difficile a éliminer du brut réactionnel. Finalement, la derniére étape de
synthése a consisté a éliminer les groupements protecteurs acétate par un mélange de
méthanolate de sodium et de méthanol. Plusieurs extractions successives au chloroforme ont
été réalisées afin d’éliminer 'oxyde de triphénylphosphine. La phase aqueuse a ensuite été
lyophilisée pour obtenir le produit $17 désiré.

Installation d’un motif oxyamine

Le dérivé GalNAc-ONH; S22 a été synthétisé par C. Pifferi, étudiant en thése au sein de
I'équipe a cette période, selon une procédure déja décrite au laboratoire (Schéma 11-13).24? La
synthése ne sera donc pas détaillée et expliguée dans ce manuscrit.
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Schéma II-13 : Synthése du GaINAc-ONH, S22
Conditions : (a) pyridine, anhydride acétique (6éq), 0°C puis t.a., 20h ; (b) CHsCOOH.H2NNH:
(1,2éq), DMF, t.a., 4h, 81% ; (c) DAST (4mL), THF anhydre, -30°C puis t.a., 4h; (d) N-
hydroxyphtalimide (1éq), EtsN (3,6 mL), BF3.Et.0 (11,9 mL), DCM anhydre, t.a., 2h, 20% sur
deux étapes ; (€) MeNHNH«/EtOH 1:1, ta., 20h, 59%.

c. Assemblage chimiosélectif de glycoconjugués
i.  Conditions expérimentales générales

Conditions expérimentales de la CuAAC

Dans le cadre de la synthese des différents glycoconjugués multivalents, la réaction de
CUuAAC a été réalisée :

(1) soit entre un sucre présentant une fonction propargyle (ou alcyne) et une plateforme
fonctionnalisée avec des azotures,

(2) soit entre un sucre présentant une fonction azoture et une plateforme fonctionnalisée avec
des alcynes,

74



(3) soit entre deux plateformes, une portant un groupement alcyne et la seconde portant un
groupement azoture.

Concernant la source de cuivre, du cuivre (ll) a été utilisé sous la forme de sulfate de
cuivre (CuSOQ.). Ce dernier a été utilisé en quantité catalytique pour la synthése des conjugués
tétravalents, avec introduction de seulement 0,1 équivalent dans le milieu réactionnel. Pour
favoriser la solubilisation du cuivre et améliorer son activité catalytique, du THPTA a également
été ajouté. Finalement, de I'ascorbate de sodium (NaAsc) a été utilisé pour réduire Cu(ll) en
Cu(l). A noter que pour la synthése des conjugués hexadécavalents, une quantité plus
importante de CuSO4/THPTA/NaAsc a été utilisée en raison d’une cinétique plus lente induite
par un encombrement stérique.

Concernant la solvatation des différents partenaires, des investigations concernant les
solvants de réactions ont été menées ultérieurement au laboratoire et le couple DMF/PBS 1x pH
7,4 dans des proportions 1:2 s’était avéré optimal afin de (1) solubiliser la plateforme peu soluble
en milieu aqueux et de (2) solubiliser le sucre propargylé peu soluble cette fois en milieu
organique. A noter que le produit de click obtenu est lui aussi soluble dans ce mélange de
solvants.

L’avancement de la réaction a été suivi par UPLC-MS et une conversion totale a
généralement observée été observée apres 3 heures de réaction en moyenne pour les
conjugués tétravalents et 24 heures en moyenne pour leurs analogues hexadécavalents.

Finalement, avant de purifier le produit de click obtenu, il est nécessaire d’éliminer le
cuivre présent dans le milieu réactionnel. Cette élimination est essentielle car 'ensemble des
glycoconjugués ont été synthétisés dans le but d’étre testés in vitro avec des protéines. Outre sa
toxicité in vivo et son pouvoir oxydant, il a été démontré que I'évaluation des interactions protéine-
ligand pouvait étre faussée de facon significative par la présence de cuivre encore chélaté sur la
structure du ligand. Afin d’éliminer ces cations, de la résine Chelex est ajoutée dans le milieu
réactionnel. C’est une résine échangeuses d’ions qui a pour réle de chélater les ions métalliques
multichargés présents en solution. Pour cela, une agitation douce est maintenue pendant au
moins 45 minutes aprés introduction de la résine dans le milieu réactionnel. Cette derniére est
rincée plusieurs fois a I'eau afin de récupérer 'ensemble du glycoconjugué. Le produit obtenu
par click est ensuite purifié par HPLC semi-préparative.

Conditions expérimentales de la ligation oxime

Au laboratoire, la ligation oxime fait partie des réactions les plus utilisées pour installer
des motifs saccharidiques sur des plateformes 4-, 16- et 64-valentes. Dans le cadre des travaux
de thése décrits dans ce manuscrit, elle a notamment été utilisée pour attacher des sucres
présentant une fonction oxyamine en position anomeére sur des plateformes tétra- et
hexadécavalentes. Elle a également été utilisée pour relier deux plateformes multivalentes selon
des approches convergente et divergente, dont les concepts sont abordés dans la suite du
manuscrit, et ainsi générer des conjugués hexadécavalents.
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Contrairement a la CUAAC, la ligation oxime présente 'avantage de ne pas nécessiter de
catalyseur métallique. Les deux partenaires de la réaction sont dissous dans un mélange
TFA/H20 dans les proportions 1:1000. La réaction est rapide, de l'ordre de quelques dizaines
minutes, et efficace avec un taux de conversion proche de 100% quels que soient les partenaires
de la réaction.

Elle peut toutefois étre sensible & 'encombrement stérique. En effet, lorsque le chassis
peptidique présentant des groupements 4 ou 16 aldéhydes est fonctionnalisé par des unités
saccharidiques portant des fonctions -ONHz, la réaction est toujours rapide et totale car la géne
stérique est tres faible. A l'inverse, la géne stérique est beaucoup plus importante lorsque I'on
relie deux plateformes entre elles conduisant ainsi a une cinétique plus faible. Par conséquent,
pour améliorer la cinétique de réaction et observer une conversion totale au bout de quelques
minutes, il est nécessaire de travailler a des concentrations trés élevées et bien slr avec des
produits parfaitement propres.

Une fois la réaction terminée, les différents produits obtenus ont été purifiés par HPLC
semi-préparative.

ii.  Glycoconjugués monovalents

Les glycoconjugués monovalents G1-1 et G1-2 ont été synthétisés comme molécules
contrdles pour les expériences d’interaction. lls ont été obtenus selon les conditions de couplage
CUuAAC en une étape a partir de la plateforme peptidique R1N3 P3, avec des rendements de 53%
pour G1-1 et 60% pour G1-2 aprés purification par HPLC semi-préparative. Ces composés ont été
caractérisés par spectrométrie de masse ainsi que RMN et la pureté du produit aprés purification
a également été controlée par HPLC analytique (Figure 11-11).
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Schéma II-14 : Synthése des glycoconjugués monovalents R1t(a-Rha) G1-1 et R1t(a-GalNAc)
G1-2
Conditions : (a) Rha-Prop S4 ou GalNAc-Prop S$17 (1,2éq), CuSOs (0,1éq), THPTA (0,3¢q),
NaAsc (1éq), DMF/PBS 1x pH 7,4 (1:2), 3h, 53% pour G1-1 et 60% pour G1-2.
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Figure II-11 : Chromatogramme HPLC analytique du glycoconjugué R1t(a-Rha) G1-1
Conditions : Colonne : Waters X-Bridge (C18, 3.5 um, 4.6 x 100mm) ; Dissolution de
I’échantillon : H20 ; Solvants : A= H0 + 0,01% TFA, B = acétonitrile + 0,01% TFA ;

Gradient : 0-50% en B, 15 minutes ; Temps de rétention : tr = 5,721 min.

iii. ~ Glycoconjugués tétravalents

Obtenus par ligation CUAAC

Quatre conjugués tétravalents ont été obtenus par CuAAC reposant soit sur une
plateforme RAFT soit sur une plateforme de type dendrimérique.
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Schéma II-15 : Synthése des glycoconjugués G4-1, G4-2, G4-3 et G4-4 par CuAAC
Conditions : (a) Rha-Prop S4 ou GalNAc-Prop S17 (5éq), CuSO4 (0,1éq), THPTA (0,3éq),
NaAsc (1éq), DMF/PBS 1x pH 7,4 (1:2), 3h, 60% pour G4-1 et 67% pour G4-2 ; (b) Rha-Prop
S4 ou GalNAc-Prop S17 (5¢q), CuSO4 (0,1éq), THPTA (0,3éq), NaAsc (1éq), DMF/PBS 1x pH
7,4 (1:2), 3h, 51% pour G4-3 et 37% pour G4-4.



Les glycoconjugués R4t(a-Rha) G4-1 et R4t(a-GalNAc) G4-2 ont été obtenus par ligation
CUAAC entre la plateforme R4N3 P6 et un sucre modifi€, soit Rha-Prop $4 soit GalNAc-Prop $17.
Les couplages ont été réalisés avec des rendements de 60% pour G4-1 et 67% pour G4-2 apres
purification. De méme, les dendriméres tétravalents D4t(a-Rha) G4-3 et D4t(a-GalNAc) G4-4 ont
été obtenus en une étape par CUAAC, avec un rendement de 51% pour G4-3 et 37% pour G4-4
aprés purification par HPLC semi-préparative. Aucune différence de réactivité n'a été observée
entre ces différents produits. Les conjugués obtenus ont été caractérisés en masse et en RMN.
Des analyses HPLC ont également été réalisées (Figure 11-12 pour R4t(a-Rha) G4-1 et D4t(a-
Rha) G4-3).

(a) Auto-Scaled Chromatogram (b) Auto-Scaled Chromatogram
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Figure II-12 : Chromatogramme HPLC analytique des glycoconjugués R4t(a-Rha) G4-1 et
D4t(a-Rha) G4-3
Conditions : Colonne : Waters X-Bridge (C18, 3.5 um, 4.6 x 100mm) ; Dissolution de
I’échantillon : H20 ; Solvants : A= Hz0 + 0,01% TFA, B = acétonitrile + 0,01% TFA;
Gradient : 0-50% en B, 15 minutes ; Temps de rétention : (a) tz = 6,753 min pour R4t(a-Rha)
G4-1; (b) tz = 5,900min pour D4t(a-Rha) G4-3.

Comme pour les conjugués précédents, le glycoconjugué R4ti(a-Rha) G4-5 a été obtenu
par CUAAC (Schéma II-16). L’analogue fonctionnalisé avec du GalNAc n’a pas été synthétisé.
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Schéma 1I-16 : Synthése du glycoconjugué R4ti(a-Rha) G4-5 par CuAAC

Conditions : (a) Rha-N3 $11 (56q), CuSOx (0,16q), THPTA (0,3¢q), NaAsc (1éq), DMF/PBS 1x
pH 7,4 (1:2), 3h, 63%.
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En ce qui concerne la plateforme P11, I'introduction de groupements alcyne sur le RAFT
confére au chassis peptidique une polarité ainsi qu’une solubilité en milieu aqueux plus faible
gue pour la plateforme R4N3 P6. De méme, le produit final G4-5 obtenu est moins soluble que
son analogue R4t(a-Rha) G4-1. Cette diminution de la solubilité a notamment induit une
diminution de la vitesse de réaction : en effet si 'on compare a la synthése de R4t(a-Rha) G4-1,
la conversion totale a nécessité une heure de plus sans modification des conditions opératoires.
Le conjugué G4-5 a été obtenu avec un rendement de 63% apres purification.

La cinétique de réaction lente peut étre liée a la nature des fonctions chimiques présentes
sur chaque partenaire de la réaction. S’il a été montré que la vitesse de réaction de la CUAAC
augmente de facon significative lorsque les azotures sont présentés de fagcon multivalente sur
des polyméres, dendriméres, et autres plateformes,?324* en revanche, une présentation
multivalente de groupements alcyne de trop forte densité peut provoquer une baisse de réactivité
significative, empéchant parfois la formation du lien triazole.

Obtenus par ligation oxime

Les glycoconjugués R4o(a-Rha) G4-6, R4o(a-GalNAc) G4-7, D4o(a-Rha) G4-8 et D4o(a-
GalNAc) G4-9 ont été obtenus par ligation oxime (Schéma 1I-17), dont les conditions
expérimentales ont été décrites précédemment a la page 75.
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Schéma II-17 : Synthése des glycoconjugués G4-6, G4-7, G4-8 et G4-9 par ligation oxime
Conditions : (a) Rha-ONH2 S8 ou GalNAc-ONH2 S22 (5éq), TFA/H20 (1:1000), 37°C, 45min,
84% pour G4-6 et 80% pour G4-7; (b) Rha-ONH2 S8 ou GalNAc-ONH2 S22 (5¢q), TFA/H20

(1:1000), 37°C, 45min, 40% pour G4-8 et 75% pour G4-9.
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Les plateformes tétravalentes R4CHO P16 et DACHO P22 ont respectivement été
fonctionnalisées avec 4 unités de Rha-ONH, S8 pour obtenir G4-6 et G4-8 ainsi qu’avec 4 unités
de GalNAc-ONH; S22 pour obtenir G4-7 et G4-9. La réaction a été suivi par UPLC-MS et un
couplage gquantitatif a été observé au bout de 45 minutes. Les produits obtenus ont été purifiés
par HPLC semi-préparative et des analyses de masses ainsi que RMN ont été réalisées. La
pureté des conjugués a également été vérifice par HPLC analytique (Figure 11-13 pour R4o(a-
Rha) G4-6 et D4o(a-Rha) G4-8). Il faut mentionner que les liens oximes ont tendance a se
fragmenter pendant 'analyse de MS rendant leur caractérisation parfois délicate.

(a) Auto-Scaled Chromatogram (b) Auto-Scaled Chromatogram
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Figure 1I-13 : Chromatogramme HPLC analytique des glycoconjugués R4o(a-Rha) G4-6 et
D4o(a-Rha) G4-8
Conditions : Colonne : Waters X-Bridge (C18, 3.5 um, 4.6 x 100mm) ; Dissolution de
I’échantillon : H-0 ; Solvants : A= H20 + 0,01% TFA, B = acétonitrile + 0,01% TFA ;
Gradient : 0-50% en B, 15 minutes ; Temps de rétention : (a) tz = 6,471 min pour R4o(a-
Rha) G4-6 ; (b) tz = 5,697 min pour D4o(a-Rha) G4-8.

iv.  Glycoconjugués hexadécavalents

La synthése de dendriméres hexadécavalents peut étre réalisée selon deux approches
de synthése®2242

(1) la premiere approche possible est dite divergente (Schéma II-18a): elle consiste a
synthétiser directement une plateforme puis a greffer des unités saccharidiques sur cette
derniére par ligations chimiosélectives.

(2) la seconde approche possible est dite convergente (Schéma 11-18b) : elle consiste cette fois
a synthétiser le glycoconjugué tétravalent par le biais d’'une réaction de chimie click entre une
plateforme tétravalente et 4 unités saccharidiques. Un bras espaceur portant une fonction
réactive d’'intérét est ensuite installé sur le glycoconjugué tétravalent puis 'ensemble de la
structure est greffée sur une seconde plateforme tétravalente par le biais d’'une ligation
chimiosélective.
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Schéma 1I-18 : Stratégies de synthése divergente (a) et convergente (b) de glycoconjugués
multivalents

L’'approche divergente présente l'avantage de synthétiser indépendamment la
plateforme et les sucres modifiés. Une seule ligation chimiosélective en solution est nécessaire
pour obtenir le conjugué multivalent final. Cette stratégie de synthese est trés utile lorsque le
sucre modifié est colteux ou qu’il est disponible en faible quantité. L’inconvénient majeur est le
suivi de la réaction pour s’assurer que I'ensemble des 16 unités saccharidiqgues sont bien
greffées sur la plateforme : un suivi par HPLC et UPLC-MS peut étre complexe si la réaction
n’est pas totale.

L’approche convergente permet au contraire un meilleur suivi des étapes de ligations :
ce sont des blocs de taille importante (1000 a 3000 Da) qui sont greffés entre eux, ainsi 'absence
d’'un bloc caractéristique d’'une réaction non totale est immédiatement visible par HPLC/UPLC-
MS. L’inconvénient de cette stratégie de synthése est une consommation plus importante en
produits en raison du nombre important d’étapes successives et de purifications réalisées avant
de pouvoir obtenir le conjugué hexadécavalent final. De plus, la derniére étape de synthése qui
consiste a greffer 4 blocs tétravalents sur un chassis tétravalent peut avoir une cinétique lente
en raison d’'un encombrement stérique important.

Dans le cadre de ce projet de thése, nous avons de décidé de travailler essentiellement
avec des approches convergentes, les sucres nécessaires aux synthéses étant financierement
accessibles et disponibles en quantité raisonnable au laboratoire. De plus, dans le but de réaliser
ultérieurement des synthéses sur surface, les différents synthons nécessaires ont ainsi pu étre
préparés par la méme occasion.
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Assemblage convergent par ligation oxime
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Schéma 1I-19 : Schéma de synthése du glycoconjugué RR160t(a-Rha) G16-1 et RR160t(a-
GalNAc) G16-2
Conditions : (a) Eei-Aoa-OSu R9 (1,2éq), DIPEA (1éq), DMF, pH 9-10, 2h, 54% pour G4-10 et
84% pour G4-11 ; (b) R4CHO P16 (0,2éq), TFA/H20 (1:1000), 37°C, 45min, 59% pour G16-1
et 80% pour G16-2.

Les glycoconjugués hexadécavalents RR160ot(a-Rha) G16-1 et RR160t(a-GalNAc) G16-2
ont été obtenus en 2 étapes a partir de leurs analogues tétravalents respectifs R4t(a-Rha) G4-1
et R4t(a-GalNAc) G4-2. La premiére étape a consisté a introduire un groupement oxyamine par
couplage amide de I'ester activé Eei-Aoa-OSu R9 sous conditions basiques.?*%46 Les conjugués
obtenus R4t(a-Rha)-Eei G4-10 et R4t(a-Rha)-Eei G4-11 ont été déprotégés par acidolyse et
couplés simultanément en 4 exemplaires sur la plateforme R4CHO P16 par ligation oxime par
réaction « one-pot ». Les conjugués hexadécavalents RR160t(a-Rha) G16-1 et RR160t(a-GalNAc)
G16-2 ont ensuite été purifies par HPLC semi-préparative et obtenus avec des rendements
respectifs de 32% et 67%. Comme nous I'avons mentionné précédemment, cette réaction s’est
avérée plus longue en raison de 'encombrement stérique de nos structures. Des analyses de
masse ont été réalisées et ont permis de confirmer la formation des produits désirés. Des HPLC
analytigues (Figure II-14 pour RR16ot(a-Rha) G16-1) ainsi que des RMN ont également été
réalisées.
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Figure II-14 : Chromatogramme HPLC analytique du glycoconjugué RR160t(a-Rha) G16-1
Conditions : Colonne : Waters X-Bridge (C18, 3.5 um, 4.6 x 100mm) ; Dissolution de
I’échantillon : H-0 ; Solvants : A= H20 + 0,01% TFA, B = acétonitrile + 0,01% TFA ;

Gradient : 0-50% en B, 15 minutes ; Temps de rétention : tr = 8,334 min.

Comme pour RR160t(a-Rha) G16-1, le glycoconjugué hexadécavalent RR16oti(a-Rha)
G16-3 a été obtenu en 2 étapes a partir de son analogue R4ti(a-Rha) G4-5 (Schéma 11-20).
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Schéma 1I-20 : Synthése du glycoconjugué RR160ti(a-Rha) G16-3
Conditions : (a) Boc-Aoa-OSu R4 (1,2éq), DIPEA (1éq), DMF, pH 9-10, 2h, 60% ; (b)
TFA/NH20H/H-0 (96:2:2), 1h ; (¢) R4CHO P16 (0,2éq), TFA/H20 (1:1000), 37°C, 6h, 67% sur
deux étapes.
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La stratégie de synthése est similaire a celle décrite précédemment, a la seule différence
gue la synthése a été beaucoup plus délicate en raison de problémes de solubilité. Apres
couplage du Boc-Aoa-OSu R4 puis une purification par HPLC semi-préparative, le conjugué
tétravalent G4-12 a été obtenu. Le groupement protecteur -Boc de G4-12 a été éliminé par un
mélange TFA/NH.OH/H.O puis le produit déprotégé a été obtenu par précipitation dans du
diéthyléther. Le conjugué analogue de G4-12 avec une oxyamine libre a ensuite été mis
directement en réaction avec la plateforme R4CHO P16. Le produit RR160ti(a-Rha) G16-3 désiré
a été obtenu avec un rendement total de 40% apres purification par HPLC semi-préparative. Des
caractérisations par masse et par RMN ont permis de confirmer I'obtention du produit désiré.

Assemblage divergent par ligation oxime

Contrairement aux conjugués hexadécavalents G16-1, G16-2 et G16-3, le glycoconjugué
hexadécavalent RR1600(a-Rha) G16-4 a été obtenu par stratégie de synthése divergente a partir
du chéssis peptidigue RR16CHO P26 présentant 16 groupements aldéhyde (Schéma II-21). Une
stratégie convergente n’est ici pas envisageable, des réactions secondaires ayant été observées
au laboratoire ces dernieres années sur des produits similaires.
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Schéma II-21 : Schéma de synthése de la plateforme RR16CHO P26 a partir de
R4BocSer(tBu)-Dde P14
(a) N2H/DMF (2:98), 20 min, 99% ; (b) Boc-Aoa-OSu R4 (1,2éq), DIPEA (4éq), DMF, pH 9-10,
2h, 79% ; (c) TFA/NH20H/TIS/H20 (94:2:2:2), 3h, 84% ; (d) R4CHO P16 (0,2éq), TFA/H20
(1:1000), 37°C, 45min, 88% ; (e) NalO4 (16x106q), H20, 40 min, 82%.
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Nous avons monté au laboratoire que I'empilement successif de plusieurs plateformes
par un processus itératif permet d’augmenter la valence de nos composés de maniéere
extrémement simple et efficace.??>247:248 |_a plateforme RR16CHO P26 a été obtenue en 5 étapes
de synthése réalisées en solution a partir de la plateforme R4BocSer(tBu)-Dde P14 dont le
schéma de synthése a été présenté sur le Schéma II-6. Un groupement -ONHBoc a été introduit
par couplage de la lysine libre de P14 avec I'ester activé Boc-Aoa-OSu R4.2%5246 | es groupements
-Boc et -tBu ont ensuite été éliminés en utilisant un mélange TFA/NH>OH/TIS/H,O pour éviter
I'alkylation de I'oxyamine libérée. Enfin, la plateforme R4Ser-ONH, P24 purifiée par HPLC a été
attachée par ligation oxime sur les 4 aldéhydes libres du chassis peptidique R4CHO P16. Pour
finir, les sérines ont a nouveau été traitées par du périodate de sodium afin d’obtenir la plateforme
RR16CHO P26 portant 16 groupements aldéhydes. La plateforme P26 a été obtenue aprées
purification par HPLC semi-préparative. Le chassis peptidique a été caractérisé par masse et
RMN.

Le glycoconjugué RR1600(a-Rha) P16-4 a été obtenu en une étape de synthése (Schéma
[I-22) par couplage oxime entre la plateforme P26 et le sucre modifié Rha-ONH2 S8 avec un
rendement de 69%. Le produit final a été purifié par HPLC semi-préparative et caractérisé en
masse et RMN. Une analyse HPLC a également été réalisée (Figure 11-15).

L ,Lys Lys
6ly L ¥ Pro Al
H L
Pm.—l-yS-.Lys..—LVS-..Gly ! Pr ’-Lys-...L — ys\Gl
OJ\ _____
Ouy N0
Lo o
O-N o 0 N-O
\R' R 7y~
L
GI Vs —y @ oy 5 VS TJ
—_—
_,_Lys..,_ _/LVS--.. Pr/o"'Lys""'Lys"Lys"Gly
RR160CHO P26 RR1600(a-Rha) G16-4 R=oa-Rha

Schéma II-22 : Synthése du glycoconjugué RR1600(a-Rha) G16-4 par ligation oxime
Conditions : (a) Rha-ONH: 88 (20éq), TFA/H0 (1:1000), 37°C, 45min, 69%.
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Figure II-15 : Chromatogramme HPLC analytique du glycoconjugué RR1600(a-Rha) G16-4
Conditions : Colonne : Waters X-Bridge (C18, 3.5 um, 4.6 x 100mm) ; Dissolution de
I’échantillon : H20 ; Solvants : A= H.0 + 0,01% TFA, B = acétonitrile + 0,01% TFA ;

Gradient : 0-50% en B, 15 minutes ; Temps de rétention : tr = 8,247 min.

Modification de la stratégie de synthése

Compte tenu de certaines difficultés de synthése liées a la chimie des oximes et leur
caractérisation, nous avons choisi d'utiliser par la suite une stratégie basée uniquement sur la
réaction de CuAAC.

Assemblage convergent par CUAAC

A partir de cette nouvelle stratégie de synthése convergente, quatre glycoconjugués
hexadécavalents de rhamnose et quatre de GalNAc ont été synthétisés (Schéma II-23 et
Schéma 11-24).

Les conjugués obtenus sont constitués :

(1) soitdeux couches de plateformes de type RAFT (RR16tt) avec RR16tt(a-Rha)
G16-7 et RR16tt(a-GalNAc) G16-8 (Schéma I1-23),

(2) soit une plateforme intérieure de type RAFT et des plateformes extérieures de
type dendrimére (RD16tt) avec RD16tt(a-Rha) G16-11 et RD16tt(a-GalNAc)
G16-12 (Schéma 11-24),

(3) soit deux couches de plateformes de type dendrimére (DD16tt) avec
DD16tt(a-Rha) G16-9 et DD16tt(a-GalNAc) G16-10 (Schéma 11-24),

(4) soit une plateforme intérieure de type dendrimére et des plateformes
extérieures de type RAFT (DR16tt) avec DR16tt(a-Rha) G16-5 et DR16tt(a-
GalNAc) G16-6 (Schéma 11-23).

Le changement de stratégie de synthése présente l'avantage de produire des
intermédiaires réactionnels et des conjugués finaux plus stables, sous conditions normales de
manipulation et plus faciles a caractériser.

Concernant la procédure expérimentale, un groupement alcyne a tout d’abord été
introduit sur la lysine libre présente sur 'ensemble des structures tétravalentes, RAFT et
dendrimére. Ce groupement a été introduit par couplage amide de 'ester activé 4-Pent-AcA-OSu
R2 sous condition basique, dont la préparation a été décrite par Galibert et al. en 2009.24°
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Schéma 1I-23 : Synthése des glycoconjugués hexadécavalents de rhamnose et de GalNAc
G16-5, G16-6, G16-7 et G16-8 par ligation CUAAC
Conditions : (a) 4-Pent-AcA-OSu R2 (1,2éq), DIPEA (1éq), DMF, pH 9-10, 2h, 80% pour G4-10
et 58% pour G4-11 ; (b) D4N3 P19 (0,2éq), CuSO4 (0,1éq), THPTA (0,3éq), NaAsc (1éq),
DMF/PBS 1x pH 7,4 (1:2), 3h, 67% pour G16-5 et 88% pour G16-6 ; (c) R4N3 P6 (0,2éq),
CuSO04(0,1éq), THPTA (0,3éq), NaAsc (1éq), DMF/PBS 1x pH 7,4 (1:2), 3h, 75% pour G16-7
et 80% pour G16-8.
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Schéma II-24 : Synthése des glycoconjugués hexadécavalents de rhamnose et de GalNAc
G16-9, G16-10, G16-11 et G16-12 par ligation CuUAAC
Conditions : (a) 4-Pent-AcA-OSu R2 (1,2éq), DIPEA (1éq), DMF, pH 9-10, 2h, 84% pour G4-12
et 75% pour G4-13 ; (b) D4N3 P19 (0,2éq), CuSO4 (0,1éq), THPTA (0,3éq), NaAsc (1éq),
DMF/PBS 1x pH 7,4 (1:2), 3h, 67% pour G16-9 et 69% pour G16-10 ; (c) R4N3 P6 (0,2éq),
CuSO04 (0,1éq), THPTA (0,3¢q), NaAsc (1éq), DMF/PBS 1x pH 7,4 (1:2), 3h, 58% pour G16-11
et 67% pour G16-12.



Les glycoconjugués obtenus, G4-10, G4-11, G4-12 et G4-13 ont alors été greffés par CUAAC
sur les chassis peptidiques soit R4N3 P6 soit DAN3 P19.

Les glycoconjugués hexadécavalents de rhamnose RR16tt(a-Rha) G16-7, RD16tt(a-Rha)
G16-11, DD16tt(a-Rha) G16-9 et DR16tt(a-Rha) G16-5 ont été obtenus avec des rendements
respectifs de 75%, 58%, 67% et 67% aprés purification a partir de leur analogue tétravalent G4-
1 et G4-3. Ces composés ont été entierement caractérisés par masse et leur pureté a été
confirmée par HPLC analytique (Figure 11-16). Aucune différence de réactivité significative n’a
été observée pour les différents conjugués au cours de ces syntheses.

De méme, les glycoconjugués hexadécavalents de RR16tt(a-GalNAc) G16-8, RD16tt(a-
GalNAc) G16-12, DD16tt(a-GalNAc) G16-10 et DR16tt(a-GalNAc) G16-6 ont été obtenus avec des
rendements respectifs de 80%, 67%, 69% et 88% aprées purification a partir de leur analogue
tétravalent G4-2 et G4-4. Ces composés ont également été entierement caractérisés en masse et
leur pureté confirmée par HPLC analytique.

Auto-Scaled Chromatogram Auto-Scaled Chromatogram

(a) . (b)
0] E 1.00]
0.25]
| 0.0
0.20] | ‘
0.60]
2 0] | Z
|
‘ a0
0.1] |
| ‘ |
5 0.20]
0.00 000 - . I —
—_r— —————
.00 200 00
Minutes. Minutes
(C) Auto-Scaled Chromatogram (d) Auto-Scaled Chromatogram
0.5
0T |
%E 8
050, i
0.50]
0.30] ‘
0.40]
2 B
2 E
020 I 0220 |
s \ |
| 0.0
10
I - S
0.00 - ATET o 1 — — S8

000 200 4.00 6.00 800 10.00 12.00 14.00 0.00 200 4.00 .00 800 1000 12.00 14.00
es stes

Figure II-16 : Chromatogrammes HPLC analytiques des glycoconjugués hexadécavalents de
rhamnose obtenus par CuUAAC
Conditions : Colonne : Waters X-Bridge (C18, 3.5 um, 4.6 x 100mm) ; Dissolution de
I’échantillon : H-0 ; Solvants : A= H20 + 0,01% TFA, B = acétonitrile + 0,01% TFA ;
Gradient : 0-50% en B, 15 minutes ; Temps de rétention : (a) tz = 8,346 min pour RR16tt(a-
Rha) G16-7 ; (b) tr = 7,352 min pour RD16tt(a-Rha) G16-11; (c) tr = 7,137 min pour
DD16tt(a-Rha) G16-9 ; (d) tr = 8,125 min pour DR16tt(a-Rha) G16-5.



Conclusion générale sur la partie Il

Dans cette partie, nous avons mis au point différents glycoconjugués multivalents
présentant 1, 4 ou 16 unités saccharidiques (Rha ou GalNAc). Afin d’étudier I'influence de la
structure de ces conjugués sur l'interaction avec diverses protéines, plus précisément avec des
lectines et des anticorps, différents chassis peptidiques ont été préparés. Soit de type RAFT, soit
de type dendrimérique, les plateformes sélectionnées offrent une présentation différente des
sucres sur la surface externe des conjugués. Deux ligations chimiosélectives ont également été
utilisées afin de greffer les unités saccharidiques sur les chassis multivalents, induisant ainsi une
variabilité des bras espaceurs.

Les glycoconjugués dont la synthése a été décrite en partie Il, et dont les structures sont
rappelées ci-dessous (Figure II-17 et Figure 1I-18), ont été évalués en tant que ligands de
protéines dans les parties Il et IV avec la lectine Helix Pomatia Agglutinin pour les conjugués de
GalNAc et dans la partie V avec des anticorps endogénes présents dans du sérum pour les
conjugués de rhamnose.
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Figure II-17 : Glycoconjugués multivalents d’a-Rha et d’a-GalNAc présentant des liens oximes
entre les unités saccharidiques et la plateforme
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Figure 11-18 : Glycoconjugués multivalents d’a-Rha et d’a-GalNAc présentant des liens

triazoles entre les unités saccharidiques et la plateforme
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lll.  Validation des biopuces a glycodendrimére avec des lectines

Des premiers essais d’interaction sucre-protéine sur surface ont été réalisés au
laboratoire en collaboration avec une équipe du LETI (Laboratoire d'Electronique et de
Technologie de I'Information) localisée sur le campus du CEA de Grenoble. Au cours de cette
étude, deux lectines ont été sélectionnées comme modeéles : la lectine PNA (Peanut Agglutinin)
et la lectine HPA (Helix Pomatia Agglutinin).

e La lectine PNA est une protéine tétramérique produite par les fruits de I'Arachis
hypogaea (arachide), de masse molaire 110 kDa. Elle interagit spécifiquement avec les
polysaccharides présentant un 3-galactose en position terminale, notamment Gal-3(1-3)-
GalNAc ou le lactose (Gal-3(1-4)-Glc).

e Lalectine HPA est une protéine hexameérique produite par I'escargot de Bourgogne, de
masse molaire 76 kDa. Elle interagit spécifiquement avec les composés présentant un
motif a-GalNAc ou a-GIcNAc en position terminale.

L’interaction de la lectine PNA a été étudiée avec un glycoconjugué tétravalent
fonctionnalisé avec 4 unités de B-Lac (Figure lll-2a-1a). Et I'interaction de la lectine HPA a été
étudiée avec un glycoconjugué tétravalent fonctionnalisé avec 4 unités de a-GalNAc (Figure
[lI-2a-1b). Des structures monovalentes (Figure Ill-2a-(2a-2b)) ont également été utilisées comme
contréles. Ces travaux ayant débuté avant ce travail de thése, les protocoles expérimentaux ne
sont pas détaillés dans ce manuscrit : 'ensemble des informations est disponible dans la
publication de Hoang et al.1*® Ce travail est brievement résumé ci-dessous.

Deux approches basées sur la ligation oxime ont été utilisées pour réaliser ces biopuces :
une premiére approche dite directe et une seconde dite indirecte (Figure 1ll-1). Dans le cas de
lapproche directe, la structure entiére du glycoconjugué, préalablement synthétisée en solution,
a été greffée sur la surface. Dans le cas de 'approche indirecte, la plateforme du conjugué a
tout d’abord été greffée sur la surface, modifiée in-situ pour générer des groupements aldéhyde
et enfin fonctionnalisée avec les sucres d'intérét.

Concernant I'étape de greffage, des lames de type SiO ont été fonctionnalisées avec
des groupements aldéhyde selon une méthodologie développée au LETI et les différentes
structures ont été fonctionnalisées avec des oxyamines sur leurs faces inférieures. Le dépbt des
structures sur lame a été réalisé manuellement.
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A/ Direct approach B/ Indirect approach
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Figure Ill-1 : Préparation de lames par voie directe (A) et indirecte (B)
(issue de Hoang et al. 2017)1%

b

Tests d’interaction

Le test d’interaction avec les lectines fluorescentes a été réalisé pour les deux approches
et les intensités de fluorescence ont été comparées. Les résultats des tests d’interaction des
conjugués de a-GalNAc et B-lactose avec la lectine HPA en utilisant 'approche directe sont
présentés en Figure 1ll-2b. Ces résultats montrent tout d’abord la spécificité de la lectine vis-a-
vis de I'a-GalNAc, avec une absence d’interaction pour le B-lactose (Figure 1lI-2b-2a) ainsi que
pour le conjugué tétravalent correspondant (Figure 111-2b-1a). De plus, une faible interaction a été
observée pour le sucre seul a-GalNAc (Figure IlI-2b-1b) alors qu’une forte interaction a été mise
en évidence pour le conjugué tétravalent (Figure 1lI-2b-2b). Des résultats similaires ont été
obtenus entre la lectine PNA et le conjugué tétravalent de B-lactose avec une intensité de
fluorescence moyenne pour ce dernier et une absence d’interaction pour le conjugué de a-
GalNAc (Figure lll-2c).

Concernant 'approche indirecte, les résultats sont présentés en Figure IlI-2c pour la
lectine PNA et en Figure IlI-2d pour la lectine HPA. Nos premiers résultats sont trés
encourageants puisque les intensités de fluorescence obtenues sont similaires que le composé
ait été synthétisé au préalable en solution puis déposé, ou qu'il ait été synthétisé directement sur

la lame. Cette approche indirecte nous semble donc trés intéressante a approfondir car elle
permettrait de s’affranchir des étapes de purification des composés, étapes qui sont colteuses
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en temps de manipulation et qui peuvent engendrer des pertes de produit lors des étapes de
purifications.
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Figure Ill-2 : Tests d'interaction préliminaires avec les lectines PNA et HPA
(a) structures des glycoconjugués testés ; tests d’interactions avec la lectine HPA (b) et avec
la lectine PNA (c) ; (d) comparaison des approches directes et indirectes avec la lectine HPA.
(issue de Hoang et al. 2017)1%3

Automatisation des dépots

Ces premiers essais réalisés ont permis d’obtenir des premiers résultats prometteurs,
mettant en valeur notamment les spécificités d’interaction des lectines testées et lintérét
d’immobiliser des composés multivalents. Cependant, le dép6t manuel ne consiste pas en une
méthode fiable et reproductible. Ainsi, au début de ma 2°™ année de thése, nous avons pu
acquérir un « micro-spotter » et un lecteur de lame afin d’accélérer et améliorer (taille et position
des spots, reproductibilité) la préparation des biopuces.

Un des objectifs de ma these a donc été de mettre en place ces tests d’interaction sur
biopuce avec des dépbts automatisés, afin d’évaluer rapidement les spécificités d’interactions
de diverses protéines (lectines, anticorps). Un second objectif aurait été de développer ce
concept de « synthése sur lame » pour différentes ligations et différentes valences, cependant
seules des expériences préliminaires ont pu étre réalisées. Ce dernier point ne sera donc pas
développé dans ce manuscrit.

Afin d’apprendre a maitriser les équipements spécifiques a la préparation de biopuces et
ainsi mettre en place 'ensemble des protocoles expérimentaux, une lectine modéle a été choisi :
la HPA.
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2. Choix de la lectine Helix Pomatia Agglutinin (HPA)

La lectine Helix Pomatia Agglutinin (HPA) est une protéine sécrétée par I'escargot de
Bourgogne, qui posséde de nombreuses propriétés agrégatives notamment envers certaines
bactéries telles que les streptocoques de groupe C?%025! et la Listeria monocytogenes.?®? Elle
présente également la capacité d’interagir avec la surface des virus de 'herpes®? et d’agréger
certaines cellules sanguines, notamment celles du groupe A.259.2%4

Structure de la lectine HPA

Des études structurales menées par Imberty et al. en 200625256 ont permis de mettre en
évidence que cette lectine hexamerique (76 kDa) est constituée de 3 dimeres (24,6 kDa) reliés
en eux par le biais de liaisons non covalentes et disposés autour d’'un axe de symétrie. Le dimére
est quant a lui constitué de 2 monomeéres (12,7 kDa) reliés de fagon covalente par le biais d’un
pont disulfure. La lectine est constituée de deux faces hydrophobes distantes de 100 A, ces deux
domaines présentant chacun 3 sites d’interactions localisés entre deux brins de monomeéres
(Figure 111-3), avec une distance de 20 A entre deux sites adjacents. La structure de la HPA est
ainsi idéale pour envisager des interactions multivalentes.

(a)

(d)

Figure IlI-3 : Structure de la lectine HPA
Structure : (a) vue latérale de 'hexamére ; (b) vue axiale du trimére ;
Sites d'interactions : (c) vue latérale ; (d) vue axiale.
(issue de Imberty et al., 2006)>>°
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Spécificité d’interaction

Des tests de criblage réalisés par microarray (Figure 1l11-4) ont permis de déterminer que
le lectine HPA interagissait de facon spécifique avec les glycanes présentant un motif GalNAc
avec notamment une forte affinité pour I'anomére a-GalNAc et les antigénes Tn (GalNAc-a-
Ser/Thr) et Forssman.®’

[] GalNAc
O Gal
[l GlcNAc
A Fuc
@ NeuAc

60000 A

Fluorescence

o
0 T T T A T T P T e e e W W vL

T
1 8 15 22 29 36 43 50 57 64 71 78 B85 92 99 106 113 120 127 134 141 148 155 162 169 176 183 190 197 204 211 260

Carbohydrate array

Figure lll-4 : Interactions spécifiques de HPA par microarray
(issue et adaptée de Imberty et al., 2006)>°

L’analyse structurale de la HPA permet d’expliquer ces spécificités. En effet, la force de
I'interaction HPA/a-GalNAc réside dans le nombre de liaisons du ligand dans le site d’interaction
de la lectine (Figure 111-5). Tout d’abord, 'oxygéne O4 interagit par le biais de liaisons hydrogénes
avec 3 acides aminés dont deux localisés au sein du site d’interaction (Trp-63, Arg-63) et un
situé sur le monomeére adjacent (Asp-55). Ces trois interactions permettent notamment
d’expliquer la spécificité de la lectine pour les sucres en configuration galacto-. De plus, la
spécificité de la lectine pour 'anomeére a est expliquée par I'implication du carbone C1 dans une
liaison de type Van der Waals avec une histidine (His-84) présente dans le site d’interaction de
la HPA. L’interaction est également favorisée par la présence du groupement acétyle en position
C2, le carbonyle interagissant par liaison hydrogéne avec un acide aspartique (Asp-26) : cette
liaison explique la spécificité de la lectine pour les sucres présentant un motif N-acétyl en position
C2 tels que la GalNAc et le GIcNAc. Finalement, la sélectivité pour des ligands présentant le
motif GalNAc en position terminale est expliquée par l'orientation du motif saccharidique dans le
site d’interaction. En effet, 'oxygéne O6, dirigé vers l'intérieur de la poche d’interaction, est
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impliqué, tout comme O4, dans 3 interactions (Asn-61, Asp-55, Arg-63) dont une avec un acide
aspartique (Asp-55) localisée sur le monomere adjacent.

avec : os 98

Figure IlI-5 : Liaisons intervenants lors de I'interaction HPA-a-GalNAc
(issue et adaptée de Imberty et al., 2006)%>°

Des essais réalisés par ITC (Isothermal Titration Calorimetry) ont également permis de
déterminer les paramétres thermodynamiques de linteraction HPA-a-GalNAc ainsi qu’une
constante de dissociation de 0,13 mM.

Utilisation de la HPA en tant que lectine modele

Notre objectif a été d'utiliser la lectine HPA en tant que protéine modéle pour démontrer
la preuve du concept de notre approche, avec :

(1) Dans un premier temps, la mise en place des protocoles expérimentaux permettant
d’immobiliser différents ligands sur biopuce et d’étudier leur interaction avec HPA,

(2) Dans un second temps, I'évaluation de différents ligands de HPA par biopuce avec des
mesures de Kd de surface et des ICso.

Pour ce faire, différents glycoconjugués d’a-GalNAc de valence 1, 4 ou 16 ont été
sélectionnés incluant un conjugué monovalent contrdle, 4 conjugués tétravalents ainsi que 5
conjugués hexadécavalents. Les synthéses de ces différents glycoconjugués ont été présentées
au chapitre précédent.
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3. Mise au point des conditions de greffage sur puce

Afin de mettre en place des essais d’interaction sur biopuce, le laboratoire s’est équipé
en septembre 2016 d’équipements spécifiques a la préparation de lame et a leur lecture.
L’utilisation de ces équipements a tout d’abord nécessité une période de prise en main et la mise
au point de conditions expérimentales optimales pour 'immobilisation des ligands et I'interaction
avec les protéines.

a. Equipement et matériel

Automatisation du dépot

Le laboratoire a tout d’abord fait 'acquisition d’'un « micro-spotter » sciFLEXARRAYER
S3® de la société allemande Scienion AG (Figure llI-6) afin d’automatiser les dépots des
différents ligands sur des lames de verre.

Le dépdt est effectué a l'aide d’'un mécanisme piézoélectrique par le biais d’'une PDC
(Piezo Dispense Capillary) (Figure llI-6b). Ce type de dépdt présente 'avantage d’étre sans
contact avec la surface et permet un contrble trés précis du dépét. De plus, le robot est équipé
d’'une enceinte close qui permet de travailler sous contréle du pourcentage d’humidité, paramétre
indispensable pour prévenir 'évaporation de spots d’une centaine de micrométres de diamétre.
Le robot permet un contrdle précis de la position des dépdts, du volume des gouttes délivrées
par le systéeme ainsi que la taille du spot obtenu. Il est également compatible avec différentes
surfaces pouvant étre fonctionnalisées (plaques 96 puits, lames de verre, prismes, etc.).

(b)

Figure IlI-6 : « Micro-spotter » sciFLEXARRAYER S3®
(a) « micro-spotter » sans enceinte ; (b) PDC.
(adaptée du site officiel de Scienion)
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Lecture de la lame

Afin de pouvoir lire les lames et évaluer les interactions ligand-protéine, nous nous
sommes orientés vers un scanner de fluorescence spécifique aux biopuces. Le scanner de
fluorescence InnoScan 710® (Figure 111-7) commercialisé par la société francaise Innopsys a été
sélectionné.

Figure lll-7 : Scanner de fluorescence InnoScan 710°
(adaptée du site officiel d’Innopsys)

Dans le cadre de nos expériences, deux stratégies peuvent étre utilisées pour révéler
linteraction protéine-ligand. Il est possible :

(1) soit de marquer la protéine directement avec un fluorophore,
(2) soit d'utiliser la protéine fonctionnalisée avec une biotine et révélée avec
de la streptavidine marquée avec un fluorophore.

La premiére solution présente l'avantage de nécessiter une étape de moins que la
seconde et sera privilégiée avec les lectines.

Le scanner InnoScan 710® permet de mesurer la fluorescence des dépots pour deux
longueurs d’'onde d’excitation (532 et 635 nm). Nous avons sélectionné deux fluorophores de
type Alexa Fluor compatibles avec le scanner : I'Alexa Fluor 546, pour une excitation a 532 nm
avec le laser vert, et 'Alexa Fluor 647, pour une excitation a 635 nm avec le laser rouge (Figure
I11-8). Les fluorophores de type Alexa Fluor présentent 'avantage d’étre stables, peu sensibles
aux phénomenes de photoblanchiments, et non dépendant du pH.

Alexa Fluor 546 Alexa Fluor 647

Figure IlI-8 : Structures des fluorophores Alexa Fluor 546 et 647
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Finalement, en ce qui concerne la détection de linteraction, I'appareil est également
fourni avec le logiciel Mapix qui permet d’analyser quantitativement la fluorescence de chaque
dépbdt grace a une détection automatique ou manuelle. Pour chaque scan, de nombreux
parametres peuvent alors étre mesurés comme la fluorescence moyenne pour chaque spot, la
fluorescence du bruit de fond, le diametre du spot ainsi que sa position, etc.

La technologie de microarray n’était pas maitrisée au laboratoire avant 'acquisition du
robot et du scanner, il a donc fallu prendre en main les différents appareils afin d’'optimiser d’'une
part les dépéts et greffages, et d’autre part les essais d’interaction.

Pour ce faire, une premiére série de manipulations expérimentales a été réalisée sur
lame époxyde avec un fluorophore fonctionnalisé avec un groupement amine. Différents
parameétres ont été évalués incluant la reproductibilité de I'impression, le contrdle de la position
du dépbt ainsi que la taille de ce dernier, permettant ainsi une maitrise de I'automatisation des
dépdts. Ces premiers essais ont également permis une familiarisation avec le scanner de
fluorescence afin de maitriser les parameétres de scan et interpréter les données expérimentales
obtenues. A noter que ce dernier point peut s’avérer fastidieux a la vue de la quantité
d’'informations fournies par le scanner, variant proportionnellement au nombre de dépéts réalisés
par lame.

Une seconde série d’expériences a ensuite été réalisée avec des protéines
fluorescentes afin de se rapprocher du type d’analyses que nous voulions mettre en place et
ainsi appréhender les étapes indispensables a mettre en ceuvre lors des essais d’interaction
protéine-ligand (greffage, blocage, interaction, lavage, séchage). Les essais ont été réalisés sur
le couple lectine HPA/GalNAc sur lames époxyde et aldéhyde, ainsi que sur lames NHS
composées d’une couche dhydrogel, afin dimmobiliser de maniére covalente les
glycoconjugués en utilisant 'amine de la lysine libre présente sur la face inférieure de 'ensemble
des structures. Les premiers essais réalisés nous ont permis de sélectionner la lame NHS pour
réaliser 'ensemble de nos tests d’interaction. Ce choix a été justifié par un greffage optimal, un
faible bruit de fond (contrairement aux lames époxydes) - di a la présence de la couche
d’hydrogel - et la possibilité de greffer 'ensemble des structures synthétisées sans modification
et sans ajout de fonctions réactives (contrairement aux lames aldéhyde). Un greffage direct de
lensemble des glycoconjugués basés sur des plateformes de type RAFT et dendrimére est en
effet possible sans modification de la structure ou ajout de groupements fonctionnels car ces
structures possédent déja une fonction amine libre (Figure I11-9).
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Figure I1I-9 : Immobilisation de nos structures glycosylées multivalentes sur lames NHS

Nous avons choisi de travailler plus précisément avec des lames Nexterion Slide H®
(Figure 11I-10). Ces derniéres présentent des groupements NHS disposés sur une couche
tridimensionnelle de polyméres (hydrogel), qui offre 'avantage de minimiser les interactions non
spécifiques et ainsi réduire significativement le bruit de fond de fluorescence dd, soit aux
interactions non spécifiques protéine-lame, soit a 'auto-fluorescence de la lame.

espaceur long, flexible et hydrophile
NHS-ester servantde liantentre lacouche de
polymére et les fonctions NHS

o
!!-o N -"

e

amedeverre”

lie au polymére hydrophile

Figure IlI-10 : Constitution de la lame Nexterion Slide H
(issue et traduite du site officiel Schott)

Premier essai : dép6t manuel

Afin d’évaluer le greffage sur ces lames, un premier essai a été réalisé avec le
glycoconjugué tétravalent R4t(a-GalNAc) G4-2. Ce dernier a été immobilisé manuellement sur la
lame dans une solution tamponnée (PBS 1x sans additif, pH 8,5), puis aprés une étape de
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blocage (100 mM acide borique, 25 mM éthanolamine, 0,01% Tween 20) et des étapes de lavage
dans du PBST, la lectine HPA a été immobilisée manuellement (PBS 1x pH 7,4 avec 0,1% BSA)
(Figure 111-11).

Figure Il-11 : Dépét manuel de R4t(a-GalNAc) G4-2 (100uM) sur lame NHS et interaction
avec HPA (0,4mM)
(a) image arc-en-ciel ; (b) image réelle

Le signal de fluorescence obtenu étant satisfaisant pour un premier essai et le signal de
bruit de fond étant quasiment absent, nous avons décidé de poursuivre les tests d’interactions
en modifiant les conditions expérimentales afin de pouvoir réaliser les dépbts avec le « micro-
spotter ».

Densité et homogénéité de greffage

L’homogénéité des dépdts ainsi qu'un contréle de la densité sont essentiels en
microarray. Afin de prévenir I'évaporation des spots, qui sont de l'ordre de la centaine de
micrometre, et ainsi homogénéiser les dépbts, différents additifs ont été testés (glycérol, Tween
20, BSA) en pourcentages variables. Les greffages les plus homogénes ont été obtenus pour le
glycérol avec des pourcentages en solution compris entre 5 et 30%. Cet additif a donc été
sélectionné pour la suite des essais.

Afin de contréler 'lhomogénéité de greffage de chaque dépét, nous avons également
réalisés des dilutions de nos solutions de ligands dans différentes solutions.?*® Concernant les
ligands, nous avons choisis deux glycoconjugués multivalents de GalNAc : le conjugué
tétravalent D4t(a-GalNAc) G4-4 et DD16tt(a-GalNAc) G16-10. Des solutions méres ont été
préparées dans la solution tamponnée de dépét (PBS 1x a pH 8,5 avec 5% glycérol) puis des
solutions filles ont été préparées par dilution dans des solutions :

(1) soit de glycérol,

(2) soit de RAFT présentant 4 unités de glucose liées a la plateforme par des liens
oxime (glycoconjugué « neutre »),

(3) soit d’éthanolamine, donc la réactivité avec les fonctions NHS présentes a la
surface de la lame a été démontrée.

Au regard de la fluorescence finale mesurée, nous avons observé que 'homogénéité de
greffage était identique pour la dilution réalisée avec du glycérol et celle réalisée avec le conjugué
tétravalent « neutre » (Figure IlI-12).
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Figure IlI-12 : Influence d’une dilution avec du glycérol, un glycoconjugué tétravalent et de
I'éthanolamine sur la densité de greffage de G4-4 (a) et G16-10 (b)
Lectine : HPA-Alexa Fluor 647 (5 nM)

Ainsi, une dilution avec du glycérol semble étre suffisante pour obtenir des dépbts
homogénes. Une plus faible intensité de fluorescence a été observée pour la dilution par de
'éthanolamine : ce phénomeéne s’explique par une réactivité plus importante lame/éthanolamine
gue lame/ligand. La dilution par de I'éthanolamine ne sera donc pas utilisée par la suite. Nous
avons finalement opté pour une solution de dép6t ne comprenant que 5% de glycérol.

A noter que lors de l'analyse des résultats, le halo extérieur de faible intensité (observé
essentiellement pour les conjugués hexadécavalents) a été compté comme bruit de fond et le
diamétre des dépbts a été fixé relativement au diamétre des dépbts des conjugués tétravalents.

Durée de greffage

Afin de déterminer la durée d’incubation optimale pour I'étape d'immobilisation, différents
essais ont été réalisés. Des durées d’incubation inférieures a une nuit ont été testées mais non
considérées pour deux raisons. La premiére raison est issue d’'une observation expérimentale :
une durée d’incubation d’'une a deux heures n’est pas suffisante pour réaliser un greffage optimal,
permettant une fluorescence maximale. La seconde raison, également la plus importante,
concerne le temps nécessaire au « micro-spotter » pour achever 'ensemble des dépéts. Pour le
dépbt de chaque échantillon, le « micro-spotter » doit enchainer les étapes de :

(1) rincage de la PDC,

(2) prélevement de la solution de ligand & immobiliser,
(3) contrdle de la goutte initiale,

(4) rincage de la PDC, dép6t de la solution de ligand,

103



(5) contrdle de la goutte finale
(6) lavage de la PDC.

Lors de nos essais, il est courant d’avoir une dizaine d’échantillons de 5 a 6
concentrations différentes a immobiliser, soit 50 a 60 cycles a réaliser, ce qui peut conduire a
des durées d’impression supérieures a 1 heure. Une durée d’incubation en chambre humide trop
courte, par exemple 1 heure, engendrerait une différence trop importante de durée de greffage
entre le premier et le dernier spot. Ainsi, le temps d’immobilisation total pourrait varier du simple
au double en fonction de I'ordre d’impression. Au contraire, en fixant une incubation a une nuit,
soit environ 18h entre la fin du dépbt en milieu d’aprés-midi et le blocage de la lame le lendemain
matin, le temps d’'impression devient alors négligeable devant la durée d’immobilisation totale.
On s’assure ainsi de maximiser ’homogénéité du taux de greffage pour 'ensemble des dépots.

Pour la suite de nos essais, nous avons donc choisi une durée d’incubation de 17-20h
afin de greffer efficacement les différentes structures glycosylées sur la surface. Des durées
supérieures ont également été testées mais n’ont pas fournies de différences significatives de
greffage.

Etape de blocage

L’étape de blocage de la surface est essentielle pour éviter les interactions non
spécifiques avec la cible pendant les tests d’interaction. Elle est dépendante du type de lame
utilisé. Une des raisons qui nous a poussé a privilégier les lames NHS par rapport aux lames
époxyde est directement liée au blocage de la lame, avec une incapacité a supprimer le bruit de
fond lors des étapes d’interaction sur lames époxyde.

Dans le cas des lames NHS, cette étape n’a pas eu besoin d’optimisation en raison de la
structure de la lame Nexterion Slide H. La lame est en effet constituée d’'une couche d’hydrogel
qui minimise les interactions non spécifiques (Figure 111-10) : aucun bruit de fond lié & des
interactions non-spécifiques avec la surface n’a été observée pour HPA.

L’étape de blocage réalisée a donc consisté simplement a désactiver les fonctions NHS
avec une solution bloquante (100 mM d’acide borique, 25 mM d’éthanolamine, 0,01% de Tween
20, pH 8,5) afin d’empécher toute ligation covalente de la protéine avec la surface.

Etapes d’interaction

En ce qui concerne I'étape d’interaction avec la protéine, nous avons décidé d’utiliser un
systéme de masques (Figure IlI-13).
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(a)

(d) dilution de . .
’ la protéine

(b)

(c)

code-barre

Figure IlI-13 : Dispositif de masques utilisé pour les tests d’interactions
Explications : la lame de verre est introduite dans le porte-lame (b) qui comprend 16 puits (a)
délimités par un joint en silicone (c) ce qui permet I'utilisation de 14 conditions expérimentales

différentes (d) 2 puits étant bloqués par le code-barre présent sur les lames.

Lors de I'étape d’interaction, les solutions contenant les lectines sont déposées dans les

différents puits avec des volumes allant de 70 a 100 pL, recouvrant ainsi l'intégralité des surfaces.

Le masque permet la présentation de 14 puits indépendants, ce qui correspond a un nombre de
conditions expérimentales (concentrations en compétiteur, en lectine, etc.) suffisant pour la
détermination de constantes d’inhibition et interaction.

Ce dispositif présente également 'avantage non négligeable d’avoir une géométrie
similaire a une plaque 96 puits. L’écart entre deux puits permet ainsi 'utilisation de pipettes multi-
canaux ce qui offre un gain de temps considérable lors de l'ajout-enlevement de solutions,
notamment lors des étapes de lavages.

Conditions expérimentales finales

Les différentes étapes qui ont été validées lors de ces essais préliminaires sont resumées
dans le Tableau llI-1. Les conditions expérimentales ont été mises au point de sorte a :

(1) maximiser le taux de greffage avec une solution de dépét a pH 8,5 et un temps de greffage
de 20 heures sous contr6le du taux d’humidité,

(2) homogénéiser les dépbts par ajout d’'un additif pour prévenir 'évaporation,

(3) réduire au maximum le signal de fluorescence di a des interactions non spécifiques, en
désactivant les esters activées n’ayant pas été fonctionnalisés, par action de la BSA dans la
solution d’interaction, et en mettant en place des étapes de lavages efficaces. A noter que
cette étape s’effectue sans détérioration de la structure des ligands,
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(4) prévenir 'évaporation des solutions de lectines lors de I'étape d’interaction, en utilisant des

masques,

(5) minimiser les traces d’eau sur la lame (mauvais séchage) en utilisant un pistolet avec filtre
relié a une bouteille d’argon ou d’azote.

Etapes Solutions Concentrations Durée Tempe.ra.tlfre Agitation Matériel
Humidité
30 min-th 25°C « micro-spotter »
- Solution tamponnée min- 75% humidité sciFLEXARRAYER S3
Immobilisation
. PBS 1x pH 8,5 100 yM - 0,3 M .
des ligands 5% alveerol 1720 25°C / chambre humide
> gy ) 70% humidité (NaCl saturée)
. o 100 mM acide barique
Désactivation 25 mM éthanclamine falcon en plastique
o desf::(s:tlons 0,01% Tween 20 / 1h 37°C 100 rpm (50 L)
pH 8,5
(3] Lavage 4x H,0 / 4x 3 min t.amb. 200 rpm boite
o Séchage Argon / 5min t.amb. / pistolet avec filtre
Interaction PBS 1x
avecles 0,1% BSA 0,4pM-0,1nM 1h 37°C 100 rpm masques SCHOTT
lectines pH74
3x PBS 1x + 0,1% Tween 20 3x 3 min + 5min
0 Lavage 3x PBS 1x / 3x 3 min t.amb. 100 rpm masquebSOiItSeCHOW
1x H,O 1x 3 min
(7] Séchage Argon / 5 min t.amb. / pistolet avec filtre
®
Scan / / / / / Innoscan 710

A =532 ou 635 nm

Tableau IlI-1 : Conditions expérimentales des tests d'interaction lectine-ligand avec une
immobilisation des ligands sur lame NHS

Test d’interaction préliminaire : conditions expérimentales finales

Afin de tester le protocole expérimental final sur un plus grand nombre de structures, un
test d’interaction a été réalisé sur un glycoconjugué monovalent et 4 structures tétravalentes.

Les premiers résultats ainsi que linterprétation des résultats obtenus sont présentés en
Figure 111-14. 1l a été possible d’observer une influence de la nature du bras espaceur et de la
plateforme peptidique sur l'interaction. Les intensités de fluorescence les plus fortes ont été
obtenues pour R4t(a-GalNAc) G4-2 et D4t(a-GalNAc) G4-4. Ainsi, la présence du groupement
triazole entre l'unité saccharidique et la plateforme semble favoriser l'interaction avec HPA,
contrairement au lien oxime qui conduit a des intensités de fluorescence faibles pour R4o(a-
GalNAc) G4-7 et D4o(a-GalNAc) G4-9. L'influence de la nature de la plateforme n’est pas
clairement définie dans cet essai puisque l'intensité de fluorescence de R4t(a-GalNAc) G4-2 est
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supérieure a celle de D4t(a-GalNAc) G4-4, alors que celle de R4o(a-GalNAc) G4-7 est inférieure
a celle de D4o(a-GalNAc) G4-9.

(a) (b)

1.0:10¢

=635 nm)

o Rit(a-GalNAc) G1-2
o R4t (a-GalNAc) G4-2
+ Rdo(a-GalNAc) G4-4
= D4t (0-GalNAc) G4-7
< Ddo(a-GalNAc) G4-9

5.0x10°

fluorescence intensity

Fluorescence mean (Agycitation

0
0.00 0.05 015 0.20

Lectin] (M)

Figure Ill-14 : Premier essai d'interaction entre HPA (0.5 - 160 nM) et des glycoconjugués
mono- et tétravalents (100 uM) en utilisant les conditions expérimentales finales
(a) HPA (4 nM), image rainbow générée par Mapix a partir de l'intensité de fluorescence ; (b)
évolution de la fluorescence en fonction de la concentration en lectine.

Ces premieres observations étant prometteuses, les essais sur biopuce ont été adaptés
a plus grande échelle, sur un panel plus important de structures glycosylées.

4. Evaluation des interactions glycoconjugué-lectine Helix Pomatia Agglutinin

Des glycoconjugués d’a-GalNAc de valence 1, 4 ou 16 ont été sélectionnés incluant un
conjugué monovalent contrdle, 4 conjugués tétravalents ainsi que 5 conjugués hexadécavalents.
Les syntheses de ces différents glycoconjugués ont été présentées dans la partie Il.

Deux structures multivalentes ont également été utilisées en tant que contrdle négatif :
R4t(a-Man) G4-15, un glycoconjugué tétravalent de mannose, et R4tOH P27, un cyclodécapeptide
présentant quatre groupements hydroxyle (Figure IlI-15).
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Rdt(a-Man) G4-15 R4tOH P27

Figure IlI-15 : Structures des contrbles négatifs utilisés pour le ciblage de HPA

Différents essais qualitatifs et quantitatifs peuvent étre réalisés par microarray dans le but
de caractériser une interaction protéine-ligand. Un premier type d’essai simple consiste a
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déterminer les deux entités étudiées interagissent 'une avec 'autre. Ce test d’interaction permet
notamment de réaliser des criblages sur un large panel de protéines ou de ligands. Si une
interaction est détectée, des tests supplémentaires peuvent étre réalisés pour caractériser
guantitativement cette interaction et déterminer des constantes de dissociation (Kd) ou des
potentiels d’inhibition (ICso).11%1432% Dans le cadre des études qui ont été réalisées au laboratoire
sur la lectine HPA, ces trois types d’expériences ont été menés.

Afin d’évaluer rapidement l'interaction glycoconjugué/lectine, des tests d’interaction ont
été réalisés en utilisant les conditions expérimentales récapitulées dans le Tableau lll-1 en page
106.

La premiére étape a consisté & immobiliser les différents ligands sur lame de verre. Des
solutions de concentrations allant de 100 a 0,3 uM ont été préparées. Ces derniéres ont ensuite
été déposées sur la lame de verre par le biais du « micro-spotter ». Aprés des étapes
successives d’incubation, lavage et blocage, la lectine HPA fonctionnalisée avec un fluorophore
Alexa Fluor 647 a été introduite sur la lame et incubée avec cette derniére. Comme lors des tests
préliminaires réalisés, différentes concentrations en lectine ont été testées, allant de 0,2 uM a
0,2 nM. Aprés 1 heure d’incubation, la lame a été lavée, séchée puis scannée a une longueur
d’onde d’excitation de 635 nm et I'intensité de fluorescence émise a été mesurée. Les résultats
obtenus sont présentés en Figure IlI-16.

En observant 'image de lintensité de fluorescence (Figure 1lI-16a), il est tout d’abord
possible de dégager visuellement I'influence des paramétres structuraux des glycoconjugués sur
linteraction avec la lectine.

(1) En ce qui concerne l'influence de la valence : on observe une intensité plus faible pour la
référence monovalente R1t(a-GalNAc) G1-2 alors que des intensités moyenne et forte sont
obtenues respectivement pour I'analogue tétravalent R4t(a-GalNAc) G4-2 et les structures
hexadécavalents DR16tt(a-GalNAc) G16-6 et RR16tt(a-GalNAc) G16-8. Ceci indique que la
reconnaissance est plus efficace lorsque le nombre de sucre présenté sur le conjugué
augmente.

(2) Ence quiconcerne l'influence du lien chimique entre la plateforme et I'unité saccharidique :
si 'on compare les conjugués tétravalents, on observe que lintensité de fluorescence est
plus importante pour les structures qui possédent des liens triazoles, par rapport & celles qui
posseédent des liens oximes. L’interaction avec la lectine HPA semble ainsi favorisée par la
présence du lien triazole.

(3) En ce qui concerne la nature de la plateforme : si 'on compare R4t(a-GalNAc) G4-2 et
R4o(a-GalNAc) G4-7 avec respectivement D4t(a-GalNAc) G4-4 et D4o(a-GalNAc) G4-9, on
observe que lintensité de fluorescence est plus importante pour les conjugués ayant une
plateforme de type dendrimére par rapport a ceux basés sur un RAFT. Ainsi la géométrie
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particuliere du RAFT ne semble pas favoriser l'interaction lectine-ligand dans le cas de la
HPA, les structures plus flexibles induites par le dendrimére semblant plus efficaces.

Ces différences d’intensité de fluorescence qui ont été observées sont reportées dans
les histogrammes (b)-(e) de la Figure IlI-16. Si I'on trace des histogrammes représentant les
intensités de fluorescence normalisées en fonction du nombre d’unités saccharidiques,
linteraction le plus forte a été obtenue pour DD16tt(a-GalNAc) G4-10.
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Figure 1lI-16 : Criblage des différents ligands par la lectine HPA-Alexa Fluor 647 (1,9 nM)
(a) image arc-en-ciel obtenue avec Mapix ; (b-c) intensité de fluorescence déterminée pour
une concentration d’'immobilisation de 40 uM avec une échelle de fluorescence standard (b)

ou logarithmique (c) ; (d-e) intensité de fluorescence normalisée par le nombre d’unités
saccharidiques disposées sur le glycoconjugué et déterminée pour une concentration
d’immobilisation de 40 uM avec une échelle de fluorescence standard (d) ou logarithmique (e).

Ce premier essai de criblage est prometteur. Cependant, afin de caractériser les
interactions ligand-HPA, il est nécessaire de réaliser des essais complémentaires pour
déterminer des valeurs numériques caractéristiques de linteraction (Kd et I1Csp).

La détermination de Kd de surface a été décrite pour la premiére fois en 2005 par le
groupe de Kuno pour des biopuces a lectine criblées avec des solutions de ligands
glycosylées.?®® La méthodologie a par la suite été adaptée aux glycoarrays en 2007 par les
groupes de Wong et de Shin.'825° En ce qui concerne la détermination d’ICso sur surface, un
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des premiers groupes a avoir adapté les tests de compétition en solution au format biopuce est
également le groupe de Shin.'° Depuis, les méthodologies ont été appliquées de nombreuses
fois pour calculer des Kd de surface pour des systémes mono- et multivalents, avec notamment
des études sur l'influence de la densité de surface sur ces paramétres.3143

Afin de déterminer des valeurs de constantes de dissociation (Kd) de surface, les
glycoconjugués ont tout d’abord été immobilisés a différentes concentrations allant de 40 a4 0,3
MM. Pour pouvoir déterminer des Kd de surface, il est important de travailler avec des
concentrations en lectine supérieures a celles d’immobilisation des ligands pour pouvoir tracer
des courbes de saturation. La détermination de constantes de dissociation peut alors étre
réalisée en tracant les isothermes correspondantes.}*32® Afin de tracer ces courbes de
saturation, nous avons sélectionnés des solutions de lectines de concentrations allant de 2 uM

a4 nM.

Obtention des graphes de saturation

Les graphes de saturation sont obtenus en tracant lintensité de fluorescence ou le
pourcentage de fluorescence en fonction de la concentration en lectine introduite. En raison
d’une trop faible intensité des signaux pour la référence monovalente R1t(a-GalNAc) G1-2, les
courbes n’ont pu étre tracées que pour des concentrations d'immobilisation de 40 et 20 uM. De
méme, une interaction avec la lectine HPA n’a pu étre détectée pour les glycoconjugués
tétravalents que pour des concentrations allant de 40 et 5 uM. Au contraire, en raison d’une forte
interaction avec la lectine, il a été possible de tracer les courbes de saturation pour les ligands
hexadécavalents pour des concentrations comprises entre 40 et 0,3 yM. Les graphes de
saturation obtenus pour 'ensemble des structures et pour une immobilisation a 40 yM sont
présentés en Figure 1lI-17. Ceux obtenus pour une immobilisation a 10 yM sont présentés en
Figure 11I-19a dans le paragraphe suivant.

<+ R1it(a-GalNAc) G1-2
R4t (a-GalNAc) G4-2
o D4t (a-GalNAc) G4-4
+ RR16tt (a-GalNAc) G16-8
= RD16tt (a-GalNAc) G16-12
< DD16tt (a-GalNAc) G16-10
< DR16tt (a-GalNAc) G16-6

+ Rdo(0-GaINAc) G4-7
D4o(a-GalNAc) G4-9
RR160t (a-GalNAc) G16-2

% Fluorescence Mean ( &= 635 nm)
[2.)
(=]

o9

0 0.1 0.2 0.3 04
Concentration in HPA (uM)

Figure IlI-17 : Graphes de saturation obtenus pour I'ensemble des ligands (40 uM)
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Détermination des Kd de surface

Afin de déterminer des constantes de dissociation, une méthode décrite de nombreuses
fois consiste a tracer des isothermes en sélectionnant les points localisés sur le plateau de
saturation, avec I'hypothése que I'équilibre a été atteint lors de la phase d’incubation avec la
lectine. Une régression linéaire de type Y=A.X+B, dont 'équation ne sera pas redémontrée dans
ce manuscrit car déja décrite de nombreuses fois,118135143.259-261 3 été tracée avec les parameétres
suivants :

[Lectine] 1 Kd

—————=[Lectine]. +
Fluorescence Fluorescence,,,, Fluorescence,.x

La fluorescence maximale peut alors étre déterminée a partir de la pente de la droite et
comparée a la valeur réelle observée sur les graphes de saturation. Puis, la constante de
dissociation caractéristique de l'interaction lectine-ligand est alors déterminée a partir de
l'ordonnée a l'origine de la droite. Les isothermes qui ont été tracées pour les deux conjugués
hexadécavalents RR16tt(a-GalNAc) G16-8 et DD16tt(a-GalNAc) G16-10 sont présentées en
Figure I11-18.

(a) (b)

. 0.0010 4 __ 0.000015
el ~ 40uM = - 40yM
@ Y 20 uM
g . fg z: % 0.000010 =10 ﬂM
2 ) - 5uM 2 = 5uM
S 0.0005 s “ e 25uM S ~ 25uM
E'E_' / »* 1,25 yM ILT"’E-' 0.000005 // » 1,25 uM
E + 0,6 uM s + 0,6 uM
v | r('/——:’/:‘:
BT 02 04 06 08 R I TR—y 0.10 015 020
Concentration in HPA (uM) Concentration in HPA (uM)

Figure IlI-18 : Isothermes tracées pour les conjugués hexadécavalents G16-8 et G16-10
Conjuqués : (a) RR16tt(a-GalNAc) G16-8 ; (b) DD16tt(a-GalNAc) G16-10.

Il n’a été possible de déterminer des Kd de surface uniqguement que pour les structures
hexadécavalentes. En effet, pour la référence monovalente et les conjugués tétravalents,
linteraction avec la lectine HPA est trop faible et 'expérience aurait nécessité une quantité de
lectine trop importante pour atteindre le plateau de saturation. De plus, en augmentant la
concentration en lectine, on se heurte a un probléme de saturation du signal de fluorescence
pour les conjugués hexadécavalents. Par conséquent, il n’a pas été possible d’étudier sur une
méme lame 'ensemble des conjugués mono-, tétra- et hexadécavalents.
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En ce qui concerne les conjugués hexadécavalents, les valeurs obtenues montrent, ici
encore, I'influence de la structure du ligand sur linteraction avec la lectine (Figure I1I-19). La
constante de dissociation la plus faible a en effet été obtenue pour DD16tt(a-GalNAc) G16-10
avec une valeur de 12 nM. Les glycoconjugués RD16tt(a-GalNAc) G16-12 et DR16tt(a-GalNACc)
G16-6 présentent des valeurs de Kd trés proches avec respectivement 21 et 24 nM, soit presque
deux fois plus élevées que pour DD16tt(a-GalNAc) G16-10. Enfin, les constantes de dissociation
les plus élevées ont été déterminées pour RR160t(a-GalNAc) G16-2 et RR16tt(a-GalNAc) G16-6
avec respectivement des valeurs de 88 et 98 nM, soit 7 a 8 fois plus importantes que pour
DD16tt(a-GalNAc) G16-10.

(a) (b)

R4t (a-GalNAc) G4-2 0.10
o D4t (a-GalNAc) G4-4
+ RR16tt (a-GalNAc) G16-8 s
< RD16tt (a-GalNAc) G16-12 2
< DD16tt (a-GalNAc) G16-10 <
© DR16tt (a-GalNAc) G16-6

’ + Rdo(a-GalNAc) G4-7
F’ D4o(a-GalNAc) G4-9 0.00
; A RR160t (a-GalNAc) G16-2 \Q’fb w\’\r » @fo \‘.of\/

635 nm)

9%8nM —
88nM ——

H 21 nM
H 12 nM
H 24nm

% Fluorescence Mean (A,

2

0
0.0 0.1 02 03 0.4 & ¥ ¥ o
Concentration in HPA (uM)

Figure 1l-19 : Constantes de dissociation déterminées en tracant les isothermes
(a) graphe de saturation pour une immobilisation des ligands & 10 uM ; (b) histogramme des
Kd de surface moyennés sur I'ensemble des concentrations de dépéts.

Ces données chiffrées viennent confirmer les premiéres conclusions tirées lors des tests
de criblage. La plateforme extérieure de type dendrimére favorise I'interaction avec la lectine par
comparaison a la plateforme de type RAFT. De méme, la nature de la plateforme intérieure sur
laquelle repose lintégralité du chassis influence linteraction, avec une affinité plus élevée
observée pour les conjugués avec un cceur de type dendrimére que pour ceux avec un cceur de
type RAFT. Finalement, en ce qui concerne la nature de la ligation entre le chassis intérieur et
le chassis extérieur, aucune influence de cette derniére n’a été observée sur linteraction avec
HPA.

A noter également que la constante de dissociation Kd est un paramétre
thermodynamique et ne dépend donc pas de la concentration d’immobilisation du ligand. Ce
phénomeéne est observable sur le graphe présenté en Figure I11-20.
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Figure IlI-20 : Influence de la concentration d'immobilisation sur la valeur de la constante de
dissociation

Comme pour les tests ELLA (« Enzyme-Linked Lectin Assay ») et ELISA (« Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay ») réalisés sur plaques 96-puits, il est possible de réaliser des
tests de compétition sur biopuce afin de déterminer des valeurs d’ICs.1%°

Tests de compétition

Pour ce faire, la lame a été préparée selon un protocole identique a celui utilisé pour
réaliser des tests d’interaction (Tableau 1lI-2). Les glycoconjugués ont tout d’abord été greffés
sur lame. Puis aprés une nuit d’'incubation, la lame a été lavée et les fonctions NHS n’ayant pas
réagi ont été désactivées. En paralléle de I'étape de désactivation, des solutions contenant un
mélange lectine-compétiteur ont été préparées, avec une concentration fixe en lectine et des
concentrations variables en compétiteur. Le mélange lectine-compétiteur a ensuite été pré-
incubé puis introduit sur la lame dans le systeme de masques. La lame a ensuite été incubée,
lavée, séchée puis scannée a une longueur d’'onde d’excitation de 635 nm.

La concentration en lectine a été fixée a 7,9 nM (soit une dilution de 10 000 de la
solution stock & 1 mg/mL) a partir des graphes de saturation obtenus pour les différents ligands
(Figure 111-21). A cette concentration la fluorescence obtenue correspond a environ 50% de la
fluorescence maximale pour 'ensemble des conjugués hexadécavalents, ce qui évite également
de s’approcher de la valeur de saturation du scanner.

Le choix du compétiteur s’est porté sur le GalNAc commercial, monomeére de référence.
En raison de la limitation imposée par le nombre de puits sur chaque masque, 14 concentrations
en compétiteur ont été choisies, variant de 50 mM et 0,1 pM.

A noter que, dans notre cas, les ligands sont immobilisés sur la lame, et cest le
compétiteur, i.e. le GalNAc, qui est en solution avec la lectine. En conséquence, ce sont donc
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les valeur d’'ICso du GalNAc qui sont déterminées lors ces tests. Plus les valeurs d’ICso qui sont
déterminées sont élevées, plus cela signifie qu’il faut introduire des quantités importantes en
compétiteur pour rompre l'interaction ligand-lectine et meilleur est le ligand immobilisé.

Températ
Etapes Solutions Concentrations Durée empe.ra. ljlre Agitation Materiel
Humidité
_ ' 30 min-th 25 C. N / .« micro-spotter »
. Soluticn tamponnée 75% humidité sciFLEXARRAYER S3
Immobilisation
(1] . PBS 1x pH 8,5 100 pM - 0,3 pM
des ligands )
5% glycerol 17-20h 25°C / chambre humide
70% humidité (NaCl saturée)
100 mM acide borique
Désactivation 25 mM éthanclamine . falcon en plastique
o des fonctions NHS 0,01% Tween 20 ! h e 100 rem (50 mL)
pH85
o Lavage 4x H,0 / 4x 3 min ta. 200 rpm boite
o Séchage Argon / 5 min ta. / pistolet avec filtre
L. . \ . Lectine : 7,9 nM
(5 Pre-lnctljbatlon d un mélange PBS 1x Compéfiteur - 50 1 37°C 100 rpm tubes « epgndoﬁ »
lectine/compétiteur* pHT4 low-bind
mM - 0,1 M
Interaction PBS 1x Lectine : 7,9 nM
o avec le mélange 0,1% BSA Compétiteur : 50 1h 37°C 100 rpm masques SCHOTT
lectine/compétiteur pH74 mM - 0,1 uM
3x PBS 1x + 0,1% Tween 20 3x 3 min + 5min
(7] Lavage 3x PBS 1x / 3x 3 min ta. 100 rpm masquzso"SeCHOH
1x H,0 1x 3 min
0 Séchage Argen / 5 min ta. / pistolet avec filtre

% Fluorescence Mean (2.,= 635 nm)

Mesure de la fluorescence
Innoscan 710° avec A =532 ou 635 nm
Puissance des lasers : faible

Tableau IlI-2 : Conditions expérimentales des tests par compétition réalisés en microarray
Compétiteur : GaINAc commercial
Remarque : les étapes (2-4) et (5) peuvent étre réalisées en paralléle

zoom

0.0 0.1
Concentration in HPA (uM)

0.2

03 0.4

% Fluorescence Mean ( A,,= 635 nm)

100¢-

0 0.02 0.04 0.06
Concentration in HPA (uM)

0.08

+ Rit(a-GalNAc) G1-2

R4t (0-GalNAc) G4-2
© D4t (o-GalNAc) G4-4
+ RR16tt (a-GalNAc) G16-8
< RD16tt (a-GalNAc) G16-12
< DD16tt (a-GalNAc) G16-10
< DR16tt (a-GalNAc) G16-6

+ Rdo(a-GalNAc) G4.7
D4o (a-GalNAc) G4-9
RR160t (a-GalNAc) G16-2

Figure IlI-21 : Choix de la concentration de travail en lectine a partir du graphe de saturation

obtenu pour une concentration d’immobilisation de 40 uM
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Courbes d’inhibition et ICso

En ce qui concerne les conditions expérimentales de greffage, comme lors de la
détermination des Kd de surface, les conjugués mono- et tétravalents ont été immobilisés a 40,
20, 10 et 5 uM et les conjugués hexadécavalents ont été immobilisés a 40, 20, 10, 5, 2,5et 1,25
MM. Les conjugués RR16tt(a-GalNAc) G16-8 et DD16tt(a-GalNAc) G16-10 ont également été
immobilisés a 0,6 et 0,3 uM.

Cependant, en raison de signaux de fluorescence trop faibles, la mesure d’lICs, n’a pu
étre réalisée pour les concentrations inférieures a 40 uM pour les conjugués R1t(a-GalNAc) G1-
2 et R4o(a-GalNAc) G4-7, et pour les concentrations inférieures a 20 uM pour les conjugués
R4t(a-GalNAc) G4-2 et D4o(a-GalNAc) G4-9. Pour les 5 conjugués hexadécavalents ainsi que
pour D4t(a-GalNAc) G4-4, les intensités de fluorescence sont plus élevées, ainsi les courbes
d’inhibition ont pu étre tracées pour 'ensemble des concentrations d’'immobilisation.

Conjugués tétravalents

En ce qui concerne les conjugués tétravalents, pour une immobilisation & 40 pM (Figure
[11-22), c’est R4t(a-GalNAc) G4-2 qui induit I'lCso le plus élevé pour le compétiteur avec une valeur
de 89 uM. C’est donc G4-2 qui semble présenter I'affinité la plus forte pour HPA. Suivent ensuite
D4o(a-GalNAc) G4-9 qui induit un ICso de 80 uM, puis enfin R4o(a-GalNAc) G4-7 et D4t(a-GalNAc)
G4-4 qui induisent des ICs respectivement égaux a 60 et 62 uM.

(a) % Fluorescence (b)

+ R1t(a-GalNAc) G1-2

R4t (a-GaINAc) G4-2
o D4t (a-GalNAc) G4-4
+ RR16tt (a-GalNAc) G16-8
<+ RD16tt (a-GalNAc) G16-12
< DD16tt (a-GalNAc) G16-10
o DR16tt (0-GalNAc) G16-6

2.0

ICso (mM)
5 @
983 uM
1987 M ———1
103 M F—

=

+ Rdo(a-GalNAc) G4-7 0.5 5‘
D4o (a-GalNAc) G4-9 =
RR160t (a-GalNAc) G16-2

621 uM H

0.0

2 {18um
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Figure 1l1-22 : Comparaison des ICso induits pour le compétiteur pour une immobilisation des
ligands glycosylées a 40 uM

La tendance observée a 40 uM n’est cependant pas identique a celle observée pour une
immobilisation a 20 pM. En effet, pour une concentration d’immobilisation deux fois plus faible,
c’est D4t(a-GalNAc) G4-4 qui induit I'lCso le plus élevé avec 104 puM, suit ensuite D4o(a-GalNAc)
G4-9 avec 70 uM et enfin R4t(a-GalNAc) G4-4 avec 66 uM. Les résultats obtenus pour une
immobilisation a 20 uM sont plus en accord avec les graphes de saturation tracées lors de la
détermination des Kd de surface. Cette différence de tendance pourrait s’expliquer par des
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résultats biaisés a 40 uM en raison d'une densité de greffage trop élevée induisant un
phénoméne de « clustering ».

Conjugués hexadécavalents

En ce qui concerne les conjugués hexadécavalents, quelle que soit la concentration
d’immobilisation, le ligand DD16tt(a-GalNAc) G16-10 induit toujours la valeur d’ICs la plus forte
pour le compétiteur et semble donc étre le meilleur ligand pour HPA. Les valeurs d’'ICso pour le
compétiteur induites par G16-10 vont de 2 mM pour une immabilisation a 40 yM a 300 uM pour
une immobilisation & 0,3 pM.

De méme, pour presque toutes les concentrations d’immobilisation, la plus faible valeur
d’'ICso pour le compétiteur est induite par RR16tt(a-GalNAc) G16-8. Le conjugué RR160t(a-
GalNAc) G16-2 induit lui aussi des ICsp plutdt faibles par comparaison avec les autres structures.
Cette tendance montre I'importance de la nature de la plateforme, et donc de I'orientation des
unités saccharidiques, sur l'interaction avec la lectine HPA.

En ce qui concernent les deux autres conjugués RD16tt(a-GalNAc) G16-12 et DR16tt(a-
GalNAc) G16-6, ils semblent étre de moins bons ligands de la HPA que DD16tt(a-GalNAc) G16-10
avec des valeurs d’'ICsp induites pour le compétiteur trés similaires, allant de 1 mM a 0,2 uM. Les
résultats obtenus pour une immobilisation de 10 uM sont présentés en Figure I11-23.

0.8
(a) % Fluorescence (b)
0.6 I
o D4t (a-GalNAc) G4-4 E
« RR16tt (a-GaINAc) G16-8 s 2
= RD16tt (o-GalNAc) G16-12 £
<+ DD16tt (a-GalNAC) G16-10 g =
o DR16tt (a-GalNAc) G16-6 I §
=
RR160t (a-GalNAc) G16-2 2= o g =
=
2 B S
8
-4 2 0 2 00 > ¥ D P
log [GalNAc] (mM) & ¥ (_,;3’:\0;3’:\ o ¥

Figure 1l1-23 : Comparaison des ICso induits pour le compétiteur pour une immobilisation des
ligands glycosylées & 10 uM

Finalement, contrairement a la constante de dissociation, la valeur d’'ICso dépend de la
concentration d'immobilisation du ligand. La valeur d’ICso pour le compétiteur croit ainsi avec la
concentration d’immobilisation des ligands glycosylés : ce phénoméne est observable sur le
graphe présenté en Figure I11-24.

A noter qu’une partie de cette étude a fait I'objet d’un article publié en 2018 dans ACS
Omega.?®?
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Figure 1l-24 : Influence de la concentration d'immobilisation sur les valeurs d’ICso

Conclusion générale de la partie lll

Cette partie du projet de thése a été dédiée a la mise en place de protocoles
expérimentaux pour I'analyse d’interaction par biopuce. La lectine Helix Pomatia Agglutinin a été
utiisée comme lectine modéle afin d’étudier les interactions multivalentes avec des
glycoclusters/-dendriméres présentant 1, 4 ou 16 motifs a-GalNAc. Des tests d’interaction et de
compétition ont été réalisés afin de déterminer les meilleurs parametres structuraux (plateforme,
bras espaceur) parmi le panel de structures testées. Il a notamment été possible de déterminer
des valeurs de constantes de dissociation Kd de surface pour les conjugués hexadécavalents,
ainsi que des valeur ICsy pour le compétiteur sélectionné, I'a-GalNAc, pour 'ensemble des
ligands glycosylés testés. Il en ressort que la présence d’'une fonction triazole en position
anomérique de l'unité saccharidique favorise l'interaction avec la lectine. De plus, la présentation
des sucres par des structures plus flexibles comme DD16tt(a-GalNAc) G16-10 accroit de fagon
significative la force d’interaction au contraire de structures plus rigides comme RR16tt(a-GalNAc)
G16-8. Ainsi, il ressort de cette étude que le meilleur ligand de la HPA parmi les structures
évaluées est le composé DD16tt(a-GalNAc) G16-10.

Afin d’étudier la topologie de la surface lors du greffage des différentes structures et aprés
interaction avec la lectine, un criblage de la lame a également été réalisé par microscopie a force
atomique (AFM). Cette technique a prouvé son efficacité pour évaluer efficacement 'interaction
ligand glycosylé/lectine et son impact biologique, comme par exemple sur la formation de
biofilm.1°1.261 Des premiers résultats préliminaires ont été obtenus mais une interprétation plus
approfondie ainsi que des expériences supplémentaires seraient nécessaires pour pouvoir en
tirer des conclusions.

Il semble cependant nécessaire de confirmer 'ensemble de nos résultats en utilisant des
techniques physico-chimiques et biochimiques complémentaires car, bien que de plus en plus
décrites dans la littérature ces derniéres années, ces tests d’interaction miniaturisés sur surface
sont encore marginaux.
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IV.  Confirmation des résultats de microarray par d’autres méthodes d’analyse

Afin de confirmer les résultats obtenus sur biopuce, d’autres méthodes physico-
chimiques et analytiques disponibles au laboratoire ont été employées. La premiere technique
complémentaire qui a été utilisée pour étudier les interactions sucre/protéine sélectionnée a été
le titrage calorimétrique isotherme (ITC). Puis, des mesures d’interaction par interférométrie bio-
couches (BLI) et de compétition par ELLA ont été réalisées.

1. Isothermal Titration Calorimetry (ITC)
a. Principe de fonctionnement

Le titrage calorimétrique isotherme (ITC) repose sur I'analyse du dégagement de chaleur
produit par linteraction protéine-ligand. Le systéme utilisé est schématisé en Figure IV-1.
L’appareillage utilisé comporte deux cellules : la premiére sert de référence et la seconde
contient la lectine a étudier (ici la HPA) en solution. Le systéme est placé sous agitation continue
grace a une pale. Le ligand est ensuite mis en solution puis introduit par petites injections
successives dans la cellule échantillon par lintermédiaire d’'une seringue. Les différentes

injections sont réalisées de maniére automatisée.
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Figure IV-1: Obtention de thermogrammes et courbes de titration par ITC

Lors de chaque injection, le ligand interagit avec la lectine produisant un dégagement de
chaleur. La température de la cellule échantillon est ensuite comparée a celle de la cellule de
référence et le thermogramme correspondant est tracé (Figure IV-1-1). Sur ce dernier, chaque
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pic correspond a une injection et, aprés stabilisation du systeme, la courbe revient a la ligne de
base. Au cours de I'expérience, une diminution de l'intensité des pics est observée, s’expliquant
par une diminution de la quantité de lectines libres. Une fois le thermogramme obtenu, les
données expérimentales font I'objet d’un traitement mathématique pour tracer la courbe de
titration (Figure IV-1-2) permettant la détermination des constantes caractéristiques de
linteraction telles que les constantes d’association (K,) et dissociation (Kd), I'enthalpie (AH) et
'entropie (AS) de la réaction, ainsi que la stoechiométrie de l'interaction (n).

Différents essais ont été réalisés avec différentes gammes de concentration en lectine et
en ligand. Pour chaque essai, une solution de lectine a été préparée dans le tampon d’interaction
(20mM TRIS-HCI, 100 mM NacCl, pH 7,4) a une concentration comprise entre 30 et 50 uM. La
solution a ensuite été introduite dans la cellule échantillon. En paralléle, une solution en ligand a
été préparée dans le méme tampon a une concentration comprise entre 40 et 200 uM. La solution
a ensuite été placée dans la seringue d’injection. Pour chaque essai, un certain nombre de
parametres doivent étre choisis, incluant le nombre de micro-injections de solution de ligand
dans la cellule échantillon au cours de I'essai, lintervalle de temps entre deux injections, la
vitesse d’agitation au sein de la cellule échantillon, la température d’expérience, etc. Les
parametres expérimentaux sélectionnés sont décrits dans la partie VI dédiée aux protocoles
expérimentaux.

Des premiéeres expérience d’ITC ont été réalisées au cours des travaux associés a la
publication de 2017 dans OBC.**3 Le GalNAc commercial, une référence monovalente R1t(a-
GalNAc) G1-2, ainsi que le glycoconjugué tétravalent R4o(a-GalNAc) G4-7 ont été étudiés, et ont
montré des valeurs respectives de Kd de 0,2 mM (littérature 0.1 mM?¢), 0,4mM et 0,5 uM.

Des expériences similaires ont été réalisées avec les conjugués tétravalents R4t(a-
GalNACc) G4-2 et D4t(a-GalNAc) G4-4 ainsi qu’avec le conjugué hexadécavalent DD16tt(a-GalNAc)
G16-10. Cependant, aucune valeur de constante de dissociation n’a pu étre déterminée. En effet,
des phénoménes d’agrégation de la lectine ont perturbé la fin de la titration, rendant alors
impossible I'obtention d’'une courbe de titration exploitable quelles que soient les conditions
testées (Figure 1V-2).
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Figure IV-2 : Thermogrammes et courbes de titration obtenus pour G4-2 et G4-4
(a) R4t(a-GalNAc) G4-2 ; (b) D4t(a-GalNAc) G4-4

Nous avons donc cherché des techniques alternatives pour confirmer les résultats
d’interaction obtenus par microarray. Nous avons tout d’abord envisagé d’utiliser la SPR (Surface
Plasmon Resonance) qui est une technique couramment utlisée dans le domaine des
glycosciences et pour laquelle nous avons une expertise au laboratoire. Malheureusement, nous
n’avons pas pu débuter cette étude en raison de problémes d’appareillage. Nous nous sommes
donc tournés vers une autre technique qui n’avait jamais été utilisée pour I'étude d’interactions
multivalentes : 'interférométrie bio-couches (BLI).

2. Biolayer interferometry (BLI)
a. Principe de fonctionnement

Le BLI (BioLayer Interferometry) est une technique d’analyse d’interaction qui repose sur
la réfraction d’ondes lumineuses, a travers une pointe en verre (Figure 1V-3), ce qui conduit a la
formation d’interférences. Composée en majorité de verre, la pointe présente sur son extrémité
une couche optique qui a pour réle de limiter les interactions ligand-surface non spécifiques.
Cette couche peut étre fonctionnalisée avec différents groupements chimiques qui permettent
d’attacher, de facon covalente ou non-covalente, diverses protéines (lectines, anticorps, etc.) ou
ligands.

120



capteur

verre
optical layer

X X X X

coating

Figure IV-3 : Structure du biocapteur utilisé en BLI

Un laser de lumiére blanche (A entre 400 et 800 nm) est envoyé a travers la pointe. Une
majorité du faisceau poursuit la traversée des différents milieux et finit perdue ; la seconde partie
du faisceau est réfléchie et renvoyée a un capteur situé au-dessus de la pointe qui a pour réle
de mesurer 'amplitude de 'onde lumineuse regue (Figure 1V-4).

Pour une longueur d’onde donnée, deux types d’interférences se forment au niveau
du capteur. La premiére onde analysée correspond a l'interférence de référence : cette derniere
est obtenue par réflexion de la lumiére blanche sur la surface optique (Figure 1V-4-1 : courbe
rouge) ; elle ne traverse pas le milieu fonctionnalisé en extrémité de la pointe et n’est donc pas
influencée par les interactions protéine-ligand. La seconde interférence analysée est obtenue
par réflexion sur I'extrémité de la pointe aprés traversée du milieu biocompatible fonctionnalisé
(Figure 1V-4-1 : courbe bleue). Elle est donc affectée par les interactions protéine-ligand. Lors
des différentes étapes de fonctionnalisation, interaction et régénération de la pointe, la couche
fonctionnalisée voit son épaisseur varier et ainsi la distance entre la couche optique et I'extrémité
du domaine bio-fonctionnalisé varie proportionnellement. En conséquence, la distance
parcourue par 'onde lumineuse entre la source de lumiéere et le capteur varie également : 'onde
réfléchie n’est alors plus en phase par rapport a 'onde de référence, qui est également réfléchie
(Figure IV-4-1 : courbe verte). Ainsi, lorsque l'interférence lumineuse se forme au niveau du
capteur, 'amplitude mesurée présente une variation par rapport a 'amplitude de référence.

Cette opération est réalisée pour toutes les longueurs d’onde entre 400 et 800 nm
présentes dans le laser de lumiere blanche, permettant ainsi de tracer l'intensité du signal
mesuré par le capteur en fonction de la longueur d’'onde (Figure 1V-4-2). Le graphe obtenu est
décalé par rapport au graphe de référence et la variation de longueur d’onde, appelée AA dans
le logiciel associé a 'appareillage de BLI, est mesurée. Le sensorgramme final est obtenu en
tracant AA en fonction du temps (Figure 1V-4-3), permettant la détermination des valeurs de
kon/Koir, Kd et d’autres grandeurs caractéristiques de I'interaction protéine-ligand.
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Figure 1V-4 : Obtention du sensorgramme par variation de la longueur d’onde
Description : (1) Variation de 'amplitude mesurée de l'interférence lors d’une étape
d’association, pour une seule longueur d’onde ; (2) Variation de 'amplitude pour 'ensemble
des longueurs d’ondes du faisceau de lumiere blanche ; (3) Evaluation de la variation de
longueur d’onde — mesurée par le capteur — pour les étapes d’association et dissociation.

b. Mise en place des protocoles expérimentaux

Plusieurs étapes sont nécessaires pour réaliser ces expériences (Figure IV-5). Il faut tout
d’abord fonctionnaliser la pointe puis équilibrer le systéeme. Suivent ensuite des étapes
d’association et dissociation. Enfin, une étape de régénération peut étre réalisée pour décrocher
totalement le ligand de la protéine et pouvoir réutiliser le capteur. Des étapes d’ajustements de
la ligne de base sont également nécessaires entre certaines étapes pour pouvoir par la suite
analyser les sensorgrammes.

Fonctionnalisation de la pointe

Apres équilibration, la premiére étape consiste a fonctionnaliser I'extrémité du biosenseur.

Les pointes utilisées sont fonctionnalisées soit avec de la streptavidine seule (capteur SA), soit
avec de la streptavidine disposée sur une couche de polymére (capteur SSA) qui offre 'avantage
d’'une fonctionnalisation en 3D de la pointe du capteur.
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Figure 1V-5 : Fonctionnalisation et étapes d'association-dissociation d'une analyse par BLI

Nous avons choisi d’immobiliser la lectine HPA biotinylée par association avec la
streptavidine. La pointe a tout d’abord été trempée dans du tampon pour éliminer la couche
protectrice de sucrose initialement présente. Puis, dans un second temps, elle a été trempée
dans une solution de lectine a 1 pyM. La fonctionnalisation de la pointe est suivie en direct : 10
minutes sous agitation sont suffisantes pour observer le plateau de saturation (Figure 1V-5).
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Figure IV-6 : Sensorgramme de 'immobilisation de la lectine sur la pointe du capteur

Une fois la lectine immobilisée sur la pointe, une étape de ringage est réalisée afin
d’éliminer 'excés de lectine non accroché.
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Association-dissociation des ligands

La premiére étape consiste a réaliser & nouveau une ligne de base dans le tampon de
dissolution du ligand. Cette étape est nécessaire car I'état initial de la pointe a été modifié lors
de l'accrochage de la lectine. Ainsi, si la ligne de base n’est pas réinitialisée, la variation AA
mesurée sera faussée.

Afin d’évaluer son association avec la protéine, des solutions de ligand ont été préparées
dans une solution tampon de PBS 1x a pH 7,4. Pour un ligand donné, 5 solutions de différentes
concentrations ont été préparées, et un unique capteur a été utilisé par ligand. Sous agitation,
ce dernier a tout d’'abord été trempé dans la solution la moins concentrée en ligand pendant 150
secondes, puis dans la solution de dissociation pendant 300 secondes (Tableau IV-1).

L’étape de dissociation a été réalisée dans le tampon de dissolution du ligand. En effet,
pour pouvoir interpréter les résultats, il est nécessaire que seule l'interaction protéine-ligand soit
détectée par le capteur. En ajoutant un additif ou en changeant le tampon, la ligne de base ne
sera plus en adéquation avec les amplitudes mesurées et il ne sera pas possible de détecter si
les variations observées proviennent d’'un changement de milieu ou bien de l'interaction protéine-
ligand.

Ces différentes étapes ont ensuite été réalisées successivement en allant des
concentrations les plus faibles aux plus élevées.

Phénoméne de non-dissociation

Il arrive que I'étape de dissociation réalisée ne soit pas suffisamment efficace pour
décrocher 'ensemble du ligand. Ce phénoméne est courant notamment lorsque linteraction d’un
ligand avec une protéine est caractérisée par une constante de dissociation égale, ou inférieure
au nanomolaire. C’est ce qui a été observé dans le cadre de ma these pour les ligands
hexadécavalents.

Pour pallier ce probléme, il est possible d’ajouter une étape de régénération du capteur
entre chaque cycle, mais cela peut induire des durées d’expériences trés longues (5 & 7 heures)
ainsi que des risques d’évaporation des solutions de ligands.

Il est également possible d'utiliser plusieurs capteurs en paralléle, avec un capteur par
concentration en ligand. Pour un ligand donné, 5 a 6 solutions de différentes concentrations ont
été préparées, avec des concentrations de 'ordre du nanomolaire. Comme les 5 a 6 essais
d’interaction ont été réalisés en méme temps, il a également été nécessaire de prévoir 5 a 6 puits
de solution de dissociation.

Concernant la manipulation, les capteurs ont été trempés simultanément dans les
différentes solutions de ligand pendant 2000 secondes, puis dans les solutions de dissociation
pendant 2000 secondes. Les durées d’association et dissociation ont été allongées pour les
analogues hexadécavalents pour pouvoir atteindre les plateaux de saturation et s’assurer qu'un
maximum de ligand avait été décroché.
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Conditions expérimentales finales

Les structures monovalentes et tétravalentes ainsi que les contréles négatifs ont été
testés avec un capteur pour 5 solutions de concentrations différentes par glycoconjugué. En ce
gui concerne les structures hexadécavalentes, 6 capteurs différents ont été utilisés en paralléle
a raison d'un capteur par concentration par glycoconjugué. L'ensemble des paramétres
expérimentaux (durées de chaque cycle, concentrations, capteurs) ont été résumés dans le
Tableau IV-1.

Conjugue . Du.ré? . Dur.ée.de Concent’rations Nombre de Type de

d’association(s) dissociation (s) testées capteur capteur
1,0.75,05,0.25 SA*

GalNAc 200 300 005 001 1 N
G1-2 R1t(a-GalNAc) 150 150 . 12?‘ 0102?11[\/1 1 SA
G4-2 R4t(a-GalNAc) 200 300 2540020071511M 1 SA
G4-4 D4t(o-GalNAc) 200 300 25400200715“M 1 SA
G4-7 Réo(a-GalNAc) 200 300 2.2%.29022&/1 1 SA
G4-9  D4o(a-GalNAc) 200 300 25400200715“M 1 SA
G16-8  RR16tt(a-GalNAc) 2000 2000 200‘2252'015& %, 6 SA
G16-12  Rp16tt(a-GalNAc) 2000 2000 fgoﬁnﬁ 6 SA
G16-10  pp1ett(a-GalNAc) 2000 2000 1200015005?1% 6 SA
G16-6  pRistt(a-GalNAc) 2000 2000 fgossgfra 5 SA
G16-2  RR1Got(a-GalNAC) 2000 2000 200‘2;5?01:& %, 6 SA
P27 R4tOH 200 300 40 et 20 pM 1 SA
G4-15 R4tMan 200 300 40 et 20 pM 1 SA

Tableau IV-1 : Conditions expérimentales utilisées pour réaliser les essais d'interaction en BLI

c. Tests d’interaction et sensorgrammes

Controles néqatifs

Les contrbles négatifs sélectionnés dans le chapitre précédent, R4t(a-Man) G4-15 et
R4tOH P27, ont tout d’abord été testés par BLI, afin de confirmer 'absence d’interaction non
spécifique entre HPA et la structure RAFT. Comme en biopuce, aucune interaction n’a été
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observée pour ces deux contrbles négatifs (Figure 1V-7), excluant toute interaction non spécifique

avec le chéassis peptidique ainsi qu’avec les groupements triazole.

Composés monovalents
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Figure IV-7 : Sensorgrammes obtenus pour les contréles négatifs
Structures : (a) R4t(a-Man) ; (b) R4tOH

Deux composés monovalents ont également été utilisés comme référence : le premier

est le GalNAc commercial et le second est le glycoconjugué R1t(a-GalNAc) G1-2. Un premier
essai a été réalisé avec des capteurs SA puis, en raison de I'absence de signal, un second essai
a été réalisé avec des capteurs SSA. Pour ces deux composés monovalents, il n’a pas été
possible de déterminer des valeurs de constantes de dissociation en raison de sensorgrammes
inexploitables quelle que soit la nature du capteur utilisé (Figure IV-8).

Ce probléme pourrait étre di a une force d’interaction entre la protéine et le ligand trop

faible pour étre détectée en BLI. Cette hypothése semble confirmée par des analyses par ITC
réalisées précédemment, qui ont permis de déterminer une constante de dissociation de l'ordre

de 0,1 mM pour a-GalNAc.>? Ceci représente une limitation importante de la technique BLI.
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Figure IV-8 : Sensorgrammes obtenus pour les références monovalentes
Conditions : (a) GalNAc commercial, capteur SA ; (b) GalNAc commercial, capteur SSA ; (c)

R1t(a-GalNAc) G1-2, capteur SA.
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(a)

Glycoconjugués multivalents

Afin de comparer l'influence de la structure du glycoconjugué sur I'interaction avec HPA,
un histogramme et un graphe d’iso-affinité ont été tracés (Figure IV-9). Le graphe d’iso-affinité
indique d’'une part les kon €n ordonnée et les kot €n abscisse, et d’autre part les valeurs de Kd
représentées par les diagonales en lignes pointillées.
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Figure 1V-9 : Constantes de dissociation et constantes cinétiques des glycoconjugués
(a) histogramme des valeurs de Kd ; (b) graphe d'iso-affinité

En ce qui concerne les glycoconjugués tétravalents (Figure 1V-10), les valeurs de Kd
obtenues sont quasi similaires pour R4t(a-GalNAc) G4-2, R4o(a-GalNAc) G4-7 et D4o(a-GalNAc)
G4-9, a savoir de I'ordre de 20 uM. Le meilleur ligand tétravalent pour la HPA est D4t(a-GalNAc)
G4-4, qui présente un Kd de 6 uM. Si 'on compare l'influence de la plateforme, un chéssis de
type dendrimeére permet une plus forte interaction qu’un chassis de type RAFT, allant jusqu’a un
facteur 3,5 entre R4t(a-GalNAc) G4-2 et D4t(a-GalNAc) G4-4. De plus, les conjugués présentant
des liens triazole interagissent plus efficacement avec la lectine, avec un facteur de 4 en faveur
du D4t(a-GalNAc) G4-4. Cette différence est certainement due a une association plus rapide
puisqu’on observe dans ce cas un kon plus élevé alors que les ko sont comparables pour tous
les composés. Ainsi, pour les conjugués tétravalents, la plateforme qui favorise le plus
linteraction avec la lectine est la plateforme de type dendrimére et, en ce qui concerne le bras
espaceur, la présence du triazole en position anomérique semble étre bénéfique a I'interaction.
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Conjugué Kd (uM) Ko (104 M.s) Ko (57)
G4-2 Ré4t(a-GalNAc) 188 £3.8 25+10 05+0.2
G4-4 D4t(a-GalNAc) 55+09 152 £19 08+02
G4-7 R4o(o-GalNAc) 263 +12 24+19 06+05
G4-9 D4o(o-GalNAc) 221 +108 38+32 05+03

Figure IV-10 : Sensorgrammes (a) et constantes cinétiques et thermodynamiques (b) des
glycoconjugués tétravalents

En ce qui concerne les conjugués hexadécavalents (Figure IV-11), les valeurs de
constantes de dissociation sont toutes de I'ordre du nanomolaire. La meilleure interaction a été
déterminée pour DD16tt(a-GalNAc) G16-10 et DR16tt(a-GalNAc) G16-6 avec des Kd de 0,3 nM.
Les deux conjugués différent au niveau des constantes cinétiques : DD16tt(a-GalNAc) G16-10
présente un Kon plus élevé donc s’accroche plus vite a la lectine, par contre DR16tt(a-GalNAc)
G16-6 présente un ki plus faible et donc se dissocie moins facilement de la lectine. Le K le plus
faible a cependant été obtenu pour RD16tt(a-GalNAc) G16-12, qui présente néanmoins un Kd
plus élevé que DR16tt(a-GalNAc) G16-6 en raison d’un ko, beaucoup plus faible. La moins bonne
interaction a été obtenue pour RR16tt(a-GalNAc) G16-8, avec un Kd de 2,6 nM, qui présente
également des constantes cinétiques beaucoup plus faibles que les autres structures. Si I'on
compare la nature des plateformes, le chassis de type dendrimére favorise l'interaction avec la
lectine, le meilleur ligand présentant la plateforme dendrimérique non seulement en position
centrale du conjugué, mais également au niveau de sa couche externe. La nature du lien entre
des deux plateformes n’influence que trés peu l'interaction avec HPA avec un Kd de 2,1 nm pour
RR160t(a-GalNAc) G16-2, similaire a celui obtenu pour RR16tt(a-GalNAc) G16-8.
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Conjugué Kd (nM) K, (104 M1.s) Koy (1)
G16-8 RR16tt(a-GalNAc) 26+£02 1,1£0,04 2.8 .10% £5.107
G16-10 DD16tt(a-GalNAc) 03x02 394 £96 99 .10° £4,0.107
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Figure IV-11 : Sensorgrammes (a) et constantes cinétiques et thermodynamiques (b) des

Confirmation des tendances obtenues par microarray

glycoconjugués hexadécavalents

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus sur biopuce, montrant les mémes

tendances d’interaction (Tableau 1V-2).

G16-8
G16-10
G16-6
G16-12
G16-2

Kd (nM)

Conjugué Microarray Classement, ;.. BLI Classementg,
RR16tt(a-GalNAc) 975 £86 (5] 26+02 (5]
DD16tt(a-GalNAc) 1514 (1) 0,29 £0,2 (1)
DR16tt(a-GalNAc) 235 £33 (3] 0,31 £0,02 (2]
RD16tt(c-GalNAc) 20,6 +2.1 2] 1307 (3]
RR16ot(0-GalNAc) 884 +11,2 (4] 21+09 (4]

Tableau V-2 : Tableau comparatif des valeurs de Kd obtenues par microarray et BLI
avec : classement de 1 & 5 avec 1 pour le meilleur ligand de la HPA et 5 le moins bon
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Les différences de valeurs de Kd observées entre ces deux méthodes s’expliquent par le
fait que dans les expériences de BLI, la lectine est immobilisée et le ligand est en solution alors
que c’est I'inverse en format biopuce. De plus, le BLI permet de suivre cinétiquement I'interaction
lectine-ligand, et donc de mettre en valeur les constantes cinétiques d’association et dissociation,
alors que les constantes déterminées sur lame sont des constantes thermodynamiques évaluées
a uninstant t.

Les résultats obtenus par BLI ont fait 'objet d’une publication en 2018 dans OBC.?%*
Cependant, au moment de la soumission de l'article, la publication dans ACS Omega concernant
nos travaux sur biopuce n’avait pas encore été acceptée. C’est pourquoi, nous avons souhaité
confirmer les résultats par d’autres techniques d’analyse d’interaction. Ainsi, afin d’appuyer les
résultats obtenus en BLI, des tests ELLA ont été réalisés.

3. Enzyme-linked lectin assay (ELLA)
a. Principe et protocoles expérimentaux

Le test ELLA fait partie des méthodes biochimiques les plus couramment utilisées pour
évaluer rapidement l'interaction lectine-ligand. Contrairement aux techniques de SPR, BLI et ITC
nécessitant un appareillage spécifique, il ne requiert qu'un lecteur de plaque permettant de
mesurer I'absorbance. Cette méthode d’analyse d’interaction repose sur I'immobilisation non
covalente d’'un polymére (PAA) ou d’une protéine (BSA) glycosylés dans une plaque 96-puits
(Figure 1V-12). Afin de pouvoir évaluer le pouvoir inhibiteur de ligands glycosylés pour une lectine
donnée, un test de compétition est réalisé avec un ensemble de solutions contenant une
concentration fixe en lectine et des concentrations variables en glycoconjugués. Cette méthode
permet la détermination d’IC50 spécifique au ligand glycosylé testé.

£y
wSTL 4
‘“;\?;,\u ﬁ*??” /o f;‘: 7
ﬁ?:f {8 RO
"33 F3e
A Qe
S~ g ‘ X
?;}ff J// " & /J \\d.,“ L
62 - J | JP %
2 ;“ N K LA
nct
[BsAf  [BAF BSA |
Adsorption = < - E =___Z
he pl 3= E = —= = —=
b;’:i"nfcin;% - @ e
t - = — —
= ?‘ = - =—
Maxisorp 96-wells plate O = a-GalNAc

Figure IV-12 : Test de compétition en ELLA



Etape de calibration

La premiére étape consiste en une calibration afin de déterminer la concentration de
travail en lectine. Pour cela, une solution de polymére fonctionnalisé par I'a-GalNAc (PAA-a-
GalNAc) a été préparée a une concentration de 10 pg/mL dans du tampon PBS 1x pH 7,4. Le
polymére a ensuite été immobilisé par liaisons non covalentes dans une plaque Maxisorp 96-
puits. Aprés blocage avec une solution de BSA a 3% pendant 1 heure, des solutions de lectine
HPA-peroxydase de 1 pM a 13 uM ont été préparées dans du PBS 1x pH 7,4 puis introduites sur
la plaque. Aprés une incubation, la plague a ensuite été rincée 3x 3 minutes avec une solution
de PBST 0,05%.

NH: NH
A NH
NH, cat. AN -NH;
2H;0, + 2 EE—— ) + 4 H,O
enzyme AP
: N :
OPD 2,3-Diaminophenazine

Figure IV-13 : Catalyse enzymatique de la réaction OPD et peroxyde d'hydrogene

Une solution de 20 mL d’OPD (O- phénylene diamine) et de peroxyde d’hydrogene a été
préparée en utilisant les tablettes SIGMAFAST™ OPD, puis le mélange a été introduit sur la
plague 96 puits. L’enzyme peroxydase attachée a la HPA vient alors catalyser la réaction entre
'OPD et le peroxyde d’hydrogéne entrainant la formation du 2,3-diaminophenazine, de couleur
orange. La réaction est suivie visuellement par lintensification de la couleur des différentes
solutions. Au bout de 5-10 minutes, la réaction enzymatique a été arrétée par ajout de 50 uL de
H.SO4 a 30%. L'absorbance des différents puits a ensuite été mesurée grace a un lecteur de
plague.

Le tracé de l'absorbance en fonction de la quantité de lectine introduite a permis de
déterminer la concentration de travail. Cette derniére a été fixée a 0,8 uM (Figure 1V-14).
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Figure IV-14 : Courbe de calibration de la HPA
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Test de compétition

Une fois la concentration de travail de la lectine fixée, un test de compétition a été réalisé
afin de déterminer le potentiel d’inhibition des ligands.

Comme pour I'étape de calibration, PAA-a-GalNAc a été immobilisé dans une plaque
Maxisorp puis les puits ont été bloqués avec de la BSA. En paralléle de I'étape de blocage, des
solutions contenant une concentration fixe en lectine et des concentrations variables en ligand,
comprises entre 10 uM et 0,1 pM, sont préparées dans une plaque 96-puits non adhérente. Aprés
incubation, le contenu de la plague non adhérente a été transféré vers la plaque Maxisorp pour
une heure d’incubation supplémentaire. La plaque a alors été rincée, et 'absorbance mesurée.
Le traitement des données permet de tracer les courbes du pourcentage d’inhibition en fonction
de la concentration en ligand, et ainsi de déterminer les valeurs d'ICso. Les conditions
expérimentales ont été résumées dans le Tableau IV-3.

Etapes Solutions Volume Concentrations Durée Température  Agitation
Immobilisation du polymeére Tampon PBS 1x .
fonctionnalisé avec le sucre d’intérét* pH 74 100 4L 10 pg/ml. h 37°C 100 rpm
3% BSA
Blocage de la surface des puits* PBS 1x 100 pL / 1h 37°C 100 rpm
pHT74
L. . , A Lectine : 0,8 yM
PFTAE?:;HIIO;O(;;"'T:ZETQE PEIS; 4X 100 uL Glycoconjugué : 1h 37°C 100 rpm
glycoconitg i 10 M4 0,1 pM
Interaction du polymére PES 1 Lectine : 0,8 yM
avec lemélange H74 100 pL Glycoconjugué : 1h 37°C 100 rpm
lectine/glycoconjugué* PRz 10 pMa 0,1 pM
PBS 1x 100 pL .
Kk
Lavages 0,1% Tween 20 / 3x 3 min t.amb. 100 rpm
Révélation colorimétrique par Tablettes SIGMA-FAST 2 tablettes pour
atle rlquep OPD 100 pL 20mL deau 10 min t amb. /
réaction enzymatique * .
tampon urée ultrapure
Blocage de la couleur par arrét de la 30% H,50, 50 4L / / / /

réaction enzymatique*

Mesure de I'absorbance 4 490 nm
Lecteur de plaque OMEGA

@
)
T
@
@
o
@
@
@
>

ce dans une plaque 96 puits de type Maxisorp ** etape réalisée dans une plaque 96 puits classique

Tableau 1V-3 : Condlitions expérimentales des tests ELLA par compétition réalisés
Remarque : étapes (2a) et (2b) réalisées en parallele
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b. Résultats et discussion

Le test de compétition ELLA a été réalisé uniqguement pour les quatre structures
hexadécavalentes RR16tt(a-GalNAc) G16-8, DR16tt(a-GalNAc) G16-6, DD16tt(a-GalNAc) G16-10
et RD16tt(a-GalNAc) G16-12.

Ici encore, les tendances obtenues en ELLA viennent confirmer les résultats obtenus en
BLI et sur biopuce. En effet, la valeur la plus faible d’ICs, a été obtenue pour DD16tt(a-GalNACc)
G16-10 (7 nM) alors que les structures RD16tt(a-GalNAc) G16-12 et DR16tt(a-GalNAc) G16-6
présentent des ICso trés similaires, bien que légérement plus élevées avec respectivement 11
nM et 18 nM. Enfin, le moins bon ligand est, ici encore, RR16tt(a-GalNAc) G16-8 avec une
constante d’inhibition de 61 nM, soit presque 9 fois plus élevée que pour la plateforme la plus
flexible DD16tt(a-GalNAc) G16-10.
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RR16tt(a-GalNAc) G16-8
RD16tt(a-GalNAc) G16-12
DD16tt(a-GalNAc) G16-10
DR16tt(a-GalNAc) G16-6

4
ICsp (M)

8

Absorbance Mean
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Figure IV-15 : Valeurs d’ICso pour les conjugués hexadécavalents

Conclusion générale de la partie IV

Afin de confirmer, et ainsi appuyer, les résultats obtenus dans la partie Ill par biopuce,
des tests d'interaction complémentaires ont été réalisés. En raison de problémes d’agrégation,
FITC s’est avérée inadéquate pour évaluer efficacement I'interaction lectine/ligand. Afin de pallier
a ces complications, des expériences de BLI et des tests ELLA par compétition ont été réalisés.

Les résultats obtenus nous ont permis de valider I'étude réalisée par biopuce. Parmi le
panel de ligands testés, c’est le glycoconjugué DD16tt(a-GalNAc) G16-10 qui offre la meilleure
interaction avec la lectine, présentant un Kd inférieur au nanomolaire en BLI et un ICso de I'ordre
du nanomolaire en ELLA. De plus, la structure la plus rigide G16-8 s’est également avéréee étre le
moins bon ligand quelle que soit la technique d’étude utilisée.
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Les tendances observées en format biopuce ont ainsi été confirmées, ce qui nous conforte dans
lidée que I'utilisation de cette technique permet de cribler des ligands de maniere rapide et
efficace. Nous allons désormais I'adapter a I'étude d’interaction de glycoconjugués multivalents
avec des anticorps présents dans du sérum humain. Ces expériences sont développées en détalil
dans la partie V.
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V. Utilisation de glycodendrimére arrays pour cibler des anticorps endogénes

L'un des objectifs de ma thése a consisté a mettre au point différents modules
moléculaires interagissant avec des anticorps endogénes présents dans le sérum humain.
Comme détaillé dans la premiére partie de l'introduction, des séries de tests de criblage réalisés
par les équipes de Bovin et de Gildersleeve ont permis de mettre en évidence la présence
d’anticorps endogénes anti-glycanes présents dans une majorité de séra. Initialement, les sucres
ciblés dans le cadre du projet étaient le rhamnose, I'antigéne Forssman, le Neu5Gc ainsi que les
polysaccharides Xeno de type 1 et 2. L’antigéne Forssman et le Neu5Gc n’ont cependant pu étre
utilisés au cours les travaux de recherche car des difficultés ont été rencontrées lors de leurs
synthéses. De méme, plutdt que de cibler l'intégralité de la structure des trisaccharides Xéno,
nous avons décidé de cibler 'isoglobotriose iGb3 qui présente également le motif Gala1-3Gal en
position terminale.

Afin d’étudier 'impact de la structure sur l'interaction avec les anticorps présents dans le
sérum humain, différents paramétres structuraux ont été modulés a savoir :

(1) la valence (1,4 ou 16)

(2) la nature de la plateforme (RAFT ou dendron)

(3) la nature du bras espaceur entre le sucre et la plateforme extérieure (liens oxime
ou triazole)

(4) la nature du bras espaceur entre les deux plateformes dans le cas des conjugués
hexadécavalents (liens oxime ou triazole).

L’ensemble des synthéses des glycoconjugués de rhamnose et de GalNAc ont été
présentées en partie Il. De plus, les autres glycoconjugués utilisés dans cette partie ont été
synthétisés par D. Goyard et B. Todaro en utilisant des protocoles expérimentaux similaires.
Leurs synthéses ne seront donc pas présentées dans ce manuscrit.

Des analyses biologigues préliminaires sur plague ont été réalisées au cours de la
premiére année de these, le robot de dépbt et le lecteur de lame n’étant pas encore disponibles
au laboratoire. Des tests ELISA, d’interaction ou par compétition, ont été réalisés avec du sérum
humain, en utilisant un protocole expérimental déja mis au point et maitrisé au sein de I'équipe,
similaire & celui employé pour le criblage de lectines. Différents séra ont été testés, incluant 2
séra commerciaux ainsi que 3 séra embryonnaires fournis par l'Institut Pasteur (Tableau V-1).
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Référence Labo Description Provenance

§ SHE1-2015 Sérum embryonnaire Institut Pasteur
(3]

o

g SHE2-2015 Sérum embryonnaire Institut Pasteur
o

E SHE3-2015 Sérum embryonnaire Institut Pasteur
3 SH38V-2015 Sérum humain Sigma Aldrich
5 (homme, plasma AB, origine US) g

E Sérum humain

S SHa6V-2016 (homme, plasma AB, origine US) Sigma Aldrich

Tableau V-1 : Séra humains commerciaux et embryonnaires utilisés pour les tests ELISA

Les tests ELISA réalisés avec des conjugués de rhamnose sont similaires aux tests ELLA
décrits en partie IV avec les ligands hexadécavalents de GalNAc et la lectine HPA. Deux phases
expérimentales sont nécessaires :

(1) la premiére étape est une étape de calibration qui a pour but, aprés avoir
immobilisé I'antigéne cible sur une plaque de microtitration, de déterminer les
concentrations de travail en sérum et en anticorps secondaires. Cette étape sert
par la méme occasion a vérifier qu’il y a bien des anticorps spécifiques de cet
antigéene dans le sérum.

(2) la seconde étape est un test de compétition avec le ligand multivalent glycosylé
qui va permettre de déterminer une valeur d’lICso.

Etape de calibration

L’étape de calibration a tout d’abord consisté a immobiliser — sur plaque 96 puits - de
Falbumine de sérum bovin (BSA) fonctionnalisée avec le sucre d’intérét, ici le rhamnose. Aprés
incubation et blocage, des solutions de sérum diluées en cascade de 1/10 a 1/20 000 dans du
tampon PBSx1 ont été introduites dans les différents puits de la plaque. Aprés incubation, la
plaque est lavée puis des solutions d’anticorps secondaires anti-IgG et anti-IgM fonctionnalisés
avec de la HRP (HorseRadish Peroxidase) diluées a 1/2000 (0,3 ug/mL) ont été introduites dans
les différents puits. Comme lors des tests ELLA, la révélation a été faite en ajoutant une solution
aqueuse d’OPD (o-phenylenediamine) puis de I'acide sulfurique a 30% pour arréter la réaction
enzymatique. L’'absorbance des puits a ensuite été lue a 490 nm et la courbe de I'absorbance
en fonction de la concentration a été tracée. L’ensemble des étapes et conditions sont
récapitulées dans le Tableau V-2.
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Etapes Solutions Volume Concentrations Durée Température  Agitation

Immobilisation du polymére Tampon carbonate ;
fonctionnalisé avec le sucre d’intérét pH 9,6 100 4L 10 Hg/mL h rc 100 rpm
3% BSA
Blocage de la surface des puits PBS 1x 100 pL ! 1h 37°C 100 rpm
pH 7,4
Interaction avec PBS 1x I .
le sérum humain oH 74 100 pL dilution 1/10 1h 37°C 100 rpm
PBS 1x .
Lavages 0.4% Tueen 20 100 pL / 3x 3 min t.amb. 100 rpm
Interaction avec les anticorps PBS 1 dilution 1/2000
secondaires (fonctionnalisés avec de X 100 pL o 1h 37r°C 100 rpm
pH74 0,3 pg/mL
la HRP)
PBS 1x 100 pL .
Lavages 0,1% Tween 20 / 3x 3 min t.amb. 100 rpm
Reévélation colorimétriaue par Tablettes SIGMA-FAST 2 tablettes pour
1ato 'quep oPD 100 pL 20mL deau 10 min tamb. /
réaction enzymatique )
tampon urée ultrapure
Blocage de la couleur pararrét de la 30% H,S0, 50 L / / / /

réaction enzymatique

Mesure de I'absorbance a 490 nm
Lecteur de plaque OMEGA

Tableau V-2 : Conditions expérimentales de I'étape de calibration des tests ELISA réalisés
Matériel : plaque 96 puits de type Maxisorp

Les courbes de calibration obtenues sont présentées en Figure V-1. Les trois séra
embryonnaires testés ne contiennent pas, ou pas suffisamment, d’IgG dirigés vers le rhamnose.
En ce qui concerne les IgM, seuls deux des trois séra embryonnaires présentent une réponse
positive. Le sérum commercial contient a la fois des IgG et des IgM anti-rhamnose et induit le
signal d’absorbance le plus élevé parmi les séra testés. Notre choix s’est donc porté sur le sérum
commercial.

(a) Absorbance Mean (b) Absorbance Mean

0.6

< SHE1-2015 < SHE1-2015
10 o SHE2-2015 0.4 o SHE2-2015
+ SHE3-2015 + SHE3-2015

-+ SH38V-2015 = SH38V-2015

0.5 0.2

0.0
5

.5 -4 3 -2 K] 0

log [Dilution en sérum] log [Dilution en sérum]

Figure V-1 : Test de calibration avec la BSA-Rha et du sérum
Anticorps secondaires : (a) anti-IgG ; (b) anti-IgM
Séra humains : embryonnaires : SHE1-2015, SHE2-2015 et SHE3-2015 ; commercial :
SH38V-2015.
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La dilution en sérum choisie est de 1/10, ce qui équivaut a la concentration maximale en
sérum testée : le plateau de saturation n’est pas atteint et le signal d’absorbance résultant est

suffisant pour pouvoir observer une inhibition du signal lors des futurs tests de compétition.

Détermination d’ICso

Les tests ELISA par compétition ont été réalisés pour deux glycoconjugués de rhamnose
ainsi que pour le monomere commercial, utilisé en tant que référence. Le premier conjugué testé
est le conjugué tétravalent R4t(a-Rha) G4-1 et le second est le conjugué hexadécavalent

RR160t(a-Rha) G16-1.

Etapes Solutions Volume Concentrations Durée Température  Agitation
Immobilisation du polymere Tampon carbonate ;
o fonctionnalisé avec le sucre d’intérét* pH 9,6 100 ut 10 pg/ml. h 3re 100 rpm
3% BSA
@  Blocage delasurfacedes puits* PBS 1x 100 pL / 1h 37°C 100 rpm
pH 74
Sérum humain :
Pré-incubation d’un mélange sérum PBS 1x dilution 1/10 ;
@ humain/glycoconjugué** pH74 100 uL Glycoconjugué : h 3re 100 rpm
0,1nM a 10mM
Interaction du polymére Serum humain :
e avec le mélange sérum PBS x 100 pL d||ul|on‘ ”10, 1h 37°C 100 rpm
humain/glycoconjugué* P74 Glycoconjugué -
glycoconiug 0,1nM & 10mM
(4] PBS 1x _
&
Lavages 0,1% Tween 20 100 L / 3x 3 min t.amb. 100 rpm
Interaction avec les anticorps .
secondaires (fonctionnalisés avec de PBS x 100 pL diliton 172000 1h 37°C 100 rpm
pH7.4 0,3 pg/mL
la HRP)*
(6] PBS 1x 100 L
. .
Lavages 0.1% Tween 20 / 3x 3 min t.amb. 100 rpm
o Révélation colorimétriaue par Tablettes SIGMA-FAST 2 tablettes pour
e riauep OPD 100 uL 20mL d'eau 10 min tamb /
réaction enzymatique ,
tampon urée ultrapure
0 Blocage de la couleur par arrét de la 30% H,30, 50 L / / / /

réaction enzymatique*

* étape réalisée dans une plaque 96 puits de typ

Mesure de I'absorbance
Lecteur de plaque OMEGA

e Maxisorp

** étape réalisée dans une plaque 96 puits classique

Tableau V-3 : Conditions expérimentales des tests ELISA par compétition réalisés

Remarque : étapes (2a) et (2b) réalisées en parallele

Comme pour les tests ELLA, une plaque 96 puits de type Maxisorp a tout d’abord été
fonctionnalisée avec un polymeére fonctionnalisé avec du rhamnose (PAA-Rha). Aprés incubation,
la plaque a ensuite été bloquée avec une solution & 3% en BSA afin de limiter les interactions
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non spécifiques protéine/surface. En paralléle de I'étape de blocage, des solutions contenant un
mélange de sérum et de glycoconjugué ont été préparées avec une concentration fixe en sérum
(dilution totale de 1/10) et des concentrations variables en ligand allant de :

(1) 250 mM a 1 pM pour le rhamnose commercial,
(2) 1 mM a4 nM pour R4t(a-Rha) G4-1,
(3) 0,1 mM a 0,4 nM pour RR160t(a-Rha) G16-1.

Aprés une heure de pré-incubation des solutions constituées du mélange sérum/ligand, la
solution bloquante a été éliminée de la plaque Maxisorp et remplacée par les mélanges
sérum/ligand. Comme pour le test de calibration, ont ensuite été ajoutés successivement les
anticorps secondaires (0,3 pg/mL), 'OPD et l'acide sulfurique. L’absorbance de la plaque a
finalement été mesurée a 490 nm.

Aprés analyse des résultats, les graphes de compétition ont été tracés et des valeurs
d’'ICso ont pu étre déterminées pour les trois ligands testés. Les graphes sont présentés en
Figure V-2 et les valeurs d’ICso dans le Tableau V-4.

(a) % Absorbance Mean (b) % Absorbance Mean (c) 5

=
Loe s e o E
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) 0000
o o) © Rhamnose commercial 3
< Rhamnose commercial o Rdt(o-Rha) G4-1 % 25
o Ré4t{o-Rha) G4-1 = RR16ot (a-Rha) G16-1 = 02
« RR16ot (a-Rha) G16-1 & 015
0.10 =
0.05 g 2
0.004
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log [Glycoconjugate] (mM) log [Glycoconjugate] (mM)

Figure V-2 : Graphes de compétition tracés pour les conjugués de rhamnose (a-b) et
histogramme des ICso (c)
Anticorps secondaires fonctionnalisés avec de la HRP : (a) anti-IgG ; (b-c) anti-IgM.

Le rhamnose commercial, choisi en tant que référence monomérique, présente un ICsg
d’environ 4 mM. En ce qui concerne le conjugué tétravalent G4-1, I'lCso déterminé est de 122 uyM
soit plus de 30 fois inférieur a la référence monovalente. Rapporté au nombre de sucre, cette
valeur correspond a une amélioration de I'ordre de 8. De méme pour le conjugué hexadécavalent
G16-1, I'ICso déterminé est de 19 yM, soit un gain de 200 par rapport au rhamnose commercial et
un gain par sucre de l'ordre de 12. Pour ces deux glycoconjugués, la présentation multivalente
apporte bien une amélioration modeste mais prometteuse.
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Ligand Valence IC50 (M) Gain total

Rhamnose commercial 1 3800 1*
G4-1 R4t(a-Rha) 4 122 31
G16-1 RR160t(a-Rha) 16 19 200

Tableau V-4 : Valeurs d'ICso déterminés en ELISA pour les conjugués de rhamnose

Un autre sucre ligand d’anticorps endogéne a été testé en ELISA lors des essais
préliminaires : l'isoglobotriose (iGb3), un trisaccharide de structure Gala1-3GalB1-4Glc.

En raison du co(t important et des faibles quantités en iGb3 disponibles au laboratoire,
seuls des tests d’interaction ont été réalisés. En effet, lors des tests par compétition, I'utilisation
d’'une large gamme de concentrations d’inhibiteur est nécessaire pour mesurer un ICsp ce qui

représente une quantité non négligeable en produit, souvent de I'ordre de quelques milligrammes.

En revanche, pour les tests d’interactions, une concentration de ligand plus faible peut étre
immobilisée pour assurer une détection mesurable. Méme si aucune constante caractéristique
de linteraction ne peut en étre déduite, cette expérience permet d’avoir une idée qualitative du
potentiel de liaison d’un ligand.

Etape de calibration

Un test de calibration a ainsi été réalisé pour [lisoglobotriose comme décrit
précédemment pour le rhamnose. La seule différence au niveau du protocole réside dans la
nature du polymére immobilisé : deux polymeéres ont été testés. Le premier polymere est
fonctionnalisé avec du Gala1-3GalB1-4Glc, qui correspond a l'intégralité de la structure de I'iGb3.
Ce polymére a été nommé PAA-(Gala1-3GalB1-4GlIc) dans la suite du manuscrit. Afin de voir si
lensemble de la structure du trisaccharide était nécessaire a linteraction avec des anticorps
endogeénes, le second polymere utilisé est uniquement fonctionnalisé avec du Gala1-3Gal, ce
qui correspond a la partie terminale de I'iGb3. Ce polymeére a été nommé PAA-(Gala1-3Gal) dans
la suite du manuscrit.

Les dilutions en sérum et en anticorps secondaires sont les mémes que celles utilisées
avec le PAA-Rha. Sur les deux séra commerciaux et trois séra embryonnaires testés, les
résultats pour les deux polymeres sont similaires a ceux obtenus pour PAA-Rha. En effet, les
taux d’lgG anti-(Gala1-3Gal1-4Glc) et anti-(Gala1-3Gal) sont similaires pour SHE1-2015 et
SHE2-2015. De plus, en ce qui concerne les séra embryonnaires, aucun IgG n’a été détecté
dans SHE3-2015 et aucun IgM n’a été détecté dans les trois échantillons évalués. Les deux séra
commerciaux présentent des taux similaires en anticorps interagissant avec Gala1-3Galf31-4Glc.
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Compte tenu des quantités de sérum disponibles, notre choix s’est arrété sur SH96V-2016 et la
dilution a été choisie a 1/10, comme pour le rhamnose.

En ce qui concerne les polymeres immobilisés, les résultats sont similaires, ainsi le
glucose de la structure de I'iGb3 ne semble pas influer sur 'interaction.

Tests d’interaction

Comme pour le rhamnose, seulement deux glycoconjugués multivalents ont été testés :
un conjugué tétravalent R4t(a-iGb3) G4-25 et un conjugué hexadécavalent RR160t(a-iGb3) G16-
25. Le protocole expérimental utilisé est identique a celui décrit précédemment pour le rhamnose.

Les courbes d'interactions issues de I'analyse de I'absorbance sont présentées en Figure
V-3. Le graphe montre qu’il y a bien une interaction entre les ligands immobilisés sur la plaque
et des anticorps présents dans le sérum, avec pour une méme concentration d’immobilisation,
une intensité d’absorbance plus forte pour le conjugué hexadécavalent.

% Absorbance Mean

..................................................................................... 100

o R4t (a-iGh3) G4-25
+ RR160t (0-iGb3) G16-25

-8 -6 -4 -2 0
log [Glycoconjugate] (mM)

Figure V-3 : Test d'interaction entre du sérum humain et les glycoconjugués d'iGb3

Les courbes ne sont cependant pas completes et une quantité beaucoup plus importante
en conjugués serait nécessaire pour attendre un plateau de saturation.

Conclusion sur les tests préliminaires

Le test avec iGb3 met clairement en évidence linconvénient majeur des tests
ELLA/ELISA réalisés sur plaques : la quantité en glycoconjugués requise est trop importante
pour obtenir des données fiables et suffisamment informatives. De plus, dans le cadre de notre
projet, les ligands d’anticorps choisis tels que I'antigéne Forssman, I'iGb3, ou encore le Neu5Gc
sont des structures complexes et couteuses a synthétiser. Ceci nous a conduit a considérer la
miniaturisation de ces tests et nous a donc incité a nous orienter vers un format biopuce.
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Structures glycosylées ligands de NAbs

Les différents glycoconjugués de rhamnose dont les synthéses ont été présentées en
partie Il ont été testés en microarray en tant que ligands d’anticorps endogénes humains. Les
structures considérées sont les suivantes :

(1) 1 conjugué monovalent : R1t(a-Rha) G1-1,

(2) 3 conjugués tétravalents présentant des liens triazoles entre la plateforme et les
motifs saccharidiques : R4t(a-Rha) G4-1, D4t(a-Rha) G4-3 et R4ti(a-Rha) G4-5,

(3) 2 conjugués tétravalents présentant des liens oximes entre la plateforme et les
motifs saccharidiques : R4o(a-Rha) G4-6 et D4o(a-Rha) G4-8,

(4) 3 conjugués hexadécavalents présentant des liens oximes entre les plateformes
intérieure et extérieures : RR160t(a-Rha) G16-1, RR1600(a-Rha) G16-4 et RR160ti(a-
Rha) G16-3,

(5) 4 conjugués hexadécavalents présentant des liens triazoles entre les plateformes
intérieure et extérieures : RR16tt(a-Rha) G16-7, RD16tt(a-Rha) G16-11, DD16tt(a-Rha)
G16-9 et DR16tt(a-Rha) G16-5.

Séra humains sélectionnés

Les tests ELISA préliminaires qui ont été réalisés pour certaines structures de conjugués
de rhamnose et d'iGb3 ont permis d’évaluer l'interaction de ces glycoconjugués avec un seul
échantillon de sérum, ce qui est peu représentatif de 'ensemble de la population compte tenu
de la variabilité du taux et de la nature des anticorps en fonction de chaque individu. La
production d’anticorps est en effet largement influencée par la génétique ainsi que le mode de
vie incluant entre autres les vaccins, les maladies contractées, l'alimentation, les voyages
réalisés, etc. Afin d’étendre la gamme de séra disponibles, un panel de 5 séra commerciaux a
été sélectionné (Tableau V-5).

Reférence

Référence Laho Description Fournisseur .
Fournisseur

Sérum humain : .
SH38V-2015 (homme, plasma AB, origine US) Sigma Aldrich H4522

Sérum humain : .
SHI6V-2016 (homme, plasma AB. origine US) Sigma Aldrich H4522

Sérum humain : :
SH44-2018 e e e Sigma Aldrich H4522

Sérum humain désactivé : .
SH24-2018 (homme, plasma AB, origine US) Sigma Aldrich H3667

Sérum humain : .
AL (homme, sang coagulé AB, origine US) SRR Asi

Tableau V-5 : Séra commerciaux analysés en microarray
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Cependant, ces séra commerciaux présentent 'inconvénient de n’étre accompagnés que
de peu d’informations concernant les donneurs. En effet, les seules données fournies a
'acheteur sontl'origine et le sexe du donneur. Ainsi, dans le but de pouvoir étudier une potentielle
influence de I'adge, du sexe et du groupe sanguin du donneur sur la quantité d’anticorps anti-
rhamnose, nous avons fait appel a I'Etablissement Francais du Sang (EFS) de Grenoble qui
nous a permis de diversifier le panel de séra humains testés. L’organisme nous a fourni 20
échantillons de sang d’origines controlées et issus de donneurs différents. Les échantillons
fournis proviennent de 10 hommes et 10 femmes, en bonne santé, d’age compris entre 18 et 70
ans. En ce qui concerne les groupes sanguins, 7 donneurs sont de groupe A, 4 donneurs de
groupe B et 9 donneurs de groupe O. L’ensemble de ces informations est récapitulé dans le
Tableau V-6.

RéférenceLabo Age Sexe Groupe sanguin
EFS01 34 M 0
EFS02 49 F A
EFS03 30 M A
EFS04 44 M 0
EFS05 70 M B
EFS06 45 F 0
EFS07 25 M A
EFS08 45 F 0
EFS09 39 F 0
EFS10 63 M 0
EFS11 a7 M A
EFS12 28 F 0
EFS13 58 F B
EFS14 38 F B
EFS15 65 F 0
EFS16 35 M B
EFS17 18 M A
EFS18 25 F A
EFS19 26 M A
EFS20 41 F 0

Tableau V-6 : Echantillons de sang fournis par I'EFS de Grenoble et issus de donneurs de
sexe, age et groupe sanguin différents
avec : M = homme, F = femme.

Des échantillons de sang coagulé (avec un volume de l'ordre d’une dizaine de millilitres
de sang par donneur) nous ont été fournis par 'EFS. Un gel inerte a été ajouté dans les tubes
afin de pouvoir séparer le sérum et les cellules sanguines par centrifugation. Chaque tube a
ensuite été centrifugé 20 minutes a 3000 rpm et le sérum surnageant a été prélevé et
échantillonné. Cette manipulation a été réalisée au laboratoire.
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Afin de réaliser un ciblage préliminaire des différents séra, un premier test d’interaction
par biopuce a été réalisé en utilisant le protocole expérimental mis au point avec la lectine HPA
en ajoutant une étape de blocage a la BSA, utilisée pour les tests ELISA, afin d’'empécher les
interactions non spécifiques entre la surface et les constituants du sérum.

Protocole expérimental initial

Les glycoconjugués de rhamnose ont été immobilisés sur lame Nexterion Slide H a une
concentration de 100 uM dans une solution tamponnée de PBS 1x a pH 8,5 contenant 5% de
glycérol. Puis aprés une étape d’incubation de 20 heures dans une chambre humide et close,
les fonctions NHS ont été désactivées en trempant la lame dans une solution bloguante (100
mM acide borique, 25 mM éthanolamine, 0,01% Tween 20, pH 8,5). La lame a ensuite été lavée,
puis aprés introduction dans le systeme de masques, chaque puit a été bloqué avec une solution
de PBS 1x contenant 3% de BSA. Aprés une heure d’incubation a 37°C, le sérum dilué au
centieme dans du PBS 1x contenant 0,1% de BSA a été ajouté. La lame a été incubée une heure,
puis chaque puit a été lavé. Des solutions anticorps secondaires anti-lgG et anti-lgM
fonctionnalisés respectivement avec de 'Alexa Fluor 546 et 647 ont finalement été ajoutés sur
la lame dans les différents puits. Puis, aprés une heure d’incubation, cette derniére a a nouveau
été lavée et rincée entierement : 1x 3min au PBST, puis 3x 3min au PBS, et enfin 1x dans de
leau ultrapure. La lame a ensuite été scannée aux deux longueurs d’onde d’excitation du
scanner (532 et 635 nm).

Les résultats obtenus viennent confirmer les tests ELISA préliminaires et mettent en
valeur des taux tres faibles d’IgM anti-rhamnose dans les séra embryonnaires SHE1 et SHE2
fournis par I'Institut Pasteur (Figure V-4).

Pour les autres séra, des taux variables en IgM anti-Rha sont observables :

(1) le sérum EFS15 ne présente pas d’IgM anti-rhamnose,

(2) les séra EFS03, EFS04, EFS10 et EFS14 présentent des taux faibles d’IgM anti-rhamnose,

(3) les autres séra, commerciaux et fournis par 'EFS, présentent des taux importants d’IgM anti-
Rha.

Concernant les structures des glycoconjugués et I'influence de la nature du lien entre les
unités saccharidiques et la plateforme, si 'on compare R4t(a-Rha) G4-1 et D4t(a-Rha) G4-3 avec
R4o(a-Rha) G4-6 et D4o(a-Rha) G4-8, il apparait que pour 'ensemble des séra testés les
conjugués qui présentent les fonctions triazole permettent une liaison plus efficace avec les
anticorps anti-Rha que les conjugués présentant des liens oximes. La tendance est similaire pour
leurs analogues hexadécavalents : RR1600(a-Rha) G16-4 présente une intensité de fluorescence
plus faible que RR160t(a-Rha) G16-1, RRtt(a-Rha) G16-7, DRtt(a-Rha) G16-5, DDtt(a-Rha) G16-9
et RD16tt(a-Rha) G16-11.
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Nous avons toutefois noté que de plus faibles intensités de fluorescence sont obtenues
pour R4ti(a-Rha) G4-5 et RR160ti(a-Rha) G16-3 avec un signal de fluorescence similaire a la
référence monovalente R1t(a-Rha) G1-1. Ceci pourrait s’expliquer par un mauvais greffage de la
structure sur la lame. La préparation des solutions stocks de ces deux conjugués a en effet
nécessité 'ajout de DMSO en raison d’une solubilité incompléte dans I'eau. Ainsi, pour ces deux
structures, la solution de dépbt n’est pas identique a celle utilisée pour 'ensemble des autres
conjugués. La présence de DMSO dans la solution de dépbt entraine des changements
concernant la taille et le comportement des gouttes de dép6t. Changements qui pourraient
influencer l'efficacité du greffage.

Concernant a présent l'influence du lien entre les plateformes intérieures et extérieures
des conjugués hexadécavalents, RR16ot(a-Rha) G16-1 semble interagir plus efficacement avec
les anticorps que RR16tt(a-Rha) G16-7 méme si les différences d’intensité de fluorescence sont
peu significatives. Ce parameétre ne semble donc pas essentiel dans l'interaction avec les Abs.

Enfin, sil'on s’intéresse a l'influence de la plateforme sur I'interaction anticorps/rhamnose,
aucune différence nette ne peut étre observée pour les conjugués tétravalents. Par contre, pour
les structures hexadécavalents, il semblerait que les conjugués qui présentent des plateformes
dendrimériques, plus flexibles, au niveau de la couche extérieur de la structure permettent une
reconnaissance plus efficace des IgM. Ces observations sont particulierement visibles pour les
séra commerciaux SH38V-2015, SH74-2018 et SH96V-2016 ainsi que pour les séra EFSO01,
EFS19 et EFS20.

Les premiers résultats sont encourageants mais des améliorations du protocole
expérimental ont été nécessaires, afin de s’abstraire du bruit de fond et de corriger une légére
inhomogénéité des dépots.
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G4-6 Rdo(a-Rha)
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Figure V-4 : Premiers essais d'interaction entre les conjugués multivalents de rhamnose,
différents séra humains et un anticorps secondaire anti-IgM Alexa Fluor 647
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(a)

Amélioration du dépot

Le greffage de certains conjugués, notamment RR1600(a-Rha) G16-4, n’est pas homogéne. Pour
améliorer cet aspect, nous avons essayé de modifier la proportion d’additif ajoutée dans le
tampon de dépbt. Ainsi, le pourcentage de glycérol a été augmenté a 10%, au lieu des 5%
précédemment utilisés. Comme en témoigne la Figure V-5, cette optimisation du protocole de
dépbt permet 'obtention de spots plus homogénes.

RR16tt(a-Rha)
G16-7

DR16tt(a-Rha)
G16-5

DD16tt(a-Rha)
G16-9

RD16tt(a-Rha)
G16-11

(b)
RR16tt(a-Rha)
G167

<, B
l amélioration de RD16tt(a-Rha)
z I'homogénéité G16-5 g
des dépots DD16tt(a-Rha)
i 6169 :
1 DR16tt(a-Rha) s
G16-11 s

Figure V-5 : Augmentation du taux de glycérol afin d’homogénéiser les dépots
(a) avec 5% de glycérol ; (b) avec 10% de glycérol

Amélioration des étapes de blocage et d’interaction

Pour les séra EFS09, EFS13 et EFS18, le bruit de fond est trop important, ce qui entraine
des problémes de saturation de certains spots ainsi qu’une difficulté a analyser les images. De
meilleures conditions de blocage de la lame et de reconnaissance devraient permettre de réduire
les interactions non-spécifiques. Pour cela, nous avons suivi les protocoles expérimentaux déja
publiés, notamment par Gildersleeve et al.**%12® (Figure V-6) :

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

La durée de I'étape de blocage avec une solution a 3% en BSA a été doublée et fixée
a 2 heures.

La durée de I'étape d’interaction avec les différents séra a également été fixée a 2
heures et la solution de dilution du sérum a été changée : au lieu de réaliser les
dilutions de séra dans du PBS contenant 0,1% de BSA, une solution de PBST
contenant 3% de BSA et 1% de HSA (Human Serum Albumin) a été utilisée.

Le nombre de lavages aprés I'étape d’interaction a été augmenté et la nature de la
solution de lavage a été modifiée : au lieu de réaliser 3 lavages successifs avec du
PBST puis 3 lavages avec du PBS, 7 lavages successifs au PBST ont été réalisés.
La durée de I'étape d’interaction avec les anticorps secondaires a également éte fixée
a 2 heures et les dilutions ont été effectuées dans une solution de PBS contenant 1%
de BSA et 3% de HSA.

Finalement le nombre de lavages dans du PBST aprés I'étape d’'interaction avec les
anticorps secondaires a été augmenté a 6, au lieu des 3 initialement réalisés avec la
lectine.

i)

fluorescence infensity
e RUDOCRNCE KRRy
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Figure V-6 : Amélioration du protocole expérimental afin de réduire les interactions non-
spécifiques avec la surface
Protocole expérimental : identique a celui utilisé pour la lectine HPA : (a)-(@’) et (b)-(b’) ;
amélioré pour l'interaction avec du sérum : (c)-(c’) et (d)-(d’)
Ligands immobilisés : glycoconjugués de rhamnose (la disposition differe)
Sérum humain (dilution 1/100) : SH38V-2015
Anticorps secondaires (dilution 1/1000, 2 ug/mL) : (a)-(a’) et (c)-(¢’) : anti-IgG Alexa Fluor
546 ; (b)-(b’) et (d)-(d’) : anti-IgM Alexa Fluor 647

Ces modifications ont permis une réduction notoire de la fluorescence observée en bruit
de fond. Les dépbts sont également plus nets permettant de simplifier I'analyse des images
obtenues. Le protocole expérimental amélioré sera utilisé pour la suite des expériences.

Il est a noter qu'avec cette modification de protocole expérimental une intensité de
fluorescence plus faible est obtenue pour l'interaction avec l'anti-IgG, ce qui un résultat plus
cohérent car :

(1) lintensité de fluorescence maximale est plus faible pour 'Alexa Fluor 546 a 532
nm par rapport a 'Alexa Fluor 647 a 635 nm a concentration identique,

(2) les taux d’anticorps anti-rhamnose décrits dans la littérature indiquent une
proportion plus forte en IgM qu’en 1gG.*’

Mélange d’anticorps secondaires anti-lgG/-IlgM

Les anticorps secondaires anti-lgG et anti-lgM sont fonctionnalisés respectivement avec
des Alexa Fluor 546 et 647. Plutdt que de réaliser deux tests distincts sur deux lames différentes,
nous avons décidé de réaliser une unique lame qui sera révélée avec un mélange d’'anti-lgG/-
IgM. Décrit de multiples fois par Gildersleeve et al., ce protocole expérimental présente
avantage de minimiser le nombre de manipulations nécessaires et les quantités de réactifs et
produit utilisées.

Pour valider ce protocole, un test d’interaction a été réalisé avec 4 conjugués de
rhamnose. Les conjugués R4t(a-Rha) G4-1, D4t(a-Rha) G4-3, RR16tt(a-Rha) G16-7 ainsi que
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DD16tt(a-Rha) G16-9 ont été immobilisés sur lame a une concentration en solution de 100 pM.
Aprées blocage de la surface, un test d’'interaction a été réalisé avec 3 échantillons de séra
humains (dilution 1/100). Puis, un second test d’interaction a été réalisé avec :

(1) soit un anti-lgG Alexa Fluor 546 (2 yg/mL),
(2) soit un anti-lgM Alexa Fluor 647 (2 pg/mL),
(3) soit avec un mélange anti-lgG/-IgM (2 pg/mL pour chaque anticorps).

La lame a ensuite été scannée simultanément a deux longueurs d’excitation (5632 et 635 nm).
Les résultats sont présentés en Figure V-7.
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Figure V-7 : Test d’interaction avec du sérum humain, révélé avec soit un anti-IgG, soit un anti-
IgM soit un mélange anti-IgG/-IgM
avec : (A) images arc-en-ciel générée par Mapix ; (B) histogrammes de la fluorescence
mesurée et résultante de l'interaction ligand-lectine marquée
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Séra humains (dilution 1/100) : issus du lot fourni par 'EFS de Grenoble ; Anticorps secondaires (2 g/mL) : (1) anti-IgG Alexa
Fluor 546 ; (2) anti-IgM Alexa Fluor 647 ; (3) anti-lgG (546)/-IlgM (647) ; Longueur d’onde d’excitation du laser : (a)-(c) 532 nm ;
(d)-(f) 635 nm ; Contrdle néqgatif : interaction avec les anticorps secondaires sans étape d'interaction avec du sérum humain.

Cette expérience nous montre que les intensités de fluorescence observées pour les (2)
et (3) sont trés proches a 635 nm, longueur d’onde correspondant a I'anticorps anti-IgM Alexa
Fluor 647. La variation de fluorescence observée est inférieure ou égale a 10% pour EFSO01 et
EFS02. Pour EFSO03, la quantité d’anticorps anti-rhamnose détectée dans le sérum est faible,
induisant une fluorescence résultante proche du bruit de fond et donc des incertitudes de mesure
assez élevée. Ainsi, dans le cas des deux séra EFS0l1 et EFS02 offrant des résultats
interprétables, la présence de l'anticorps anti-IgG Alexa Fluor 546 n’influence que trés peu
I'interaction avec I'anti-IgM Alexa Fluor 647.

En revanche, les résultats obtenus pour la longueur d’excitation de 532 nm (anti-IgG
Alexa Fluor 546) sont nettement moins convaincants. En effet, les intensités de fluorescence
observées pour les (1) et (3) ne sont pas identiques voire relativement différentes avec des
variations de l'ordre de 15 a 60%. Une des causes supposées de ces variations est le
phénoméne de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer). Ce transfert d’énergie par
résonnance est un phénomeéne couramment observable entre un fluorophore A - dit donneur -
et un fluorophore B - dit accepteur. L’excitation du fluorophore donneur induit un transfert
d’énergie vers le fluorophore accepteur, ce qui se traduit par une diminution de la fluorescence
du donneur et une augmentation de celle de I'accepteur. Le caractére accepteur du fluorophore
Alexa Fluor 647 a été précédemment décrit dans la littérature,?®® venant ainsi expliquer en partie
nos observations.

Par conséquent, bien qu’'un mélange d’anticorps secondaires IgG et IgM ait été employé
pour la suite des expériences, seul le taux d’anticorps IgM sera analysé. Pour plus de précision,
il aurait fallu refaire les expériences, en utilisant des solutions distinctes d’anticorps secondaires,
ce qui n’a pu étre réalisé par manque de temps.

Conditions expérimentales finales

Les conditions expérimentales finales qui résultent des différents essais visant a
améliorer le protocole expérimental, ont été résumées dans le Tableau V-7.
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Température

Etapes Solutions Concentrations Durée . Agitation Mateériel
Humidité
. ' 30 min-1h 25 C. y / .« micro-spotter »
Immobilisation Solution tampannée 75% humidité sciFLEXARRAYER S3
des ligands PBS 1x pH 8,5 100 uM - 0,3 pM
< 10% glycerol 17200 25°C / chambre humide
’ 70% humidité (NaCl saturée)
100 mM acide berique
Désactivation 25 mM éthanclamine ; falcon en plastique
des fonctions NHS 0,01% Tween 20 ! th e 100 rpm (50 mL)
pH 8,5
Lavages 4x H,0 / 4x 3 min ta. 200 rpm boite
Séchage Argon / 5 min ta. / pistolet avec filtre

Blocage de la surface pour 3% BSA
empécher les interactions PDBST / 2h 37°C 100 rpm masques SCHOTT
non-spécifiques

- 3% BSA
Interaction avec 1% HSA dilution 1/100 2h 37°C 100 rpm masques SCHOTT
le sérum humain
PBST
Lavages 7x PBST / 7x 3 min ta. 100 rpm masques SCHOTT
. . 1% BSA o
'":Zrca:;:;;"s‘:izf;';:x"s 3% HSA d"”g“” /12 1000 2h 37°c 100rpm  masques SCHOTT
PBS 1x pH 74 -
3% 3 min + 3x
6x PBST 3min 3x masques SCHOTT
Lavages 3x PBS 1x / ) ta. 100 rpm .
WH.0 3x 3 min 9x boite
2 3x 3 min
Séchage Argon / 5 min ta. / pistolet avec filtre

Mesure de la fluorescence
Innoscan710° avec A =532 ou 635 nm

Puissance des lasers : faible

Tableau V-7 : Conditions expérimentales des tests d'interaction par microarray réalisés avec
du sérum humain

c. Résultats expérimentaux

Analyse visuelle de I'intensité de fluorescence

Les tests d’interaction réalisés avec les conditions expérimentales décrites dans le
paragraphe précédent ont permis d’évaluer les quantités de NAbs anti-Rha pour le panel de séra
présenté précédemment. Les glycoconjugués ont été immobilisés a deux concentrations : 100
et 25 uM (Figure V-8).
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Figure V-8 : Test d'interaction entre les glycoconjugués de rhamnose et EFS08
(a) disposition des dépdts ; (b) image « arc-en-ciel » ; (c) intensité de fluorescence & 635 nm ;
(d-e) histogrammes des intensités de fluorescence pour des immobilisations a 100 uM (d) et a
25 UM (e).
Conditions expérimentales : glycoconjugués immobilisés a 100 et 25 uM, sérum humain
EFS08 (d1/100), anticorps secondaire anti-IgM Alexa Fluor 647 (d1/1000, 2 ug/mL)

Comme pour les tests d’interaction avec la lectine HPA, aucun signal n’est observable
avec la référence R4tOH P27. Ainsi, ni la plateforme de type RAFT, ni la présence des liens
triazole n’'induisent des interactions non spécifiques avec des anticorps du sérum.

En revanche, la valence du glycoconjugué influe fortement sur l'intensité d’interaction :
les conjugués hexadécavalents montrent un meilleur signal avec des NAbs anti-Rha que leurs
analogues tétravalents. Ce phénomeéne est particulierement visible sur la Figure V-8 si 'on
compare les intensités de fluorescence de R4t(a-Rha) G4-1 a 100 uM et de RR16tt(a-Rha) G16-7
a 25 uM: pour des concentrations d’immobilisation en sucres identiques, lintensité de
fluorescence est supérieure pour le conjugué hexadécavalent. La méme observation peut étre
réalisée pour les conjugués R4t(a-Rha) G4-1 et (DR16tt(a-Rha) G16-5 ou RR160t(a-Rha) G16-1),
D4t(a-Rha) G4-3 et (DD16tt(a-Rha) G16-9 ou RD16tt(a-Rha) G16-11) ainsi que R4o(a-Rha) G4-6 et
RR1600(a-Rha) G16-4.

En ce qui concerne la nature des bras espaceurs, une intensité de fluorescence plus
élevée est obtenue pour les conjugués qui présentent des liens triazoles entre l'unité
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saccharidique et la plateforme extérieure, par comparaison aux conjugués présentant des liens
oxime (Figure V-8). Des résultats similaires avaient été observés entre les conjugués GalNAc et
la lectine HPA.

Génération de heatmaps

Afin de pouvoir interpréter plus facilement et rapidement I'ensemble des données de
fluorescence obtenues lors de ces tests de criblage, différentes heatmaps ont été générées.

Nous avons comparé I'ensemble des structures sur 'ensemble des séra en traitant nos
résultats de différentes manieres.

(1) Pour pouvoir comparer deux configurations expérimentales (glycoconjugué, sérum) plus
facilement, une normalisation a été réalisée par rapport a 'intensité de fluorescence de
DR16tt(a-Rha) G16-5 obtenue pour le sérum SH96V-2016 (Figure V-9). A noter que les
valeurs normalisées obtenues peuvent étre supérieures a 1 si I'intensité de fluorescence d’un
dépdbt est plus importante que celle de la référence.

(2) Nous avons également étudié I'influence de la structure sur I'interaction avec les NAbs. Pour
ce faire, une normalisation par sérum a été réalisée : les valeurs obtenues sont comprises
entre O et 1 (Figure V-10a).

(3) De la méme maniére, nous avons étudié la taux des NAbs avec une normalisation par
molécule (Figure V-10b) afin d’évaluer quel sérum contient le plus d’anticorps anti-Rha: ici
encore, les valeurs sont comprises dans l'intervalle 0-1.

Les tendances d’interactions sont similaires a celles décrites lors de I'essai préliminaire.
Si I'on s’intéresse a la Figure V-9, on peut voir que les séra EFS03, EFS04, EFS10, EFS14 et
EFS15 présentent les taux les plus faibles en IgM anti-Rha. A l'inverse, les séra EFS08, EFS09,
EFS13, EFS18, EFS19 et EFS20, ainsi que les séra commerciaux, contiennent les taux les plus
importants, sur 'ensemble du panel de séra testés. Une tendance similaire a également été
observée pour les IgG anti-Rha.
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Figure V-9 : Heatmap de l'interaction glycoconjugués de Rha et NAbs anti-Rha de type IgM

e e =2 2 =2 = o

Conditions expérimentales : glycoconjugués immobilisés a 100, séra humains (d1/100), anticorps secondaire anti-lgM Alexa Fluor
647 (d1/1000, 2 ug/mL)

Normalisation : les valeurs sont normalisées par rapport a l'intensité de fluorescence de DR16tt(a-Rha) G16-5 obtenue pour le
sérum SH96V-2016. Si l'intensité de fluorescence est surpérieure a la référence, la valeur normalisée est supérieure a 1. Dans
le cas inverse, la valeur normalisée est inférieure a 1. L’échelle de couleur est présentée a droite du tableau. Les valeurs absentes
sont représentées en gris.

La heatmap avec normalisation par molécule (Figure V-10b) permet de confirmer que ce
sont les séra EFS09 et EFS13 qui contiennent les taux les plus d’anticorps anti-Rha pour une
majorité de structures de glycoconjugués.

Sil'on s’intéresse a présent a 'influence de la plateforme et des bras espaceurs sur
linteraction avec les IgM anti-Rha, on peut voir sur la heatmap normalisée par sérum (Figure
V-10a) que pour 'ensemble des séra testés I'interaction la plus forte est obtenue pour RR16tt(a-
Rha) G16-7. Les conjugués RD16tt(a-Rha) G16-11, DD16tt(a-Rha) G16-9 et DR16tt(a-Rha) G16-5
présentent une interaction également trés forte. Si 'on compare RR16tt(a-Rha) G16-7 et
RR160t(a-Rha) G16-1, on s’apergoit que la présence d’'un lien triazole au cceur de la plateforme
hexadécavalente favorise l'interaction. L’influence du bras espaceur n’est pas identique pour
ensemble des séra. Pour les conjugués tétravalents et pour une majorité de séra, la présence
d’'un lien triazole entre le sucre et la plateforme favorise l'interaction. Au contraire, pour les séra
EFS01, EFS05, EFS10, EFS15 et EFS20, le lien oxime méne a une interaction plus forte que le
lien triazole. Pour les conjugués hexadécavalents, en comparant RR16ot(a-Rha) G16-1 et
RR1600(a-Rha) G16-4, on peut voir que le lien triazole prédomine sur 'oxime.
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Figure V-10 : Heatmap de l'interaction glycoconjugués de Rha et NAbs anti-Rha de type IgM

avec normalisation par sérum (a) ou par molécule (b)

Conditions expérimentales : glycoconjugués immobilisés a 100, séra humains (d1/100), anticorps secondaire anti-lgM Alexa Fluor

647 (d1/1000, 2 ug/mL)

Normalisation : les valeurs sont normalisées par sérum (a), i.e. par colonne, ou par molécule (b), i.e. par ligne. Les valeurs
normalisées sont comprises entre 0 (intensité de fluorescence la plus faible par colonne (a) ou ligne (b)) et 1 (intensité de
fluorescence la plus élevée par colonne (a) ou ligne (b)). L’échelle de couleur est présentée a droite du tableau. Les valeurs

absentes sont représentées en gris.
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Evaluation des facteurs pouvant influencer le taux d’anticorps

Grace aux informations fournies par 'EFS pour chaque échantillon de sang, une
évaluation de I'influence de différents facteurs sur le taux d’anticorps a pu étre réalisée.

Le premier paramétre étudié est l'influence de 'age du donneur. Pour se faire, une
régression linéaire a été tracée pour les graphes de l'intensité de fluorescence en fonction de
age du donneur. Pour 'ensemble des glycoconjugués de rhamnose, une diminution du signal
de fluorescence a été observée avec I'age, a la fois pour les IgG et pour les IgM. Cette diminution
de signal est visible pour D4t(a-Rha) G4-3 et DD16tt(a-Rha) G16-9 sur la Figure V-11a. Le taux
d’IgM anti-Rha semble donc étre corrélé a 'age de l'individu.
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Figure V-11 : Influence de I'age (a), genre (b) et groupe sanguin (c) de l'individu sur le taux de
NAbs IgM anti-Rha
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Le second parametre étudié est le genre de l'individu. Des boites a moustaches ont été
tracées et ont permis de notamment représenter les moyennes et médianes des intensités de
fluorescence en fonction du sexe du donneur. Sur I'ensemble des structures, un signal plus
important est obtenu pour les donneurs de sexe féminin, avec des moyennes et des médianes
plus importantes que pour les donneurs de sexe masculin. Un nombre limité de molécules ne
s’inscrivent pas dans la tendance globales (e.g. les structures avec des liens oximes G4-6, G4-8
et G16-4). Cette observation a été faite pour les IgG et pour les IgM, et est visible pour D4t(a-
Rha) G4-3 et DD16tt(a-Rha) G16-9 en Figure V-11b. On peut donc retenir que le taux d’IgM anti-
Rha semble également corrélé au genre de I'individu, des taux plus importants étant détectés
chez les femmes.

Le troisieme et dernier parametre étudié est le groupe sanguin (A, B ou O) du donneur.
La génération de boites a moustaches ne permet pas d’observer une tendance précise. Pour les
IgM, les valeurs médianes sont plus élevées pour le groupe A pour les conjugués
hexadécavalents présentant des liens triazoles intérieurs RR16tt(a-Rha) G16-7, RD16tt(a-Rha)
G16-11, DD16tt(a-Rha) G16-9 et DRI16tt(a-Rha) G16-5. Alors que, pour les conjugués
hexadécavalents présentent des liens oximes intérieurs RR160t(a-Rha) G16-1, RR1600(a-Rha)
G16-4 et RR160ti(a-Rha) G16-3 ainsi que pour les conjugués tétravalents R4o(a-Rha) G4-6 et
D4o(a-Rha) G4-8, la médiane la plus élevée est observée pour les individus de groupe B. Cette
derniére tendance est illustrée pour D4t(a-Rha) G4-3 et DD16tt(a-Rha) G16-9 en Figure V-11c.

Pour 'ensemble des structures et pour les IgG et IgM, les données sont les moins
dispersées pour les individus de groupe sanguin A. Le groupe sanguin influe donc sur le taux
d’anticorps anti-Rha.

Conclusion des essais sur les conjuqués de rhamnose

Pour conclure, 'ensemble des séra testés présentent des anticorps IgG et IgM anti-Rha.
Pour une majorité des séra, les taux détectés sont importants ce qui permet d’envisager
l'utilisation des glycoconjugués de rhamnose en tant qu’ABM. Parmi les structures testées, ce
sont les plateformes hexadécavalentes RR16tt-, RD16tt-, DD16tt- et DR16tt- qui offrent les
interactions les plus efficaces.

Nous avons également observé que I'age, le genre et le groupe sanguin ont une influence
sur le taux d’anticorps IgM anti-Rha : (1) le taux d’anticorps IgM diminue avec 'age, (2) les femmes
présentent des taux d’anticorps plus élevés que les hommes et (3) les individus de groupe
sanguin A présentent des taux d’anticorps anti-Rha similaires. Toutes ces observations seront a
prendre en compte lors de la mise au point des ARMs, modules recruteurs d’anticorps, dans le
cadre du projet LEGO, et lors des tests biologiques qui seront réalisés.
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Au cours des travaux de these, nous avons également criblé d’autres structures
glycosylées vis-a-vis des mémes séra. Pour cela, une série de glycoconjugués fonctionnalisés
avec d’autres sucres ont été testés pour identifier la présence d’autres NAbs spécifiques d’autres
types d’antigénes.

Structures multivalentes testées

Les tests d’interactions mis au point et décrits dans la partie précédente avec les
conjugués de rhamnose ont été répliqués avec plusieurs glycoconjugués fonctionnalisés par :

(1) du a-D-mannose (a-Man),

(2) du a-L-fucose (a-Fuc),

(3) de la N-acétyl-a-D-galactosamine (a-GalNAc) présente en position
terminale de 'antigéne Forssman,

(4) du a-/B-D-galactose (respectivement a-Gal et -Gal) présents en position
terminale de beaucoup d’antigénes dont Xeno type 1 et 2 (a-Gal)

(5) de la-isoglobotriose (iGb3),

(6) de l'acide sialigue (a-Neu5Ac).

Seulement 4 structures multivalentes ont été sélectionnées a partir des tests réalisés
avec les conjugués de rhamnose. Les structures choisies reposent en intégralité sur des ligations
de type click Huisgen et comprennent deux structures tétravalentes basées sur un chassis R4t
et D4t- ainsi que deux structures hexadécavalentes basées sur un chassis RR16tt- et DD16tt-.
Les structures des glycoconjugués synthétisés sont présentées en Figure V-12.

Préparation des lames de microarray

Les différentes structures ont été immobilisées sur des lames NHS (Nexterion Slide H) a
deux concentrations : 100 et 25 uyM. Une premiére étape d’interaction a ensuite été réalisée avec
les différents séra dilués au centieme. Puis, une seconde étape d’interaction a été réalisée avec
un mélange d’anticorps fluorescent anti-IgG Alexa Fluor 546 et anti-lgM Alexa Fluor 647, dilués
au milliéme (2 pg/mL). Les lames ont ensuite été scannées aux deux longueurs d’excitation 532
et 635 nm.
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Criblage des différents séra

Les séries de conjugués ont été testées trois par trois avec, sur chaque lame, un dép6t
de DD16tt(a-Rha) G16-9 en tant que contrble positif et un dépdt de solution de tampon a 10% en

glycérol en tant que contrble

(1)

négatif. La répartition suivante a été utilisée :

évaluées dans le paragraphe précédent) (Figure V-13-1),

(2)
(3)

conjugués de a-Fuc, a-Neu5Ac et iGb3 (Figure V-13-2),
conjugués de a-GalNAc et de a-/B-Gal (Figure V-13-3).

conjugués de a-Man et a-Rha (contrble pour confirmer les tendances

Lors de la génération des heatmaps dans cette partie, la référence choisie est l'intensité de
fluorescence de DD16tt(a-Rha) G16-9 pour le sérum SH96V-2016.
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Pour les conjugués de a-mannose, seuls les séra EFS03 et SH74-2018 semblent

présenter des anticorps anti-aMan de type IgM a des taux trés faibles, avec une préférence pour
la structure RR16tt(a-Man) G16-13 (Figure V-14). Pour les autres séra, aucune fluorescence n’est



détectable. La constatation est identique pour les IgG pour 'ensemble des séra cette fois. Ainsi,
les glycoconjugués de a-mannose ne semblent pas étre adéquates en tant que ligands
d’anticorps endogénes.
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Figure V-14 : Criblage des glycoconjugués de aMan
(a) disposition des dépdts ; (b) et (c) intensités de fluorescence obtenues
Conditions expérimentales : glycoconjugués immobilisés a 100 et 25 uM, séra EFS03 (b) et
SH74-2018 (c) (d1/100), anticorps secondaire anti-IgM Alexa Fluor 647 (d1/1000, 2 ug/mL)

Pour les conjugués de a-fucose, le constat est similaire aux conjugués de a-mannose.
Hormis EFS11 et EFS17 qui présentent des taux trés faibles d’IgM anti-aFuc avec une
préférence pour DD16tt(a-Fuc) G16-16 (Figure V-15), aucune fluorescence n’est détectée pour
les autres séra a la fois pour les IgG et pour les IgM. Comme pour a-mannose, les
glycoconjugués de a-fucose ne sont pas candidats pour le rle de ligand d’anticorps endogénes.
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Figure V-15 : Criblage des glycoconjugués de aFuc
(a) disposition des dépdts ; (b) et (c) intensités de fluorescence obtenues
Conditions expérimentales : glycoconjugués immobilisés a 100 et 25 uM, séra EFS11 (b) et
EFS17 (c) (d1/100), anticorps secondaire anti-lgM Alexa Fluor 647 (d1/1000, 2 ug/mL)

Pour les conjugués d'acide sialique, sur les 25 séra criblés aucun ne présente
d’anticorps anti-aNeu5Ac. Ainsi, sur le panel de séra testés, 'acide sialique n’est pas ligand de
NAbs.
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Pour les conjugués d’isoglobotriose, seuls quelques séra conduisent a une réponse
positive. Le sérum EFS13 contient un taux élevé d’IgM anti-iGb3 (Figure V-16¢) avec une
interaction mesurée légérement supérieure pour RR16tt(a-iGb3) G16-23 que pour DD16tt(a-iGbh3)
G16-24. Des taux trés faibles d’'lgM anti-iGb3 peuvent quand méme étre observés pour EFS07
(Figure V-16b) et EFS19. Aucun anticorps IgG anti-iGb3 n’a été détecté dans le panel de séra
testés.

Ces résultats sont inattendus car la présence d’anticorps anti-aGal et anti-(Gala1-3Gal)
est bien référencée dans la littérature. De plus, les tests d’interaction préliminaires effectués en
ELISA avaient révélé la présence d’anticorps anti-iGb3. Ceci pourrait s’expliquer tout d’abord par
la différence de formats des tests ELISA et biopuce : sidans les deux cas le ligand est immobilisé
sur une surface, la densité de greffage est cependant différente. Le format biopuce permet un
contrdle de la densité avec une densité de greffage relativement faible, alors que le contrdle de
la densité est inexistant en ELISA avec une densité de greffage relativement forte (et un PAA
fortement glycosylé). Le groupe de Gildersleeve a montré que linteraction antigéne
saccharidique/anticorps était fortement dépendante de la densité, avec des interactions trés
fortes a hautes densités et une absence totale d’interaction a plus faibles densités.??
L’'immobilisation sur surface peut également induire une diminution de I'affinité ligand/anticorps
en raison d’'une orientation contrainte défavorisant linteraction. Il serait ainsi intéressant de
réaliser des tests d’interaction en solution pour essayer de mieux comprendre les résultats
obtenus sur biopuce.
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Figure V-16 : Criblage des glycoconjugués d’iGb3
(a) disposition des dépdts ; (b) et (c) intensités de fluorescence obtenues
Conditions expérimentales : glycoconjugués immobilisés a 100 et 25 uM, séra EFSO7 (b) et
EFS09 (c) (d1/100), anticorps secondaire anti-lgM Alexa Fluor 647 (d1/1000, 2 ug/mL)

En ce qui concernent les conjugués de a-GalNAc, les intensités de fluorescence résultant
de linteraction avec les IgG sont trés faibles. Pour les IgM, la tendance est similaire hormis pour
guelques séra : les taux les plus importants en anticorps anti-aGalNAc sur 'ensemble des séra
testés ont été obtenus pour EFS02 (Figure V-17b), EFS09 et EFS18. Ces derniers présentent
des intensités de fluorescence qui, en général, restent néanmoins moins élevées que la
référence rhamnosylée. Bien que donnant des intensités de fluorescence assez faibles,
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léchantillon EFS04 est particulierement intéressant car il contient des taux similaires d’anticorps
anti-aRha et anti-aGalNAc avec une absence d’anticorps anti-a/fGal (Figure V-17c). On pourrait
donc imaginer utiliser ces deux motifs simultanément pour améliorer l'efficacité de nos ABMs.
Concernant l'influence de la structure, une interaction plus importante des anticorps anti-
aGalNAc a été observée avec RR16tt(a-GalNAc) G16-8 par comparaison avec DD16tt(a-GalNAc)
G16-10.
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Figure V-17 : Criblage des glycoconjugués de aGalNAc
(a) disposition des dépdts ; (b) et (c) intensités de fluorescence obtenues
Conditions expérimentales : glycoconjugués immobilisés a 100 et 25 uM, séra EFS02 (b) et
EFS04 (c) (d1/100), anticorps secondaire anti-lgM Alexa Fluor 647 (d1/1000, 2 ug/mL)

Des résultats intéressants ont également été obtenus pour les glycoconjugués
fonctionnalisés avec a- et B-galactose. Pour les conjugués de a-galactose, les taux d’anticorps
IgG sont trés faibles, voire inexistants, pour une majorité des séra, contrairement a ce qui est
rapporté dans la littérature. En ce qui concernent les IgM, les taux les plus importants sont
obtenus pour les séra EFS05 (Figure V-18b), EF09, EFS13, EFS18 et EFS19 (Figure V-18c).
Pour les autres séra, les intensités de fluorescence observées sont faibles, voire inexistantes,
comme pour les IgG. La heatmap normalisée par rapport a la référence traduit bien ces disparités
(Figure V-19-1).

Concernant 'influence de la structure, la valence joue un role important sur l'interaction :
linteraction est beaucoup plus faible, voire inexistante, pour les conjugués tétravalents lorsque
comparés aux conjugués hexadécavalents. En revanche, la nature de la plateforme ne semble
pas influencer linteraction : les conjugués RR16tt(a-Gal) G16-17 et DD16tt(a-Gal) G16-18
induisent des intensités de fluorescence similaires et aucune préférence structurale ne se
dégage du test de criblage (Figure V-19-2).

Les informations détenues sur l'origine des séra ont été corrélées avec les intensités de
fluorescence obtenues pour les IgM. Une décroissance des IgM anti-aGal avec 'age a été
observée. De plus, méme si les intensités de fluorescence sont beaucoup plus dispersées pour
les femmes que pour les hommes, une influence du sexe de I'individu sur le taux d’IgM anti-aGal
n’est pas flagrante. Enfin, ce sont les individus du groupe sanguin B qui possédent les taux d’IgM
les plus importants.
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Figure V-18 : Criblage des glycoconjugués de aGal
(a) disposition des dépdts ; (b) et (c) intensités de fluorescence obtenues

Conditions expérimentales : glycoconjugués immobilisés a 100 et 25 uM, séra EFS05 (b) et
EFS19 (c) (d1/100), anticorps secondaire anti-lgM Alexa Fluor 647 (d1/1000, 2 ug/mL)

R

G169

ENNESEEEEEEE "
Ge-19 . 20.25
HEEEEENEEEEN

Gi-20 . 18-20

RR‘“““"S'“ ..... .-... 18-18
61617

e .... .-... e
616-18

12-14

concentration
d'immobilisation
100 pM

10-12

09-10

08-08
5 2 2 2 =z

07-08

©
01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
1
12
13
14
15
16
AT
18
19
20
V-2
4-20°
24-20°
44-20°
96V-21

-
g og 2 @ 2 2 2 £ 2 g 2 g2 g g opopp g PP E £ x 2

wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww 06-0.7

DO16tt{a-Rha)
G169

G420

= “(“f? ! ... .........
G18:

s -1 " .-............
G16-18

concentration
d'immobilisation
100 yM

Figure V-19 : Heatmap générée par criblage des glycoconjugués de aGal

Intensité de fluorescence normalisée
par rapport a celle de DD16tt(a-Rha)

obtenue pour SH96V-2016 0
B

Conditions expérimentales : glycoconjugués immobilisés a 100 uM, séra humains (d1/100), anticorps secondaire anti-IgM Alexa

Fluor 647 (d1/1000, 2 ug/mL)

Normalisation : (1) les valeurs sont normalisées par rapport a l'intensité de fluorescence de DD16tt(a-Rha) G16-9 obtenue pour
le sérum SHI96V-2016. Si l'intensité de fluorescence est surpérieure a la référence, la valeur normalisée est supérieure a 1. Dans
le cas inverse, la valeur normalisée est inférieure a 1 ; (2) les valeurs sont normalisées par sérum, i.e. par colonne. Les valeurs
normalisées sont comprises entre 0 et 1. L'échelle de couleur est présentée a droite du tableau. Les valeurs absentes sont

représentées en gris.
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Finalement en ce qui concerne les conjugués de B-galactose, les séra commerciaux
présentent tous des taux tres élevés en IgM anti-BGal. Parmi les échantillons fournis par I'EFS,
les taux les plus élevés sont détectés dans les séra EFS01 (Figure V-20b), EFS02, EFS09,
EFS13 et EFS18 (Figure V-20c), avec des intensités de fluorescence parfois supérieures a la
référence DD16tt(a-Rha) G16-9. Ces observations sont visibles sur la heatmap normalisée par
rapport a la référence (Figure V-21-1). Des taux importants d’'IlgM sont détectés dans les séra
EFSO05, EFS07, EFS19 et EFS20. En ce qui concernent les IgG anti-BGal, les taux de ces
derniers sont plus faibles que ceux des IgM. A noter également que ce sont les séra présentant
des taux non nuls d’anticorps IgG anti-BGal qui présentent également des taux non nuls en
d’anticorps IgM anti-BGal.
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Figure V-20 : Criblage des glycoconjugués de fGal
(a) disposition des dépdts ; (b) et (c) intensités de fluorescence obtenues
Conditions expérimentales : glycoconjugués immobilisés a 100 et 25 uM, séra EFS01 (b) et
EFS18 (c) (d1/100), anticorps secondaire anti-lgM Alexa Fluor 647 (d1/1000, 2 ug/mL)

L’influence de la structure sur I'interaction avec les anticorps est visible sur la heatmap
normalisée par sérum (Figure V-21-2). Si RR16tt(3-Gal) G16-19 permet une interaction forte, la
meilleure structure est DD16tt(3-Gal) G16-20 pour laquelle lintensité de fluorescence est
supérieure a la référence pour 4 séra.

A la vue de lintensité de fluorescence obtenue, nous avons jugé judicieux d’analyser les
résultats en fonction de I’'age, du genre et du groupe sanguin. Il apparait tout d’abord que
lintensité de fluorescence décroit avec I'age a la fois pour les IgG et les IgM. Un taux plus élevé
d’anticorps IgG et IgM est détecté chez les femmes : & la fois la moyenne et la médiane des
intensités de fluorescence sont plus élevées que pour les hommes et ce, sur les 4 structures de
glycoconjugués. Finalement, en ce qui concerne le groupe sanguin, si les moyennes les plus
élévées sont obtenues par les individus de groupe A pour 'ensemble des structures et pour les
IgG et IgM, les médianes les plus élevées sont obtenues par les individus de groupe B (pour les
IgG uniquement). Cette différence est due a la présence d’'un point dit abberant (induit par le
sérum EFS18) qui vient augmenter la valeur de la moyenne.
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Figure V-21 : Heatmap générée par criblage des glycoconjugués de fGal

Conditions expérimentales : glycoconjugués immobilisés & 100 uM, séra humains (d1/100), anticorps secondaire anti-IgM Alexa
Fluor 647 (d1/1000, 2 ug/mL)

Normalisation : (1) les valeurs sont normalisées par rapport a l'intensité de fluorescence de DD16tt(a-Rha) G16-9 obtenue pour
le sérum SHI96V-2016. Si I'intensité de fluorescence est surpérieure a la référence, la valeur normalisée est supérieure a 1. Dans
le cas inverse, la valeur normalisée est inférieure a 1 ; (2) les valeurs sont normalisées par sérum, i.e. par colonne. Les valeurs
normalisées sont comprises entre 0 et 1. L'échelle de couleur est présentée a droite du tableau. Les valeurs absentes sont
représentées en gris.

Conclusion générale de la partie V

Afin de mettre au point des modules moléculaires multivalents interagissant avec des
anticorps endogeéenes du sérum humain, des tests ELISA préliminaires ont permis de mettre en
évidence la présence d’anticorps anti-aRha et anti-iGb3 dans différents séra.

Les tests d’interactions mis au point dans la partie IV avec la lectine HPA ont par la suite
été adaptés au criblage d’anticorps présents dans du sérum humain, dans le but de miniaturiser
les essais et réduire les quantités en produits et protéines utilisées. Une premiere série
d’expériences a consisté a évaluer différentes structures de glycoconjugués multivalents de
rhamnose, dont les synthéses ont été décrites en partie Il. L'influence de la valence, de la
plateforme (et donc de l'orientation des motifs saccharidiques) ainsi que des bras espaceurs a
été étudiée pour un panel de 25 séra humains, commerciaux ou fournis par I'Etablissement
Francais du Sang de Grenoble. Si l'interaction la plus importante a été obtenue pour le
glycoconjugué RR16tt(a-Rha) G16-7, les structures RD16tt(a-Rha) G16-11, DD16tt(a-Rha) G16-9
et DR16tt(a-Rha) G16-5 donnent également des résultats intéressants et prometteurs. Ces
modules pourront ainsi étre utilisés en tant qu’ABMs dans les structures finales d’ARMs, modules
recruteurs d’anticorps. Il a également été possible de déterminer une corrélation entre les taux
d’anticorps anti-Rha et I'age, le genre et le groupe sanguin de l'individu. L’étude de ces
parametres nous semble en effet important a prendre en considération dans la perspective d’'une
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meilleure personnalisation de la structure de ’'ARM en fonction des caractéristiques du sérum
d’un patient.

Une seconde série d’expériences a ensuite été réalisée consistant a évaluer 4 structures
de glycoconjugués multivalents fonctionnalisées avec différents motifs saccharidiques. Il en
ressort une absence d’anticorps anti-aMan, -aFuc, -aNeu5Ac et -iGb3 pour 'ensemble des séra
testés. Seuls quelques séra présentent des anticorps anti-aGalNAc et anti-aGal, en quantités
relativement faibles par rapport aux anticorps anti-aRha. En revanche, de maniére surprenante,
des taux élevés surprenants en anticorps anti-BGal ont été détectés pour 50% environ des
échantillons de séra évalués. Il serait intéressant — en modifiant la nature de la liaison plateforme-
sucre — de déterminer si cette interaction est spécifique au motif 3-Gal ou alors est induit par la
présence du groupement triazole en position anomérique du galactose. Ces résultats, obtenus
lors de la seconde série d’expériences, sont prometteurs et pourraient conduire a une
modification des structures d’ABMs vers des hétéroglycoconjugués. Ces structures
fonctionnalisées avec différents motifs saccharidiques pourraient étre utilisées dans l'optique
d’une meilleure personnalisation de traitement.
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VI. Conclusion et perspectives

Mon travail de thése s’intégre dans un projet plus général visant a mettre au point des
molécules bifonctionnelles (ARM) capables de recruter des anticorps endogénes (NAbs) a
proximité de cellules cancéreuses et d’entrainer la destruction sélective de ces derniéres. Mon
rle dans ce projet a été de mettre au point des modules glycosylés multivalents qui interagissent
avec différents NAbs présents dans différents séra humains. Pour ce faire, mes travaux de thése
ont consisté a (1) synthétiser chimiquement différents glycoconjugués puis (2) cribler ces
différentes structures avec des séra par le biais de tests d’interaction miniaturisés sur biopuce.

Un total de 13 glycoconjugués d’a-rhamnose et de 10 glycoconjugués d’a-N-
acétylgalactosamine multivalents ont été synthétisés en utilisant une stratégie de synthése par
blocs de type « LEGO ». Les chéassis peptidiques sélectionnées (RAFT, dendron) ont été
préparés par assemblage d’acides aminés par synthése sur support solide (SPPS). En parallele,
les monosaccharides L-rhamnose et D-galactosamine ont été fonctionnalisés en position
anomere pour installer des groupements de type azoture, alcyne ou oxyamine, puis ont été
greffés de facon multivalente sur les différents chéssis peptidiques par le biais de ligations
chimiosélectives (click Huisgen, ligation oxime). Des stratégies de synthése divergente et
convergente ont permis l'obtention de glycoconjugués mono-, tétra- et hexadécavalents
présentant (1) des orientations différentes des motifs saccharidiques directement liées a la
nature de la plateforme utilisée ainsi que (2) des bras espaceurs différents (longueur, flexibilité,
groupement fonctionnel). De telles variations structurales ont été sélectionnées pour pouvoir
évaluer l'influence de ces derniéres sur linteraction avec différentes protéines (lectines,
anticorps).

Des tests d’interaction par biopuce ont ensuite été mis au point avec une lectine
modéle : la Helix Pomatia Agglutinin (HPA). L'appareillage de préparation et de lecture des
lames ayant été acquis au cours de ma seconde année de thése, il a tout d’abord été nécessaire
de les prendre en main puis de mettre en place les protocoles expérimentaux pour pouvoir (1)
greffer efficacement les ligands multivalents glycosylés sur lame et (2) réaliser des tests
d’interaction performants. Apres plusieurs essais, un greffage sur lame NHS a été sélectionné
en raison d’'une efficacité de greffage efficace compatible avec 'ensemble des structures de nos
glycoconjugués. Aprés une mise au point des conditions de greffage et d’interaction (additifs,
durée d’incubation, lavages, blocage, etc.) sur un ensemble réduit de ligands glycosylés, des
tests d’interaction ont été réalisés sur 'ensemble des 10 glycoconjugués d’a-GalNAc. Des
constantes de dissociation (Kd) de surface ont été déterminées pour les conjugués
hexadécavalents et des valeurs d’'IC50 ont été mesurées pour le compétiteur sélectionné, le
GalNAc commercial. Cette campagne de criblage a permis de déterminer le meilleur ligand de
la HPA, parmi les 10 structures évaluées : le glycoconjugué DD16tt(a-GalNAc) G16-10, avec un
Kd de surface égal a 12 nM. Il ressort de cette étude que l'interaction avec la lectine HPA est
favorisée par les structures flexibles et par la présence d’'un groupement triazole entre le sucre
et la plateforme. Afin de confirmer les résultats obtenus et valider les tests d’interaction sur
biopuce, d’autres techniques d’analyse d’interaction ont été employeées.
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La premiere technique d’analyse d’interaction sélectionnée est la titration
calorimétriqgue isotherme (ITC), réalisée en solution. Les expériences réalisées n’ont
cependant pas pu aboutir a des résultats interprétables en raison d’'une forte agrégation de la
lectine HPA dans la cellule. Une seconde technique a alors été sélectionnée : l'interférométrie
bio-couches (BLI), reposant sur 'immobilisation de la lectine sur un capteur par le biais de
liaisons non-covalentes biotine-streptavidine. Les essais d’interaction ont été réalisés sur les 10
structures glycosylés d’a-GalNAc et ont permis de déterminer des constantes cinétiques (Kd, Kon,
Koif) pour I'ensemble des conjugués tétra- et hexadécavalents. Ici encore, le meilleur ligand, parmi
les 10 évalués, est DD16tt(a-GalNAc) G16-10, avec un Kd déterminé de 0,29 nM. Plus
généralement, les expériences de BLI ont permis de confirmer les tendances générales
d’interaction mises en valeur précédemment par biopuce. Afin d’appuyer ces résultats, une
derniére technigue a été employée : le test d’interaction sur plaque, ELLA (Enzyme-Linked
Lectin Assay) qui permet de déterminer des valeurs d’lICso pour les conjugués testés. Seules 4
des structures hexadécavalentes ont été évaluées en tant que compétiteur. Le meilleur ligand
de la HPA déterminé en ELLA est encore une fois DD16tt(a-GalNAc) G16-10, avec un ICso
déterminé de 7 nM. L’ensemble des tests complémentaires réalisés par BLI et ELLA ont permis
(1) de confirmer les tendances d’interaction observées par biopuce et (2) de valider les tests
d’interactions sur lame avec les conditions expérimentales mises au point pour le criblage de
lectines. Les tests d’interaction sur biopuce ont ainsi pu étre adaptées au criblage d’anticorps sur
séra humains.

Des tests préliminaires sur plaque par méthode immuno-enzymatique (ELISA) ont tout
d’abord permis de mettre en évidence la présence de NAbs anti-rhamnose et anti-iGb3 dans des
séra humains. Des premiers essais d’interactions ont ensuite été réalisés par biopuce sur
ensemble des 13 glycoconjugués d’a-rhamnose, en utilisant le protocole mis au point pour la
lectine HPA. Les résultats préliminaires, obtenus par criblage d’un panel de 25 séra humains
(commerciaux, EFS), ont été encourageants, montrant des différences d’affinités (IgM
uniguement) en fonction de la structure du ligand. D’importants signaux de fluorescence de bruit
de fond ont cependant été obtenus, nécessitant alors une optimisation des protocoles de
greffage et d’interaction (additifs, durées d’incubation, blocage). Aprés amélioration des
conditions expérimentales, a été criblé. 1l ressort de cette étude que la valence du conjugué
glycosylé influe fortement sur linteraction, avec des fortes interactions observées pour les
conjugués hexadécavalents, notamment pour le glycoconjugué RR16tt(a-Rha) G16-7 et ainsi que
pour RD16tt(a-Rha) G16-11, DD16tt(a-Rha) G16-9 et DR16tt(a-Rha) G16-5. De plus, comme pour
la lectine HPA, la présence du groupement triazole favorise linteraction avec les IgM. Des
corrélations entre le taux d’IgM anti-rhamnose et 'age, le groupe sanguin et le genre du donneur
ont également été mises en valeur, avec notamment une décroissance du taux d’anticorps
observée avec I'age et un taux d’anticorps plus élevé observé chez les femmes. Cette premiére
partie de criblage de séra sur biopuce a permis de mettre en évidence de bons ligands de NAbs,
ouvrant ainsi la voie a des structures ABM (Antibody Binding Module) efficaces pouvant étre
intégrées a des molécules bifonctionnelles ARMs.

Une seconde campagne de tests d’interaction a été menée pour un panel de 28
structures glycosylés fonctionnalisées avec de I'a-mannose, de I'a-fucose, de l'a-/$-galactose,
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de l'a-galactosamine, de l'isoglobotriose ou de l'acide sialique (Neu5Ac), criblées avec les 25
séra humaines disponibles (commerciaux, EFS). Aucun IgM anti-aMan, anti-aFuc et anti-Neu5Ac
n’a été détecté sur biopuce. De méme, seul un sérum présente des taux faibles d’anticorps anti-
iGb3. En revanche, des anticorps anti-aGalNAc et anti-aGal ont été détectés dans quelques séra
en quantités cependant relativement faibles par rapport aux anticorps anti-aRha. De fagon
surprenante, des anticorps anti-BGal ont été détectés pour la moitié des séra humains évalués,
a des taux importants pour certains séra. Cette seconde partie de criblage de séra sur biopuce
a permis l‘'obtention de résultats prometteurs pouvant mener a une amélioration structurale des
modules ABMs.

Ces deux campagnes de tests ont permis de montrer qu'une analyse statistique plus
large de séra pourrait étre judicieuse pour adapter la structure ABM au profil du patient (age,
sexe, etc). De la méme maniére, une analyse personnalisée par patient, méme si plus complexe
a mettre en place, permettrait l'utilisation de la meilleure structure possible.

L’ensemble de ces résultats permettent d’ores et déja d’envisager certaines modifications
structurales pour optimiser I'efficacité des ABMs.

(1) La premiere perspective concerne directement la structure des ABMs. Comme décrit dans
le paragraphe précédent, des résultats d’interaction intéressants ont été obtenus pour les
glycoconjugués d’a-/B-galactose. Des améliorations structurales des ABMs pourraient étre
apportées en intégrant plusieurs motifs saccharidiques différents sur un méme chassis et
ainsi répondre au mieux aux Abs présents dans le sérum d'un patient. Ces
hétéroglycoclusters permettraient ainsi une interaction avec une plus grande quantité de
NAbs et, dans le cadre d’'une utilisation dans la structure finale ARM, pourraient montrer des
capacités a recruter des taux d’anticorps plus importants avec des spécificités d’interaction
différentes. Il a également été montré dans le cadre de mes travaux sur biopuce qu’une
valence élevée permettait des interactions plus fortes avec les NAbs. Ainsi, il pourrait étre
judicieux de mettre au point des glycoconjugués de valence plus importante (Figure VI-1) -
en s’intéressant par exemple aux glycopolyméres - et de modifier la nature et la taille des
bras espaceurs.

(2) La seconde perspective concerne les synthéses sur lame dont des résultats préliminaires
ont été décrits dans ce manuscrit en introduction de la partie Il (publié dans OBC en 2017).
Cette approche présente en effet lavantage d’étre beaucoup plus rapide a mettre en ceuvre
car ne nécessite pas la synthése préalable des composés finaux & immobiliser. Dans le cadre
de cette thése, nous avons commencé a étendre la synthése sur lame en utilisant la
cycloaddition alcyne-azoture pour le greffage de 4 unités saccharidiques GalNAc-Prop S17
sur le chassis R4N3 P6 soit par dépbts automatisés, soit par fonctionnalisation de 'ensemble
du puit (Figure VI-2). Si 'accrochage des unités saccharidiques a été confirmé par des tests
d’interaction avec la lectine HPA, 'homogénéité des greffages reste cependant a améliorer.
Des mesures d’angles de contact ont été réalisées afin d’étudier le comportement des dépbts

sur la surface et ainsi essayer d’expliquer les inhomogénéités observées. Les premiers
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résultats obtenus sont prometteurs mais nécessitent cependant des investigations plus
approfondies.
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Figure VI-1: Assemblages envisagés pour accroitre la valence des glycoconjugués
avec : (1) valence 24 avec des assemblages 6+4 ou 4+6 ; (2) valence 36 avec un assemblage
6+6 ; (3) valence 64 avec un assemblage 4+4+4.
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Figure VI-2 : Stratégie de synthese sur lame par CUAAC
avec : (1) greffage du chéssis peptidique sur lame par couplage amide : par dép6t individuel
(a) ou sur toute la surface du puit (b) ; (2) greffage des unités saccharidiques par CUAAC : par
dépdt individuel (b) ou sur toute la surface du puit (a).
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Finalement, une stratégie de synthése sur lame de conjugués hexadécavalents a
également été élaborée durant ma thése mais n’a pas encore été testée au laboratoire. Des
expériences préliminaires ont déja été réalisées et ont permis de vérifier la stabilité des différents
blocs dans les tampons de dépbts (impact du pH et des additifs). Le développement d’'une telle
approche de synthése sur lame serait trés bénéfique dans la cadre de ce projet et plus largement
pour la recherche d’inhibiteurs efficaces et sélectifs d’interaction sucre/protéine.
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VIl. Materials and methods

All chemical reagents were purchased from Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France) or Acros
(Noisy-Le-Grand, France) and were used without further purification. All protected amino acids
and Fmoc-Gly-Sasrin® resin were obtained from Advanced ChemTech Europe (Brussels,
Belgium), BachemBiochimie SARL (Voisins-Les-Bretonneux, France) and France Biochem S.A.
(Meudon, France).

Purification

Semi-preparative RP-HPLC was performed on Waters equipment consisting of a Waters 600
controller and a Waters 2487 Dual Absorbance Detector. Purifications were carried out at 22.0
mL min'* (VP 250x21 mm nucleosil 100-7 Cis) with UV monitoring at 214 nm and 250 nm using
a linear A-B gradient (solvent A: 0.09% formic acid in water; solvent B: 0.09% formic acid in 90%
acetonitrile).

Analytical characterizations

The progress of reactions in organic solvents was monitored by thin layer chromatography
using silica gel 60 F254 pre-coated plates (Merck). Spots were revealed with 10% H»SO, in EtOH,
with ninhydrin in EtOH or with a solution of KMnO.. Silica gel 60 (0.063-0.2 mm or 70-230 mesh,
Merck) was used for column chromatography.

H and C NMR spectra were recorded on a BrukerAvance Ill 400 MHz spectrometer and
chemical shifts (&) were reported in parts per million (ppm). Spectra were referenced to the
residual proton solvent peaks relative to the signal of D,O (4.79 ppm for 1H).

For peptides and glycopeptides, analytical RP-HPLC was performed on a Waters alliance 2695
separation module, equipped with a Waters 2489 UV/visible detector. Analyses were carried out
at1.23 mL min* (Waters X-Bridge, Cis, 3.5 um, 4.6 x 100mm) with UV monitoring at 214 nm and
250 nm using a linear A—B gradient (solvent A: 0.09% CFs:COzH in water; solvent B: 0.09%
CF3;CO2H in 90% acetonitrile). The sample solutions were prepared in water, with an addition of
acetonitrile if necessary.

ESI mass spectra of peptides and glycopeptides were measured on an Esquire 3000
spectrometer from Bruker or on an Acquity UPLC-MS system from waters equipped with an SQ2
detector.

MALDI-TOF was performed on an AutoFlex Speed Bruker after sample pre-treatment in an
OligoR3 microcolumn (Applied Biosystems, USA) using 2,5-dihydroxybenzoic acid matrix
(glycopeptides).

HRMS analyses were performed either on a Waters Xevo® G2-S QTof or on a Thermo Scientific
MS-ESI/LTQ Orbitrap XL at Mass Spectrometry facility, PCN-ICMG, Grenoble.
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General procedure A for oxime ligation

A solution containing an aldehyde-functionalized scaffold (1 eq.) and the aminooxy-
functionalized carbohydrate (1.5 eq. per aldehyde) in 0.1% TFA in H20 was prepared. After 5
minutes under stiring at room temperature, the mixture was incubated at 37°C for 30-60 min
maximum. The coupling was monitored by UPLC-MS, then the crude was purified by semi-
preparative RP-HPLC (0-30% solvent B in 30 min) to afford the desired compound as a white
solid after lyophilization.

General procedures B for the copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CuAAC)

(1) For an azidated scaffold and a propargylated carbohydrate/glycoconjugate

A solution of CuS0O4.5H20 (0.1 eq. per azide), THPTA (0.2 eq. per azide) and sodium ascorbate
(1 eq. per azide) in PBS buffer (400 uL, pH 7.4) was added to a solution of azidated scaffold (1
eg.) and propargylated carbohydrate (1.5 eq. per azide) or propargylated glycocluster (1.5 eq.
per azide) in 400 puL of a 1:1 mixture of DMF/PBS buffer (pH 7.4). The mixture was degassed
under argon and stirred at room temperature for 1 to 72 hours according to the steric hindrance
of both partners. The achievement of the coupling was monitored by UPLC-MS. To remove
copper, Chelex® resin was added to the reaction mixture and the latter was stirred for an
additional 45 minutes. The crude was purified by semi-preparative RP-HPLC (0-40% solvent B
in 15 min.) to afford the desired compound as a white solid after lyophilization.

(2) For a propargylated scaffold and an azidated carbohydrate

A solution of CuSO4.5H20 (0.1 eq. per alkyne), THPTA (0.2 eq. per alkyne) and sodium
ascorbate (1 eq. per alkyne) in PBS buffer (400 puL, pH 7.4) was added to a solution of
propargylated scaffold (1 eq.) and azidated carbohydrate (2 eq. per alkyne) in 400 pL of a 1:1
mixture of DMF/PBS buffer (pH 7.4). The mixture was degassed under argon and stirred at room
temperature for 4h after which UPLC-MS analysis showed complete coupling. Chelex® resin was
added to the reaction mixture and the latter was stirred for an additional 45 minutes. The crude
was purified by semi-preparative RP-HPLC (0-40% solvent B in 15 min) to afford the desired
compound as a white solid after lyophilization.

General procedure C for the coupling of NHS-functionalized module

To a solution of glycocluster (1 eq.) in dry DMF (200 pL) were added
diisopropylethylamine (3 eq.) and N-succinimidyl-functionalized module (1.5 eq.). The mixture
was stirred at room temperature. UPLC-MS analysis showed complete conversion after 1 hour.
H-O (3 mL) was then added to the reaction mixture. Then, the crude was purified by semi-
preparative RP-HPLC (0-40% solvent B in 15 min) to afford the desired compound as a white
solid after lyophilization.
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General procedure D for solid-phase peptide synthesis (SPPS)

The entire range of linear protected peptides was synthesized manually by SPPS (Solid
Phase Peptide Synthesis) using the Fmoc/tBu (9-fluorenylmethoxycarbonyl/tert-butyl) protection
strategy. Fmoc-protected resin (Rink amid, Gly-SASRIN) was chosen according to the targeted
peptide sequence. Peptide syntheses were performed in a polypropylene syringe-shaped reactor
(150 mL volume) (#5147808 Grace SA, USA) equipped with a filter and a valve in the lower end,
to remove reaction solutions through filtration assisted by compressed air.

The resin was weighed (up to 4 g) and added to the reactor, then gently stirred with an
orbital laboratory agitator (IKA Vibrax VXR basic, USA). To promote the swelling of the resin, the
latter was stirred in CH2Cl> (10 mL per gram of resin) for 10 minutes. After the swelling phase,
CHCI, was removed and the resin was stirred for 10 additional minutes in DMF.

The resin was then treated 3 times for 10 min. with a 20% piperidine solution in DMF, to
remove the -Fmoc protecting groups.

To measure the effective loading of the resin, the collected deprotection filtrate was
transferred in a volumetric flask and the volume was adjusted with methanol.

A fraction of this solution was transferred in a quartz cuvette to measure the absorption
at 299 nm, induced by the deprotection by-product (dibenzofulvene-piperidine adduct). The
molar quantity of free amino groups per gram of resin was then calculated from the following
formula:

AV.d n = free amino groups (mmol-g-')
n = 1000 X l— 1000 = factor conversion of mol to mmol
- €299 A= absorbance value at 299 nm
= volumetric flask volume (L)
d = dilution factor
/= optical path length of the cell (cm)
m = sample weight of resin (g)

£299= molar attenuation coefficient of
dibenzofulvene at 299 nm (7800 L-mol-1-cm-1)

Before proceeding the coupling phase, the resin was then washed 5 times for 10 minutes
with DMF, in order to remove piperidine traces. Couplings were performed in DMF (10 mL per
gram of resin) in using N-Fmoc-protected amino acids (1.5-2.0 eq.) activated in situ by addition
of PyBOP (1.5-2.0 eq.) and DIPEA (3.0-4.0 eq.). The reaction mixture was stirred for 30 minutes
at room temperature. Then, the resin was washed 5 times for 10 minutes with DMF (10 mL per
gram of resin).

The completion of amino acid coupling was assessed via TNBS test. A small portion of
resin beads were treated with a solution containing 2,4,6-trinitrobenzene-sulphonic acid (1% wi/v
in DMF), which reacts with free primary amino groups to form an orange-red trinitrophenylated
derivative. Thus, the completion of the coupling was characterized by colorless beads.

After checking the completion of the coupling, the procedure for the peptide elongation
was repeated from the Fmoc-deprotection step, without measuring the molar quantity of free
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amino groups for the following amino acid couplings. After repeating the Fmoc-deprotection and
coupling steps, the final linear peptide sequence was obtained on beads.

General procedure E for peptide cleavage

(1) Linear peptides synthesized on Gly-SASRIN™ resin were treated 10 times for 10 min.
with a mixture of TFA/CHCl; (1:99). The collected solutions were gathered, neutralized
with DIPEA and concentrated under reduced pressure. Co-evaporations with diethyl ether
were performed to avoid unwanted removal of permanent protecting groups. Ice-cold
diethyl ether was then added to the flask to induce precipitation. After filtration and
dessiccation, the resulting white solid was triturated to give a powder, and analysed by
UPLC-MS.

(2) Linear peptides synthesized on Rink amide® resin were treated 2 times for 2 hours with
a mixture of TFA/TIS/H,O (96:2:2), in order to detached the peptide sequence and to
remove the permanent protecting groups. The collected solutions were gathered and
concentrated under reduced pressure. Ice-cold diethyl ether was added to the flask to
induce precipitation. After filtration and dessiccation, the resulting white solid was
triturated to give a powder, and analysed by mass UPLC-MS.

General procedure F for peptide cyclization

Linear peptides were dissolved in CH2CIl,/DMF (1:1) at 0.5 mM (based on the calculated
loading) and 1.5 eq. of DIPEA and 1.2 eq. of PyBOP® were added. The reaction mixture was
stirred overnight for 15 hours. The solvent mixture was then removed under vacuum and the
crude residue was dissolved in the minimum amount of CH,Cl,. To this solution, ice-cold diethyl
ether was added to obtain a crude as a white power after filtration and drying. The crude was
then purified through preparative RP-HPLC and lyophilized to afford the final cyclic peptide.

General procedures G for the removal of protecting groups

(1) Removal of -Boc protecting group on an amine moiety

The Boc-containing product was dissolved in a mixture of TFA/DCM 3:2 and the reaction
mixture was stirred for 30 minutes at room temperature. The solvent mixture was partially
removed by evaporation and then precipitated in ice-cold diethyl ether. The solid was isolated by
centrifugation, washed with ice-cold diethyl ether and then dried under vacuum to afford the crude
deprotected product. The crude was purified by semi-preparative RP-HPLC to obtain the desired
deprotected product as a white solid.

(2) Removal of -Boc protecting group on an oxyamine moiety

Boc-containing product was dissolved in a mixture of TFA/TIS/H,O/NH,OH 94:2:2:2 and the
reaction mixture was stirred for 30 minutes at room temperature. The solvent mixture was
partially removed by evaporation and then precipitated in ice-cold diethyl ether. The solid was
isolated by centrifugation, washed with ice-cold diethyl ether and then dried under vacuum to
afford the crude deprotected product.
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(3) Removal of -tBu and -Boc protecting groups (deprotection of serine groups)

The tBu-/Boc-containing product was dissolved in a mixture of TFA/TIS/H,0 96:2:2 (15 mL
per gram of crude) and the reaction mixture was stirred for 3 hours. The solvent mixture was
partially removed by evaporation and then precipitated in ice-cold diethyl ether. The solid was
isolated by centrifugation, washed with ice-cold diethyl ether and then dried under vacuum to
afford the crude deprotected product. The crude was purified by semi-preparative RP-HPLC to
obtain the desired deprotected product as a white solid.

(4) Removal of -Dde protecting group

The Dde-containing product was dissolved in a mixture of hydrazine/DMF 2:98 (12 mL per
gram of crude). The reaction mixture was stirred for 20 minutes at room temperature. The
reaction completion was checked by UPLC-MS. The solvent mixture was then removed by
evaporation and, after adding a small quantity of TFA or DMF (depending on other protecting
groups on the structure), the crude was precipitated in cold-ice diethyl ether to obtain the desired
deprotected product. For the deprotection of peptide scaffolds no additional purification steps
were performed.

General procedure H for an oxidative cleavage

The serine-containing product was dissolved in H>O (a small amount of CH3sCN can be
added if necessary) and sodium periodate (10 eq. per serine) was added. The reaction mixture
was stirred at room temperature for 40 minutes and followed by UPLC-MS. After reaction
completion, the reaction mixture was directly purified through RP-HPLC and the collected
fractions lyophilized, to give the a-oxo-aldehyde-containing product as a white solid.

Synthesis intermediates

LyS-N3

The title molecule was synthesized according to the
published procedure described by Byrne et al. in 2011.%6¢ /(E

FmocHN

N;

COOH

CoyH2N40,
Mw: 394.42 g/mol
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4-Pent-AcA-OSu

The title molecule was synthesized according to the
published procedure described by Galibert et al. in
2009.24

Lys-BocSer(tBu)

The title molecule was synthesized according to the
published procedure described by Foillard et al. in
2008.24

Boc-Aoa-OSu

The title molecule was synthesized according to the
published procedure described by Foillard et al. in
2008.2%

Ns-AcA-OSu

The title molecule was synthesized according to the
published procedure described by Vogel et al. in 2013.2¢7

Diazotransfer agent

The title molecule was synthesized according to the
published procedure described by Byrne et al. in 2011%6¢
and adapted from Goddard-Borger et al.?8
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Mw: 195.17 g/mol

NHBoc
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Mw: 288.26 g/mol
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CEH6N404
Mw: 198.14 g/mol
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SN~/
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Eei-Aoa-OSu

The title molecule was synthesized according to the
published procedure described by Foillard et al. in

2008.246

Peptide scaffolds

Scaffold R1N3 P3 via linear peptide P2

Peptide scaffold P3 was synthetized manually in
using the general procedure D on 2 g of Fmoc-Gly-
SASRIN resin (loading = 0.6 mmol/g). Cleavage of
the peptide was realized in using general
procedure E to obtain P2.

(P1) UPLC-MS (ESI*-SQ2): m/z calculated for
CssHg7N14016 [M+H]*: 1210.44 (average), found:
1209.71 ; R=1.43 min. (C18, A =214 nm, 5-100%
solvent B in 3.4 min)

Linear peptide P2 was cyclized in following the
general procedure F to obtain the intermediate
(tBU)R1IN3-Boc.

(interm. (tBu)R1N3-Boc) UPLC-MS (ESI*-SQ2):
m/z calculated for CssHgsN14O15 [M+H]*: 1192.43
(average), found: 1191.70 ; R = 1.90 min. (C18, A
=214 nm, 5-100% solvent B in 3.4 min)

The protecting groups of the intermediate were
removed in using the general procedure G-1 to
obtain RAFT-based scaffold R4N3 P3.

(P2) UPLC-MS (ESI*-SQ2): m/z calculated for
CasHe2N14013 [M+H]*: 923.99 (average), found:
923.48 ; R; = 0.94 min. (C18, A = 214 nm, 5-100%
solvent B in 3.4 min)

Scaffold R4N3 P6 via linear peptide P5

Peptide scaffold P4 was synthetized manually in using the general procedure D on 2 g of Fmoc-
Gly-SASRIN resin (loading = 0.6 mmol/g). Cleavage of the peptide was realized in using

general procedure E-1 to obtain P5

tBu

Boc

C10H14N206

Mw: 258.23 g/mol

tBu N3

P2
CssHogN14045
Mw: 1209.43 g/mol

tBu

o |

Lys Ser.
Gy Al P

Pro’

|
Boc

tBu
HyN-Sel—Lys—Sel —Pro—Gly ~Lys—Ala-Sel—Pro—Gly

l {Bu ?Bll I
S Ser.
— er-"'Lys" ~Gcly

(tBu)R1N3-Boc  interm.

Cs5HgN1,045
Mw: 1191.42 g/mol

Ser.

Ljs
Gy VS Al P

N,

ro

Ser. Ser.
Pro— Lys™ Gly

RIN3P3

C38H62N14O13
Mw: 922.98 g/mol

0

J<

OH
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(P5) HRMS (ESI*-TOF): m/z calculated for
Cs2HgeN23013 [M+H]": 1242.6932 (monoisotopic),
found: 1242.6943.

Linear peptide P5 was cyclized and protecting
groups were removed in using general procedures
F and G-1 to obtain R4N3 P6 (360 mg) in 27%
overall yield.

(P6) HRMS (ESI*-TOF): m/z calculated for
C47H7sN23010 [M+H]*: 1124.6302 (monoisotopic),
found: 1124.6284

(P6) RP-HPLC: R=7.97 min. (C18, A =214 nm, 5-
100% solvent B in 15 min)

Scaffold R4Dde-Boc P9 via linear peptide P8

Linear peptide P7 was synthetized manually in
using the general procedure D on 3.2 g of Fmoc-
Gly-SASRIN resin (loading = 0.6 mmol/g).
Cleavage of the peptide was realized in using
general procedure E-1 to obtain P8.

(P8) UPLC-MS (ESI*-SQ2): m/z calculated for
Co2H144N15021 [M+H]*: 1796.22 (average), found:
1796.34; R(=1.64 min. (C18, A =214 nm, 5-100%
solvent B in 3.4 min)

The latter was then cyclized in using general
procedures F to obtain crude R4Dde-Boc P9. The
crude was directly used for the following
deprotection steps.

(P9) UPLC-MS (ESI*-SQ2): m/z calculated for
Co2H142N15020 [M+H]*: 1778.20 (average), found:
1777.75; Ry=2.22 min. (C18, A =214 nm, 5-100%
solvent B in 3.4 min)

N, N3 Ta ’l“a 0
HZN—L;I(s—Lys-L;Its—Pro—GIy-Lys—Ala-Lys—Pro-GIy—{
|
Boc OH
P5

CsoHarNasOsa
Mw: 1242.39 g/mol

|

N3 N3
NJ g N3

L Lys
ey s Al V¥ pro

Lys Lys
Pro™ ¥ -'Lys/ y ~Gly

R4N3 P6

C47H77N23010
Mw: 1124.26 g/mol

Dde Dde Dde Dde 0
H,N-Lys-Lys-Lys—Pro—Gly-Lys—Ala-Lys—Pro—Gly
|
Boc OH
P8
CooH1gsNi50;
Mw: 1795.21 g/imol

O,

R4Dde-Boc P9

C92H141 N15020
Mw: 1777.19 g/mol
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Scaffold R4NH2-Boc P10

Dde-protecting groups of R4Dde-Boc P9 were
removed in using the general procedure G-3. After
precipitation, the cyclic peptide R4NH2-Boc P10
was obtained in 39% overall yield (from the
synthesis of P7).

(P10) UPLC-MS (ESI*-SQ2): m/z calculated for
Cs2HgaN15012 [M+H]*: 1121.40 (average), found:
1120.87; Ry =0.60 min. (C18, A = 214 nm, 5-20%
solvent B in 3.4 min)

Scaffold R4Alk P11 via the intermediate R4Alk-Boc

The cyclic peptide R4NH2-Boc P10 (22.1 umol, 1
eq.) was dissolved in dry DMF and a mixture of 4-
Pent-AcA-OSu R2 (114.8 ymol, 5 eq.) and DIPEA
(66.3 ymol, 3 eq.) was added. The reaction was
completed in following the general procedure H to
obtain the intermediate R4Alk-Boc in 18% yield.
(interm. R4Alk-Boc) UPLC-MS (ESI*-SQ2): m/z
calculated for C72H110N15O16 [M+H]": 1441.73
(average), found: 1441.14; R; = 1.53 min. (C18, A
=214 nm, 5-100% solvent B in 3.4 min)

The intermediate R4Alk-Boc was directly
deprotected in using the general procedure G-1 to
remove Boc-protecting group. After RP-HPLC
purification (0-80% solv. B in 30 min. then isocratic
80% in solv. B in 10 min.) le product R4Alk P11 was
obtained in 85% yield.

(P11) UPLC-MS (ESI*-SQ2): m/z calculated for
Ce7H102N15014 [M+H]*: 1341.62 (average), found:
1341.22 ; R¢=1.35 min. (C18, A = 214 nm, 5-100%
solvent B in 3.4 min)
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Scaffold R4BocSer(tBu)-Dde P14 via linear peptide P13

Peptide scaffold P12 was synthetized manually in
using the general procedure D on 2 g of Fmoc-Gly-
SASRIN resin (loading = 0.6 mmol/g). Cleavage of
the peptide was realized in using general
procedure E-1 to obtain P13.

(P13) UPLC-MS (ESI*-SQ2): m/z calculated for
Ci0sH183N19029 [M+H]*: 2176.69 (average), found:
2176.72 ; Ry=1.96 min. (C18, A =214 nm, 5-100%
solvent B in 3.4 min)

The latter was finally cyclized in using general
procedure F to obtain R4BocSer(tBu)-Dde P14 in
71% yield.

(P14) UPLC-MS (ESI*-SQ2): m/z calculated for
CiosH182N19028 [M+H]*: 2158.68 (average), found:
2158.37 ; Ry=2.80 min. (C18, A =214 nm, 5-100%
solvent B in 3.4 min)

Scaffold R4Ser P15

The peptide R4BocSer(tBu)-Dde P14 was
deprotected in following successively the general
procedures G-3 and G-2, to respectively remove -
Dde and -tBu/-Boc protecting groups. After RP-
HPLC purification, the cyclic peptide R4Ser P15
was obtained in 98% over 2 steps.

(P15) HRMS (ESI*-TOF): m/z calculated for
CsoH106N19018 [M+H]": 1368.7963 (monoisotopic),
found: 1368.7964

(P15) RP-HPLC: Ry =4.28 min. (C18, A =214 nm,
0-20% solvent B in 15 min)

Scaffold R4CHO P16

The cyclic peptide R4Ser P15 (64 pmol, 1eq.) was
treated with a solution of sodium periodate (2.578
mmol, 10 eq. per serine) in H2O (4.5 mL) following
the general procedure H for oxidative cleavage.
The cyclic peptide R4CHO P16 (62.5 mg, 50 umol)
was obtained in 78% yield.

(P16) HRMS (ESI*-TOF): m/z calculated for
CssHoaN15022 [M+4H,0+H]*: 1316.6698
(monoisotopic), found: 1316.6715
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(P16) RP-HPLC: R;=8.62 min. (C18, A = 214 nm,
0-20% solvent B in 15 min)

Scaffold DAN3 P19

Peptide scaffold P17 was synthetized manually in
using the general procedure D on 1.7 g of Rink
amide resin (loading = 0.5 mmol/g) to obtain the
linear sequence P17. N3-AcA-OSu R5 (4.7 mmol, 1
eg.) and DIPEA (2.7 mmol, 0.6 eq.) were added to
the reactor to graft the linker on the free amines of
the structure of P17, in following the general
procedure C, to obtain P18. Cleavage of the peptide
was realized in using general procedure E-2 to give
P19 (460 mg, 560 pmol) after purification on semi-
preparative HPLC in 65% overall yield.

(P19) HRMS (ESI*-TOF): m/z calculated for
Ca1HssN2007 [M+H]*: 819.4563 (monoisotopic),
found: 819.4587

(P19) RP-HPLC: R; = 6.96 min. (C18, A = 214 nm,
5-80% solvent B in 15 min)

Scaffold D4Ser P21

Peptide scaffold P20 was synthetized manually in
using the general procedure D on 2.1 g of Rink
amide resin (loading = 0.5 mmol/g) to obtain the
linear sequence P17. Cleavage of the peptide was
realized in using general procedure E-2 to give P21
under TFA-salt form after precipitation.

(P21) RP-HPLC: R; = 1.51 min. (C18, A = 214 nm,
0-10% solvent B in 15 min)

Scaffold DACHO P22

The cyclic peptide D4Ser P21 (31.6 umol, 1 eq.)
was treated with a solution of sodium periodate
(1.3 mmol, 10 eq. per serine) in H,O (1 mL)
following the general procedure H for oxidative
cleavage. The cyclic peptide D4CHO P22 (18 mg,
21.8 pupmol) was obtained after RP-HPLC
purification (0-10% solv. B in 15 min.) in 70% yield.

N;

0

NH H 0 H 0
Na/\/\w‘K”/N\;)J\NJﬁ( N\i)kNHz
PAERN
OsNH NH,
N3/\/\)\:NH D4N3 P19

0)\ Cy4HzsN5007
N;  Mw: 818.89 g/mol

Siar
Ser—Lys 0

Eys—AIa—Lys—{
Ser—Lyé NH,
[
Ser
D4Ser P21
CagHzeN14O43
Mw: 949.11 g/mol
O -H

OIH 0”°NH O H o9
. N,\/\w.,krn\é)kHJYN\é)kNHz
H 0 H

YRR
OIH O _NH NH,
0 H/\/\INH

i N  DACHO P22

o CasHsgN1gO13
Mw: 824.88 g/mol

183



(P22) MS (ESI"): m/z calculated for CssHesN10O17
[M+4H,0+H]": 897.5 (monoisotopic), found: 897.5
(P22) RP-HPLC: R;=2.9 min. (C18, A =214 nm, O-
10% solvent B in 15 min.)

Scaffold R4BocSer(tBu)-ONHBoc P23

After removing of the Dde-protecting group on
R4BocSer(tBu)-Dde P14 in following the general
procedure G-3, the crude intermediate was
dissolved in DMF and a mixture of Boc-Aoa-OSu
and DIPEA was added. The reaction was
completed in following the general procedure H.
After RP-HPLC purification, the crude was
lyophilized to give R4BocSer(tBu)-ONHBoc P23 in
79% yield.
(P23) HRMS (ESI*-TOF): m/z calculated for
Ci102H180N20030Na [M+Na]*: 2188.3072
(monoisotopic), found: 2188.3142
(P23) RP-HPLC: R;=10.97 min. (C18, A =214 nm,
5-100% solvent B in 15 min.)

RAFT scaffold R4Ser-ONH2 P24

R4BocSer(tBu)-ONHBoc P23 (158.0 mg, 109.6
pmol) was dissolved in  a mixture of
TFA/NH,OH/TIS/H,0 94:2:2:2 to remove the Boc-
protecting group. The reaction was completed in
using the general procedure G-2. After
precipitation, the solid that was obtained was
purified by RP-HPLC and lyophilized to give
R4Ser-ONH2 P24 in 84% vyield.

(P24) HRMS (ESI*-TOF): m/z calculated for
Cs1H109N20020 [M+H]*: 1441.8127 (monoisotopic),
found: 1441.8109

(P24) RP-HPLC: R =6.25 min. (C18, A = 214 nm,
0-30% solvent B in 15 min.)
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Scaffold RR160Ser P25

=R
The product RR160Ser P25 was obtained by oxime HO\\‘.\:‘HZ o © 12 OH
ligation between R4Ser-ONH2 P24 (58.8 pmol, 6 HOH:Z, a o M
eq.) and R4CHO P22 (9.8 umol, 1 eq.) in following e S e o
the general procedure A. After purification by RP- pL/LVS'*Lys-’L“*GuIy
HPLC, RR160Ser P25 was obtained in 88% yield. 0
(P25) MALDI-TOF: m/z calculated for > e NoR
Ca09H511NgsO094 [M+H]*: 6940.8 (average), found: RO o o MN-OR
6939.4 eyt ¥ pro
(P25) RP-HPLC: R, = 7.74 min. (C18, A = 214 nm, PL,LVS,_LVS,LyssGIIY

0-40% solvent B in 15 min.) RR160Ser P25
ooer

0283H429N79094

Mw: 6441.91 g/mol
Scaffold RR160CHO P26
Oxidative cleavage was performed on compound ; TR
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0
procedure C. After RP-HPLC npurification, the ' i g ’
ey s A Pro
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(P26) MS (ESI™): m/z calculated for CagzHa32N79004 i N R
N N
[M+3H]3**: 2148.3 (average), found: 2148.7 . Lo o/
N o o N-OR
(P26) RP-HPLC: R; = 8.84 min. (C18, A = 214 nm, !

L L
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0-40% solvent B in 15 min.)
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Carbohydrates functionalized in anomeric position

Carbohydrate S2

Commercial L-rhamnose $1 (2.729 g, 15 mmol) was dissolved in
Ac0 (15 mL) and a catalytic amount of HCIO4 was added. The

reaction was stirred at 0°Celsius for 5 min. then at room temperature A Ow
. , , c
for 3 hours. The completion of the reaction was monitored by TLC. AcO

OAc
The reaction mixture was then diluted in DCM (50 mL) and saturated S2
NaHCO; (50 mL) was carefully added (bubbles). After 30 min CaHa0s
bubbling, the two phases were separated and the organic layer was Mw: 332.31 g/mol

washed 7-8 times with saturated NaHCOj; solution and dried over
anhydrous MgSO4. Combined organic fractions were concentrated

OAc
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under reduced pressure. The crude was finally purified by flash
chromatography (SiO, EtOAc/Pentane 30:70 to 40:60) to obtain S2
(4.028 g, 12.1 mmol) as a yellow oil in 81% vyield. A mixture of
anomers was obtained (a/f).

(S2) TLC (SiO2): Rf = 0.46 (EtOAc/Pentane 40:60; revelation: UV
and H,S0O4 in EtOH)

(S2) NMR data were in agreement with the literature (Herczeg et al.
2016).%°

Carbohydrate S3

Compound S2 (4.029 g, 12.1 mmol) was dissolved in anhydrous
DCM (120 mL) under argon and propargylic alcohol (2.8 mL, 48.5
mmol) was added. At 0°C, BFs.Et,O (3.7 mL, 30.31 mmol) was
added dropwise to the reaction m