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Introduction générale

Ces dernieres années, différents épisodes dirdb&it de coquillages, notamment les
huitres, ont touché le Bassin d’Arcachon. L’IngtRuancais de Recherche pour I'Exploitation
de la Mer (IFREMER) est chargé, entre autre, deedller le littoral afin d’éviter et, ou de
comprendre ces phénomeénes. Dans ce cadre, le dsasawveillance du phytoplancton et des
phycotoxines (REPHY) a été mis en place pour apalgsgulierement les eaux ainsi que les
coquillages mis en vente.

A I'heure actuelle, la commercialisation des hugitest soumise a des tests sanitaires pour
définir si les coquillages sont propres a la consation ou non. Le seul test validé, a I'heure
actuelle, est le « test souris ». Celui-ci consistejecter a plusieurs rats une dose de broyat
d’huitres et de voir les effets aprés plusieurggaur les animaux. Or, ce type de test a
conduit, a plusieurs reprises, a l'interdictionldanise en vente des huitres du Bassin. Si ce
test a permis de prouver la présence d’'une dosemai® de produits toxiques dans les
huitres, ceux-ci ne donnent aucune informationlawu les toxines responsables de la mort
de lindividu. De plus, si il est avéré qu'une pmBse anormalement importante de
Dinophysis principal producteur des toxines diarrhéiqguesumobent, peut étre, la plupart du
temps, corrélé avec la mort des souris, ce pastoujours le cas. Cela signifie que d’autres
toxines peuvent étre responsables de la mort dessstl est donc urgent de développer des
moyens efficaces permettant d’analyser les coga#iainsi que les eaux du Bassin.

Le Conseil Régional d’Aquitaine, avec le soutiemaficier de la Communauté Européenne
(Fonds FEDER), a mis en place un vaste projetest¥alssin d’Arcachon afin d’apporter des
réponses a toutes les professions touchées paepissdes d’intoxication. Cette vaste
campagne de recherche fait intervenir scientifigeésorganismes de tous bords et se
décompose en 5 axes allant de la microélectroragaedynamique océanique. Un budget de
800 000 euros a donc été investi de facon a fimdasdifféerents volets de ces recherches.

Au sein de ce grand projet, il a été proposé diétud faisabilité d’un biocapteur permettant
de détecter la présence de phycotoxines dans beamer basé sur la liaison anticorps
antigene. En effet, jusque-la l'identification sét foar des procédés nécessitant du personnel
gualifié et des équipements lourds et colteux. liserau point d’un test immunologique
couplé a un biocapteur permettrait d’obtenir um phss rapide, facilement manipulable et tres
bon marché.

Ce travail nécessite la collaboration de troisuges de recherche l'Institut des Sciences
Moléculaires (ISM) pour la partie chimique de sy#b de I'haptene, le laboratoire de
I'Intégration du Matériau Systéme (IMS) pour la eniau point de capteur, ainsi que le

Laboratoire d’'Immunologie et de Parasitologie (Lp®ur tout ce qui concerne la production
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d’anticorps. Dans un premier temps la syntheseptidmes permettra d’obtenir des anticorps
dirigés contre les phycotoxines. Ceux-ci, une fgieffés a la surface du biocapteur
permettront d’établir I'efficacité du systeme. Sésctests s’avérent concluant, cet outil

novateur pourrait alors étre étendu a différendesilfes de toxines voire d’autres composes.
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Chapitre 1 Les Phycotoxines

1.1 Geénéralités

Le mottoxinevient du gredoxikonqui désignait les poisons utilisés sur les flechedefinit
aujourd’hui toute substance toxique produite paéte vivant. Par extension on peut trouver
les mots phytotoxines ou zootoxines correspondatgsatoxines produites, respectivement,
par des plantes ou des animaux. Par analogiehieoimxines sont donc les toxines produites
par les plantes aquatiques et les algues.

Les intoxications périodiques par les phycotoxis@st connues depuis longtemps. L’épisode
le plus récent date de 1987 au Canadarés ingestion de moules, cent cinquante peesonn
furent hospitalisées pour des symptémes allanirdple vomissement a la perte de mémoire,
Quatre d’entre elles, toutes des personnes agéasurant et plusieurs présenterent des
séquelles neurologiques irréversibles. L'agent oaspble de cette intoxication lourde de
conséquences fut identifié, il s’agissait de I'acttbmoiqué®.

Certaines algues sont directement toxiques pofaulae aquatique. Par contre, d’autres, peu
ou pas toxiques pour les especes marines, peuaectusuler dans les organes digestifs de
celles-ci (mollusques filtreurs notamment). Ce kage les rend alors impropres a la
consommation. Dans le cas ou un individu ingére quamtité suffisante de produits marins
contaminés, il peut y avoir intoxication. Jusqu'aaimtenant, plusieurs types
d’empoisonnements ont été identifiés, chacun étsponsable de différents symptomes a

partir desquels une classification des famillesodenes a été établie. On distingue donc :

= les toxines diarrhéiques liposolubles : Diarrhdiel8ish Poisoning(DSP)

= les toxines paralysantes hydrosolubles : ParaBhigllfish_Poisoning (PSP)
= les toxines amnésiantes hydrosolubles : AmnesitifiShePoisoning (ASP)

= les toxines neurologiques liposolubles : Neurol&@jiellfish_Poisoning (NSP)

Depuis 2004, la classification de ces familles @& pour donner huit nouveaux groupes
- le groupe de I'acide okadaique et des dinophysisés
- le groupe des saxitoxines ;
- le groupe de I'acide domoique ;
- le groupe des pecténotoxines ;
- le groupe des yessotoxines ;
- le groupe des brévétoxines ;

- le groupe des azaspiracides ;
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- le groupe des imines cycliques (comprenant leslgges).
Ces groupes ne sont plus classés par symptomesmtiaction de leurs propriétés physico-
chimiques.
Dans ce document, I'ancienne nomenclature estségili(la nouvelle classification est
indiquée entre parentheses) et le paragraphe camteles DSP inclut les autres toxines

lipophiles.

1.2 Les familles de toxines

1.2.1 La famille des DSP (groupe de I'acide okadaiq ue et des
dinophysistoxines)

Suite a des intoxications gastro-intestinales daeda consommation de coquillages
contaminés dans les années 60 (Pays'Bas)j0 (Japofi) les travaux des équipes japonaises
ont permis d'établir un lien entre la contaminatides coquillages et la présence de
Dinophysis fortii(dinoflagell€) dans I'eau de mer. La toxine resgadile a pu étre identifiée et

a été baptisée Dinophysistoxine-1 (DTX1)

1.2.1.1Structure chimique

L’'acide okadaique (AO) et ses dérivés, appelésptipsistoxines (DTXs), sont des composés
lipophiles. L'acide okadaique a été isolé a patérdeux espéces d'épongefalichondria
okadaiet H. melanodociaprovenant respectivement des cotes du Japon Eiodde'. Les
dinophysistoxines 1 et 2 (DTX1 et DTX2) ont, quantklles, pu étre isolées a partir de

moules’*2 Les structures de I'acide okadaique et de ségédérsont représentées Figure 1.
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Nom Rl Rz R3 R4
Acide okadaique (AO) CH; H H H
Dinophysistoxine 1 (DTX1) CH; CH; H H
Dinophysistoxine 2 (DTX2) H H CH; H
Dinophysistoxine 3 (DTX3) CH; CH; H Acyl

Figure 1 : Structure de l'acide okadaique et de sagrivés (AO, DTXSs).

1.2.1.20rigine et répartition

L’acide okadaique et ses dérivés ont été recensgseu partout dans le monde méme si
I'Europe** et le Japol? restent les deux régions principalement touchBésutre part, il
existe un grand nombre d’'espéces productricesax@ses de la famille des DSP. Les algues
du genreDinophysis et Prorocentrunt® sont les plus courantes.

Si la principale toxine présente sur les coteschigses est I'acide okadaique, d’autres régions
rencontrent d’autres toxines de facon préférestiéiest le cas de la DTX2 en Irlafteu

de la DTX1 pour les cotes américaines et nippBnBsautre part, des variations saisonniéres
peuvent étre observées changeant le degré de psgudées consommateurs.

1.2.1.3Symptdémes et mode d’action

L’intoxication par les DSP se caractérise par dasrlites, des nausées, des vomissements
ainsi que des douleurs abdominales dans les capliss sévérds. Ces symptomes
interviennent dans une période de trente minutegpiglques heures apres l'ingestion de
produits contaminés et peuvent durer pendant plisipurs (3-4) avant que l'individu ne
retrouve un état normal. Ces intoxications présernpeu de gravité et nécessitent rarement

I'hospitalisation. A I'heure actuelle, aucune maduie a ces toxines n’a été recenseée.
La toxicité des molécules de la famille des DSP cast a I'inhibition des phosphatases
responsables de la déphosphorylation entrainant aoeumulation des protéines

phosphorylées (Figure 2). Ceci provoque deux phénes importants : la production de
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tumeurs et la contraction des muscles lisses. Cestleuxieme effet qui expliquerait les

douleurs abdominales et les diarriées

ATP ADP
Kinases
Mg** L
" . Effets biologigues:
Ptotelnes , Protéines ~ —» Contraction des muscles lisses
deéphosphorylees phosphorylées Activité promotrice tumorale ...
Phosphatases

ATP : Adénosine TriPhosphate
Pi H,O ADP : Adénosine DiPhosphate
Pi : Phosphate inorganique

Acide okadaique
(et dérivés)

Figure 2 : Mécanisme d'action de I'acide okadaiquéet dérivés).

1.2.1.4Autres toxines lipophiles

1.2.1.4.1 Les pecténotoxines (PTXs)

Les PTXs sont des polyéthers (Figure 3) qui futent d’abord isolés a partir des glandes
digestives des coquilles Saint JacqBesinopecten yessoensisltivées au Japoh Dans un
premier tempsDinophysis fortiif(t identifié comme producteur principal de cesities >
mais plus récemment d’autres espéces du gBimephysisont montré la présence de

pecténotoxines.

Figure 3 : Structure de la pecténotoxine PTX-1.

De nombreuses études ont été menées sur des afdsétudier leur toxicité. Les résultats

ont soulevé une controverse sur la nature des $yngst provoqués (diarrhéiques) qui est
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encore d’actualité. Néanmoins, ces travaux ont [gede mettre en évidence un seuil de

toxicité de fagon a protéger les consommateursléaalil).

1.2.1.4.2 Les yessotoxines (YTXs)

Les YTXs sont des polyéthers polycycliques diséata yessotoxine (YTX, Figure 4), chef
de file de ce groupe, a été isolée pour la preniased partir dePatinopecten yessoen<isl|

est maintenant clairement établi que son modeidiaeist tres différent de celui de 'AO (pas
d’inhibition des phosphatases, ni d’activité digicue¥® ce qui explique la distinction de ce

nouveau groupe.

HO,S0

HO3S0 "

Figure 4 : Structure de la yessotoxine YTX.

Les recherches menées semblent montrer que les YbXsedent un degré de toxicité
moindre que celui de 'AO et de ses dérivés. LeX¥ e semblent donc pas étre une menace
sérieuse pour la santé humaine. Néanmoins des$irdé toxicité chez la souris ont, ici aussi,
pu étre mises en évidence de facon a préveniréoisbde toxique chez les consommateurs
(Tableau 1).

1.2.1.4.3Les azaspiracides (AZAs)

Les azaspiracides furent identifiés aprés un épisbihtoxication aux Pays Bas en 1895
Leur nom vient de leur structure chimique présentsm@ amine cyclique (azo), trois éthers

cycliques (spiro) et une fonction acide carboxyiq(acide) (Figure 5). Les individus
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contaminés présentaient les symptomes d’une irdg&it aux DSP mais les taux mesurés

d’acide okadaique et de ses dérivés étaient trdessous des seuils tolérés.

Figure 5 : Structure de l'azaspiracide AZA-1.

Malgré la similitude des symptomes, le mode d'actest différent de celui de l'acide
okadaique mais toujours inconnu & cejaur

Les études de toxicité ont permis d’établir uneedogmximale tolérée dans les coquillages
(Tableau 1).

1.2.1.5Analyse et réglementation

Toutes les familles de molécules décrites précédamhme présentent pas la méme toxicité.
Les valeurs de ces seuils de tolérance sont pescidéans la directive 2002/225/CE par
I'Union Européenn® (Tableau 1).

Le dépistage des toxines liposolubles utilise # ite vivo, appelé « test souris », ou encore
méthode de Yasumott coll., modifié€’. Les glandes digestives du coquillage sont uglsé
pour une injection intra péritonéale et les coqg#ls sont considérés contaminés si la mort de
deux des trois souris intervient dans une périal@4l heures. Le fait d'utiliser trois souris
permet de prendre en compte la variabilité intdividuelle de résistance des souris aux

toxines.

Toxines Limite réglementaire en vigueur dans I'UE

Acide okadaique (AO) 160 pg.kge chair de coquillage
Dinophysistoxines et pecténotoxings 160 pg éq. 46de chair de coquillage
Yessotoxines 1 mg éq. YTX.Rgle chair de coquillage
Azaspiracides 160 pg éq. AZAkgle chair de coquillage

Tableau 1 : Limites maximales des DSP autoriséesmgles coquillages.
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1.2.2 La famille des PSP (groupe des saxitoxines)

L’empoisonnement par les PSP est di a la consommdé coquillages contaminés par des
dinoflagellés toxiques. Le premier épisode décritedde 1927 le long des cétes
californiennes. L’algue responsabklexandrium catenellaidentifiée par Sommeet coll,
provoqua une intoxication chez cent deux persorheausa la mort de six d’entre effe€n
1987, vingt-six personnes trouverent la mort au t@uala suite a la consommation de

mollusques Amphichaen&inderman)®.

1.2.2.1Structure chimique

La structure de base des PSP est la 3,4-propinggreypurine tricyclique. La famille peut

étre divisée en quatre catégories représentéesFgu

Toxine Ri R Rs R4
Carbamate STX H H H OCONH
Neo STX OH H H OCONH,
GTX1 OH 0SO; H OCONH,
GTX2 H OSSO H OCONH,

GTX3 H H O0SO; OCONH

GTX4 OH H O0SO; OCONH

N-sulfocarbamoyl GTX5(B1) H H H OCONHSQ
GTX6(B2) OH H H OCONHSQ

C1 H OSO; H OCONHSQ

c2 H H OSO; OCONHSQ

Cc3 OH 0OSO; H OCONHSQ

c4 OH H O0SO; OCONHSQ

Decarbamoyl deSTX H H H OH
deNeoSTX OH H H OH

deGTX1 OH OSO; H OH

deGTX2 H OSO; H OH

deGTX3 H H 0SSOy OH
deGTX4 OH H 0OSOf OH

Deoxydecarbamoyl doSTX H H H H
doGTX2 H H OSO; H
doGTX3 H OSO; H H

Figure 6 : Structure des toxines PSE°

1.2.2.20rigine et répartition

Les dinoflagellés sont la source des toxines darfalle des PSP. Parmi eux, trois especes
apparaissent prédominanteslexandrium Gymnodium et Pyrodiniunt’. Ces toxines sont

présentes sur les cing continents.
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1.2.2.3Symptdémes et mode d’action

Les symptdmes sont principalement neurologiquessiro-intestinaux. lls apparaissent entre
quinze minutes et dix heures aprés ingestion deriine contaminée. Dans les cas graves
d’intoxication, se manifestent un désordre muscelanportant et un dysfonctionnement

respiratoire pouvant entrainer la mort. Ces toxemgissent en bloquant les canaux sodiques

ce qui a pour effet de perturber la propagatiopatentiel d’actiof?.

1.2.2.4Analyse et réglementation

Depuis 1991, la réglementation européenne imposesauil de tolérance de 800 ug
d'équivalent saxitoxine par kg de chair de coqugifa et le test en vigueur est le «test
souris ». 1 mL d’extrait acide de I'échantillon sonjectés a un lot de cing souris de 20
grammes. Le temps de survie est mesuré avec nécises symptdomes présentés par les
souris, caractéristiques des toxines paralysasted,des sauts, des convulsions, suivis de la
mort par arrét respiratoire. Le temps de survieng¢ralors la mesure de la concentration en
PSP grace a des tables et des facteurs de comvexfsio de donner une réponse en lg

d’équivalent saxitoxine.

1.2.3 La famille des ASP (groupe de lI'acide domoiqu e)

La molécule la plus toxiqgue des ASP est l'acide digme. L'épisode le plus important

d’intoxication d0 a cette toxine a eu lieu au Cana&th 1987 et causa la mort de quatre

personnes

1.2.3.1Structure chimique

L'acide domoique a été isolé et identifié pour leempiere fois en 1958 grace aux
investigations menées par Takemoto et Daigo suratdwvités vermicide et insecticide
d’extraits deChondria armatd*. Sa structure f(it confirmée plus tard lors deyhatisse totale

réalisée par Ohfunet coll® (Figure 7).
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L’acide domoique est un acide aminé excitatoire; pootéique, soluble dans l'eau. Sa
structure est proche de celle de I'acide kainiqies composeés possedent un cycle pyrrolidine
tri-substitué en position 2-, 3- et 4-.

Plusieurs isoméres de I'acide domoique ont puiderifiés (Figure 7.

CH, CH, CH,
/|~ «—COOH  nc—4 — —coon o~ —coom
— “ R %, o—' O\
HOOC Q‘COOH Q\COOH 07Q‘OH N~ ~CooH
CH, H CH;, H CH, H
acide domoique acide kainique domoilactone B domoilactone A

CH, CH,

CH;, CH, CH, CH, / CH,
HOOC»W «—COOH HOOC—W «—COOH HOOC =/  —COOH HOOC—W ~—COOH
O\COOH COOH COOH COOH

N N N N
H H H H
acide isodomoique D acide isodomoique C acide isodomoique B acide isodomoique A

CH,
HOOC
CH —
: ~——COOH - CH, Hs
/ «—COOH HOOC =, .;sﬁCOOH ;‘S—COOH
HOOC N COOH
CH, b cooH N COOH N COOH
H H H
acide isodomoique H acide isodomoique G acide isodomoique F acide isodomoique E

Figure 7 : Structures de I'acide domoique et de sekrivés.

L’acide domoique est relativement stable et ne&gatle pas a température ambiante. Sa
décomposition apparait lors de températures plagééts (>50°C) ou dans des milieux
extrémement acides (ptd) ou basiques (pHL2). D’autre part, cette molécule est sensible a
la lumiére qui est le premier facteur d’éliminatide celle-ci en milieu naturél Néanmoins,

il est & noter que le paramétre température lofa denservation reste mal maitrise.

1.2.3.20rigine et répartition

Dans un premier temps, une alg@hondria armata produisant de l'acide domoique fut
isolée. Par la suite, d’autres producteurs deXa¢ofurent identifiés. Par exempleseudo-
nitzschia multiseriefut soupconné d’étre a 'origine de la contamimiattles moules\ytulis
eduli§ qui entraina I'épisode canadien de 198Fa culture de cette algue montra, en
I'absence d'autres organismes dans le milieu, ¢talystion d’acide domoiqdé Depuis, les
ASP ont été recensées dans le monde entier (TaB)eatude nouveaux producteurs ont pu

étre mis en évidence. En effet d’autres especagedrePseudo-nitzchiant été rencontrées
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en EcosseR. seriatd® et en Irlande R. australi*® de méme que certaines diatomées et

algues rougés

Continent Pays Références
Afrique Angola Blancé
Amérique Etats-Unis Floride Bellinger”
Louisiane Parson¥
Californie Fritz**
Washington Holtermant?, Stehf*
Canada BatésMartin®
Mexique Sierra-Beltrath
Argentine Almando¥
Chili AlvareZ*
Asie Vietnam Kotaki*
Europe Irlande James
Ecosse Stolsd
Royaume Uni lle de Man Bogant®
France Kleif*
Portugal Val&®
Italie Zingone®
Océanie Australie Takahashi
Nouvelle Zélande Rhod¥s

Tableau 2 : Occurrence mondiale des ASP.

1.2.3.3Symptdémes et mode d’action

Au cours des premieres 24 heures, aprés ingestimoglillages contaminés, les symptémes
rencontrés sont de type gastro intestinal (diashéemmissements, nausées, crampes
abdominales...). Les troubles neurologiques n’inraent qu’entre 24 et 48 heures apres
l'ingestion. lls vont des maux de téte persistantse désorientation dans les cas légers. |l
peut apparaitre des pertes de mémoire, des domroé@ggsaux voire des convulsions et un
coma conduisant & la mort dans les cas les pluggtal activité des toxines ASP vient de
leur analogie structurale avec 'acide glutamiqueneurotransmetteur excitateur du systeme

nerveux central (Figure 8):

24



Chapitre 1 Les Phycotoxines

acide kainoide acide glutamique

Figure 8 : Analogie structurale entre les dérivés e I'acide kainique et l'acide glutamique.

Cette analogie de structure leur permet d’actik@s tsous types de récepteurs ionotropiques
du glutamate, qui contrdlent I'ouverture des canamqgues du neurone post synaptique : les
récepteurs AMPA (actives spécifiqguement paa-dimino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-
propionate, AMPA), kainate et NMDA (activés spéapiement par le N-méthyl-D-aspartate,
NMDA). Lors de la dépolarisation de la cellule m¢naptique, le glutamate est relaché au
niveau de la fente synaptique et interagit avecpsepres récepteurs. Dans le cas des sous
récepteurs kainate et AMPA, la fixation des ASPdciina une permeéabilité accrue aux ions
C&" alors que I'activation des récepteurs NMDA va pettne I'entrée de Naet de C&" dans

le neurone post synaptique. A la différence duaghate, les toxines ASP, de par leur rigidité,
ne vont pas se détacher facilement du réceptedomt provoquer un afflux continu de
cation§’. L’excés de CH intracellulaire va conduire & une perturbation docfionnement
cellulaire, un gonflement de la cellule et enfitadmort de celle-&1°2 Les récepteurs du
glutamate sont tres nombreux dans I'hippocampeegtile siege de la mémoire, ce qui
explique les symptdémes observés chez les persamoggjuées.

Il faut noter également que la toxicité des molésudst liee aux forces de liaison avec les
récepteurs. Celle-ci est largement influencée parésence et la nature d’'un substituant en

position 4-, par la stéréochimie du carbone 4 Bhear la conformation de la molécfie

1.2.3.4Analyses et réglementation

La réglementation concernant I'acide domoique aré@s& en place apres I'épisode de 1987.
Les autorités canadiennes ont établi une limiteespondant a 20 pg de toxines ASP par
gramme de chair de coquillage. Cette limite pramd@npte un facteur de sécurité de I'ordre
de 10 car le seuil de toxicité a été estimé & 2p@’acide domoique par gramme de chait

Cette réglementation est aussi appliquée dans méneoix pays comme la Nouvelle Zélande,

I'Australie, les Etats-Unis ainsi que par I'Unionipéenng ¢
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Dans le cas des toxines ASP, le « test sourisvigereur pour les autres familles de toxines
(DSP et PSP) s’avere inefficace a cause de proBl@éaesensibilité. L'absence de relation
effet/dose fiable oblige I'utilisation d’'un testiofique. Depuis 1997, au sein de I'Union
Européenn®, le test de référence pour quantifier la présedes ASP est donc la
chromatographie liquide (LC) couplée & la détectibr?®®°” La complexité et le codt de
l'appareillage sont des raisons pour lesquellesuttBa méthodes sont en cours de
développement. Les dosages immunologiques, notatmieeests ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) ainsi que les systemes det#teavec des immunocapteurs sont

étudiés®,

1.3 Comparaison des méthodes de dosage

La méthode de référence pour le dosage de la ré&ages phycotoxines est le test souris.
Cependant, il présente des inconvénients tels gugpécificité limité, une sensibilité
insuffisante dans les cas des ASP et des probldiagsque. Des méthodes alternatives sont
toujours recherchées de fagcon a assurer une pastesaximale du consommateur.

Les méthodes les plus usuelles sont les technigimematographiques dites "tests

chimiques" et les tests immunologiques.

1.3.1 Techniques chromatographiques

Depuis janvier 2010 en France, la réglementatiowiganeur implique l'utilisation des tests
chimiques pour vérifier la présence de toxinespiptes®. Malheureusement, la plupart des
toxines ne présentent pas de chromophores et itéo¢skonc une étape supplémentaire pour
les rendrevisiblespar les détecteurs utilisés. La revue de Gartieffaipermet de regrouper
les diverses techniques chromatographiques uslipéar chaque famille de toxines. Celle-ci
montre que la chromatographie liquide associéespdatrométrie de masse (LC-MS) donne
de tres bons résultats pour les DSP et ASP avelindiéss de détection bien en dessous des
limites admises (respectivement 8 et 10 ng par grarde chair de coquillages). Cependant
cette méthode est beaucoup moins efficace vis-devia famille des PSP car il subsiste des

problemes d'effets de matrice ou de purificatiors @ehantillons. De plus, les techniques
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chromatographiques restent relativement cheregssiéent un personnel qualifié et sont peu

efficaces pour I'analyse d'un large échantillonnage

1.3.2 Tests immunologiques

Le test immunologique le plus répandu est I'ELISRZyme_Linked ImmunoSorbent Assay)
(cf section 2.1.3.1). Celui-ci est développé a paranticorps dirigés contre les toxines. Les
premiers anticorps dirigés contre les PSP ont ételdppés en 1964 A I'heure actuelle, il
existe des anticorps dirigés contre toutes lesliesnie toxines et chaque famille possede son
kit ELISA (Kit Biosense pour les ASP par exempl€es tests présentent une grande
sensibilité, une forte sélectivité, un faible ca&litune mise en ceuvre relativement simple.
Néanmoins, aucun d’entre eux n’est pour I'heureomaac comme méthode officielle
d’analyse des toxines.

Une comparaison des differentes méthodes les piliséas pour la détection de l'acide

domoiqué® est présentée Tableau 3.
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Méthode

Sensibilité
(ng AD.mL™)

Gamme
(ug AD.mL?)

Matrice 2

Avantages

Inconvénients

Test souris

NA

>0,2

SH, PP

Toxicité globale

Insensible,

nonécsfique,

non validée, variation

individuelle, probléme|
éthique, faible

échantillonnage.

ELISA direct

~0,01

0,00001-0,01

SH, PP, DP Forte sensibilité, large

OT, BL, U,
B, F

échantillonnage,
sélectif de I'AD avec
faible

robuste,

interférence,
large choi
de matrice.

Non validée, gamme étroit|
nécessitant plusieurs essa
de fort

dans le cas

concentration d’AD

is

1%

Jellett ASP test

strips

~200

0,2-15

SH

Portatif,
d’emploi.
Bonne corrélation

avec LC-UV

simple

Non quantitatif. ~Couteux

(~27 $US par échantillon).

Non confirmatif

Chromatographie
liquide
UVDAD

couplée

0,01-10

SH, PP, DA
oT, BL, U,
B,F

, Précis, hautg

résolution, méthode
validée,

reproductible

hautement

Matériel spécialisé e
de

importants

couteux, codts
maintenance
effets de matrice, purificatio

requise.

Radio ligand

0,005-0,2

SH, PP, DH
OT, BL, U,
B, F

, Réponse rapide
hautement

reproductible,
sensibilité élevée

mesure stable.

Utilisation de ligand tritié,

nécessité d'un laboratoir|

habilité  avec  personne
qualifié dans la radioactivité.
Méthode confirmative)

requise.

1]

LCMS/MS

0,002-10

SH, PP, OT|
BL,U,B,F

, Confirmation de Ia|
(MS/MS),
élevée

structure
sensibilité
haute résolution
quantitatif pour tous
les isomeéres. Analys

multitoxines.

Purification requise,

opérateurs qualifiés, faibl
échantillonnage.

Infrastructures couteuses
spécialisées, colts d’entretié

B élevés

D

=}

Electrophorese
capillaire-UV pap

~150

0,15-8

SH, FS

Pas de purificatid
simple dilution, haut]
pouvoir de résolution
faible consommation

(solvant et tampons).

nNécessite couplage MS po

confirmation

=

2SH : extrait coquillage ; PP : extrait phytoplamctdP : phytoplancton dissous ; OT : autre tissBE : sang ; U : urine ;
F : feces ; B : bile ; FS : nourriture; AD = acidemoique ; DAD = détection a barrettes de diodes.

Tableau 3 : Comparaison des méthodes les plus empé®s pour la détection de I'acide domoique (AD).
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Chapitre 1 Les Phycotoxines

1.4 La France et le Bassin d’Arcachon

Les phycotoxines sont une menace permanente poardanismes filtreurs, type coquillage
tels que les huitres ou les moules. Au cours desétes années, leur recherche est devenue
systématique. Suite a un épisode d’intoxicationemna de consommateurs de coquillages,
survenu en France en 1983, ''FREMER a mis en plawel’ensemble du littoral francais un
Réseau de Surveillance du Phytoplancton et desoRiynes (REPHY).

Des prélevements d'eau sont régulierement réalisésles especes de phytoplancton
identifiées. En cas de présence d'algues toxigless prélevements (d’huitres par exemple)
sont effectués pour détecter et quantifier cesnexi Ces analyses sont faites a l'aide de
biotests (test souris, tests immunologiques...) etmd¢hodes physico-chimiques (HPLC,
spectrométrie de masse...). De ces résultats va dépkndécision d’interrompre la mise sur
le marché.

On mesure donc l'intérét de développer des méthalieshatives, plus performantes, moins

onéreuses, au délai de réponse relativement gmut,I'impact économique.

1.4.1 Episodes toxiques en France

1.4.1.1Historique

En France, les risques pour la santé humaine sorfait de trois groupes d'espéces
phytoplanctoniques : les algu&nophysis Alexandriumet Pseudo-nitzschiaesponsables

respectivement de la production des toxines DSP, &SP

En 1983, les intoxications diarrhéiques ont étésliaux efflorescences @gnophysis Cette
méme année, elles ont provoqué 3300 cas de gasitates en Bretagne Sud. L'espece
Dinophysis affecte une grande partie du littoral francais fdeon saisonniere et plus

régulierement la Bretagne, la Normandie, le Langudioussillon et la Corse.

L'especeAlexandrium minutuna été identifiée pour la premiére fois en 1988sdas Abers

en Bretagne nord-ouest. Sa prolifération est régernent observée depuis cette date sur la
cbte de Bretagne nord : Abers, baie de Morlaix atde. Les épisodes PSP conduisant a des
interdictions de vente des coquillages, sont géer@ent observés en fin de printemps et en

ete.
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Chapitre 1 Les Phycotoxines

L'especeAlexandrium catenella/tamarenseété observée pour la premiere fois en quantité
importante en novembre et décembre 1998 dans d'éthn Thau, sur la cbte ouest
méditerranéenne. Une interdiction de vente pourlesoet palourdes y a été prononcée. Une
autre souche de lI'espéseminutuma également provoqué un épisode de toxicité PSRden

de Toulon (est Méditerranée) au printemps 2000.

Des proliférations importantes d'espéces non tedqdePseudo-nitzschiaont observées

depuis longtemps sur I'ensemble du littoral frasican particulier au printemps. Des espéces
potentiellement toxiqued( pseudodelicatissima et P. multiseyiagaient eté détectées dans
différentes régions ces derniéres années, mais @aieentrations faibles. En mai 2000, le
développement plus important de l'une de ces espg&asnduit a la présence de toxines
amnésiantes dans les coquillages de la mer d'latiske la baie de Douarnenez (Bretagne

ouest).

1.4.1.2Stratégie de surveillance

Le REPHY, mis en place en 1984 s’intéressait, goadg¢ uniguement aux intoxications
diarrhéiques (DSP). Ce réseau s’est ensuite éavké€ la prise en compte des intoxications
paralysantes (PSP) et amnésiantes (ASP), suitdigetdive européenne de 1997.

Au départ, la stratégie était basée sur la déteatas especes phytoplanctoniques toxiques
dans 'eau. Lorsque les abondances de certainegeor especes dépassent un certain seuil
d’alerte, des analyses de toxicité sont mises ewreepour rechercher les phycotoxines
correspondantes dans les coquillages (Tableau 4).

Intoxication Algues concernées Seuil d’alerte Analyse

DSP Dinophysisspp. 500 cellules/L Test souris

PSP Alexandriumspp. 10 000 cellules/L Test souris

ASP Pseudo-nitzschiapp. 100 000 cellules/L Analyse chimique

Tableau 4 : Seuil d'alerte pour les algues toxiques

Les services vétérinaires européens ont estimécegtie stratégie était insuffisante et I'ont
donc modifiée, en accord avec le MAAPAR (Ministdeel’Agriculture, de I'’Alimentation, de

la Péche et des Affaires Rurales) et IAFSSA (AgeRtancaise de Sécurité Sanitaire des
Aliments).
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Chapitre 1 Les Phycotoxines

En plus de la détection des especes phytoplanctesigoxiques, une surveillance
hebdomadaire systématique de la toxicité des nplies dans les zones et périodes a risque
définies selon des critéres prééia été mise en place.

Depuis 2005, deux périodes a risque ont été défippair les toxines DSP : d’avril a aolt, et
en janvier. Par ailleurs, depuis 2002, une suaaik systématique des toxines PSP dans les

coquillages du Bassin d’Arcachon pendant la pérludernale a été mise en place.

1.4.2 Bassin d’Arcachon et crises ostréicoles

L’année 2005 a été marquée par plusieurs épisodesodtamination des mollusques du
Bassin d’Arcachon par différentes toxines. Les eom@tions dePseudo-nitzschiaont
dépassé le seuil d’alerte, entre mi-mars et mi-regipnt conduit a I'analyse de certains
échantillons. Pour la premiére fois, il a été nm#eidence la présence de toxine amnésiante a
des concentrations inférieures & 5 et 3 Jiglg chair (pour les moules et les huftres
respectivement) toutefois en deca du seuil saaif@d pg.d de chair).

Entre la fin du mois d'avril et le début du moisaddt, les huitres et les moules du Bassin
d’Arcachon ont été contaminées par un mélange xieds mises en évidence par analyse
chimique : OA, DTXs, PTXs et spirolides. Fin a@005, une forte teneur en acide okadaique
a été mesurée sur des moules du banc d’Arguin |(f84" de chair). Cette contamination a
conduit a un arrété préfectoral interdisant la pédd ramassage, le transport, le stockage,
I'expédition et la vente de tous les coquillageBdssin d’Arcachon.

Au cours de I'année 2006, deux périodes ont ét@uéas par des tests souris DSP positifs
conduisant a l'interdiction de la péche, du ramgsst de la vente des mollusques exploités.
Ces tests souris étaient associés a la présernueydetoxines (AO, PTXs et spirolides) dans

les mollusques mais toujours a des concentratissezdaibles.

Ainsi, ces deux années ont été marquées par desfarenaces sanitaires. Si ces arrétés
préfectoraux ont permis de protéger les consommstkas ostréiculteurs ont, quant a eux, été
durement touchés. Le Conseil Régional d’Aquitainelomc tenu a apporter son soutien
politique et financier pour tenter de mettre encelaun vaste plan de recherche
pluridisciplinaire, le programme ASCOBAR_(Apportsiéhtifiques face a la problématique
Conchylicole du_Bassin d’Arcachon) afin d’apportdas solutions pour éviter de futures
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crises. Ce projet interdisciplinaire (Figure 9)ntdde Responsable Scientifique est Benoit
Sautour (Laboratoire EPOC, Université bordeaua Bté doté de deux millions d’euros par la
Région Aquitaine. Il est mené sous I'égide du RR[Réseau de Recherche Littorale
Aquitain) dont le coordinateur est aussi Benoitt&aiu

ASCOBAR integre également des actions multidisecgtes en concertation avec les
professionnels ostréicoles (CSOA, CRC, SRC) etd#sctivités territoriales (SIBA, Conseil
Geénéral 33, Conseil Régional d'Aquitaine).

4 RRLA

-Université Bordeaux, UPPA

-CNRS AR
touchent -CEMAGREF
-IFREMER Cemagrf
mettent -BRGM Ifremer

-ONF
o [IINA
-INRA * brgm

IR

en place
P

Réponses aux
problématiques

Apports Apports Fonctionnement Zones de Surveillance
marins anthropiques lagune sauvegarde Benoit Sautour
Phillipe Bonneton Héléne Budzinski Guy Bachelet Marie Andrée Sirvain Jean Paul Dréno
Daniéle Maurer Pierre Anschutz Isabelle Aub Christophe Peuchot == =9
v ph Ifremer et
Volet
[ 4 Ifre mer [ Microcapteurs
6, 46, >0
M WO ‘ M (% ‘i‘f‘t‘sé Bernard Bennetau
— o </ - Dominique Rebiére
Ifremer (o Ifremer Daniel Moynet
Cemagref ;
Soorces eave s Brtaees imns

Figure 9 : Organigramme du projet ASCOBAR.

Notre projet de mise au point d'un immunocaptewrpa détection de phycotoxines s'intégre
dans le "Volet Microcapteurs".

Le Programme de Recherche mis en place montrel’bigslication de la Région Aquitaine
visant a mieux comprendre le fonctionnement dedguine, a protéger les consommateurs et
a minimiser l'impact des crises sanitaires suplegessionnels de la conchyliculture dans le

Bassin d'Arcachon.
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Chapitre 2 Dosages immunologiques et immunocapteur

2.1 Dosages Immunologiques

2.1.1 Historique

Le premier dosage immunologique a été décrit pdowat Berson en 1958 Ces auteurs
avaient remarqué la production d’anticorps chez datients diabétiques traités avec de
linsuline exogén&. Ces anticorps furent purifiés pour développesrEmier Radio Immuno
Assay (RIA). En 1968, durant I Symposium Ouest Européen de Chimie Clinidise
présentent leurs travaux sur les RIA sous formael’tevue publiée dans le jourr@inical
Chimica Actd’. Ces recherches furent couronnées d’'un prix NdeeMédecine en 1977,
décerné a R. Yalow, cing années apres la mort dB&son. Il est a noter la volonté des Drs
Berson et Yalow de ne pas breveter le procédéucearmit a de nombreuses équipes de
travailler sur le sujet, conduisant ainsi a un dEyeement rapide de la technique et un

élargissement du champ de ses applications.

2.1.2 Interactions Antigéne-Anticorps

Les dosages immunologiques utilisent la capacite afgicorps a reconnaitre de facon
spécifigue une molécule, étrangére a I'organishaetigene

Les anticorps sont des éléments du systeme imnmenitae sont des glycoprotéines de la
famille des immunoglobulines composées de quataénels polypeptidiques (deux légéres et

deux lourdes) reliées entre elles par des pontsfaiiss (Figure 10).

paratope/~ variable 2 \paratope
\ /
\ constant, &

chaine VL

legere

chaine
lourde VH

o
Ponts disulfures

Figure 10 : Schéma d'un anticorps.
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2.1.2.1Epitopes-Paratopes

L’épitope est un déterminant antigénique individuel intesaght avec le paratope de

I'anticorps. Il correspond a une petite zone (emvit a 3 nm de diametre) de I'antigéne. La
surface d’'un antigene peut présenter plusieursggitdifférents ou similaires (Figure 11).

Le paratope est le site d’un anticorps qui permet le contagicde déterminant antigénique

(épitope). Chaque anticorps possede a sa surfasepadeatopes identiques. Dans le cas d'un
mélange d’anticorps polyclonaux, les deux paratsoes différents d’'un anticorps a l'autre

alors qu’ils sont identiques dans le cas d’antisarnoclonaux.

Anticorps A
Déterminants
antigéniques (Epitopes)

Sites de liaison de
I’anticorps (Paratopes)

OO

~ 45
C ’O Cellule bact;ge < ‘ O

' Anticorps présentant
un paratope différent

de I'anticorps A
OO0 P

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings

Figure 11 : lllustration des concepts d'épitope gpbaratope.

De plus, I'épitope et le paratope doivent avoir boane complémentarité stérique pour que

le maximum d’atomes soit en contact.

2.1.2.2Affinité, Avidité et titre

L’interaction antigéne anticorps est la résultasequatre types de liaisons non covalentes :
les liaisons hydrogene, les liaisons électrostasqles forces de van der Waals ainsi que les

36



Chapitre 2 Dosages immunologiques et immunocapteur

interactions hydrophobes. Cette réaction est réblergt permet la mesure de la constante

d’'associatiorK, (qui s'exprime en liaisons.mlL.M™Y):

[acl+ [Ag] T T - [Ac- Ag]
« = Ka_ [Ac-Ag]
Kd |Ac|><|Ag|

Cette valeur permet de définlfaffinité d'un anticorps pour un antigene monovalent
(présentant un unique épitope).
La liaison avec lantigene dépend de [laffinité d&anticorps et des conditions
environnementales (température, pH ...). L'affinigt ®és variable d’'un anticorps a l'autre.
Des valeurs de I'ordre de 18 13° L.M™* et 13° & 13° L.M*caractérisent respectivement des
anticorps peu affins et de haute affinité.
Généralement, un antigene présente plusieurs égi@sa surface. On parle alors de valence
de l'antigene, c'est-a-dire le nombre de détermighamtigéniques que compte I'antigéne.
Dans le cas d'un antigene multivalent, on parlee l'dvidité d’'un sérum constitué
d’anticorps d’affinités différentes. Celle-ci déplenionc de l'affinité des anticorps pour
chaque épitope de 'antigene.
Le titre d’anticorps est une valeur qualitative par rap@omin antigene ou a un meélange
d’antigenes. Il correspond a l'inverse de la demdilution donnant une réaction positive. |l
reflete a la fois la concentration des anticorpkeet avidité. Le titre est une valeur calculée
grace a un test ELISA. Il est possible de la déitemgraphiquement au croisement de la
valeur du blanc et de la courbe de la densité oeten fonction de la dilution (la valeur du

blancpeut étre multipliée par un facteur 2 o(5)

2.1.3 Les méthodes de dosages

2.1.3.1Dosages immunoenzymologiques

ELISA est le sigle anglais pour Enzyme Linked ImmBorbent Assay. Ce terme regroupe
les tests utilisant un marqueur enzymatique li€ad®n covalente a un anticorps ou a un
antigéne. A partir d'un substrat chromogeéne, in@lspécifique de I'enzyme couplée, celle-
ci est capable de catalyser une réaction généraptaduit coloré. La densité optique (DO)

est proportionnelle a la quantité de substrat aygadi.
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2.1.3.1.1ELISA direct (dELISA)

Dans un premier temps, I'antigéne a déposer esisgépur un support solide (généralement
une plaque de microtitration). L'antigene est reworpar un anticorps marqué par une
enzyme. Les anticorps en exces, non liés a I'amigsont éliminés lors de I'étape de rincage
(Figure 12). L’'ajout du substrat permet la réactioolorée dont la DO mesurée est

proportionnelle a la quantité d’antigene fixée lsusupport solide.

H—eD—F £ Y

@ _ contact contact l"""9"| ajout

+.’ —E >—£ substrat = /

ST Bl BT ™ s
suppon e
il Ac marqué [Ag]

en exces)
Lecture

Figure 12 : ELISA direct.

2.1.3.1.2ELISA indirect (IELISA)

L’antigéne a doser est déposé sur le support solite anticorps, dit primaire, se lie a
'antigene. L'exces d’anticorps est éliminé parcege et un anticorps spécifique de
I'anticorps primaire, I'anticorps secondaire (ACtAAC marqué par une enzyme), est ajouté
au milieu. L’ajout du substrat permet la réactionlocée et la DO mesurée va étre
proportionnelle a la quantité d’anticorps primairesnobilisés sur le support et donc a la
quantité d’antigene a doser (Figure 13).

Cette technique peut aussi étre utilisée pour $agle d’anticorps spécifiques présents dans un

sérum.
contact contact
@ _ contact lavage >— lavage >—>—€ \ :
ol — Suey. T e aiout e
@ H— ok substrat 9
o / - / o /-
= >_ >—‘E ) £ B
o Ac primaire Ac secondaire [Ag] ou [Ac]
lecture

Figure 13 : ELISA indirect.

2.1.3.1.3 ELISA compétitif
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Cette section décrit succinctement le principe alecompétition dans deux exemples de
dosages compétitifs. Cette liste n'est pas exhaustnais permet un apercu de I'ELISA

compeétitif.

ELISA compétitif direct (cdELISA)

Les anticorps sont fixés sur le support solidentigene a doser est mis en compétition avec
des quantités connues d’antigéne marqué. Plusdatitgl d’antigene a doser sera forte, plus
I'activité enzymatique sera faible et la DO meswséea faible. Elle sera donc inversement

proportionnelle a la quantité d’antigene a doseguife 14).

Ag marqué
.3_‘ contact @  Marqueur libre
lavage
g @ .—& lavace o g
‘. (€] ‘e substrat
(@] ( 23
Ac fixe Aga marqueur lié [Ad]

lecture

Figure 14 : cdELISA, dosage d’antigénes.

Les cdELISA permettent aussi de mesurer une coratemt inconnue d’anticorps (Figure
15). Pour cela, l'antigene est immobilisé sur Igpart. L'anticorps a doser est mis en
compétition avec des quantités connues d’anticarpejués. L'anticorps marqué se fixera
d’autant plus que l'anticorps a doser sera présenetite quantité. La DO mesurée sera donc

inversement proportionnelle a la quantité d’antisod doser.

Ac marqué
lavage

>—E contact Iavage
ST Tl —  ajout
substrat 8

5

Ag fixé L et

Y

[Ac]

lecture

marqueur libre

Figure 15 : cdELISA, dosage d'anticorps.

Les différentes techniques décrites ci-dessus tseatutilisées et permettent d’atteindre une

sensibilité de I'ordre du ng/mL
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2.1.3.2Autres méthodes de marquage

Le dosage radioimmunologique (RIA, pour RadioimmAssay) est une des techniques les
plus sensibles pour la détection d’un anticorpsdaun antigéne (0,1 ng.mt)’’. Cette
technique est basée sur la liaison compétitive diigeéne radiomarqué et d’'un antigene non
marqué a un anticorps de haute affiffit€lus la concentration en antigéne & doser esé&le
plus la quantité de conjugué fixée a I'anticorpsfatble. Aprés lavage, la radioactivité liée
est d’autant plus élevée que la concentration éigaare dans le puits est faible. Néanmoins,
l'utilisation de la radioactivité impose de lourdesntraintes de sécurité, son principal

inconvénient.

Dans le cas de I'nmmunofluorescence, un marqueawrdiscent est utilisé pour quantifier
I'antigene ou l'anticorps. Selon le dosage, lafiszence sera proportionnelle ou inversement
proportionnelle a la quantité d’antigene. Cettende technique présente des seuils de

détection plus élevés (100 ng.ML’.
2.1.3.3Evaluation d’'un dosage

Dans le cas d’'un dosage compétitif d'un antigebeel{Figure 16), la courbe d’étalonnage
obtenue par dilutions successives d’'une soluti@mtitjénes libres de concentration connue
permet d’établir la zone de dilution utilisable rfga linéaire de la courbe) ainsi que seuil de
détection d'un dosage (plus faible concentrationsurable). Il est aussi possible de
déterminer le point d'équilibre, 46 qui correspond a 50 % d'inhibition de la liaison

antigene/anticorps.
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Signal

A

100% —

50%

0%

Concentration
d’Ag libre

Figure 16 : Courbe d'étalonnage d'un test ELISA.

2.2 Les biocapteurs

Un biocapteur utilise un élément biologique poutedter sa cible. L’interaction du matériel
biologique, le biorécepteur, avec l'analyte eshsfarmée en un signal mesurable par le
transducteur. Un biocapteur est la combinaison diionécepteuravec un transducteur de

facon a quantifier la réaction de I'analyte avebiteécepteur (Figure 17).

{:} P W= Matériau organique
®

% . ° + Polymére Conditi_onnement
du signal et
* - Matériau hybride traitement de
0 @ L) I'information
{:} P g)=" Micromembrane
° o
- {:} @ D)= ...efc
> < > < >
Analyte Récepteur Transducteur Information

Figure 17 : Schéma d'un biocapteur.

La notion de capteur est a différencier de celletrdesducteur qui est un élément d'un
instrument de mesure qui transforme une grandeysigure en une autre grandeur physique,
fonction de la précédente. Par conséquent, un wa@st, au minimum, constitué d'un

transductedr.
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2.2.1 Les biorécepteurs

Le premier exemple de biocapteur est décrit en 19&2 Clark sous le nonknzyme
Electrode Il utilisait une enzyme, la glucose oxydase, d¢éeipa une électrode
ampérométrique pour suivre la concentration d’'orggéans le safi® Actuellement, les
enzymes ne sont pas les seules entités biologimigEs en ceuvre pour mettre au point des
biocapteurs. Les biorécepteurs peuvent aussi biendes molécules biologiques (ADN,
anticorps...) que des systemes biologiques vivargku(es, tissus ou organismes). Ceux-Ci
auront tous en commun la mise en jeu d'un mécanisimehimique pour permettre la
reconnaissance. Les biorécepteurs peuvent étreséslasn deux groupes distincts: les

récepteurs biocatalytiques et les récepteurs digdif®®

2.2.1.1Les récepteurs biocatalytiques

lls peuvent étre des systémes a base d’enzymescelleses entieres (microorganismes,
comme les bactéries, les champignons, les celadearyotes ou les levures), des organites
cellulaires ou des tissus (animaux ou végéfdues capteurs sont basés sur la détection de
composés assimilés par les microorganismes oeswivi des modifications engendrées par
'activité métabolique. Les enzymes représentemtutii principal de ces récepteurs
biocatalytiques. Elles possédent une reconnaisspagfique de leur substrat et une activité
catalytique qui permet une détection de l'analytdeatrés faibles dos®s Le succés des
biocapteurs a base d’enzymes repose aussi suroftamre de la gamme des composantes
mesurables au cours d’une réaction enzymatiq@a effet, les protons, les ions, la chaleur,
la lumiere, les électrons et la masse intervienrantcours des processus catalytiques

induisant des changements mesurables. La statidgé&systemes s’étale d’'une journée a deux

mois’,

2.2.1.2Les biorécepteurs d'affinité

lls présentent deux grandes classes distincteacides nucléiques et les anticorps :

Les acides nucléiques, acides désoxyribonucléigN] et ribonucléique (ARN), peuvent

étre considérés comme biorécepteurs grace a laléoraptarité des bases qui les composent.
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En effet, 'assemblage par paire adénine-thymind) At cytosine-guanine (C/G), dans le cas
de I'ADN, permettra une reconnaissance spécifiquér pes biocapteurs a ADN. Une partie
d’'un monobrin d’ADN va pouvoir étre ciblée en sydtikant la séquence complémentaire de
celui-ci. Le désappariement de I’ADN double brim deux simples brins et leur mise en
présence avec leurs séquences complémentairesimrida I’hybridation (liaison) de ces
deux monobrin.

L’'appariement de deux monobrins complémentairedasgurface du capteur va entrainer la
modification de différents paramétres qui pourréné mesurés : augmentation de la nfisse
modification du comportement rédox, changement tiedite de réfractioff. Ces
changements, augmentation de la masse et modificate l'indice de réfraction sont

mesurables par un transducteur approprié.

2.2.2 Les modes de transductions

Il existe un grand nombre de transducteurs diff&tesiassés en fonction des propriétés qu'ils
utilisent. On distingue trois grands groupes deddacteurs : électrochimiques, optiques et

piézoélectriques (propriétés acoustigties)

2.2.2.1Electrochimiques

Ces transducteurs font appel une réaction d’oxytlar®on ou une perturbation de la
conductivité électriqgue au niveau de l'interface \wa modifier un signal électrique, suite a la
fixation de I'’élément a analyser.

Il existe différents types de biocapteurs électimadues : les capteurs ampérométriques
(intensité du courant & un potentiel impd5&) potentiométriques (différence de potentiel
entre électrode de mesure et électrode de référénteconductimétriques (conductivité

d’une solution en électrolyt®&)

2.2.2.20ptiques

Les transducteurs optiques utilisent les propriégtques pour traduire une interaction

biochimique. Ils sont constitués d’une source leuse, capable de générer une lumiere aux
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caractéristiques désirées, d’'un agent entrainaat modulation exploitable de la lumiere,
d’'une zone de détection et d’'un photodétecteur.dagdeurs optiques directs ne nécessitent
pas de marquage et sont donc plus aisés a utiganmoins, I'incorporation d’un marqueur
adéquat sur les capteurs optiques indirects emufadutil tres précieux lorsque cette mesure
directe n’est pas possible.

Le grand nombre de spectroscopies différentes fptiso, fluorescence, phosphorescence,
Raman, SERS, réfraction, dispersion...) permet dgsner des propriétés spectrochimiques

différentes (amplitude, énergie, polarisatiori®..)

Les techniques les plus couramment employées si@wvement décrites ci-dessous.

La spectroscopie a interférence réflectométriqueéSR elle utilise I'incidence de la lumiere
blanche a l'interface entre deux milieux d’indicksréfraction différents. Elle est notamment
appliguée a I'étude des interactions moléculai@sdles-ci vont provoquer une modification

du chemin optique qui va entrainer une modificadarmotif d’interférenc¥.

La résonance de plasmons de surface (SPRj)squ’'un faisceau de lumiere polarisée
monochromatique illumine une interface entre deilieox d’indices de réfraction différents,
une partie de la lumiere incidente est réfléchiel’'suterface et l'autre partie est réfractée a
travers la surface. Si la réfraction est nulle |¢pébn totale de la lumiere), une onde
évanescente se propage perpendiculairement afidneesur une distance égale a sa longueur
d'onde. En présence d'une fine couche de métalerieh électrons, ceux-ci entrent en
résonance avec le faisceau incident. Ce phénongtnappelé résonance des plasmons de
surface (SPR). La conséquence énergétigue de @tmance est alors visible dans le
faisceau réfléchi qui présente une chute d’inténdiun angle défini. Cet angle d’intensité
minimum est I'angle de résonance. Il varie en fomcde l'indice de réfraction du milieu
présent dans le champ évanescent. L'interactiore ¢lanalyte et son récepteur modifie cet

indice de réfraction et peut donc étre facilemdrsieovée®.

2.2.2.3Piézoélectriques

On doit les premiers travaux sur la piézoélectiétJacques et Pierre Curie en 1880. Mais

c'est en 1885 que Raleigh décrivit l'utilité de speopriétés. L'intérét d’'un matériau
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piézoélectrique est sa capacité a produire un sstmécanique interne a la suite de
I'application d’'un potentiel électrique. Ceci prapee une onde dont la fréquence pourra étre
mesurée. Typiquement, un signal électrique esteaningrace aux transducteurs interdigités
(IDT), en ondes acoustiques se propageant danatkiani®.

Les capteurs piézoélectriques mesurent une variat® masse de surface qui se traduit
généralement par une variation de fréquence. llsgrd étre divisés en deux catégories selon
la propagation de I'ond®”.

Dans les microbalances a quartz (QCM), la propagate I'onde se fait dans I'intégralité du
matériau. Pour les capteurs a onde acoustique risceSAW), la propagation ne se fait

qu’a la surface du matériati

Apres avoir décrit les différents modes de trangdos disponibles pour la mise en place de
biocapteurs, la section suivante a pour but de raptgs applications des immunocapteurs

pour la détection de phycotoxines.

2.3 Immunocapteurs appliqués a la détection de phyc  otoxines

L'utilisation des immunocapteurs pour le dosagelgcotoxines s’est développée depuis la
fin des années 1990. Elle couvre la majorité desnés avec un large éventail de

transducteurs (Tableau 5).

Carteret coll. ont développé en 1993 un biocapteur immunoélduimtique pour la détection
de la saxitoxine (PSPY. Celui-ci utilise des anticorps marqués avec Uneage oxydase qui
permet de détecter I'eau oxygénée formeée lors @eut de glucose dans le milieu. Cette
technique a été appliguée aux autres familles xiede (DSP et ASP) et améliorée grace a
l'utilisation de la phosphatase alcaline etgdaminophényl phosphate respectivement en tant
gue marqueur et substrat. De cette facon, le peteappliqué est plus faible et permet
d’obtenir des limites de détection de 1,5 et 2 ng'mespectivement pour I'acide okadaique
et 'acide domoique avec un temps d’analyse deenmainute$®®. Plus récemment, Campets

coll ont amélioré le systeme ampéromeétrique accrochargiélectrode (SPE) pour atteindre

une limite de détection de 0,06 ng.fhour un temps d’analyse de sept & huit hétites
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En 2004, Michelet coll. ont décrit un immunocapteur capable de détecterdsence d’acide
domoique dans la chair de coquilld§e Celui-ci utilise des électrodes imprimées par
sérigraphie (SPE) comme transducteur pour la vaitéime impulsionnelle différentielle
(DPV) et se base sur un test immunologique de tgpepétitif a partir d’anticorps
monoclonaux. Avec une réponse linéaire entre ®etg/mL” et une limite de détection de 5
ng.mL?, le capteur est bien en dessous de la limite neeimutorisée mais d’une efficacité
moindre que celle obtenue par Carter et ce aveemps d’acquisition plus important (trois

heures contre trente minutes).

Les immunocapteurs basés sur la résonance desquiage surface (SPR) sont aussi trés
étudiés. C’est le cas pour I'équipe de &tucoll. qui a publié en 2005 ses travaux concernant
la détection d’acide domoique (AD). Elle utilisesdanticorps anti-AD monoclonaux et une
plateforme SPR. La méthode s’avére quatre fois phunsible que les tests ELISA effectués
avec le méme anticorps pour atteindre une limitelétection de 0,1 ng.mL. De plus cette
techniqgue permet d'utiliser un méme capteur pengdnsieurs cycles et celui-ci reste
opérationnel aprés deux mois de stock¥ge

Si les études précédentes se cantonnent au laiberdes travaux de Stevems coll. ont
permis de tester un dispositif similaire sur lerder. Ces dispositifs sont en effet plus
facilement miniaturisables. Avec une limite de détn de 3 ng.mL, ce systéme est certes
un peu moins sensible mais permet d’analyser ledyiis marins et 'eau de mer directement
sur les lieux de cultures et reste en dessousetils séglementairé?’.

Llamaset coll ont développé un dispositif permettant de quientib présence des DSP grace
a un dispositif SPR. A partir d’'un mélange polyabd’anticorps anti acide okadaique ils ont
mis au point une méthode avec une limite de déecte 126 ng.mt, ce qui est en dessous
mais trés proche des limites réglementaffes

La derniere classe de transducteur est celleartililes propriétés acoustiques. Tatgoll.

ont élaboré un immunocapteur utilisant une micrabed a quartz (QCM) avec des anticorps
monoclonaux anti-acide okadaique (OA). La limitedé¢ection obtenue est de I'ordre de 1,9
ng.mL* ce qui n'est pas satisfaisant pour une limite [Ege 160 ng.g. Néanmoins aprés

optimisation cette limite a pu étre améliorée cfacteur cing cent§®.
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L’ensemble de ces résultats est regroupé dansbledias.

Transducteurs Seuils de Espéces | Références Commentaires
détection cibles
Electrochimiques | Ampérométrique| 2 pg.mL* STX (PSP) Carté¥ Capteur réutilisable
1,5 ng.mL* AO (DSP) Kreuzéf* Temps d’acquisition court (30min)
2 ng.mLt AD (ASP)
0,06 ng.mr* AO (DSP) Campd&™ | Sensibilité élevée
Voltammétrie 5 ng.mL! AD (ASP) Michel Chair testée directement
0,1 ng.m[* AD (ASP) YU Anticorps  monoclonal, compétitif,

recyclage du capteur

Optiques SPR 3 ng.mL) AD (ASP) Stevend’ Portatif, chair ou eau de mer testdes
directement

126 ng.mC* AO, DTX1 et 2| Llamas™ Anticorps polyclonaux, surestimation
(DSP)
Acoustiques QCM 1,9 pg.mt* AO (DSP) Tand* Sensibilité faible
(4 ng.mtyH*

* Valeur calculée a partir du facteur d’'améliorationdiqué par l'auteur.

Tableau 5 : Comparatif des immunocapteurs pour la dtection de phycotoxines.

A lissue de cette étude bibliographique, nous pms$\vaire les remarques suivantes :

Les capteurs électrochimiques montrent une bonneilskté et un temps d’acquisition
relativement court, 30 minutes au lieu de 24 hepoes les technigues conventionnelles type
test souris. De plus, leur miniaturisation leurmpet d’étre un excellent candidat pour en faire
des capteurs capables d’étre utilisés sur le terrai

Les capteurs optigues, et notamment la SPR, serutéds tres efficaces pour la détection de
toxines et particulierement de I'acide domoique PAS.a trés bonne sensibilité de détection
(0,1 ng.mLY), le développement d’une version portative, laspimkté de régénérer le capteur
et leur durée de vie sont autant d’avantages pette méthode.

En ce qui concerne les capteurs acoustiques,xlsté&epas, a notre connaissance, d’études de
détection de phycotoxines avec un transducteuypmi $AW. Si ce type de capteurs reste, a
I'heure actuelle, moins performant en terme deibéitg, il est peu colteux et parfaitement

adapté a la détection de phycotoxines en milieumtar insensible aux ions.

2.4 Mise en place d’'un dosage de petites molécules

La mise en place d’'un dosage de petites moléc@esiptest immunologique ELISA ou par
un immunocapteur nécessite d’obtenir préalablerdestanticorps spécifiques dirigés contre

celles-ci. C’est un processus long faisant interveles compétences dans de multiples
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domaines allant de la chimie de synthése a l'imrugie. Les étapes clés décrites ci-

dessouS* sont représentées sur la Figure 18.

Figure 18 : Différentes étapes de la mise en pladiein dosage immunologique.

2.4.1 Hapténe et couplage

Une molécule antigénique est une molécule qui se §ipécifiquement a un anticorps.
Cependant, certains antigenes ne peuvent susgifgotluction d’anticorps par eux-mémes.
Une molécule est dite immunogene lorsqu’elle peduire une réponse immunitaire une fois
administrée a une personne ou un animal. En patiseules les molécules possédant une
masse molaire supérieure & 1000 Da sont complétémemunogéne's?

Les petites molécules organiques, comme les phyic@® ne sont pas immunogénes.
Cependant, des anticorps peuvent étre produitsrecald telles molécules si elles sont
couplées de maniére covalente a une protéine serteu

Ces petites molécules, qui seront couplées a uoeipe, ont été appelées hapténes par
limmunologue Landsteinél® qui les étudia le premier au début des année§.199 mot
haptene vient du greeapteinqui signifie attacher, nouer. L’hapténe est doncanalogue
structural synthétique de la molécule a doser.

Le design et la synthese de I'hapténe sont détamsinpour la mise au point d'un dosagfe (
section 2.5).
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Une fois la synthese de I'haptene acheveée, ce ateesit couplé a une molécule porteuse,
généralement une protéine porteuse, type BSA (Bo8erum Albumine), afin d’obtenir un
conjugué protéine-hapténe et de réaliser ensuttenlinisation des animaux.

2.4.2 Immunisation

L’étape d'immunisation correspond a l'injection clanjugué protéine-haptene a un animal.
Le choix de I'animal héte n’est pas fondamentailts rsouris et lapins sont les plus utilisés car
facilement manipulables. L'immunisation se fait pamjections répétées par voie

intradermique ou intramusculaire, a quelques sessathintervalle. Lors de ces piqgQres de
rappel, difféerents couples protéine-haptene peueamst utilisés pour améliorer la réponse

immunitaire. L’ensemble du processus s’étend gésr@ent sur période de trois mois.

2.4.3 Purification des anticorps

Une fois I'étape d'immunisation terminée, les amps polyclonaux dirigés contre le
conjugué protéine-hapténe sont largement majagalt s’agit d'immunoglobulines G (IgG).
Néanmoins, le sérum peut étre purifié de fagonl@ven certaines protéines inutiles pour la

suite des expériences (IgM, albumine, anticorps@ntéine porteuse...).

2.4.4 Tests sur le sérum

Les tests sur le sérum permettent de vérifier mesacaractéristiques des anticorps obtenus
comme l'affinité, la spécificité ou le titre. Cerdales données importantes pour déterminer la
sensibilité du futur dosage. Ces tests ont aussi pat d’étudier les réactions croisées a

I'origine de faux positifs et de faux négatifs gaiuvent altérer les résultdts

2.4.5 Validation du test

Pour s’assurer de leurs fiabilités, tous les dosalggvent subir des tests de validation. Les

résultats obtenus avec un dosage immunologiquecsonparés avec ceux issus d’'une autre
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méthode de dosage (HPLC, GC/MS...). Le dosage n'aktlés que si les résultats sont
concordants.

2.5 Conception de I'haptene

Les couplages a une protéine porteuse type BSA/epelétre réalisés avec une fonction
présente sur la molécule cible ou avec un brascesp#&nctionnel. L'ensemble destiné a étre
couplé a la protéine porte le nom d’hapténe. Il gorte donc : la molécule cible, un bras
espaceur et la fonction de couplage (Figure 19)ndue de molécule cible sera donné aux
molécules libres devant étre dosées et qui devigrdes antigenes pour les anticorps obtenus
a partir des hapténes.

fonction
| couplage

HAPTENE

Figure 19 : Schéma d'un hapténe.

Pour concevoir ces haptenes, divers parametresagm@ndre en compte : les fonctions pour

le couplage, le bras espaceur (nature, longuens) que le point de fixation.

2.5.1 Fonctions pour le couplage

Les fonctions amine et acide sont les plus adapggeslles permettent de créer une liaison
peptidique avec respectivement les fonctions aetdemine libres présentes sur les acides
aminés lysine, acide aspartique, des protéine®yses. Les fonctions thiols peuvent elles
aussi étre utilisées pour former des ponts disedftit Dans tous les cas, les fonctions

caractéristiques des molécules cibles ne doivestéb@ masquées, ce qui entrainerait une
diminution de la sélectivité des anticorps.
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2.5.2 Bras espaceur

2.5.2.1Nature et longueur

Le bras espaceur qui éloigne la molécule cibleaderdtéine doit étre constitué d’'une simple
chaine hydrocarbonée ni trop longue, ni trop coun® présentant pas de groupements
reconnaissables par les anticorps.

Si le bras est trop court, il y aura formation dieorps qui reconnaitront le couple protéine-
hapténe ou la protéine, mais pas la molécule cible.

Un bras espaceur trop long donnera des phénoménesptiement de I'haptene vers la
protéine. Le rble du bras espaceur est donc d&cHnapténe de la protéine afin d’assurer
une meilleure présentation de celui-ci.

D'aprés SzurdoKi® le meilleur compromis est obtenu par un bras @spaconstitué d’'une
simple chaine carbonée dont la longueur idéaleitgerait entre deux et cinq atomes de

carbone.

2.5.2.2Points de fixation

La nature du bras espaceur étant défini, il fagisthun point de fixation. Il peut étre placé
soit sur un hétéroatome, soit sur un atome apEarteu squelette carboné.

La fixation du bras espaceur sur un hétéroatome(N,) va a I'encontre d'une bonne
spécificité du dosage. En effet, une fonction amiealcool sont des sites de reconnaissance

trés importants pour les anticorps.

Il est préférable de fixer le bras espaceur sagielette carboné. Ceci entraine des difficultés
supplémentaires lors de la synthése mais la séléctt sensibilité optimales pour le dosage

en dépendent.
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L'objectif de cette thése, a terme, est de mon&daisabilité d’'un immunocapteur a ondes
acoustiques dédié a la détection rapide de phyaoésxde la famille des ASP. Pour cela, il
faut disposer d’anticorps dirigés contre I'ensemidss toxines de cette famille. Cependant les
anticorps correspondants ne sont pas disponiblesncercialement et les quelques exemples
décrits dans la littérature’*?° ne permettent le dosage que de I'acide domoiqaasze
travail, nous avons recherché une approche plusdbal visant I'obtention d’anticorps
dirigés contre la partie commune a toutes les teside la famille des ASP (Figure 20) afin
de disposer d’anticorps capables de détecter sanalnent toutes les toxines (répertoriées ou

non) de cette famille.

CH,
»(_/—/ ~—COOH 2~ s COOH
nooc— )\ &
CH, N COOH N COOH
H H
Acide domoique Partie commune

Figure 20 : Acide domoique et partie commune desSP.

Comme nous venons de le voir (section 2.5), laymtioh d’anticorps dirigés contre de
petites molécules nécessite la synthese d’haptgoeseront ensuite greffés sur une protéine
porteuse. La conception et la synthése de ces mhepteeront présentées dans ce chapitre,
ainsi que les réactions de couplage permettant télmb les immunoconjugués

correspondants.

3.1 Design de I'haptene

La mise au point d'un dosage immunologique de dfacilomoique a fait I'objet de divers
travaux dans la littératufe™*° Cet acide peut étre considéré lui-méme commeapiehe et
donc étre greffé directement sur une protéine pedepour produire des anticorps
spécifiques. La présence de quatre fonctions rémct{trois acides carboxyliques et une
fonction amine) aboutit a autant de sites de foraet donc a une perte de spécificité et de
sensibilité. Pour éviter ces inconvénients, I'équge Garthwaite a développé une méthode

sélectivevia la fonction amin&®.
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Le choix que nous avons fait est de produire désaps contre 'ensemble des toxines de la
famille des ASP et donc contre la partie commuragsdnotre cas le cycle pyrrolidinique
fonctionnalisé (Figure 20). Le couplage devra alsisffectuer grace a une fonction
carboxylique libre autre que celles de la partimcmne.
Afin d’optimiser la présentation de I'haptene awstéyne immunitaire, il est nécessaire de
I'écarter de la protéine porteuse. C’est le linker bras espaceur, qui assure cette fonction.
L'extrémité du bras espaceur comporte une fonctioie carboxyligue qui permettra un
couplage sélectif avec la protéine porteuse, sassjoer la partie commune.
La structure théorique de I'hapténe envisagé est deprésentée Figure 21.

/COOH

Hooc— bras | - @,GOOH
espaceur 4 2
N

\

H

Figure 21 : Structure théorique de I'hapténe.

Cette structure pose un probleme évident avecsepice de quatre groupements susceptibles
de réagir avec la protéine lors de la réaction aégplage. D’'un coté les fonctions acide
peuvent réagir avec les fragments lysines de I&m® porteuse (par exemple BSA), tandis
gue la fonction amine peut créer une liaison pépiiel avec les carboxyles des résidus
glutamate ou aspartate. La synthese mise en jedomna néecessiter la protection des trois
fonctions du cycle pour ne conserver qu'un se@d gactif a 'extrémité du linker. De plus,
les groupements protecteurs doivent pouvoir étneidks en une seule étape si possible, sans
dénaturer la protéine porteuse.

Ainsi la structurecorrigéede I'haptene peut étre schématisée de la facoarsie (Figure 22).

Acide carboxylique

libre pour couplage
l E/COOGPl
bras ; i
HOOC— i, Fonctions réactives
espaceur ‘O‘COOGPl protégées
N\
GP,

Figure 22 : Structure "corrigée" de I'napténe.

3.2 Synthése de l'intermédiaire « clé »
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L’'obtention de I'haptene met en jeu une synthésdtiétapes a partir d'un produit
commercial peu colteux, ldarans4-hydroxyLl-proline 1, choisie pour son analogie
structurale avec la partie commune des toxinesadéamille des ASP (Figure 23). La
difficulté de cette synthése réside dans la présdedrois centres asymetriques G et G ;
seule la stéréochimie du, @tant établie sur la molécule de départ. La grateepose sur
'obtention d'un intermédiaire « clé » présentamt gositions 2- et 3- les groupements
équivalents a ceux présents sur la partie commeaséA\&P, sous leurs formes protégées ainsi
gu’une fonction cétone en position 4-. Celle-ci permettre de créer une liaison C-C par

réaction de Wittig afin d’intégrer le bras espac&la molécule.

/Cooepl /Cooepl
Hooc—]| bras 1A _cooer O \_.COOGP HO.,, COOH
espaceur ’@/ 1 —— ﬁ/ 1| —» O/
N, N N\
GP, GP, 1 H
Intermédiaire "clé" trans-4-Hydroxy-L-proline

Figure 23 : Rétrosynthése.

3.2.1 Protection des fonctions acide et amine

Basées sur les travaux de Ganorkar, les premiéipsde synthese permettent de protéger
les fonctions acide et amine dettans-4-hydroxyL-proline®*. Habituellement, les groupes
utilisés pour protéger les acides carboxyliguele®tamines secondaires sont respectivement
les groupementsbutyle et benzoyfé® Dans notre cas, I'étape de déprotection ayant lie
apres couplage sur une protéine porteuse, lestecmmglde clivage de ces groupes, utilisation
d’acide chlorhydrique ou trifluoroacétique, pouerati s’avérer inadéquates car elles
risqueraient de dénaturer la protéine. Des conditiplus douces étant nécessaires, les
groupes benzyloxy-carbonyle (Cbz) et benzyle (Bel)yés par simple hydrogénation

catalytique, ont été choisis.

HO/,,,,O/COOH HO//,,,O/COOH b HO/,,,_O/COOBI’I
a. .

\ N

H Cbz Cbz -
1 2 3

Figure 24 : Etapes de protection.
a.) CbzCl, NaOH/KD, 0°C, 5h. 95%; b.) BnBr, Nal, NaHGMMMF, reflux, 12h. 59%.
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Dans un premier temps le chloroformate de benztl@jeuté a la proling dans une solution
aqueuse d’hydroxyde de sodium. Le comp@sébtenu de facon quasi quantitative, est alors
mis en présence du bromure de benzyle. Ces deprsétanduisent au prodltavec un

rendement global de I'ordre 60%.

3.2.2 Oxydation de la fonction hydroxyle

L’oxydation du groupe hydroxyle est réalisée erspnge d’anhydride trifluoroacétique et de
diméthylsulfoxyde dans le dichlorométhane en w@tilida triéthylamine comme base selon les

conditions de SwerA>*?4

HO... O/COOBn Oﬁ/COOBn
N a. ou b. N

\ _— \
Chz Cbz
3 4

Figure 25 : Oxydations.
a.) TFAA, DMSO, EEN, DCM, -78°C, 5h. 55% ; b.) TEMPO, Eau de JavaelHTO;, DCM, 12h. 37%.

Les rendements moyens (55%) nous ont conduitser tese méthode alternative mettant en
jeu I'eau de Jav&l. Cette derniére n'a pas apporté d’amélioratiorailet ni sur le degré de

pureté ni sur le rendement du produit obtenu.

3.2.3 Alkylation

L’alkylation est une étape importante dans la sys¢hdes hapténes car elle permet de
conduire a ntermédiaire clé6 proche de la molécule cible désirée sous sa fpnotégée. |l
faut que la réaction soit régiosélective sur ldoae G ena- du carbonyle et stéréosélective.
En effet, la stéréochimie relative,-Cs trans est déterminante pour une bonne adéquation

entre 'haptene et la partie commune des ASP (EigQy.

3.2.3.1Régiochimie

La réaction de Stork permet d’accéder au progpar I'intermédiaire d’'une énamine (Figure
26)%°. Les travaux de Baldwin avaient permis d’accédeesicomposés similaires ayant pour

seule différence la nature des groupements proestiée
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La formation de I'énamine par réaction de la pydiok sur la cétongl est réalisée en
présence de tamis moléculaire selon la procédurdteldar Hollada¥}?®. L’eau formée au
cours de la réaction est un facteur limitant diotenation de I'’énamine. Diverses techniques

existent mais le tamis moléculaire est 'agent giésitant le plus communément utifigé

_-Co0Bn
OQO,COOBn a. ( N@,COOBn b.  O=_"\_~COOBn
—_— _ >
N N, c. N,
‘Chz Cbz Cbz
4 5 6

Figure 26 : Alkylation de Stork.
a.) Pyrrolidine, tamis moléculaire (4 A), benzé®@% ; b.) Bromoacétate de benzyleQO;, ACN, reflux, 30
h ; c.) Acide acétique, chloroforme, 20 h. 28%.

La structure de I'’énamin® est confirmée par RMNH et **C : le spectré®*C montre un pic
(CH) a 83 ppm correspondant a un carbone éthylénifans le cas de la formation de
I’énamine avec la double liaison en position 4-cagbone aurait eu un déplacement chimique
tres proche de celui du carbone 4 (130-150 ppm)rélagtion conduit donc a un unique

intermédiaires (Figure 27).
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11_10

121 iN z COOCH,Ph
13 4 5 7 9
N\
Caromatiques 5 COOCHzph
(Ph) = 6 8
C10
Cis 11
12
CS
Cquaternaires Cg
(Ph) X .
cC, C,
2(|)0 1 éO 1 éO 1 210 1 éO 1 (])0 8|0 6I0 4]0 2!0 (3 pPpm

Figure 27 : Spectre RMN*C du composé 5 (CDG] 75 MHz).

Par action du bromoacétate de benzylessguivi d’'un traitement en milieu acide, on aboutit
a la formation d’un seul produit d’alkylation ensition 3-, le composé™°.

3.2.3.2Stéréochimie G-C;

Dans la littérature, Holladagt coll %8

ont décrit I'alkylation de I'ester méthylique deN-
Boc-4-oxo-L-proline par le bromure d'allyle et omtbtenu un mélange de produits
monoalkylés ¢is'trans 1:2) déterminé par RMRH.

Par contre, Baldwiret coll. montrent qu’une alkylation, par le bromoacétatd-tatyle sur
des composés similaires, aboutit a la formatiomdinique isomére de configuration-Cs
trans lls observent et justifient la particularité dgsectres RMN?C, sous la forme de deux
pics pour un méme atome de carbone, par la présiencgamerées’.

Falk et coll ont montré, par ailleurs, lors d’'une étude appndfe sur les conformations de
I'acide kainique, que celui-ci en solution, se prés sous la forme d’'un mélange complexe

de conformeres avec des stabilités énergétiqusspi@ches : (25 conforméres ayant des
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différences d’énergies de I'ordre de 2 kcal.MoLa présence d’un hétéroatome au sein d’un
cycle entraine une barriére énergétique de pseatdtiem suffisamment faible (<2 kcal.ril

permettant I'équilibre entre les divers conformérBar contre, la présence d'un groupe
encombrant sur I'hétéroatome va conduire a l'audaiem de la barriere énergétique entre

les conforméres. La distinction de ceux-ci devignts possibfe™.

3.2.3.2.1Etude RMN®C

Le spectre RMN"™C du composé révéle la présence de deux pics pour les atomes de
carbone G GC;, G5 et Go (Figure 28) ce qui peut laisser supposer la présales deux

stéréoisomeresis ettrans

208.0013
207.9577
207.2450
206.6049
170.9163
170.3781
170.1163
——153.9775
135.7731
135.3440
134.9367
1.0189

2

_/~154.7775
134.6095

—128.6092

—77.1600

2
;

Figure 28 : Spectre RMN 13C du composég 6 (CDgI75 MHz, 25°C).

Afin d'établir la structure du produit d’alkylatiof, différentes études ont été menées. Dans
un premier temps, nous nous sommes intéressés @yposé 2 pour lequel aucun
stéréoisoméreis/trans n'est possible. Le spectre RMNC dans le CDGl a température
ambiante montre un dédoublement de plusieurs pigsie 29). L’encombrement de I'atome
d’azote fonctionnalisé avec le groupement benzyaryonyle conduit & I'apparition de deux

conformeéres.
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Figure 29 : Spectre RMN*C du composé 2 (DMS@;, 100 MHz, 25°C).

Une étude RMN en température du comp®s#ans le DMS@ montre un phénomeéne de

coalescence des pics au fur et a mesure de la ementiempérature (Figure 30).
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N
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Figure 30 : Effet de la température sur le spectr&MN **C du composé 2 (DMS@;, 100 MHz).

Une analyse similaire a été conduite sur le prodhaikylation 6 dans le DMk (Figure 31).
De nouveau, une coalescence des pics d’'un méme atervarbone est observée, justifiant la

présence de conformeres plutdt que celle de déms&meres.
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Figure 31 : Effet de la température sur le spectré’C du composé 6 (DMf,, 100 MHz).

3.2.3.2.2Etude RMN*H

Une étude RMN 2D a été réalisée dans le cas du aa#gp La carte de corrélation HMQC
'H-13C a permis d'attribuer sans ambigtiité les signaes différents atomes de carbones et

d’hydrogéne, notamment ceux des carbong€{ainsi que des protons,HHs (Figure 32),

particulierement intéressants pour la suite deenétinde.
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Figure 32 : Corrélation HMQC du composé_6 (CDCJ, 300MHz).
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Figure 33: Spectre RMN'H du composé §CDCl;, 75 MHz, 25°C).
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Toutefois, dans ces conditions, il n’a pas été iptess'évaluer la constante de coupldde.

ns déterminante pour établir la stéréochimie dedrmeédiaire clgFigure 33).

Une élévation de la température et un enregistreohespectre a 400 MHz permet d’obtenir
une analyse plus fine du spectre RMN Ainsi, le spectre du produitdans le CDGla 60°C
(Figure 34), permet de visualiser un doublet apph avec une constante de couplage de

5,67 Hz.

60C serHz

Figure 34 : Spectre*H du composé 6 a 60°C (CDGJ 400 MHz).

Les valeurs obtenues dans le CPS§iint en accord avec la stéréochirrens du composé
pour cette gamme de produits. En effet, on obdeab#uellement des constantes de couplage
comprises entre 2 et 6 Hz pour les isoménaass et entre 8 et 9 Hz pour les composiss Sur
une structure chimique tres proche, les travauxBdklwin montrent une constante de

couplage mesurée de 5,5 Hz (Figure*35)

/COOtBu

OQ@/COOtBu 3,10 = 5.5 Hz
N

\
COPh

Figure 35 : Travaux de Baldwin.

Il est intéressant de signaler les travaux de Maug& la stéréochimie de la 3-
méthylproliné® pour comprendre les variations des valeurs delagapet par conséquent la
difficulté d’attribution de la stéréochimie, poue ¢els systemes. En effet, ceux-ci montrent
gue les composeésis ettrans non substitués sur I'atome d’azote possedentaestantes de
couplage trés proches (7,2 et 7,7 Hz) (Tablead 6)nverse, en substituant I'hydrogene de
'amine par un groupement acétyle, les constaneesaliplage deviennent caractéristiques
d'un stéréoisomere. La faible différence de cetliepour les formes libres s’explique par la
flexibilité du cycle, les valeurs observées coreegfant alors a un effet moyen. Par contre

'encombrement de I'atome d’azote donne des strastyplus rigides et donc des angles
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diédres suffisamment différents entres les isomé&sasttrans pour conduire a des constantes
de couplag€Jus-ns caractéristiques de chacun des isoméres (respeivt 7,9 et 5,1 Hz).
Ceci illustre I'importance de la substitution dettme d'azote lors de I'étude de ces

COMpOSES.
Formes libres Me Me
é,COOH O,COOH
N\ N\
H H
Constantes de couplage 7,2 7,7
3\]H2-H3 (en HZ)

Formes substituées Me Me
(encombrement de I'atome COOH O/COOH
d’azote) N, N,

Ac Ac
Constantes de couplage 7,9 51
3JH2-H3 (en HZ)

Tableau 6 : Etude de Mauger sur la 3-méthylproline.

3.2.3.2.3 Etude RMN NOESY

L’étude RMN NOESY est une méthode classique, lasggnutilisée, pour déterminer la
stéreochimie des composés. Cependant, en sériguaja flexibilité conformationnelle du
cycle pyrrolidinique est telle que I'effet NOE peslaverer difficilement observable. Ainsi,
I'expérience NOESY sur le compo8&’est révélée infructueuse.

Le traitement de la céton@ par le borohydrure de sodium, dans le méthanobreduit,
stéreosélectivement, a I'alcogd (Figure 36). L'attaque de I'hydrure sur le carblengrocede
du coété le moins encombré (c6té opposé au groudesstaTt en position -2), donnant ainsi un

composé & la stéréochimie-C;, cis bien établie par Baldwin sur un dérivé similaite

:/COOBn /COOBn
: a. :
OvCOOBn - HO\O/COOBH
N\ N\
COOBn COOBn
5 6a

Figure 36 : Réduction du composé 6.
a.) NaBH, MeOH.

L’étude RMN NOESY du compos@a, a pu étre ensuite réalisée (Figure 37). Elle perm
d’observer les corrélations des protons séparéwe diistance de 2 a 4 A, quel que soit le
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nombre de liaisons entre eux, ce qui est le cas f@suprotons bl Hs, Hs et Hyo. Le fait
d’étudier une petite molécule ainsi que les nombreonformeres possibles rendent
l'interprétation particulierement difficile. Néaning, I'analyse de cette étude permet de
récolter plusieurs informations importantes. Liatition des protons est possible grace a
I'utilisation d’une cartographie 2D HMQ&H-°C.

Les protons kb montrent une corrélation entre les protonse H, avec une intensité trés
importante. D’autre part le protongsiHe montre pas de tache de corrélation avedid peut

aussi noter I'absence de corrélation entseet (Figure 37).

TIT71 T T
Jproject Y 1
S,W H, /H4 LJ Hio Hs ",1;0
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g i N/ VARV N A o~ - / \___ M —
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| Hy-Hyo / HyHyg Y >
o H
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HO COOCH,Ph
H2 \\\,,,,
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(= | e
o .
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— . — —
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Figure 37 : Expérience NOESY sur le produit 6a.

Les corrélations sont visibles lorsque les proteost relativement proches spatialement
malgré I'absence de liaisons proches. C’est lepcas les couples de protons-Hip et Hi-
Hio. Ceci permet de confirmer que les protongHd et Ho se trouvent d’'un méme c6té de la
molécule. D’autre part, dans le cas d’'un compns€&€,-Cs, les protons I seraient éloignés

des protons Het H, conduisant a I'absence de corrélations. Or cellssitt bien visibles.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Baldimigalisés lors de la synthése d'acides

aminés analogues de l'acide kainique. Ainsi nowns\pu établir de fagcon non ambigué la
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stéréochimie relativerans C,-Cs du compos&™®°, déterminante dans I'activité neurotoxique

des composés de la famille kainoide.

3.3 Syntheése de I'hapténe 12 _

A partir de I'intermédiaire clé, il est possible d’introduire un bras espaceur, graation
d’une liaison C=C, par réaction de Wittig sur ladton carbonyle. Ce bras espaceur devra

étre terminé par une fonction acide carboxyliqueyirgcouplage a la protéine porteuse.

3.3.1 Réaction de Wittig

De la taille du bras espaceur va dépendre I'espaceentre la protéine et la molécule cible.
Pour une bonne reconnaissance de celle-ci, la éamgde l'espaceur est généralement
comprise entre 2 et 5 atomes de carbone (sectn 2.

Dans la littérature, plusieurs exemples de réastn Wittig a partir d'ylures de phosphore,
de tailles variables, présentant une fonction at&minale ont été rapportés. Il est donc
possible d’envisager I'obtention de plusieurs hapseen changeant uniquement I'ylure de
départ (Figure 38).

—COOBnN ~——CO0Bn
HooC oL
(CH 2) n
COOBn = COOBnN

N N
\ \

Cbhz Chz

6

Figure 38 : Réaction de Wittig.et réduction

Sopel®* et Soyka® ont décrit des réactions de bromures de phosphonals que le
carboxypropyl-, butyl-, pentyl-, hexyl- bromure tigphényl phosphonium, respectivement,
sur un aldéhyde et des cétones. Un excés de lmasaunléophile, (NaHMDS ¢tBuOK) par
rapport a I'ylure est utilisé. Les rendements obsesont compris entre 70 et 90 % (Tableau
7).
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Sopet* OH Carboxypropyl (2,2) NaHMDS
Q\’Hx\zo (4.)
TBDMSO M= 0’@
TBOMSO
Soyka™® AcHN N Carboxypropyl (1,2) t-BuOK (3,6) 74%
(o Carboxybutyl (1,2) t-BuOK (3,6) 86%
°© Carboxypentyl (1,2) -BUOK (3,6) 72%
Carboxyhexyl (1,2) t-BuOK (3,6) 69%

Tableau 7 : Réactions de Wittig.

Nous avons donc effectué des essais préliminairepagir du bromure de (3-
carboxypropyl)triphénylphosphonium, du compo§éet d'un excés de¢-BuOK ou de
LiIHMDS. L'analyse RMN'H du mélange brut a montré une absence de groupeinenzyle

et benzyloxycarbonyle. La faible réactivité desrgtupeut étre a I'origine d’une réaction trop
lente pouvant conduire a la disparition des growgrgmprotecteurs par la base, présente en

large exces. Cette voie a donc été abandonnée.

3.3.2 Réactions de WEH avec le diéthylphosphonoacét ate de t-butyle

La réaction de Wadsworth Emmons Horner (WEHnet en jeu des carbanions formés a
partir de phosphonates qui sont plus nucléophileslgs ylures de phosphore et permettent
donc une réaction plus rapide. Les conditions dpi&es sont relativement douces, et ne
nécessitent pas d’'exces de base, méme avec legséto

En 2006, Ganorkar a fait réagir une cétone pynmldie substituée, par un groupe ester de
benzyle, avec du cyanométhylphosphonate de diéttytiy LIHMDS (1,1 : 1) en solution
dans le THF. La réaction a lieu avec de trés benslements (90%) sans dégradation des

groupes protecteurs (Figure 58)

CN
(0]
T><C008n (EtO)ZPOCFECN COOBn
N > N
\ i _78°
- LIHMDS, -78°C \Cbz

Figure 39 : Réaction de WEH réalisée par Ganorkar.
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Nous avons alors étendu ce travaill au cas de nétugle et choisi d'utiliser le
diéthylphosphonoacétate tiutyle car les esters debutyle sont clivés en milieu acide, ce
qui n'affecte pas les groupements protecteurs bbexggarbonyle et benzyle (Figure 40).

/—\
Fonction acide
liore goon ——COO0Bn COOtBu,coosn +—COO0Bn
- - y
cooBn =————>» cooBn > bﬁcoosn
N N
élbz \Cbz Et0— P
hapténe 12 eo ° §

tBuO
Fonction acide
Figure 40 : Rétrosynthése de I'hapténe 12 par réadon de WEH.
Le diéthylphosphonoacétate ddoutyle, en présence de LIHMDS a -78°C dans le THF,
conduit a la formation d’un carbanion qui réagit lsucétones, a température ambiante, pour

donner un mélange des dérivés éthyléniques isorigBest 9 (Figure 41).

COOBn COO0Bn COOBn _Cooen
- {BUOOC / tBUOOC {BUOOC
o 00BN COOBn COOBn )\O,coosn
N - -
: “Cbz
6 Cbz 7 9
Exo Endo 1 Endo 2 (énamine)

Figure 41 : Réaction de Wadsworth Emmons Horner.
a.) (EtOyPOCHCOOtBu (1,2 éq.), LIHMDS (1 éq.), THF, -78°C. 28%

Chacun de ces composés a pu étre caractérisé pbr RIMC ainsi que par RMN 2D
(HMQC).La proportion relative de ces composés varefonction du temps de réaction
(Tableau 8).

Apres 3 heures ou 7 heures, on observe la formdticcomposé éthylénique atteneko? et

en moindre quantité celle de son isome@mdo 29. L'identification et la proportion relative de
chacun de ces composés ont été établies par BMB partir du déplacement chimique et de
l'intégration des singulets des protons éthylénsgad,40 ppm pour I'isomeet 5,60/5,67
ppm pour I'isomerd (Z etE). Une analyse CCM montre des Rf tres proches ertte de la
cétone initiale6 et celui du composé, ce qui ne nous a pas permis de les séparer par
chromatographie liquide.
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Apres 13 heures, la consommation totale du pratudépart est observée. Les comp@séis
8 sont isolés et purifiés par chromatographie ligudr colonne ouverte, avec comme éluant

un mélange pentane/éther (6:4).

4 Temos COOBN COOBN COOBn COOBn
Entree p E/ tBuOOC E/ tBuOOC tBuOOC =/
de o s.O/COOBn }\O/coosn 7 COOBN )\O,coosn
réactions N H N H N H \ N
*Chz Exo Cbz Endol ‘cpz Endo 2 (énamine) Chz
6 7 8 9
1. 3h 11%° 26% - 2%°
2. 7h 5%° 26 % - 5%
3. 13h - 28% 13% -
4. 20h - 7% 30% -

a. Evaluation par RMN'H..
Tableau 8 : Isomeéres obtenus en fonction du temp®déaction.

L’optimisation des conditions opératoires a conduitn temps de réaction de 13h pour isoler

le produit7 avec un rendement de 28% (ligne 3 du Tableau 8).

3.3.3 Réduction sélective avant couplage

Afin d’obtenir un hapténe présentant la stéréoohir-C, cis/trans déterminée avant
couplage a la protéine, une réduction sélectivéad#ouble liaison du compogé par CuH
préparén situ en présence I'hydrure de sodium bis(2-méthoxyétfauminium (Vitride®) a
éte envisagée. Cette méthode est utilisée pourireédie facon sélective les esterss

insaturées en leurs analogues saturés.

La procédure générale est celle décrite par Sehadeét coll. en présence de bromure de

cuivre dans le butan-2-ol et le THE(Figure 42):

CO,Me a. CO,Me
> < > 92%
N

H
CO,Me CO,Me

Figure 42 : Exemples de réduction avec le Vitride
a.) CuBr, THF, Vitridg, butan-2-ol, 0°C puis -78°C.
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Plusieurs tentatives de réduction avec le Viftidat été effectuées (Figure 43) & partir du
composé/:

_CO0Bn COOBn COOBN
tBuOOC E "CuH" tBuOOC 5 tBuOOC

COO0OBn COO0Bn ),,,, : COOBn
+
H
\ N\
11 Cbz

Figure 43 : Réduction sélective de la double liaiscavant couplage.
a.) CuBr, THF, Vitridé@, butan-2-ol, 0°C puis -78°C.

"N

Ces essais infructueux nous ont poussés a abardmetteevoie et a envisager la réduction de
la double liaison apres couplage a la protéine.

3.3.4 Déprotection de I'ester de t-butyle

hY

La derniere étape permettant d’'accéder a

hY

'haptEhealésiré, consiste a libérer I'acide

carboxyligue terminal par traitement a l'acide ltiiffoacétique (TFA) en présence de
triéthylsilane (Figure 44%. Il s’agit d’'une déprotection sélective du groupei-butyle sans

dégradation de la molécule, notamment des autresipgs protecteurs. Une simple
évaporation du solvant permet de récupérer I'hapiEnavec des rendements de l'ordre de

70-80%.

/COOBn P COOBn
tBUOOC HOOC
i COOBN a. COOBn
H > H
N N,
4 Chz 12 cbz

Figure 44 : Déprotection sélective du groupemerttbutyle.
a.) TFA, EtSiH, DCM, température ambiante, 16h. 78%

La disparition du pic caractéristique du groupemntdmityle (singulet autour de 1,5 ppm),
I'apparition d’un pic large au-dela de 8 ppm, d{paoton acide, ainsi que la présence des pics
relatifs aux protons benzyliques et aromatiqueS €,7 ppm) montrent la sélectivité de la
déprotection utilisée.

En résumé, deux méthodes ont donc été envisagées@aduire a un haptene (Figure 45)

mais s'est avérée positive.
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contrble stéréochimie
_-C00Bn _-Co0Bn -
tBuOOC HOOC C,-C,possible

)\O,coosn b. )\O,coosn
—_— H

COOBn

tBuooC  f

\_.COOBn
H COUPLAGE
COO0Bn
7 Cbz HoOC =/ /

COOBnN

N\
12 Chz

pas de contrble de la
stéréochimie C,-C,

Figure 45 : Schéma des deux méthodes possibles avi@acouplage.
a.) CuBr, THF, Vitridé@, butan-2-ol, 0°C puis -78°C ; b.) TFA,36iH, DCM, température ambiante, 16h.

Par contre, comme il n’est pas possible de vériidape de déprotection/réduction une fois
I'haptene couplé a la protéine, la réaction a étdrélée sur I'haptene librg2, non couplé

(Figure 46).

COOBn Ho0C _~COOCH
HOOC z H H
COOBn a S\ COOH
H _* . H
N N,
12 Cbz 13 M

Figure 46 : Essai de déprotection/réduction simultaées.
a.) H, Pd/C, MeOH.

L’étude RMN*H du composd3 montre la disparition des pics caractéristiquesptetons en
a- des benzyles (@,Ph), des protons aromatiques (Ph) ainsi que de®rnmovinyliques.
Cette étude a donc permis de confirmer la pertimate la stratégie mise en place pour la

déprotection et la réduction simultanées aprésiplage a la BSA.

Remarques Le proton H sur cette molécule présente un déplacement chintgue07 ppm
(Figure 46). Celui-ci apporte une preuve suppléaisnsur la configuratiotrans C,-C; de la
molécule. En effet, une régle empirique de Shirati&hpermet d’attribuer la stéréochimie
des molécules de la famille de l'acide kainiqudosttion du déplacement chimique observe,

supérieur a 4,2 ppm pour les compos8®t inférieur pour les composgans
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3.4 Synthese de 'haptene 19 _

La chaine latérale obtenue pour I'hapt&Bettant relativement courte (n=2), I'obtention d’'un
nouveau phosphonate pour augmenter la taille dudspaceur a été envisagée. Compte tenu
des résultats obtenus pour la synthese du preméihe, nous avons préparé le phosphonate

(17) possédant quatre atomes de carbones.

3.4.1 Synthése du diéthylphosphonocrotonate de t-butyle 17_

La synthese de celui-ci est effectuée, en deuxeéfap partir d’'un produit commercial peu
coliteux, le crotonate debutyle (Figure 47f°**? |l s’agit de la réaction radicalaire de Wohl-

Ziegler.

a.
b. 1]
X COOBu —= B COOtBU _— . EtO—R._ X -COOtBu
OFEt
15 16 17

Figure 47 : Synthése du phosphonocrotonate.
a.) NBS, DBP, CC| reflux, nuit. 55% b.) (EtQpP, 120°C, 5h. 48%.

Le crotonate det-butyle subit une bromation par réaction radicela& partir duN-
bromosuccinimide, au reflux dans le tétrachlorugecdrbone, en présence de peroxyde de
benzoyle (DBP). Ce dernier a été préféré a |'azsbimityronitrile (AIBN) dont I'effet
initiateur s'est avéré peu efficdtk Le composd6 est obtenu avec un rendement de 49%.
Pour des raisons de toxicité, des essais pour meméaction en milieux aquetix ont été
tentés. Le milieu devenant acide en présencl-tydroxysuccinimide formé, une partie du
produit de départ semble se dégrader (perte dypgmentt-butyle) et la réaction ne conduit
pas au produit attendu. Ces essais n‘ont dond@a®ersuivis.

Lors de la deuxiéme étape, la réaction d’ArbdZb¥? entre le triéthylphosphite et le
composél6, par simple chauffage a 120°C, conduit au diétinggphonocrotonate debutyle

17 avec un rendement de 48% (Figure 47).

3.4.2 Réactions de WEH avec le diéthylphosphonocrot  onate de t-butyle.

Si de nombreuses réactions de WEH sont décritbes amncernant les phosphonocrotonates

sont plutdt rares et mettent en jeu plus souvestali@ehydes que des cétones. De plus, la
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réactivité des phosphonocrotonates semble étredmoiue celle des phosphonoacétates. Les
bases les plus couramment utilisées, pour la féomadu carbanion, sont LiIHMD$!,
NaH“?144 BuLi ou encore LDA.

Ainsi, dans la littérature, Robinsomt coll***

présentent des réactions WEH de
phosphonoacétates d’éthyle ainsi que de phosphatonates d'éthyle sur la cyclohexanone
et la 2-méthylcyclohexanone, en présence de LiIHMD®me base. Les résultats indiquent
une moindre réactivité pour les phosphonocrotonaiesparés a celle des phosphonoacétates
pour un méme composé carbonylé (Tableau 9).

Ce manque de réactivité peut s’expliquer par lastaorie d’équilibre au moment de la
formation de I'anion. En effet, les pKa des deurmposeés différent Iégérement. La formation
de l'anion est plus rapide dans le cas du diéttogphonoacétate d'éthyle (pKa = 11,9) que

dans celui du diéthylphosphonocrotonate d'éthyia (p 18,5}*°.

O

I
BtO—P X -COOEt| |ioH.H,0
EtO ) 2

99%

X
X
o

o) OEt

Il .
EtO—P.__COOEt LIHMDS

go @) 4%

Ooj

OEt
o

1}
EtO—IP\/\/COOEt LiHMDS
EtO (1)

32%

X
X
o

(0] OEt

Il
EtO— P __COOEt LiIHMDS

EtO 1)

55%

™

o OEt

Il
EtO—P.__ -~ -COOEt | LIHMDS
EtO (1)

21%

AN
X
®]
Pyl
1]
@]
T
5
>

O R=
'IZI‘ COOEt | NaH W\/COOEt A 4T % /\)\ B
EtO—, \/\/ 1a1 N
— - - C:44% /\)\/\/k ¢

Tableau 9 : Travaux de Takacks (LiOH), Robinson (LHMDS) et Sato (NaH).

Pour synthétiser le phytol, Saat coll**ont utilisé un phosphonocrotonate d’éthyle avec
différentes cétones. Les rendements obtenus somnircoentre 39 et 47%.
Au cours de ces divers travaux, la base utilisée seit le LIHMDS en quantité

stoechiomeétrique, soit NaH en léger exces.
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En 1998, Takack®t coll}*® ont publié la synthése d’estesgb-insaturés par réaction du
diéthylphosphonocrotonate d’éthyle avec LiOH et desiposés carbonylés en présence de
tamis moléculaire. Avec I'hydroxyde de lithium mdrwyaraté les réactions sur des cétones
peuvent atteindre, dans certains cas, des rendemepérieurs & 80¥5*” Néanmoins, si
LiOH semble étre une base trés intéressante eretelenrendement, il existe un risque
potentiel de dégradation des groupes protecteursefiet, Hungate a décrit la déprotection
d’un groupement benzyloxycarbonyle en présencei@elt*®

Compte tenu de I'ensemble de ces observations, anaurss choisi d’étudier le comportement
du composé, vis-a-vis du phosphonocrotonatetdautyle 17, en présence de diverses bases
(Figure 48).

CcOoO0oBn o COOBn

s tBuOOC _

I
EtO—P X -COOtBu
ovcoosn OEt 17

N Bases

N\
6 Cbz

Figure 48: Synthese du composé 18.

Le Tableau 10 regroupe les divers résultats obteeide la réaction avec LIHMDS donne un

résultat exploitable, les autres bases utiliséescoruisent pas au produit attendu. En
présence d’hydrure de sodium, on note la dispardi® la cétone initiale mais pas la présence
du produit final. Comme mentionné précédemmentH.id@protége la fonction amité

Les difféerentes conditions utilisées semblent mangue les plus efficaces sont celles

données ligne 3 du Tableau 10.

Base (éq.) Conditions expérimentales Cétone | Rendement
Formation Ajout de la cétone initiale 6 | Composé
carbanion 18
1.| LIHMDS (1) 30 min a -78°C 4 ha-50°C 16% -
2.| LiIHMDS (1) 30 min a -78°C 14 h & température amtgan 13% ~1,5%
3.| LiHMDS (1) 2h30 & -20°C 3h au reflux du THF 19% ~22 0
4, NaH (1,4) 0°C puis 10 h 0°C puis 14 h - -
5. | LIOH.H,0 (1) - Température ambiante puis16 h|aDéprotection -
reflux du THF
(tamis moléculaire)

Tableau 10 : Réactions de WEH avec différentes base
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Malgré le faible rendement, nous avons choisi cet® et purifié le composé&8 par

chromatographie liquide (HPLC).

Aprés déprotection de la fonction acide carboxyigar I'acide trifluoroacétique, le composé
18 a conduit au deuxieme hapteh8, sous forme protégée, présentant un bras espaceur

possédant quatre atomes de carbone (Figure 49).

tBUOOC _-Looen HoOC _cooen
S B SS H
~ COOBn " COOBN
a.
N\ N\
18 ‘cbz 19 ‘cbz

Figure 49 : Déprotection sélective du groupemerttbutyle.
a.) TFA, EtSiH, DCM, température ambiante, 16h. 82%.

En résumé, les différentes synthéses décrites aahMémoire ont permis d’obtenir les deux
hapténed.2 et 19", sous leur forme protégée (Figure 50). Ces deptehas présentent une
longueur de bras espaceur différente de facon dieétlieffet de celle-ci sur la qualité des

anticorps produits.

COOtBu/COOBn COOH __cooBn
N N 12
— cooBn ———> COOBn| —
—CO0Bn N N
: \
HO O\ (o] COOBnN COO0Bn
., COO0Bn COO0Bn
COOH D‘ - m
N N N COOtBu

\ \
\ COOBn CO0Bn
1 H

Figure 50 : Synthéses des hapténes 12 et 19.

D’autre part, les quantités nécessaires pour l'imsation étant de l'ordre de quelques
milligrammes, nous n'avons pas cherché a optimiesr rendements de ces différentes

synthéses.

3.5 Synthese des bioconjugués

Afin de réaliser I'étape d'immunisation, il faut gmarer les conjugués par couplage des
haptenesl2 et 19 a une protéine porteuse, la BSA. D’autre part,hlagténes seront aussi
couplés a la THYR; ces conjugués THYR-Haptene sartisés pour I'étape de coatingf(
4.2.1) lors de la mise en place de tests ELISA.
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3.5.1 Conjugués BSA-Haptene
3.5.1.1Couplage

Le couplage a la BSA peut avoir lieu sur les fantdi acide ou amine libres de la BSA par
formation d’une liaison peptidique. Etant donnéstlaicture choisie pour les deux hapténes
protégés, cette liaison va se créer entre la fon@mine terminale des résidus lysine libres de
la BSA et la fonction acide terminale des hapté@escouplage utilise une méthode classique
EDC/NHS'> dite des esters activés, rencontrée lors de uxawatérieurs concernant
I'acide domoiqu¥&”*’

Les haptenesl2 et 19, sont couplés pour donner respectivement les goegBSA-12A,
BSA-12BetBSA-19A BSA-19B. Aprés formation de I'ester activé par ajout d’'EBONHS

a I'hapténe, celui-ci est additionné goutte a godttune solution de BSA dans le tampon

borate borique. Le milieu réactionnel est ensuitissé une nuit a 4°C, dialysé et enfin
lyophilisé de facon a récolter quelques milligransrde bioconjugués.

Les conditions opératoires sont identiques pourdeatre bioconjugués. Seul le rapport
BSA/hapténe varie (1/25 poBSA-12A et de 1/50 pour les trois autres).

:/coosn 0
HOOC ~—CO00Bn
g(w/coosn a_ N
N COOBn
\ N
12 Cbz |
= Cbz
BSA-12A

BSA-12B

HOOC
/COOBH a
\\\\O/coosn § ._‘:S—COOBn
N‘ COOBn
L o BSA-19A N
BSA-10B Chz

Figure 51 : Couplages a la BSA.
a.) EDC, NHS tampon borate borique (pH 8,7), DMF.

Les taux de couplage sont évalués par électrophotesgel de polyacrylamide, SDS-PAGE
(Sodium _Dodecyl _Sulfate_ PolyAcrylamide Gel Electiopesis) permet de séparer les

molécules selon leur poids moléculaire grace #&ladn du SDS sur les charges propres des
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molécule$™ La révélation utilise le bleu de Coomassie ejdkest ensuite photographié puis

analysé avec le logiciel AlphaEaseFC (Figure 52).

Migrati(?n :
: 250 kDa
'r * S ia 148 kDa
' et 95 kDa
S - 64 kDa
| 8- 1 — 50 kDa
l ¢ 0 =1— 36 kDa

SA12A BSA BSA12B

Figure 52 : Gel d’électrophorése des bioconjuguésIa\-12.

Cette méthode rapide permet d’évaluer 'augmenttadie la masse du conjugué par rapport a
celle de la BSA. L'analyse des bioconjuguBSA-12 montre un décalage des bandes
respectives par rapport a la BSA native. Les basde®spondantes aux bioconjugués sont
plus retenues par le gel ce qui implique une augatien de la masse et par conséquent le
greffage d’'une certaine quantité d’haptenes a I|dase de la protéine. Le logiciel
AlphaEaseFC permet d’évaluer le taux de couplagetiésant les différentes valeurs de Rf
des marqueurs de masse, situés aux extrémitéd.dbages le cas des conjugugSA-19 les
électrophoreses effectuées ne donnent pas un ggualgé suffisante pour permettre une

bonne lecture et ont donc été écartées.

La technique de spectrométrie de masse MALDI (Mathissisted Laser Desorption
lonisation), plus récente, permet aussi de caldagetaux de couplage grace a lI'incrément de
masse mesuré aprés coupfajeSachant que la masse moléculaire de la BSA dardép
celle de I'hapténe sont connues, I'équation suévpatmet de calculer le taux de couplage X :

M M
X = BSA

conj -
M hapténe

Les résultats obtenus avec les deux méthodesr@@ecrese et MALDI), pour les conjugués
BSA12etBSA19sont regroupés dans le Tablead®i1
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Conjugués Ratio BSA : Haptene Electrophorese SDS-PAGE MALDI

(basé sur le Rf) (basé sur I'incrément de masse
BSA-12A 1:25 2-3 hapténes 6,8 hapténes £ 0.2
BSA-12B 1:50 11-13 hapténes 17,9 haptenes + 0.2
BSA-19A 1:50 - 3 hapténes + 0.7
BSA-19B 1:50 - 7,5 hapténes £ 0.8

Tableau 11 : Mesures des taux de couplage pour lesnjugués BSA12 et BSA19.

Deux observations sont a noter :

La comparaison des ess&SA-12A et BSA-12B montre que pour I'haptéri, le meilleur

taux de couplage observB3A-12B) est celui obtenu a partir d’'une quantité d’haptpius
importante (rapport 1/50).
La comparaison des ess&SA-12B et BSA-19A (ou BSA-19B) montre une baisse du taux

de couplage pour les conjugués préparés avec €hapayant la chaine carbonée la plus

longue (n=4 au lieu de n=2).

3.5.1.2Déprotection et réduction

L’haptene couplé étant sous sa forme protégéeautl libérer les fonctions protégées avant
l'immunisation par hydrogénatioff. Celle-ci se fait en présence de palladium surbzma
sous courant de dihydrogéne a température ambiante.

La faisabilité de la réaction avait, au préalaele, vérifiée sur le produl, en présence de
BSA. En effet, les fonctions amines ou thiols lfbrde la BSA peuvent empoisonner les
catalyseurs et donc inhiber la réactnAfin d’obtenir une réaction totale, deux cycles d

dix heures apres ajout d’une nouvelle dose deysatal ont été nécessaires.

HO,,,. O,coosn HO,,,, O,COOH
a.
N —_— N

3 ‘Chz BSA 1y

Figure 53 : Essai de déprotection en présence de BS
a.) H, Pd/C, DMF, 25°C.

L’analyse par CCM montre qu’apres hydrogénation, tlans-4-hydroxy-L-proline est

récupérée.
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L’hydrogénation des quatre bioconjugués (Figure 84pgté effectuée dans les mémes
conditions opératoires pour conduire a la déprmeates fonctions acide et amine, ainsi qu’a
la réduction des doubles liaisons C=C du bras espac

o] o]

~——COOBn «——COOH
\ a.
—_—
COOBn
N

"\l ‘ COOH
Cbz H

% hBSA-12A

BSA-12B hBSA-12B

BSA-19A
BSA-19B

hBSA-19A N
hBSA-19B H

Figure 54 : Hydrogénation.
a.) H, Pd/C, MeOH/HO (1:1).

Les conjugués subissent ensuite les étapes daeliefyde lyophilisation.

Par électrophorése, les conjugués ne montrent auanmtion de migration par rapport a la
BSA contrairement aux résultats décrits précédeniirégure 52). La présence de palladium

et de charbon pourrait éventuellement perturberi¢gaation.

Par MALDI, les taux de couplage ont pu étre évaktéont donnés dans le Tableat’12

Conjugués Taux de couplage
hBSA12A 19,5 haptenes + 0,6
hBSA12B 19,7 haptenes + 1.1
hBSA19A 3,5 hapténes + 0,8
hBSA19B Pas de signal

Tableau 12 : Mesure par MALDI des taux de couplagéaprés hydrogénation).

Les taux de couplage des conjugués, avant et agdregénation, sont cohérents pour les
échantillons BSA12BhBSA12B et BSA19A/hBSA19A Par contre, celui du composé

BSA12A est tres différent, étant curieusement plus égvés hydrogénation.

Néanmoins, tous les conjugués ont été envoyeés lpquitase d'immunisation afin d’obtenir
des sérums contenant les anticorps. Chacun degseqggéahantillons sera utilisé pour

limmunisation de deux lapins afin d’éviter les iadions inter-individuelles.
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3.5.2 Couplages a la THYR

La thyroglobuline est une protéine de 667 kDa déer@ar la glande thyroide du porc. Le
principal avantage de celle-ci est de ne présentenn épitope identique a ceux de la BSA.
Ainsi, les anticorps dirigés contre la BSA, produitrs de I'immunisation, ne devraient pas

perturber les tests immunologiques utilisant ladgiobuline.

3.5.2.1Couplage des hapténes

Dans le but de réaliser les tests ELISA, le couplkagire la THYR et les haptenEzet19 a

ete effectué en utilisant la méthode classiqueedesrs activés. La thyroglobuline présentant
un grand nombre de résidus lysines, I’hapténe @t dtilisé en large excés (1:500) de facon
a assurer un accrochage maximal a la surface petéine. En se basant sur les travaux de
Derrient>®, on peut estimer & 150 le nombre de résidus lgsprésents & la surface de la

THYR. Ceci permet d’espérer un grand nombre d’hagéprésents a la surface de la protéine

apres le couplage améliorant ainsi la réponserat @olisibilité de ces tests.

- o)

HooC
~ COO0Bn a. s COoH
—_—
N b.
bz N COOH
12 I
H
hTHYR-12

- hTHYR-19

Figure 55 : Couplages a la THYR.
a.) EDC, NHS tampon borate borique (pH 8,7), DMRH) Pd/C, MeOH/HO (1:1).
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Apres les étapes préalablement décrites de diatyske lyophilisation, les produits couplés
subissent une étape d’hydrogénation dans les mé&owditions que précédemment pour
conduire aux conjugudsTHYR-12 ethTHYR-19 (Figure 55).

L’analyse de ces composeés, avant ou apres hydrogena’a pas été possible. La masse de
la protéine, trop élevée pour une analyse MALDIpeemet pas d’aboutir & des résultats
fiables. Néanmoins, la méthode de couplage miseleest la méme que celle utilisée pour
les bioconjugués a BSA dont I'efficacité a étéreaient établie.

3.5.2.2Couplage de I'acide domoique

L’acide domoique (AD) étant I'élément principal efamille des ASP, il nous a semblé
important de pouvoir tester les anticorps conttéeamolécule cible. Comme dans le cas des

haptéenes, la mise au point du test ELISA nécedsitmupler I'AD a la THYR.

/COOH
ol
HOOC N\
”

THYR-AD

Figure 56 : Couplage THYR-AD.
a.) EDC, NHS, tampon borate borique (pH 8,7), DMSO.

L’acide domoique se présentant sous forme de salatjueuse, le protocole de couplage a di
étre adapté. En effet 'EDC et le NHS conduisennaester qui va réagir avec les fonctions
amines libres de la protéine afin de former unisdia peptidique. Un facteur limitant de cette
réaction est I'hydrolyse de I'ester. Lors des cagpk précédents, I'ajout du NHS et de 'EDC
a été realisé dans le DMF, avec un temps de r@adtime heure. Ici, 'acide domoique mis
en présence des deux réactifs, dans le DMSO, msttajapidement a la thyroglobuline pour
favoriser la formation du conjugué avant I'hydraysLes étapes de dialyse et de

lyophilisation sont ensuite nécessaires afin dpasdisr conjugu@ HYR-AD attendu.

3.5.3 Couplage AD-HRP

La peroxydase du raifort (Horse Radish Peroxidaséune enzyme communément utilisée
lors des tests ELISA. La HRP est une glycoprotéifume masse moléculaire de 44,174 kDa
présentant quatre résidus lysine. La procédure oimlage, décrite par Yet coll.™® a
conduit au compos&D-HRP (Figure 57):
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_/COOH
)\/\/\ ''''''' O/COOH -
7
HOOC N
H
AD-HRP

Figure 57 : Couplage de I'AD a I'enzyme HRP.
a.)EDC, NHS, tampon carbonate (pH= 9,6), DMSO.

Le conjuguéAD-HRP obtenu va permettre de réaliser un test ELISActlitempétitif (Figure
14, section 2.1.3.1.3) et doser I'acide domoigoeeli

3.6 Conclusion

Afin d'obtenir des anticorps dirigés contre la gacommune des ASP, deux haptenes ont été
synthétisés.

Ces composés présentent, sur le cycle pyrrolid@igla stéréochimie £&C; trans,
caractéristique de la famille des dérivés kainiqles hapténes possédent un bras espaceur de
longueur différente, terminé par une fonction aadeoxylique libre permettant le couplage
avec une protéine (BSA ou THYR). Pour réaliser anptage sélectif les fonctions acide et
amine du cycle, ont été protégées. Aprés couplagépeotection, les taux de greffage ont été
évalués par MALDY®. Tous les conjugués ont été envoyés pour la phiaeeunisation afin
d’obtenir des sérums contenant les anticorps dirggtre les épitopes communs a la famille
des ASP.
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Ce chapitre est consacré aux travaux réalisés ehalmaration avec le Laboratoire
d’Immunologie et de Parasitologie de I'UniversitérBeaux 2 (LIP, Daniel Moynet et Maria
Mamani-Matsuda). Ces travaux ont pour objet la caéaisation des sérums obtenus aprés
immunisation, avec les conjugués décrits au chaprafin de connaitre I'efficacité et la
spécificité de ces différents sérums et de metirplace des dosages de toxines ASP par
ELISA.

4.1 Immunisation

L'immunisation a été réalisée par une société euér : S.A. Protéogénix (Oberhausbergen,
France). Au cours de cette étape, les animaux hidigiss, subissent plusieurs injections (7
sous cutanées et 1 intradermique sur une peériod®0dgours) a partir des conjugués
synthétisés HBSA-12 et hBSA-19. A lissue de cette période, les sérums contetest

anticorps polyclonaux anti-ASP sont récupérés.

Etant donnée la variation inter-individuelle, déagins pour un méme conjugué sont utilisés.
Les sérums sont testés au fur et a mesure ded’'€apmunisation de facon a vérifier le bon
déroulement de celle-ci et d’avoir un premier élémsur la qualité des sérums. Chaque
bioconjugué étant utilisé en doubk étB) sur deux lapinsl(et2), on obtient 8 sérums qui
seront notés Serl2Al, Serl2A2 Serl2Bl Serl2B2 Serl9Al Serl9A2 Serl9B] et
Serl9B2

4.2 Caractérisation des anticorps

Afin de mettre en place un dosage, plusieurs f@stBminaires sont nécessaires. Dans un
premier temps il faut s’assurer que 'immunisat&nconduit & des anticorps spécifiques de

I'hapténe de départ.

4.2.1 Principe du test ELISA

Les tests ELISA sont réalisés sur des plaques deotitiation de 96 puits. Ces tests se font

en plusieurs étapes. Dans le cas d'unBe$FA indirect , la procédure est la suivante :

1. Le coating: il s’agit de recouvrir le fond des puits avecantigéne. Ceci est

possible grace aux liaisons électrostatiques. Daige cas, il s'agit d'un
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conjugué THYR-haptene ou de la toxine commercialeptee a la THYR
(THYR-AD).

2. Le blocage il permet de recouvrir les sites de la plaqusté® libres avec un
bloqueur (tel que le SBBB) afin d’éviter les fawxsyifs.

3. Lavage: le premier lavage permet d’éliminer I'exces dedleur.

4. L’introduction de l'anticorps primaire: les sérums a doser sont introduits (2
ou 3 exemplaires) a des dilutions variables.

5. Lavage: cette seconde étape de lavage permet d’élimieecds d’anticorps
(non accrochés).

6. L'introduction de I'anticorps secondaire (lié a liezyme HRP). les anticorps
Il, ou anticorps de détection couplés a une enzsom introduits et se fixent
de facon spécifique sur les anticorps primaires.

7. Lavage: une nouvelle étape de lavage permet d’éliminexdés d’anticorps
secondaires.

8. La révélation: elle est possible grace a un réactif chromogere
tétraméthylbenzidine (TMB) ou l'ortho phénylenerdiae (OPD). L’enzyme
liee sur l'anticorps secondaire, la peroxydase aifont (HRP, Horse Radish
Peroxidase), catalyse I'oxydation du substrat clogéne pour donner un
composé coloré présentant un maximum d’absorbant®anm (TMB) ou
490 nm (OPD).

9. L’arrét de la réaction: aprés quelgues minutes une solution,8€, 2N est
ajoutée.

10.La lecture et lI'acquisition: la lecture se fait sur un lecteur automatique de
plaque Multiskan EX (Thermo Scientific). L’intensitde la coloration est
proportionnelle a la quantité d’enzymes présentdogic a la concentration

d’anticorps recherchés (Figure 58).
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e 3 O
A

Figure 58 : Exemple d’'une plaque de microtitrationa 96 puits.

Remarque : Il est important de prendre en considération ikt de I'acide domoique et
des bioconjugués pour la réalisation des différéasts ELISA. En effet, les travaux de
Quilliam™® ont attiré I'attention sur les conditions de s@mgi des produits. D’aprés les
résultats de cette étude, il est préférable deervasles solutions d’acide domoique a un pH
proche de la neutralité (5-7), sous atmosphérddar{argon ou azote) et a I'abri de la lumiere.
L'utilisation de congélateurs est a proscrire (&Rl est préférable d’utiliser un réfrigérateur
(+4°C) pour un stockage a court terme et de deseendes températures de I'ordre de -80°C

pour le long terme (au-dela de quelques mois).

4.2.2 Titrage des sérums

Ces premiers tests, réalisés par la société Prénéogu cours de I'immunisation, ont permis

de déterminer leitres des sérumsc{ section 2.1.2.2). lls correspondent a la derrdécgion

a laquelle une densité optique est suffisammenobitapte par rapport a un test témoin appelé
« blanc » qui utilise sur la méme plaque, avec agting BSA-Hapténe et une solution de

PBS ne contenant pas d’anticorps. Graphiquemetitrdeest déterminé par le croisement du
double de la valeur du blanc (droite) avec la ceutb la densité optique en fonction de la
dilution (Figure 59).
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Densité optique mesurée en fonction de la dilution

15 g

o \ —B-— Sérum
e 4
\ ——2XBlanc
B
0,5
k ,v—-.\\_-
0 , !
1000 10000 Titre du sérum 100000

1/dilution sérum

Figure 59 : Détermination graphique du titre d'un Srum.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le Talk®aChaque sérum est testé par rapport

au bioconjugué a partir duquel il a été produit.

hBSA12A1 Serl2A1 1/16000 16000

hBSA12B1 Serl2B1 1/65000 65000

hBSA19A1 Serl9A1 1/300000 300000

hBSA19B1 Serl9B1 1/6000 6000

Tableau 13 : Titres des sérums.

Les valeurs obtenues sont tres variables et iostbien les problemes liés a la variation
inter-individuelle des animaux. Par exemple, avee mméthode d’'immunisation identique, les
dilutions vont du simple au double pour Ber12Al et 12A2, produits a partir du méme

bioconjuguéhBSA12A

D'autre part, les sérunferl2Al Serl9Blet Serl9B2ont tous un titre inférieur & 16000.

Ceux-ci sont done priori de mauvais candidats pour étre utilisés au caesdudurs dosages.

Les autres sérums montrent des titres plus élexgtsum maximum pouBerl9A2 (450000).
Les sérums issus du conjudu®SA12B, quant a eux, présentent un titre de 65000.
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Le bioconjuguéhBSA19B, a l'origine des sérunSerl9Blet Serl9B2 semble lui inefficace

pour 'immunisation. Ces observations sont a cerrélI'absence de signal en spectrométrie
de masse MALDI.

4.3 Mise en place des dosages

Les tests décrits dans les sections suivantes aurt lput de mettre au point les conditions
expérimentales optimales pour le dosage des ASPadlt d’expériences préliminaires pour

déterminer les dilutions des sérums les plus adégudin de disposer d’un test ELISA fiable.

4.3.1 ELISA indirect (THYR-Haptene)

Les premiers tests effectués sur les sérums obtemupour but de déterminer si ceux-ci
reconnaissent I’haptene de fagon spécifique, ggrard au reste de la protéine. Généralement,
'haptene est couplé a une protéine différente el atilisée pour I'immunisation afin de
garantir une réponse du test spécifique de I'hapténnon de la protéine. Les couples
immunisant/coating utilisés sont généralement HSA&® OVA/BSA™®, OVA/KLH,
BSA/Polylysine ou KLH/Polylysin€®. Au Laboratoire, le couple couramment utilisé est
BSA/THYR™®,

Ainsi, I'haptene utilisé lors de I'immunisation estuplé a la thyroglobuline pour I'étape de
coating. Les sérums sont ensuite introduits damsleropuits de la plaque de microtitration.
La réponse en densité optique, mesurée a la fitest) est proportionnelle & la quantité
d’anticorps contenus dans le sérum, capables dixeseau conjugué THYR-Hapténe. Ces
anticorps sont donc spécifiques de I'haptene syisthd_es absorbances mesurées sont celles
des sérums avant et apres immunisation (préimmunsneuns). Les résultats sont regroupés
sur les graphiques suivants (Figure 60), chaquebeatorrespondant a un sérum. Ceci permet
a la fois de vérifier si I'étape d’immunisation & @fficace (comparaison sérums préimmuns
et immuns) et de voir quels sérums montrent lalewe# réactivité vis-a-vis du conjugué

(valeur de I'absorbance).

93



Chapitre 4

Immunologie

Serl2A
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Figure 60 : Tests ELISA, coating THYR-hapténe.
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Les tests réalisés sur les sérums issus des c@sjhBEA12 montrent que pour deux des
quatre sérums, I'immunisation a conduit a des ari spécifiques de I'haptene synthétiseé.
En effet, pour les sérumSerl2A2 et Serl2B1 la réponse apres immunisation est bien

supérieure a celle des préimmuns respectifs. LesnsSerl2Alet Serl2B2quant a eux se

comportent comme leur préimmun ce qui les rendutitisables pour la suite.

Les sérums obtenus par immunisation a partir desobjuguéshBSA19 montrent des
résultats différents. Les valeurs de densité optigbservées pour ces sérums sont trés
inférieures a celles de la premiere série. Dansate de I'hapten&9, seul le bioconjugué
hBSA19A permet d'obtenir des anticorgBef19Alet Serl9A2 qui reconnaissent I'lhaptene.
Quant au conjuguBSA19B, aucun des deux sérunSef19B1 et Serl9B29 ne montrent

d'amélioration comparativement aux préimmuns etuvaeurs observées confirment une
anomalie déja observée au cours de I'évaluatiotitdes.

Les résultats obtenus pour cette premiere sériestie sont regroupés dans le Tableau 14.

Bioconjugués| Sérums | Efficacité du sérum
hBSA12A | Ser12A1 -
Serl2A2 +
hBSA12B | Serl2B1 +
Serl2B2 -
hBSA19A | Serl9A1 +
Serl9A2 +
hBSA19B | Serl9B1 -
Serl9B2 -

Tableau 14 : Bilan de I'efficacité des sérums.

Les sérums utilisés pour la suite des tests sant o@ntrant une réponse satisfaisante avec
les difféerents bioconjugués THYR-Hapténe. Il s’agies sérumsSerl2A2 Serl2Bl]
Serl9AletSer19A2

4.3.2 ELISA indirect (THYR-AD)

Afin de vérifier la spécificité des anticorps vis#s de I'acide domoique, élément principal

des toxines de la famille des ASP, un autre te$6ELla été réalisé. L'étape de coating est
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effectuée en utilisant le coupledHYR-AD , les sérums sont introduits a différentes dilution

dans les micropuits et la densité optique est nées{iigure 61).

Coating THYR-AD

1,8

1,6 \ ==0==Serl12A2 .

14 \ —m-Ser12Bl
12 \ Ser19A1
1 \ =>&=Ser19A2

0,8 ' ~ Blanc

0,6 ‘ \\
ot \\--\'
. ————

1000 10000 100000
1/dilution du sérum

DO moyenne

»

Figure 61 : Tests ELISA, coating THYR-AD.

La lecture de la Figure 61 apporte plusieurs irtthos.

Cette expérience démontre que I'acide domoiqueléaupa THYR est reconnu par tous les
sérums. Ce graphique permet aussi de déterminecoleditions optimales de dilution du
sérum qui devront étre utilisées pour disposer tish de dosage fiable. Cette valeur se situe
au-dessus de l'intersection de la DO pour le b(@@g et des courbes de DO pour les sérums.
La valeur retenue pour I'ensemble des sérums &390/

Une anomalie est enfin observée avec le sésen\192 qui montre une réponse beaucoup
plus importante que celles observées pour les sawgégums. Afin de comprendre ce
comportement particulier, un autre test a été egésDans celui-ci, le coating a été effectué

avec la THYR seule (Figure 62).
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Coating THYR

0,8
0,7 Ser19A1 |—

0,6 _—
0,5 \ =>e=Ser19A2 |

0,4 \ —
03 \ blanc -

012 k

1000 10000 100000
1/dilution du sérum

DO moyenne

Figure 62 : Test ELISA, coating THYR.

Sur cette courbe, le sérugerl9A2 montre de nouveau une densité optique plus imperta
gue pour les autres sérums. Ceci réveéle la présdans le sérum, d’anticorps dirigés contre
la thyroglobuline. Cette hypothése a été confirgi@ee a une expérience supplémentaire qui

utilise la thyroglobuline en préincubation de fagoépuiser les sérunderl9Alet Serl19A2

en anticorps anti-THYR. Les résultats montrent préa cette étape de déplétion des
anticorps anti-THYR, la densité optique observéer pe sérunSerl9A2revient a une valeur
proche de celles observées pour le séB@mi9Al De plus, la densité optique observée pour

ce sérum reste inchangée, avant et apres déplétion.

Coating THYR-AD

=0==Ser19A1 (déplété)

== Ser19A1 (brut) F

Ser19A2 (déplété)

=>é=Ser19A2 (brut)

DO Moyenne

100 1000 10000

1/Dilution du sérum

Figure 63 : Déplétion des sérums Ser19A1 et Ser1®A

En résumé, ces expériences mettent en évidenpeilgs importants suivants:
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- La comparaison des sérungerl2 et Serl9 ne montre pas de difféerence notable de

comportement due aux différentes longueurs desds@aceurs des hapténes respectifs.

- L’anomalie observée pour le séruBerl9A2 est attribuée a la présence dans celui-ci
d’anticorps non spécifiques dirigés contre la tigyobuline.

- Ces expériences valident la stratégie mise eceplians cette These puisque les haptenes
synthétisés permettent de conduire a des anticegasinaissant le bioconjugliélYR-AD et

par conséquent I'acide domoique.

4.3.3 ELISA direct (AD-HRP)

Afin d’améliorer éventuellement la sensibilité déssages, un autre type de test ELISA
(ELISA direct) a été envisagé. La stratégie estriégent différente : au cours de I'étape de
coating, des anticorps, et non plus l'antigéne si#posés au fond des puits de titration.
L’acide domoique couplé a la peroxydagdd{HRP) se lie aux anticorps spécifiques du
sérum puis la révélation permet de voir l'intendd@ la réaction enzymatique et donc la

guantité d’acide domoique immobilisée par les sérum

Une premiére expérience est réalisée, a des coatiens variables du conjuguD-HRP,
afin de définir la concentration optimale de cejagné (Figure 64) pour la mise en place des

tests. La dilution utilisée pour les anticorps dwsnSer19A2est de 1/5000.

ELISA direct AD HRP

0,3

0,25

0,2 -
o |
a 015
i B Ser19A2
01 1/5000
0'05 | . .
0 ‘ ‘ ‘ .

AD-HRP AD-HRP AD-HRP AD-HRP AD-HRP
100pg/mL  75pg/mL  50pg/mL  25pg/mL  10pg/mL

Figure 64 : ELISA direct a différentes concentratims de conjugué AD-HRP.
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La DO observée entre 100 pg.thet 75 pg.mL* chute de facon trés importante. Entre 100 et
50 pug.mL* la DO est divisée par cing. Afin d'obtenir une @épe exploitable, il sera

nécessaire d'utiliser une concentration minima&dHRP : 100 pg.mC

Une deuxiéme expérience a pour but de définir laceptration idéale du sérum pour les
futurs tests. Dans celle-ci, les anticorps sotisas a différentes concentrations et on observe
la chute de DO en pourcentage de la réponse maximal

ELISA direct anti-AD-HRP

120
100

80 -

60 -

DO %

40 -

20 -

1/1000 1/4000 1/16000 1/32000

AD-HRP 100pug/mL

dilutions du sérum

Figure 65 : ELISA direct anti AD-HRP.

La Figure 65 montre que plus le sérum est dilugs fd DO est faible. Les deux sérums ne se
comportent pas de la méme facon au-dela d’unedilate 1/4000. En effet, & une dilution de
1/32000,Ser19A2donne un signal supérieur a 60% alors §ael9A1 n’atteint pas les 40%.
La réponse est donc fortement diminuée au-delaeddifution de 1/4000. Ce facteur de

dilution servira donc de référence pour la suite ek&sais.

Les différents tests effectués permettent de défies conditions de dilution de sérum et de
concentration dAD-HRP, adéquates pour la mise en place des tests dgedpsa ELISA
direct compétitif. La concentration en conjugdB®-HRP utilisée sera de l'ordre de 100
ng.mL* et la dilution de sérum de 1/5000.
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4.3.4 ELISA compétitifs direct et indirect

A partir des résultats obtenus dans les paragrgmiéegdents, nous avons tenté de mettre en
place un test ELISA compétitif direct afin de pouvdoser la quantité de toxines présente
dans des échantillons en utilisant la compétitiminecl’ AD et le conjuguéAD-HRP.

Le but est d’obtenir une inhibition en fonction ldeconcentration d’AD utilisée de facon a

établir une gamme permettant ensuite le dosagemtntrations inconnues.

L'expérience a été menée avec les sér@esl9Al et Serl9A2 a la dilution établie

précédemment (1/5000). Ceux si sont accrochésralides puits; I'ajout du bloqueur permet
d’éviter les accrochages non spécifiques. Diff@entoncentrations d’AD sont ensuite
utilisées en compétition avec une quantité fixARHRP (100 pg.mCY). Les résultats

obtenus aprés révélation sont regroupés sur lai@&igp).

cdELISA anti-AD

120

100 -

60

DO %

20 -

0 lug/mL 10pg/mL  100pg/mL

Concentration de I'AD en compétition

Figure 66 : ELISA direct compétitif, dosage de I'AD

On observe des valeurs d’'inhibition de 5 et 20 ésgectivement poBerl9Alet Serl9A2
avec une concentration d’AD de 10 pg.mpuis 12 et 50% & la concentration 100 pug'mL

L’inhibition est relativement faible comparée adaantité d’AD utilisée pour I'incubation.
Les tests en compétition effectués ne permettentjmiptenir une relation exploitable entre la
concentration d’AD introduite et I'inhibition deggial.

100



Chapitre 4 Immunologie

Une deuxiéme expérience utilise un test ELISA cditipindirect (CIELISA). Dans celui-ci,

le coating utilisé est le conjugdddYR-AD . Le serumSerl2A2 a différentes dilutions, est
préincubé en présence d’acide kainique (200 pgpdtallele, cette expérience est effectuée
sans préincubation avec l'acide kainique. Enfis,deux expériences sont réalisées avec le

sérum préimmun.

Comparaison : avec (+) et sans (-) AK
0,7
====Serl12A2 -
0,6 & -
== Serl12A2 +
0,5 —
o préSer12A2 -
£ 04 =
> == préSer12A2 +
£
0,3 -
8 blanc
0,2 )E — — E - A
N
/N
0,1
0
1000 10000 100000
1/dilutions

Figure 67 : Test ELISA avec préincubation des sérumen présence d'acide kainique.

La figure ci-dessus montre une inhibition du sépanl’'acide kainique. En effet, on observe
une baisse significative de signal pour les sémpr@scubés. Les préimmuns ne montrent pas
de modification de signal et peuvent donc étrésétl comme controle.

Ainsi, les anticorps diserl2A reconnaissent l'acide kainique qui présente la enpartie
commune que I'acide domoique.

Cette inhibition permet donc de vérifier la spéii&é des anticorps vis-a-vis du cycle

pyrrolidinique commun aux toxines ASP.

4.4 Conclusion

Méme si des investigations supplémentaires poonisa au point d’'un test ELISA fiable pour

le dosage de phycotoxines sont nécessaires, tagiraetenue pour la synthése des hapténes
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semble concluante. En effet, nous avons montrélegiesérums testés étaient capables de
reconnaitre I'acide domoique alors qu’un haptéserai a 'immunisation et non la molécule
commerciale. Les résultats obtenus lors du testSELtompétitif avec l'acide kainique
permettent d’affirmer que les anticorps reconnaiskepartie commune des ASP, ce qui était
le but recherché. La comparaison des différentsns®m’a, par ailleurs pas permis d’établir
un lien entre la longueur du bras espaceur eidaité des sérums.

Dans la section suivante, les sérums sont utilidésfacon a mettre au point un

immunocapteur capable de détecter la présenceydetoiines.
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Chapitre 5 : Immunocapteur
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La mise au point de la plate-forme de lecture, iaiue du dispositif microfluidique ont été
effectués par Fabien Fournel, dans le cadre de lsas@& au Laboratoire de 'Intégration du

Matériau Systeme (Corinne Dejous et D. Rebiére, IMBversité Bordeaux 1).

5.1 Description du dispositif

Le capteur est constitué d'une plateforme a ondesistiques de Love (Figure 68). Le
principe d’un tel capteur est d'utiliser la pertation de la propagation de I'onde émise en
surface (SAW). L’'onde générée est confinée dansconehe guidante composée de silice.
Elle se déplace le long d’'une ligne a retard gr@ateux transducteurs interdigités (IDTs)
permettant, d'une part, de générer une onde engapplt une tension a la surface du matériau
piézoélectrique (quartz) et d’autre part de mesioede en sortie.

Le retard de I'onde est proportionnelle a la magg#iquée a la surface du capteNF (~Am).
L’enregistrement de I'onde en sortie permet d’obsteime lecture de la modification de la
masse en utilisant la variation de fréquence delEoAF),

Propagation de 'onde
Création de I'onde >

U=sin ot I— _I

i K
T . U’ =sin o(t-1)
=0 -
L 1
W : ouverture Coupe AA
W | Vg : vitesse de propagation [0 Sio,
L =2n Vi/ ®
- ¥ - | Retard: 1= Lon/ Ve B Transducteur
" [ Quartz
—rHe—
M4

Figure 68 : Transducteur acoustique.

Lorsqu'une masse est immobilisée a la surface pliieeg la variation de fréquence de 'onde
en sortie est proportionnelle a la quantité de m&ss ~Am).
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Afin de pouvoir accrocher les anticorps sur la ¢tmuguide d’'onde, il est nécessaire de la
modifier chimiqguement. Une monocouche auto-assemlifgelf Assembled Monolayer,
SAM) composée de (3-glycidoxypropyl)-trimethoxysia(GPTS) assure la liaison entre les
silanols de surface et les chaines lourdes desoapdl®. Une puce microfluidique a été
développée par Fabien Fournel (IMS) de facon aiareélle dispositif. Celle-ci, positionnée
au-dessus de la couche guidante, et a I'intériedadellule de test, permettra de faire passer
les liquides sur la surface sensible de 'immuneaapdurant les expériences (Figure'89)

Anticorps

B B B P

SAM

0 QOO0 o O (agent de liaison)
Dispositif a ondes
Sio, acoustiques

Coned’entrée pour liquide
(1 ligne) —_—

. Puce microfluidique
en PDMS

Contact électrique des IDTs pour
signaux d’entrées/sorties
Plateforme a ondes acoustiques de Love

Figure 69 : Représentation simplifiée du dispositifitilisé.

La fréquence de I'onde générée est mesurée en t&mpd oute modification de masse a la
surface de la couche sensible va entrainer unatiaride fréquenceAE~Am)*®. Les
expériences suivantes s’appuient sur les travauxatieen Fournel sur la détection de I'acide
okadaique. Dans ceux-ci, les résultats obtenusta gda méme dispositif mais en utilisant
des anticorps commerciaux ont permis d'aboutir @éieection de I'acide okadaique de facon
satisfaisanté™,
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5.2 Reésultats / Discussion

5.2.1 Expérience préliminaire

Pour cette expérience, 8 ug d’anticorBerl2A2 ou Serl2BY en solution dans le TBS (60

ML) ont été utilisés. Le bloqueur est ensuite &da0 pL) et enfin I’AD (200 ng en solution
dans 60 pL de TBS).

Lors du passage de la toxine, aucune chute enenégun’a été observée. Les tests ELISA
ayant montré l'efficacité des anticorps obtenusrgaueconnaissance de I’AD, nous avons
supposé que la sensibilité du capteur ne permgita dans le cas de petites molécules
comme les ASP, de mesurer une chute en fréqueguéicative.

En utilisant des anticorps commerciaux marqués (GAD), il a été possible d’estimer a 14
Nng (Mueposep 1@ Masse d’anticorps accrocheés a la surface piewa Cette masse correspond a
un taux de couverture de 10% de la surface tdtal@oids moyen d’'un anticorps (IgG) est de
140 kDa (Mgc), on peut donc en déduire la masse d'une Igigs) en utilisant le nombre
d’Avogadro (Na = 6,022x 107) :

M
Mye == = 232x10™g

A
Le nombre de sites libres (paratopes) a la sudaceapteur (2 par anticorps) est alors obtenu
grace a la relation suivante :

= mdéposéex 2= 14x10°°
sites m 2’32 X 10—19

19G

N x2=12x10"

Etant donnée la masse molaire de I'acide domoilylag € 311 g.mot), la masse maximale
(Msatration(ap) de toxine qui peut étre immobilisée par les anmfis, sur la surface du capteur,
estde:

M 311
msaturatior(AD) = Nsitesx¢ = l,2><1011 X

= —11 H
N, —6022><1023 6,2x10"gsoit62 pg

Ce faible poids pourrait expliquer I'absence deiateins de fréquence apres passage de
I'acide domoique.

A partir de ce constat, une autre stratégie a étdenise en place.

5.2.2 Expérience de reconnaissance du motif AD
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Afin de vérifier I'hnypothese du manque de sengéiliu capteur avec des composés a faibles
poids moléculaires, nous avons utilisé les conjadi€YR-AD _(chap. 4 ; masse = 670 kDa).
Ceci conduit a multiplier par 2000 environ la masapturée par les anticorps. Les anticorps

Serl2A2ouSerl2Blsont déposés sur les deux lignes du capteur geismcontact avec la

THYR sur une ligne et le conjugddélYR-AD sur l'autre.
La Figure 70 montre les chutes en frequend® pbservées apres passage de la THYR (2 pg)
ou du conjuguéTHYR-AD (2 pg) sur les anticorps présents a la surfaceaghteur sur

chacune des lignes (iSier12A2.

Y

:\—\—___\\ e —
THYR : AF = 280 Hz

-200

-400

-600

-800 —— Contréle : THYR

— Test: THYR-AD

-1000

-1200

Variation de fréquence (Hz)

THYR-AD :

-1400

AF = 1500 Hz

-1600
0 500 1000 1500 2000

Temps (s)

Figure 70 : Comparaison de la réponse du capteur gpassage de la THYR et de la THYR-AD.

La chute en fréquence est bien plus intense digra lors du passage du conjudLidYR-

AD que lors du passage de la protéine seule. Avevanaion maximale de I'ordre de 300
Hz, la quantité de thyroglobuline accrochée a Idase du capteur est donc négligeable en
comparaison de la chute de plus de 1500 Hz apssaiga de IafTHYR-AD .

Cela indique que I'épitope acide domoique est @meéht de reconnaissance bien plus

important pour les anticorps que ne l'est la pn@diHYR seule ce qui confirme, de maniére
indépendante (par un autre systéme de lectureedesELISA présentés au chapitre 4.

108



Chapitre 5 Immunocapteur

Ces résultats démontrent aussi clairement quessacgcorps reconnaissent bien I'AD, pour
'obtention d’'un signal mesurable, il est impératd'alourdir" celle-ci en la couplant
préalablement a une molécule de haut poids moléeulan effet, il faut que la quantité de
masse immobilisée sur la surface du capteur sfiisamnment importante pour se traduire par
une chute en frequenéd- significativement mesurable.

Toutefois, si nous avons montré la faisabilité¢ diosage de I'AD avec la plateforme
acoustique, ces essais ne sont pas totalemerfaisatigs car ils montrent, si on veut faire un
dosage de I'AD libre dans des échantillons de dlages, qu'il est impératif de coupler I'AD a
une protéine de haut poids moléculaire (670 kDajteCetape supplémentaire empéche toute
utilisation de l'immunocapteur sur le terrain, daes conditions simples de mise en oeuvre.
Nous avons donc envisagé une autre approche, uernesompétition, permettant de doser

I'AD libre dans un échantillon.

5.2.3 Mise en place du dosage

Il s’agit ici de comparer les deux lignes du capteu

- la premiére utilisant des anticorps préincubéscaiAD libre (tes), afin de rendre leurs
paratopes inacessibles.

- la seconde recouverte d’anticorps, sans préirimubgontrole)

Le but est donc d’obtenir, par passageléEYR-AD de concentration connue, une réponse

significativement différente entre la ligtestet la lignecontrble

5.2.3.1Expérience

Il s’agit, ici, d’anticorps issus du séruderl2Blsous forme de solution dans le TBS (8 ug
dans 60 pL) préincubés en présence de 200 ng damdhoique. Un agent saturant (le
SBBB, 20 uL) est ensuite déposé a la surface diegage facon a éviter tout accrochage non
spécifique. Enfin, le conjuguEHYR-AD_ sous forme de solution dans le TBS (20 uL ; 100

ng.mL?h) est déposé a la surface du capteur sur les dgnesl

5.2.3.2Résultats

La Figure 71 montre les enregistrements pour lex ignes d’'un méme capteur, utilisées en

parallele. Les profils des graphes sont relativarnemparables.
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Ligne TEST
(préincubation AD)

Ligne CONTROLE
(pas de préincubation)

111111

Stabilisation S
Stabilisation

// Ajout Anticorps
ﬂ Ajout saturant
k / Passage AD-THYR

N\
v

Temps (s)

111111

AA// Ajout Anticorps

111111

Ajout saturant

/

115889

Passage AD-THYR

Fréquence (KHz)
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115887

115885

115883

s ———————————————————————————————————————————————————————————————— | | 18

2000 6000 7000 8000 9000

Figure 71 : Enregistrement des fréquences des lighdEST et CONTROLE en fonction du temps.

Une premiére chute en fréquence correspondanteérdehage des anticorps a la surface du
capteur. Puis une légere remontée laisse pensde daeage, passage de TBS entre la fin de
I'ajout d’anticorps et I'ajout de SBBB, permet daauer les anticorps non accrochés. L’ajout
d’'une couche de saturant a pour effet une deux@mte en fréquence suivie elle aussi d'une
remontée (lavage du SBBB en excés). Une derniaree ae fréquence est observable apres
ajout du conjugud@HYR-AD .

Ligne TEST Ligne CONTROLE

161905

::::::

AF 1,9 kHz

111111

55555555

11111111

::::::

Figure 72 : Détails de l'acquisition au passage dwonjugué THYR-AD.

Les valeurs observées sont données dans le (Tatigau

Les chutes en fréquence, au passage de l'anticmpisdifférentes sur les deux lignes: 4,4 et
3,5 kHz. De méme, au passage du SBBB, on obsedvet 1,5 kHz. Cependant les rapports

Acs/SBBB, sur les deux lignes, sont comparabled, &t 2,33. Ceci correspond a des taux de
couverture du capteur par les anticorps de 70%@mdans les deux cas.

Les deux lignes n‘ayant pas la méme sensibilité; pomparer les réponses sur la ligne test et

contrlle, il est nécessaire de corriger les val€lableau 15).
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Lignes
Contréle Test Test "corrigée”
(AF en kHz) | (AF en kHz) (AF en kHz)
Passage Acs 3,5 4.4 3,5
Passage SBBB 1,5 19 1,48
Passagd HYR-AD 19 1,3 1,04
Taux de couverture 70% 69% 69%

Tableau 15 : Variation de fréquence au passage ddsférents composés.

Lors du passage du conjugi&YR-AD , pour une préincubation avec 200 ng d'AD, on
observe une différence de chute en fréquence deHg6éntre la ligne Contréle et la ligne

Test "corrigée”. Par contre, avec une quantité&iediée d'AD libre (20 ng), aucune différence
notable n’a été observée.

Le seuil légal de toxines dans les coquillagesdesf0 pg par gramme de chair. Or, une
réponse significative du capteur est observable 208 ng d’AD lors de la préincubation,
soit une sensibilité 100 fois inférieure au seéfdl. En se basant sur ces résultats, il devient
possible de déterminer, avec seulement 10 mg de @bacoquillages, si ces derniers sont

propres ou impropres a la consommation.

5.3 Conclusion

Les résultats obtenus sont encourageants. Si&ataanoique ne peut étre détectée de facon
directe a cause de la sensibilité du capteureladttive utilisant le bioconjuguEHYR-AD
semble efficace. Néanmoins de nouvelles expériesmaisnécessaires afin de confirmer ces
premiers résultats.

A terme il est possible d’envisager la mise eng@ldicne expérience de routine basée sur une
réponse de forme OUI/NON du capteur en n’utilisguet quelques milligrammes de chair de
coquillage. En cela, ces différentes études soatréunssite en terme de pluridisciplinarité car

elles valident, utilisent et complétent les diffétieetravaux réalisés en amont.
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Au sein du projet ASCOBAR, soutenu par le Consé&giBnal d’Aquitaine, nos travaux de
thése ont eu pour but de développer un nouvel diailalyse, un immunocapteur, dédié a la
détection rapide des phycotoxines.

Afin de proposer un immunocapteur, basé sur urte{ifeme a ondes acoustiques, un travalil
important de chimie de synthése a été mené pouwtuo@na des hapténes analogues des
phycotoxines choisies (ASP). Cette famille présentse partie commune, il a été envisagé
de produire des anticorps dirigés contre cellewiciblant le cycle pyrrolidinique, commun a

tous ces composés.

Nous avons synthétisé un intermédiaire clé, adg@sthimie G-C3 trans caractéristique de la
famille des dérivés kainique et présentant unetimmcétone sur la position 4- du cycle. Par
réaction de Wadsworth Emmons Horner (WEH), deuxs leapaceur, terminés par une
fonction acide carboxylique, ont été introduits,qee nous a permis d'obtenir deux haptenes
différents. Le couplage sélectif de ces hapténasfggmation d’'une liaison peptidique, a une
protéine, (BSA ou THYR) a été rendu possible partdection des fonctions (NH et COOH)
du cycle pyrrolidinique. L’hydrogénation des conjgég a permis de libérer les fonctions
reconnaissables de la partie commune sans dénktymeteéine.

Une fois les taux de couplage estimés par spectriznt® masse (MALDI), les conjugués ont
tous été utilisés pour I'étape d'immunisation afilebtenir des anticorps dirigés contre les
toxines ASP.

Les tests ELISA ont montré que la stratégie miseplace pour la synthese des hapténes
semblait concluante. En effet, les sérums produiiils été capables de reconnaitre I'acide
domoique, ainsi que l'acide kainique. Il est domssgible d’envisager la détection de la

totalité de la famille des ASP.

Les anticorps ont ensuite été greffés sur le capsgumes modification chimique de sa surface.
Une réponse significative a été observée pour urantgé d’AD de 200 ng lors de la
préincubation, soit une sensibilité¢ 100 fois irdére au seuil 1égal (20 pd.gle chair de

coquillage). Ainsi, il devient envisageable de d®ieer, avec seulement 10 mg de chair de
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coquillages, si ces derniers peuvent étre commnieé&saou non. De plus, des résultats
similaires ont été obtenus avec 'AO (DSP).

Ainsi, l'utilisation en paralléle de capteurs séhss, permettant la détection simultanée de
différentes toxines, fournirait un outil simple ailiser, peu colteux et rapide afin de

déterminer la qualité des coquillages ainsi quealare du ou des contaminants.
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6.1 Techniques d'analyses

6.1.1 Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

RMN H: Les spectres ont été enregistrés sur des speittes BRUKER DPX 400
(fréquence 400 MHz), BRUKER Avance 300 (frequen€®® 3/Hz), BRUKER AC 250
(frequence 250 MHz) et BRUKER DPX 200 (frequencé MHz).

RMN *C: Les spectres ont été enregistrés sur des spedmes BRUKER DPX 400
(fréquence 100,6 MHz) BRUKER Avance 300 (fréqueiis MHz), BRUKER AC 250
(frequence 62,25 MHz) et BRUKER DPX 200 (frequef8eMHz).

Les attributions des différents signaux ont étéemh@inées par la technique de découplage
large bande.

Les expériences : DEPT (Distorsion Enhanced byrRakzon Transfer), COSY (Correlation
Spectroscopy), NOESY* (Nuclear Overhauser Effeatcimscopy), HMQC (Heteronuclear
Multiple Quantum Coherenteet HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherefcent
également été utilisées pour aider a I'attribution.

Pour décrire les différents spectres, nous utdiseres notations suivantes,:déplacement
chimigue en ppm J, constante de couplage en Hz ; s, singulet ipletr; g, quadruplet ; m,
multiplet.

*L’expérience de NOESY a été effectuée au CentRedberche Paul Pascal (CNRS, UPR
8641)avec Wilfried Neri.

6.1.2 Chromatographie

Chromatographie sur couche mince (CCM) Les CCM ont été effectuées sur des plaques
MERCK de gel de silice (60,5, épaisseur : 0,25 mm).

Chromatographie liquide sur colonne ouverte les purifications par chromatographie ont
ete réalisées sur le gel de silice 60 MERCK dewmmétrie 70-200 mm (70-230 Mesh).

Chromatographie liquide HPLC : les purifications par HPLC ont été effectuées sn
appareil Beckman Coulter System Gold 125 équipé d&tecteur UV.

6.1.3 Spectrométrie de Masse

Les masses des composés synthétisés ont été neeauréein du CESAMO (Centre d'Etude
Stucturale et d'Analyse des Molécules Organiquésiyersité de Bordeaux, avec un appareil
QStar (QTof).

Pour la détermination des taux de couplage, leéreqces de MADLI ont été réalisées par le
Professeur Schmitter au sein de I'lECB (Institutdpéen de Chimie et de Biologie), avec un
appareil Brukét MALDI-TOF : Reflex™ L.

6.1.4 Pouvoir rotatoire
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Le pouvoir rotatoire est mesuré sur un appareil MSDB (Antonn Paar France) avec une
cellule de 100 mm de diametre. La mesure est doarf&fC pour la longueur d’'onde de la
raie jaune du sodium : 589,3 nm.

6.2 Reéactifs et solvants

Les solvants utilisés ont été purifiés et séchésésessaire, par distillation, selon des
procédures connu¥s Les réactifs commerciaux ont été utilisés samiipation.

6.3 Synthese et caractérisations des divers composé s

(2S,4R)-4-Hydroxy-pyrrolidine-1,2- dicarboxylic acid 1-benzyl ester (2).

HO.... COOH  CH,NO,
FW= 265.2619
N

2 COOCH,Ph

A une solution de trans-4-hydroxyproline 1 (10 g ; 76,3 mmol) et NaOH (6,1 g; 152,6

mmol) dans I'eau (70 mL), soumise a agitation, ajstité le chloroformate de benzyle (11

mL ; 76,3 mmol) a 0°C. Le mélange est laissé sgitateon pendant 5 heures.

Une solution aqueuse d’acide chlorhydrique (10%}gasuite additionnée jusqu'a pH = 2. Le

mélange est alors extrait a l'acétate d’éthyle (B¥WL). Les phases organiques sont
rassemblées, lavées avec une solution saturédaterehde sodium (50 mL) puis séchées sur
sulfate de magnésium.

Apres évaporation du solvant, 19,34 g d’'une mobtamechatre sont récupéres (Rdt = 95%).

ES MS: m/z valeur calculée 288,0842 [MNg]mesurée 288,0855.

RMN *H (300 MHz, CDCls, 6 ppm) : 2,08-2,18 (m ; 1H ; B,-CHCOOH) ; 2,23-2,35 (m ;
1H ; CH,-CHCOOH) ; 3,51-3,62 (m ; 2H ; N#L) ; 4,41-4,52 (m; 2H; B-OH et H-
COOH) ; 5,03-5,15 (m; 2H; COOKGPh) ; 6,74 (s large ; 1H; CHH) ; 7,13-7,36 (m;
5H ; aromatiques).

RMN **C (75,5 MHz, CDCk, 6 ppm, 21°C) : 38,0 et 39,0¢CH,-CHCOOH) ; 54,5 et 55,2
(N-CHy) ; 57,7 et 58,1 (\=H-COOH) ; 67,8 (COQEH,Ph) ; 69,3 et 70,0gH-OH) ; 127,2-
128,8 C aromatiques) ; 136,1C@1 aromatique) ; 155,1 et 156,1 @OOCHPh) ; 175,4 et
176,6 COOH).

RMN *3C (100,6 MHz, DMSQs, 6 ppm, 95°C) : 40,7 (CH»-CHCOOH) ; 55,6 (NCH>) ;
58,8 (NCH-COOH) ; 67,1 (COQEH.Ph); 69,2 CH-OH) ; 128,1-129,1¢ aromatiques) ;
137,9 Cqg aromatique) ; 174,Z00H).

(2S,4R)-4-Hydroxy-pyrrolidine-1,2-dicarboxylic acid dibenzyl ester (3)
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HO... COOCH,Ph C,H,,NO,
N FW = 355.38444

3 'COOCH,Ph

A une solution du compos&(17,8 g ; 67,1 mmol) dans le diméthylformamide (D), sont
ajoutés I'hydrogénocarbonate de sodium (11,3 g¢;2L&mol), I'iodure de sodium (1 g ; 6,7
mmol) ainsi que le bromure de benzyle (12,6 g 8 mol). Le milieu est alors laissé sous
agitation au reflux du diméthylformamide, duranthehres.

On additionne ensuite une solution aqueuse satdgd®omure de lithium (70 mL) puis une
solution aqueuse d'acide chlorhydrique (10%) (50).mLe produit est extrait par le
dichlorométhane (3x150 mL). Les fractions organgjsent rassemblées, lavées par une
solution aqueuse saturée de chlorure de sodiunéattéses sur sulfate de magnésium. Le
solvant est ensuite évaporé pour obtenir 30 g dfwrile jaune fonce.

Le produit est alors purifié sur colonne de siliéiant dichlorométhane/méthanol 96:4) afin
de récupérer 14,1 g d’'une huile orange (Rf = 0R8t;= 59%).

RMN *H (300 MHz, CDCls, 6 ppm) : 2,05-2,15 (m ; 1H ; B,-CHCOOCHPh) ; 2,32-2,43
(m; 1H ; H,-CHCOOCHPh) ; 3,03 (s élargi ; 1H; CHO ; 3,61-3,73 (m ; 2H ; N-B>) ;
4,46 (s large ; 1H ; B-OH) ; 4,50-4,71 (2tJ=7,9 Hz ; 1H ; G1-COOCHPh) ; 5,03-5,08
(m ; 2H; CHCOO-@,Ph) ; 5,19-5,26 (m ; 2H ; NCOOKG;Ph) ; 7,26-7,42 (m ; 10H ;
aromatiques).

RMN 3C (62,5 MHz, CDCE, 6 ppm) : 38,1 et 39,0 CH,-CHCOOCHPh) ; 54,4 et 54,9
(CH»-N) ; 57,7 et 58,0€H-COOCHPh) ; 66,5 et 66,8 (COGH,Ph) ; 68,7-69,4CH-OH) :

126,7-128,8 € aromatiques) ; 135,2-136,3Cq aromatiques) ; 154,3 et 154,9 (N-
COOCH,Ph) ; 172,3 et 172,5 (CBOOCH,Ph).

(2S)-4-oxo-pyrrolidine-1,2-dicarboxylic acid dibengl ester (4).

O§ COOCHzPh CyoH1gNO5
N FW = 353.36856

A
4 COOCH,Ph

Une solution d’anhydride trifluoroacétique, préddsbent distillé, (2,7 mL ; 18,9 mmol) dans

le dichlorométhane anhydre (4 mL) est ajoutée, tgoudt goutte, a un mélange de
diméthylsulfoxyde anhydre (1,8 mL ; 25,2 mmol) etdichlorométhane anhydre (4 mL) a -
78°C. Le milieu est laissé sous agitation pendamt heure, en veillant a ce que la
température reste inférieure a -50°C. Le com@é€5 g ; 12,6 mmol) en solution dans le
dichlorométhane anhydre (16 mL) est ensuite ajoeték milieu réactionnel laissé sous
agitation pendant deux heures en maintenant la éatpe inférieure a -50°C. La

triethylamine (4,3 mL; 30,6 mmol) est ensuite #&ouUne fois le mélange revenu a
température ambiante, la réaction est bloquée awee solution aqueuse d’acide

chlorhydrique (10%) (4 mL).

L’extraction est effectuée avec le dichlorométhé»w30 mL) et les fractions organiques sont
récupérées, séchées sur sulfate de magnésium gndsntrées pour donner 8 g de produit
brut. Celui-ci est ensuite purifié sur colonne iiees (€luant dichlorométhane/méthanol 98:2)
pour donner 2,12 g d’un solide jaune pale (Rf 5Q,Bdt = 49%).

ES MS: m/z valeur calculée 376,1155 [MNg]mesurée 376,1164.
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RMN *H (300 MHz, CDCls, 6 ppm) : 2,40-2,47 (m ; 1H ; B,-CHCOOCHPh) ; 2,71-2,81
(m; 1H; H,-CHCOOCH®PNh) ; 3,98 (s large ; 2H ;H3-N) ; 4,75-4,81 (dd J = 19,59 Hz et
9,42 Hz ; 1H; ®-COOCHPh) ; 5,11-5,25 (m ; 4H ; COOFGPh) ; 7,28-7,40 (m; 10H ;
aromatiques).

RMN *3C (75,5 MHz, CDCk, 6 ppm): 40,4 et 41,0 GH,-CHCOOCHPh) ; 52,5 et 52,7
(CH>N); 56,2 CH-COOCHPh): 67,4 et 67,7 (COQH,-Ph); 127,6-129,7 G
aromatiques) ; 135,0 et 136, aromatiques) ; 154,1 et 154,9 @OOCH,Ph) ; 171,25
(CH-COOCH,Ph) ; 207,0 et 207,&€0).

dibenzyl (25)-4-pyrrolidin-1-yl-2,5-dihydro-1 H-pyrrole-1,2-dicarboxylate (5).

C24H26N204

Z N\@COOCHZPh FW = 406.47424
N
5

5 'COOCH,Ph

La pyrrolidine (3,26 mL ; 3,6 mmol) est ajoutéeaccétonet (1,159 ; 3,3 mmol) diluée dans
le benzéne anhydre (5 mL). Le tamis moléculairev@d@d g) est ensuite ajouté et le milieu
laissé sous atmospheére inerte, sous agitation,apérid heures. Une simple filtration sur
verre fritté et un lavage au benzéne (3x5 mL) p&enede récupérer la phase organique.
L’évaporation du solvant et de I'excés de pyrrolelpermet d’obtenir 1,16 g d’huile orange
foncée (Rdt = 90%).

ES MS: m/z valeur calculée 407,1970 [MH]mesurée 407,1958.

RMN *H (250 MHz, CDCl;, 6 ppm): 1,75-1,91 (m ; 4H ; 8,-CH,NHCH,-CH)) ; 2,95-3,13
(m;4H; H>-N-CHp) ; 3,95 (d J=13,4Hz ; 1H ; NC=8) ; 4,24-4,51 (m ; 2H ; B>-N) ;
5,01-5,33 (m ; 5H ; 8,Ph et ®1-N) ; 7,22-7,37 (m ; 10H ; aromatiques).

RMN *C (75,5 MHz, CDCk, 6 ppm) : 25,3 CH>-CH,NCH,-CH)) ; 48,2 CH»>-N-CH,) :
51,9 et 52,4CH,-N-COOCHPh) ; 65,5 CH-COOCHPh) ; 66,5 et 67,0 (N-COOH,-Ph et
CHCOOLCH,-Ph) ; 83,3CH=C-N), 126,9-128,5¢ aromatiques) ; 135,8 et 1365
aromatiques) ; 145,4 (-8=CH-) ; 154,1 (NEOOCH,Ph) ; 172,1 (CHZOOCH,Ph).

(2S,3R)-3-[2-(benzyloxy)-2-oxoethyl]-4-oxopyrrolidine-1,2dibenzylester (6)

_-COOCHPh CyoH,NO,

: FW = 501.52718
O§©/COOCH2Ph
N

6 “coocH,ph

Méthode A :

L’énamine 5 (10,5 g; 25,8 mmol) est dissoute dans I'acétimitanhydre (200 ml). Le
carbonate de potassium sec (9,63 g ; 69,66 mmbbj@sté sous forme de poudre fine. Puis
le bromoacétate de benzyle (6,16 mL ; 38,7 mmalaégitionné au mélange qui est alors mis
au reflux et sous agitation.
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Aprés 30 heures, I'acétonitrile est évaporé etkdu repris dans le chloroforme (50 mL).
Ensuite une solution aqueuse d’acide acétique a é9%olume (50 mL) est ajoutée pour
donner un mélange biphasique laissé sous agitatitmmpérature ambiante, durant 20 heures.
Le mélange est alors extrait au chloroforme (3x40).nLes fractions organiques sont
récupéreées et lavées par une solution saturée rd@ggdocarbonate de sodium (40 mL), puis
d’eau distillée (40 mL) et enfin séchées sur selfddé magnésium, filtrées et évaporées pour
donner 14,8 g de produit brut.

Ce produit est alors purifié sur colonne de siljpentane/éther 6:4) pour donner 3,6 d'une
huile jaune péle (Rf = 0,45 ; Rdt= 28%).

Méthode B :

L’énamine5 (1 g; 2,46 mmol) est dissoute dans I'acétonitsiidydre. Le bromoacétate de
benzyle est additionné a la solution (0,4 mL ; 2y#60l) puis le mélange soumis a agitation.
Le carbonate de potassium (0,6 g ; 4,34 mmol) jesté@ sous forme de poudre tres fine. La
réaction est alors laissée a température ambiamtentd 60 heures avant d’ajouter une
nouvelle quantité de bromoacétate de benzyle (0,4 2946 mmol). Le mélange est laissé
sous agitation a température ambiante a nouvealapefiO heures.

Le solvant est alors évaporé et le résidu repriss da chloroforme (14 mL). Une solution
agueuse d’acide chlorhydrique (10 % en volume)nil4 est alors ajoutée donnant un milieu
biphasique qui est agité pendant 36 heures a tatupérambiante.

L’extraction se fait par le chloroforme (3x25 mlgs phases organiques sont récupérees et
lavées par une solution aqueuse saturée d’hydrogémmnate de sodium (2x20 mL) puis
avec de l'eau distillée (20 mL). Le produit estafement concentré pour donner 1,66 g d’'une
huile orange foncée avec des dépbts blanchéatres.

Apres purification sur colonnes de silice (toluétle¢r 6:4 ; pentane/éther 6:4 ; toluene/éther
6:4) on récupéere 30 mg d’une huile jaune pale (Bf45; Rdt = 3%).

ES MS: m/zvaleur calculée 524,1679 [MNaJaleur mesurée 524,1673
[o]p= + 0.367° (20°C, CHG)

RMN H (250 MHz, CDCl;, 6 ppm) : 2,17-2,38 (m ; 0,5H ; B-COOCHPh) ; 2,79-2,96
(m; 0,5H ; G,-COOCHPh et 0,5H ; €-CH,COOCHPh et 1H ; EGi,-COOCHPh) ; 3,36-
3,41 (m; 0,5H ; €l-CH,-COOCHPh) ; 3,95-4,15 (m ; 2H ; i€,-NCOOCHPh) ; 4,52-4,65
(m; 0,5H; G-COOCHPh) ; 4,91-5,28 (m ; 6H ; COOHG-Ph et 0,5H ; €-COOCHPh) ;

7,21-7,34 (m ; 15H ; aromatiques).

RMN C (75,5MHz, CDCk, 6 ppm) : 29,7 et 33,6 GH,-COOCHPh) ; 46,8 et 47,3QH-
CH,-COOCHPh) ; 52,0 et 52,1QH,-CO); 59,5 et 59,6 GH-COOCHPh) ; 66,6-68,1
(COOLCH,-Ph) ; 127,4-129,5Q aromatiques) ; 134,6-135,Lq aromatiques) ; 154,0 et
154,8 (NCOOCH,Ph) ; 169,5-171,0 (CKEOOCH,Ph et CH-COOCHPh) ; 206,6 et 207,2
(C=0).

(2S,39)-dibenzyl-3-(2(2benzyloxy)-2-oxoethyl)-4-(2ert-butoxy-2-

oxoethylidene)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (7) et (S)-dibenzyl 3-(2-(benzyloxy)-2-
oxoethyl)-4-(2tert-butoxy-2-oxoethyl)-1H-pyrrole-1,2(2H,H)-dicarboxylate (8)
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COOCH_Ph
- 2 CagHyNO,
H FW = 509.67018
WCOOCH Ph
o — 2
) N
o *COOCH,Ph
z

Le tert-butyldiéthylphosphonoacétate (1,13 mL ;94iWmol) est ajouté a une solution de
LHMDS (1,06 M) (3,77 mL, 3,99 mmol) dans le THihgdre (15 mL) a -78°C.

Apres 30 minutes, une solution du comp6%2 g ; 3,99 mmol) dans le THF anhydre (15 mL)
est ajoutée, goutte a goutte, puis le milieu laisgénir a température ambiante.

Apres 13 heures, le mélange réactionnel est agidifiec une solution aqueuse d’acide
chlorhydrique a 10 % puis extrait avec 'acétatétliyle (3x30 mL). Les phases organiques
sont rassemblées puis lavées avec une solutiorusgsaturée en NaCl (20 mL). La phase
organique est ensuite séchée sw3I, filtrée puis concentrée pour donner 3,25 g deyito
brut.

Aprés purification sur colonne de silice (pentatiedé 6:4) 720 mg de I’ huile jaune péle
(D)sont récupéres (Rf = 0,7 ; Rdt = 28%) ainsi queé B89 du compos8 (Rf = 0,5 ; Rdt =
13%).

ES MS: m/zvaleur calculée 622,2411 [MNajaleur mesurée 622,2441

RMN *H (300 MHz, CDCl; ; 6 ppm) : 1,33 et 1,38 (2's ; 9H ; CKR)s) ; 2,40-2,74 (m ; 2H ;
CH,-COOCHPh); 3,27-3,32 (m; 0,5H ; K-CH,COOCHPh) ; 4,04-4,09 (m ; 0,5H ;&

CH,COOCHPh) ; 4,20-4,24 (m ; 1H; Ni&) ; 4,30-4,55 (m; 1H; N-B-COOCHPh) ;

4,56-4,59 (m; 1H; N-8,); 4,89-514 (m; 6H; NCOO&Ph et CHCOOE,Ph et
CH,COOM,Ph) ;5,60 et 5,67 (2s, 1H ; H}; 7,14-7,26 (m, 15HH aromatiques).

RMN **C (75,5 MHz, CDCk; ¢ ppm): 27,1 (COOQCHs3)s) ; 36,7 et 38,3 (CHGH,-
COOCHPh) ; 41,4 42,3 44,0 et 45,8K-CH,COOCHPh) ; 49,2 49,7 50,1 et 50,7 @CH2-
C=); 61,8 62,1 63,0 et 63,8H-COOCHPh) ; 65,7-66,5 (NCOQOH,Ph et CHCO@H,Ph
et CHLCOQOCH.Ph) ; 79,9 C(CHs)3) ; 115,8 et 116,2 (B=C) ; 125,9-128,5¢ aromatiques)
; 134,2 et 135,2Gqg aromatiques) 140,1 (Ci&y ; 153,3-155,9 (ROOCH,Ph) ; 163,3-163,7
(=CHCOO(CH)3) ; 168,9-170,1 (CHEOOCH,Ph et CH-COOCH,Ph).

COOCHZPh

c35H37NOB
7( FW = 599.67018
o Y COOCH,Ph
) N

o *CoOCH,Ph

8

RMN *H (300 MHz, CDCls; 6 ppm): 1,32 (s; 9H ; C(83)s) ; 2,94-3,04 (m ; 3H ; By
COOCHPhH et G1,-COOC(CHy)3); 3,19 (d ; 1H ; B1,-COOCHPh) ; 4,31 (s ; 2H ; N-B>) ;
4,88-5,15 (m; 7H; N-B8-COOCHPh et NCOOE.Ph et CHCOOE,Ph et
CH,COOMd,Ph) ; 7,09-7,26 (m, 15HH aromatiques).

RMN *C (75,5 MHz, CDCk; ¢ ppm) : 26,9 (COOQCHs)3) ; 30 (CHCH,-COOCHPh) ;

33 CHCH,-COOC(CHy)3); 54,6 et 55,1 (N2H,-C=); 65,9-67,8 CH-COOCHPh et
NCOQOCH,Ph et CHCO@H,Ph et CHCOOCH,Ph); 80,7 C(CHs)s); 124,6 (HC-

CH,COOCHPh) ; 126,8-128,50 aromatiques) ; 131,&H-CH2COOC(CH)3) ; 134,2 et
135,5 Cqg aromatiques) 140,1 (CH3 ; 152,6 et 153,1 (ROOCHPh); 167,1-168,6
(=CHCOO(CHs)3 et CHCOOCH,Ph et CH-COOCH,Ph).
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4-bromo tert-butylcrotonate (16)

COOC(CH,), CgH,,BrO

Br 3’3 8l 113! 2

~IN FW = 221.09162
16

A une solution de crotonate tkrt-butyle (8 mL ; 50 mmol) dans le tétrachlorure debone
anhydre (50 mL) est ajouté Nebromosuccinimide (8,9 g ; 50 mmol) en milieu anteyd

On introduit ensuite le peroxyde de benzoyle, mtdament recristallisé dans le chloroforme
(75 mg ; 0,3 mmol), puis la réaction est mise dluxetoute une nuit. Le milieu est refroidi
puis filtré de facon a éliminer l-hydroxysuccinimide formé au cours de la réaction.

Le filtrat est alors lavé avec de I'eau (3x15 mu)spséché sur sulfate de sodium. Finalement,
la phase organique est concentrée pour donneg&dim liquide orange (Rdt = 55%)

RMN *H (300 MHz; CDCls; é ppm): 1,35 (s ; 9H ; C(83)3) ; 3,88 (d J=7,33 Hz ; 2H ;
CH»-Br) ; 5,81 (d ;J = 15,26 Hz ; 1H ; CH=HCOOC(CH)3) ; 6,67-6,82 (2 t J = 15,26 et
7,33 Hz ; 1H ; CH=EG CH.Br).

RMN °C (75,5 MHz, CDCk; & ppm): 27,7 (COOCCHs)s) ; 29,0 CH»-Br) : 80,2
(COOC(CHa)s) ; 126,0 (CHCH=CH) ; 140,3 (CHCH=CH) ; 164,0 COOC(CH)s).

Tert-butyl diéthylphosphonocrotonate (17)

? C12H2305P
— COOC(CH Fw = 278.281782
EtO —P (CH 3),

EtO
17

Le tert-butyl-4-bromocrotonate (1,09 g ; 4,9 mmol) est iaddné trés lentement au

triethylphosphite (1 mL; 5,8 mmol) sous agitati@ntempérature ambiante. Le milieu
réactionnel est chauffé a 120°C pendant 5 heures.

L’exces de triéthylphosphite est éliminé sous \@ti650 mg d’un liquide jaune sont récupérés
(Rdt = 48%).

RMN *H (300 MHz ; CDCl; ;6 ppm) : 1,19 (t; 6H ; Ei3-CH0) ; 1,33 (s; 9H ; C(83)3) ;
2,53-2,65 (dd J = 7,53 et 23 Hz ; 2H ;&,-P) ; 3,99 (s élargi ; 4H, GCH,-0) ; 5,77 (d J
= 14,32 Hz ; 1H ; CH=8-COOC(CH)3) ; 6,64 (m ; 1H ; BI=CHCOOC(CH)3).

(2S,3S,2)-dibenzyl3-(2-(benzyloxy)-2-oxoethyl)-44ert-butoxy-4-oxobut-2-
enylidene)pyrrolidine-1,2dicarboxylate (18)

(H,C),co0C

S

CS7H39NOB

/COOCH?Ph FW = 625.70746

S COOCHZPh

N
18 COOCH,Ph

Le tert-butyl phosphonocrotonaté5 (1,4 g; 5,0 mmol) est ajouté, goutte a goutteina
solution de LHMDS (1,06 M) (4,0 mL ; 4,2 mmol) ddesétrahydrofurane anhydre (10 mL)
a -78°C. Le tamis moléculaire 4A (5 g) est alotsoduit dans le milieu réactionnel maintenu
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a -50°C pendant 2h30. La cétod€2,1 g ; 4,2 mmol), en solution dans le tétrahfuhane
anhydre (15 mL), est additionnée a -78°C. Apresniiiutes a température ambiante, le
mélange est mis au reflux pendant 2h30.

La réaction est arrétée par addition d’eau disti(B0 mL). La phase organique est extraite a
l'acétate d’éthyle (4x30 mL), lavée par I'eau digd (25 mL), séchée sur sulfate de sodium
puis concentrée pour donner 2,48 g d’'une huilegegan

Le produit est purifié par HPLC sur colonne Protemiter 4um (phase inverse) (éluant
eau/acétonitrile 85:15 ; débit 5 mL.rifjn On obtient 560 mg d’une huile jaune (temps de
rétention : 18,9 min ; Rdt = 22%).

ES MSm/zvaleur calculée 648,2567 [MNayaleur mesurée 648,2543

RMN *H (300 MHz; CDCls; 6 ppm): 1,42 (s 9H; C(83)3) ; 2,44-2,65 (m, 2H;
CH,COOCHPh); 3,27-3,30 (s; 0,8H; HCH,COOCHPh); 3,55-3,65 (s; 0,2H;
CHCH,COOCHPh) ; 4,17-4,53 (m ; 3H, l&COOCHPh et N-G,) ; 4,95-5,10 (m; 6H ;
COOM,Ph); 5,60 (d J=15,3 Hz ; 1H; =BICOOC(CH)3) ; 591 (d;J =115 Hz; 1H;
CH.CCH=) ; 6,92-7,03 (m ; 1H ; C=CH{€=CH) ; 7,15-7,24 (m ; 15HH aromatiques).

RMN *3C (75,5 MHz, CDCk, 6 ppm) : 28,2 (CCHs)s) ; 39,2 CH,-COOCHPh) ; 41,6 42,5
44,8 et 45,8 CQH-CH,COOCHPh); 48,1 et 48,7 QH,-NCOOCHPh); 63,8 CH-
COOCHPh) ; 66,9-67,5 (COOH,Ph) ; 80,7 C(CHa)s) ; 122,0 (£€H-CH=) ; 124,4 (€H-
COOH); 127,8-129,2d aromatiques) ; 135,5 et 136,2q aromatiques) ; 138,0 (=CH-
CH=CH); 1455 et 146,7 Q=CHCH=); 154,6 et 1551 (KOOCHPh); 165,8
(COOC(CH)3) ; 170,2 et 170,8 (CKZOOCH,Ph et CH-COOCH,Ph).

- Clivage de I'ester deert-Butyle

Acide 2-((4S,5S)-4-(2-(benzyloxy)-2-oxoethyl)-1,5 (benzyloxycarbonyl) pyrrolidin-3-
ylidene) acétique (12)

_COOCH,Ph  C,H,NO,

HOOC FW = 543.56386

“\,~COOCH,Ph

N
12 'COOCH,Ph

Le composé’ (1 éq) est mis en solution dans le dichlorométhankydre (32 €q). Le
triethylsilane (2,5 éq) puis l'acide trifluoroacgie (13 éq) sont alors ajoutés, sous
atmosphere inerte, et le milieu laissé a tempéeatarbiante toute la nuit.

L’exces de triéthylsilane et le solvant sont aléliminés par évaporation pour récupérer les
produits déprotégés.

Huile jaune trés visqueuse
Rendement = 78%

ES MSm/zvaleur calculée 566,1785 [MNa}yaleur mesurée 566,1770
RMN *H (300 MHz ; CDCls ; 6 ppm) : 2,61-2,89 (m ; 2H ; 8,-COOCHPh) ; 3,40-3,58
(m ; 0,65H ; -G1-CH,COOCHPh) et 4,25-4,35 (m ; 0,35H ; HECH,COOCHPh) ; 4,42-
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4,83 (m ; 3H ; G1,-NCOOCHPh et H-COOCHPh) ; 5,07-5,28 (m ; 6H ; COQGGPh) ;
592 (2 s; 1H ; =€COOH) ; 7,23-7,55 (m ; 15H ; aromatiques) ; 11,80afge ; 1H ; -
COH).

RMN C (75,5 MHz ; CDCk ; é ppm) : 37,5 et 38,9CH,-COOCHPh) ; 42,7 43,6 45,1et
46,0 CH-CH,COOCHPh) ; 50,4 51,0 51,4 et 51,8K,-NCOOCHPh) ; 62,8 63,1 63,9 et
64,2 CH-COOCHPh) ; 66,7-67,5 (COOH,Ph) ; 114,3 et 114,6 (GH-COOH) ; 127,5-

129,2 € _aromatiques) ; 135,0-136,1Cq aromatiques et CH>» ; 154,4-155,0 (N-

COOCH,Ph) ; 159,9 et 160,LO0OH) ; 169,4-170,8 (CHZOOCH,Ph et CH-COOCH,Ph).

(2S,3S)-dibenzyl 3-(2-(benzyloxy)-2-oxoethyl)-4-(@ert-butoxy)-4-oxobut-2-en-1-
ylidene)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 19

HOOC

— _COOCHPh ¢ i no,
FW = 569.60114
~ COOCH,Ph
N

19 'COOCH,Ph

Le composél8 subit le mode opératoire décrit pour I'obtentiam ebmposél2 et permet
d’aboutir au composg9.

Huile orange foncée
Rendement = 82%

ES MSm/zvaleur calculée 592,1941 [MNa}aleur mesurée 592,1926

RMN 'H (200 MHz ; CDCls ; 6 ppm) : 2,56-2,84 (m ; 2H ; B,-COOCHPh) ; 3,31-3,52
(m; 0,7H ; &H-CH,COOCHPh) ; 3,65-3,90 (m ; 0,3 H ;KGCH,COOCHPh) ; 4,32-4,57
(m; 3H ; H,-NCOOCHPh et G(-COOCHPh) ; 5,01-5,23 (m ; 6H ; COQGEGPh) ; 5,79
(d;J=149Hz; 1H ; =€ICH=CHCOOH) ; 6,07 (dJ=12,2Hz ; 1H ; =EICOOH) ; 7,18-
7,42 (m ; 15H ; aromatiques et 1H ; CHHECH) ; 10,00 (s large ; 1H ; CQ9).

RMN **C (50 MHz: CDCl; ; ¢ ppm) : 38,9 CH,-COOCHPh) ; 44,9 et 458QH-
CH,COOCHPh) ; 48,3 et 48,90H,-NCOOCHPh) ; 63,7 CH-COOCHPh) ; 66,5-67,8
(COQOCH_Ph) ; 121,9 (CEH-COOH et €H-CH=CHCOOH) ; 128,4-128, 7T aromatiques)
; 1354 et 136,0 Gq aromatiques) ; 141,3 CH=CHCOOH) ;147,7 et 1487
(C=CHCH=CHCOONH) ; 154,7 et 155,2 (@OOCHPh); 170,2-171,4 (CKEOOCH,Ph et
CH,-COOCH:Ph).

Réduction

(2S, 3S, 4S)-dibenzyl 3 -(2-(benzyloxy)-2-oxoethyl)-4-hydroxyprrolidine-1,2-
dicarboxylate

i/COOCHzPh CyoHyNO;,

: FW= 503.54306
HO\O/COOCHZPh
N

6a "coocH,ph
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A une solution du compos (577 mg; 1,14 mmol) dans le MeOH (20 mL) est &jde
NaBH,; (48 mg; 1,26 mmol). Apres 2h, le milieu réactiehest versé dans une solution
saturée de chlorure d’ammonium et extrait a I'aeétdéthyle (4x20 mL). Les fractions
organiques sont ensuite lavées avec une solutibBi€ld0,1M (30 mL) puis une solution
saturée de NaCl (30 mL) et enfin séché sur Mg3@rés évaporation on récupere 530 mg
d’un solide Iégérement brunatre (Rdt = 92 %)

RMN *H (400 MHz ; CDCls ; 6 ppm) : 2,41-2,55 (m, 2H ; 8,-COOCHPN) ; 2,64-2,79 (m,
1H ; CHCH,COOCHPh); 3,41-3,62 (m, 2H ; I&,NCOOCHPhH); 3,99 (s élargi, 1H
CHOH); 4,10-4,19 (m, 1H; BCOOCHPh); 4,98-5,03 (m, 4H; CHCOGGPh et

CH,COO,Ph) ; 5,09-5,17 (m, 2H ; NCOQGPh) ; 7,17-7,33 (m, 15 H ; H aromatiques).

RMN 2C (100 MHz:; CDCL ; é ppm) : 35,6 CH.,COOCHPh); 46,8 et 47,7
(CHCH,COOCHPh) ; 52,7 et 53 (NH,CHOH) ; 62,7 et 63,1GHCOOCHPh) ; 73 et 73,8
(CHOH) ; 66,5-67,8 (3C,CH.Ph); 127-129 € aromatiques); 1354 et 136,
aromatiques) ; 1544 et 155 G©POCHPh); 1716 et 171,9 CGHOOCHPh et
CHCOOCHPh).

Hydrogénation

2,2’-((2S,3R)-2-carboxypyrrolidine-3,4-diyl)-diacetic acid (13)

/COOH CyH,5NOg
HOOC FW = 231.20262

COOH

N\
13 H

Le palladium sur charbon (80 mg) est ajouté a wtetisn du composd2 (780 mg ; 1,3
mmol) dans le méthanol (10 mL). Apres une nuit smugant de dihydrogene, la solution est
alors passée sur un filtre PTFE (0,45 pum) puidthe favé a I'eau (2x5 mL).

Un deuxieme ajout de palladium sur charbon (75 est)effectué avant de laisser la réaction
sous courant de dihydrogéne pendant 6 heures.

La solution est filtrée (PTFE ; 0,45 um) et le solvévaporé pour donner 220 mg d’une huile
marron fonce.

RMN 'H (300 MHz; CDCl; ; & ppm) : 2,42-2,84 (m, 6 H ; B,-COOH et —Gi-
CH,COOH) ; 3,14-3,23 (m, 1H ; -N&»-) : 3,63-3,69 (m, 1H ; -NB»-) ; 4,07 (d,J = 8,33
Hz, 1H ; -GHCOOH).

6.4 Réactions de couplage et hydrogénation des conj  ugués

6.4.1 Couplages a la BSA (albumine sérique bovine)

Synthese du composé BSA-12
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(0]

>%§\—COOBH
"\I COOBn
BSA-12A Cbz

BSA-12B

Avec rapport BSA/Haptene (1:2BBA-12A

Le composél2 (12,4 mg ; 26,5 umol) dissous dans le DMF anhytineL) est versé dans le
ballon 1. LeN-hydroxysuccinimide (NHS) (3,9 mg ; 33,5 umol) agiuté sous atmosphere
inerte (Ar) a 0°C puis I'hydrochlorure de 1-éthyl3®-diméthylaminopropyl) carbodiimide
(EDC) (5,8 mg ; 32 pumol). Le milieu réactionnel esisuite laissé sous atmosphére inerte
durant 1 heure a 0°C.

La BSA (67,7 mg; 1 umol), dissoute dans le tamporate/borique (pH=8,7) (10 mL) est
placée dans le ballon 2.

Le contenu du ballon 1 est ajouté a celui-ci pargoutte a goute extrémement lent afin
d’éviter au maximum la formation d’'un précipitépkut étre nécessaire d’additionner, goutte
a goutte, de petites quantités de solution tampde &MF.

Le milieu réactionnel est esnuite mis a 4°C pendaetnuit.

Avec rapport BSA/Haptene (1:5BBA-12B:

Selon le protocole décrit ci-dessus, une solutiscamposd2 (12,4 mg ; 26,5 pmoljans le
DMF (1 mL) contenant NHS (3,9 mg ; 33,5 umol) et®I5,8 mg; 32 umol) est ajoutée,
goutte a goutte, a la BSA (34,5 mg ; 0,5 umol)aliss dans le tampon borate/borique (pH =
8,6) (15 mL) contenant du DMF (1 mL). L’addition st par un goutte a goutte trés lent (1
mL en 7 heures) en ajoutant de petites quantit&oldgeion tampon et de DMF pour éviter la
précipitation. Une fois I'addition terminée, le mail est mis a 4°C toute une nuit.

- Dialyse

La dialyse s’effectue en utilisant une membranee¢8p/Por Dialysis Membrane MWCO
25,000 lavée pendant 45 minutes dans I'eau distilléevdleme contenu dans le boudin est
dialysé 2 fois contre le PBS (1X) (avec un rapdotD0) pendant 8 heures puis 2 fois contre
I'eau distillée pendant 8 heures (rapport 1:10@)sdan réfrigérateur (4°C).

- Lyophilisation

L’intérieur du boudin de dialyse est mis dans dé®$ a hémolyse de 25 mL (5 mL par tube
max) puis mis dans un bain éthanol glace de facgelér la solution sur les parois du tube
afin d’accélérer I'étape de lyophilisation. Les @ectillons sont laissés une nuit & -80°C avant
la lyophilisation. Celle-ci dure, généralement ertret 20 heures.

On récupere pour les conjuguBSA-12A et BSA-12B, respectivement 26 et 13 mg d’'une
poudre blanchatre filamenteuse.

- Electrophorese

Le taux de couplage est dans un premier tempsé&étikestimé par électrophorese :
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Préparation des différents tampons

Tampon d’électrophorese 10X Tris-glycine-SDS : 45j1de trisbase ; 72,07 g de glycine ; 5
g de SDS dans 500mL d’eau ultra pure. A diluerdi® &vant utilisation = 10X.

Tampon de charge 2X : 1,529 trisbase ; 20mL glyc&a SDS ; 2 ml3 mercaptoéthanol ;
1 mg bleu de bromophénol dans 100 mL d’eau dé-éenigjuster le pH a 6,8.

Tampon de coloration : éthanol 50% ; Acide acétit# ; Bleu de Coomassie 0,05%
(poid/volume) ; eau 40%.

Tampon de décoloration : éthanol 5% ; acide acéti§é ; Glycérol 5% ; Eau 83%.

Protocole

Préparer 180 mL de tampon électrophorése 1X

Mettre 85 mL dans chaque compartiment du bac

Sortir le gel de son emballage, rincer la cassetée de I'eau ultra pure puis enlever le
strip blanc

Positionner le gel dans le bac

Faire un pré run & 160V avec le gel pendant 12 min

Enlever le cache vert et mettre dans les puits @entampon électrophorese

Déposer en sous marin les échantillons

Faire migrer a 160V

Sortir la cassette et I'ouvrir. Couper avec umeddes bords du gel et le mettre dans le
tampon de coloration (45 min)

Récupérer le tampon de coloration et le remplaeerdu tampon de décoloration
(plusieurs heures)

Le taux de couplage est calculé a I'aide du logsiphaEaseFC.

Echantillon| Masse Incrément de masse / | Masse de Nb d’haptenes
mesurée BSA (Da) I'hapténe greffés
(2 mesures, (Da)
Da)
BSA-12A 62469 1496 526 2,8
BSA-12B 68100 7127 526 13,6

- Spectrométrie de Masse

Le taux de couplage peut aussi étre calculé patrgpeétrie de masse (MALDI) :

Echantillon| Masse mesurée Incrément de masse| Masse de Nb d’haptenes
(moyenne de 6 BSA (Da) 'hapténe greffés
mesures, Da) (Da)

BSA-12A 70036 + 99 3605 + 91 526 6.8+0.2

BSA-12B 75845 + 129 9414 + 117 526 17.9+0.2

Synthése du conjugué BSA-19

130



Chapitre 6 Partie expérimentale

BSA-19A
BSA-19B

Le composél9 (29,4 mg; 51,6 pmol) est dissous dans le DMF dréy1,8 mL) dans le
ballon 1. Le NHS (8,1 mg; 70,4 umol) et 'TEDC @2ng ; 67,3 umol) sont ensuite ajoutés
sous atmosphére inerte (Ar) a 0°C. Le milieu réactel est laissé sous atmosphere inerte
durant 1 heure a 0°C.

La BSA (68,5 mg; 1 umol), dissoute dans le tamporate/borique (pH=8,7) (10 mL) est
placée dans le ballon 2.

Le contenu du ballon 1 est alors ajouté a celupar un goutte a goute extrémement lent (3
heures environ) afin d’éviter au maximum la forroatd’un précipité. Il peut étre nécessaire
d’additionner, goutte a goutte, de petites quanti solution tampon et de DMF.

Le milieu réactionnel est alors mis a 4°C pendamiigs.

Dialyse et Lyophylisation

Apres les étapes de dialyse et de lyophilisati@lis®es selon les conditions décrites a la
section (6.4.1, page 128), 50 mg d’'une poudre biaine filamenteuse sont récupérés.

Spectrométrie de masse

Echantillon| Masse mesurée Incrément de masse| Masse de Nb d’haptenes
(moyenne de 6 BSA (Da) 'hapténe greffés
mesures, Da) (Da)

BSA-19A 68060 + 135 1659 553 3+04

BSA-19B 70650 + 150 4147 553 7,5%20.3

6.4.2 Couplages a la THYR

6.4.2.1Synthése des conjugués THYR-hapténe

Synthese du conjugué THYR-12

o]

>Hcoosn
N COOBN

Cbz
THYR-12
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La moléculel2 (7,8 mg ; 12,5 umol) est dissoute dans le DMF dréy0,5 mL) puis mise
dans un bain de glace (0°C). Le NHS (2 mg ; 17,%lupuis, aprés quelques minutes, 'EDC
(3 mg; 16,3 pmol) sont ajoutés. Le milieu est alagité pendant 1 heure (ballon 1) & 0°C,
sous atmosphere inerte.

Dans le deuxiéme ballon, la THYR (15 mg; 0,022 pPnest dissoute dans un tampon
borate/borique a pH = 8,6 (5 mL).

L’'addition du contenu du ballon 1 se fait trés éanént (environ 2 heures) avec ajouts de
petites quantités de tampon (5 mL au total) afévier la formation d’un précipité. Le milieu
réactionnel est alors placé une nuit au réfrigéraié°C).

Dialyse et Lyophylisation
Apres les étapes de dialyse et de lyophilisatiomlis&es selon les conditions décrites
précédemment (section 6.4.1, page 128), 11,9 mmgeddoudre blanchatre filamenteuse sont

récupérés.

Synthése du conjugué THYR-19

THYR-19

Le composél9 (13 mg ; 22,8 pmol) est dissous dans le DMF ardyArmL) puis mis dans
un bain de glace (0°C). Le NHS (4 mg ; 32 umolspaprés quelques minutes, I'EDC (6,6
mg ; 34,2 umol) sont ajoutés. Le milieu est algiséapendant 1 heure (ballon 1) & 0°C, sous
atmospheére inerte.

Dans le deuxieme ballon, la THYR (15 mg; 0,022 Pnest dissoute dans un tampon
borate/borique a pH = 8,6 (15 mL).

L’addition du contenu du ballon 1 se fait tres énént (environ 2 heures) avec ajouts de
petites quantités de tampon (5 mL au total) afégvider la formation d’un précipité. Le milieu
réactionnel est alors placé une nuit au réefrigéraig°C).

Dialyse et Lyophylisation

Apres les étapes de dialyse et de lyophilisati@iis®es selon les conditions décrites a la
section (6.4.1, page 128), 10 mg d'une poudre biaine filamenteuse sont récupérés.

6.4.2.2Synthése du conjugué THYR Acide Domoique (THYR-AD)

THYR-AD
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La THYR (10,9 mg ; umol) est dissoute dans un tamparate borique a pH = 8,6 (1 mL).
Deux solutions de NHS (3,5 mg.ML et ’EDC (2 mg.mL}) dans le DMSO, sont alors
préparées. L'acide domoique est utilisé sous fatensolution dans I'eau (10 mg.mL

Le DMSO (1 mL) est ajouté a la solution aqueuseidadomoique (63 puL). EDC (290 pL)
et NHS (80 pL) sont a leur tour ajoutés au milidprés 10 minutes, la THYR est ajoutée et
le milieu réactionnel laissé sous agitation pendameure a température ambiante. Finalement
celui-ci est mis pendant une nuit a 4°C.

Dialyse et lyophilisation

Apres les étapes de dialyse et de lyophilisati@iis@ées selon les conditions décrites a la
section (6.4.1, page 128), on récupere 6,8 mg danelre blanchéatre filamenteuse.

Electrophorese et Spectrométrie de Masse

La structure et le poids moléculaire de la THYRpeemettent pas l'utilisation de ces deux
techniques pour la caractérisation des conjugués.

6.4.3 Hydrogénation des conjugués

Synthese du conjuguéBSA-12

(6]
>%§\—COOH
COOH

hBSA-12A
hBSA-12B

Protocole général

A une solution du conjugué protéBSA-12 (55 mg) dans un mélange (1/1 v) méthanol/eau
(1 mL de solution pour 5 mg de produit environ) gsiuté 50% en masse de palladium sur
charbon. La réaction est placée sous un couradihgdrogéne pendant 5 heures. Aprés ajout
de catalyseur (méme quantité que lors de la prengitape), le milieu réactionnel est laissé
une nuit a température ambiante, sous courantgeldigene.

Dialyse et lyophilisation

Les étapes de dialyse et de lyophilisation sontisées dans les conditions décrites
précédemment (section 6.4.1, page 128) et permétibtention de 50 mg de produit.

Spéctrométrie de Masse

Echantillon| Masse mesurée| Incrément de mass Masse de Nb d’haptenes
(moyenne de 6 / BSA (Da) I'haptene (Da) greffés
mesures, Da)

hBSA-12A 70600 + 130 4169 + 133 214 19.5+0.6

hBSA-12B 70656 + 270 4225 + 246 214 19.7+x1.1
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Synthese du conjuguéBSA-19

hBSA-19A
hBSA-19B

Les étapes de synthese, dialyse et lyophilisatmnt glentiques a celles décrites pour le
conjuguéBSA-12 en utilisant 30 mg de conjuglBSA-19.et permettent de récupérer 30 mg
de chaque conjugué.

Echantillon | Masse mesurée Incrément de mass Masse de Nb d’hapténes

(moyenne de 6 / BSA (Da) I'haptene (Da) greffés
mesures, Da)

hBSA-19A 67330 + 300 900 243 3,704

hBSA-19B* - - -

*pas de signal obtenu

Synthese du conjuguéTHYR-12

(0]
l}l COOH
H

hTHYR-12

Mode opératoire :
Les étapes de synthése, dialyse et lyophilisationt sdentigues a celles décrites
précédemment, a partir de 11,9 mg du compdd¥R-12 . Elles permettent de récupérer
10,5 mg de produit final.

Synthése des conjuguBTHYR-19

hTHYR-19

Les étapes de synthése, dialyse et lyophilisationt sdentiques a celles décrites
précédemment, a partir de 10 mg du conjubd&R-19. Elles permettent I'obtention de 8,2
mg de produit final.
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6.4.4 Couplage AD-HRP

AD-HRP

EDC (2 mg) et NHS (1,5 mg) sont ajoutés a une swud’AD (1 mg) dans le DMSO (200
pL). Une solution d’'HRP (2,5 mg) dans le tamporboaate (500 pL; 0,1M ; pH 9,6) est
ajouté puis le tout mélangé pendant 2 heures aéenpe ambiante. Aprés dyalise et
lyophilisation, 2,8 g d’'une poudre filamenteuseg®étre sont récuperés.

6.5 Immunologie

6.5.1 ELISA indirect : THYR-Hapténe.

Les différents conjuguéEHYR-Haptene sont mis sous forme de solution dans le PBS (10
ng.mLY). Cette solution est alors ajoutée (100 pL) dasplits des plaques de microtitration
Maxisorp (Nunc). Les plaques sont recouvertes ddhnésif et incubées a 4°C pendant une
nuit.

Aprés 3 lavages au PBS (300 pL par puits), le SEBiBrce) est alors ajouté (250 pL par
puits). L'incubation dure une heure a températunbiante. Pendant ce temps, les dilutions
de sérums sont préparées.

Une prédilution du sérum (1/100) dans le PBS efpamee dans un eppendorf. Celle-ci est
ensuite diluée au dixieme de fagcon a obtenir latidih de départ (1/1000). La dilution est
ensuite réalisée en cascade au % jusqu’a 1/64080fbie l'incubation terminée, trois
nouveaux lavages (300 pL par puits) avec une solute PBS sont effectués.

Les sérums (ou le PBS pour le blanc) sont ajoui@8 (1L par puits de A a G, et ligne H pour
le blanc) et incubés pendant une heure a températabiante. La plague subit une nouvelle
série de 3 lavages (300 pL) avec du PBS Tween%®,05

Les anticorps secondaires anti-lgG couplés a laxyease du raifort (Anti IgG-HRP, Vector
Laboratories) sont dilués dans le PBS (1/10000gBnji*) puis ajoutés (100 pL par puits).
Aprés une heure d’incubation a température amhidrdes nouveaux lavages au PBS (300
ML par puits) sont effectués.

Enfin la révélation se fait par ajout d’OPD (100 pé&r puits) en solution dans le PBS pour
permettre la réaction de coloration. Celle-ci dsigbée aprés 10-15 minutes par ajout de
H,SO, 2N (100 pL par puits).

L’absorbance de chaque puits est mesurée a 456anrte gecteur automatique de plaque
Multiskan EX (Thermo Scientific).

6.5.2 ELISA indirect : THYR-AD
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6.5.2.1Sans déplétion préalable

Le protocole utilisé est le méme que celui déaricpdemment (section 6.5.1). Le coating
utilisé est le conjugu8HYR-AD & une concentration de 10 ug.m{100 pL par puits). Les
sérums utilisés sontSerl2A2 Serl2B] Ser1l9AletSerl19A2

La révélation se fait par ajout de TMB (100 pL maits) en solution dans le PBS pour
permettre la réaction de coloration. Celle-ci dsigbée aprés 10-15 minutes par ajout de
H,SO, 2N (100 pL par puits).

Deux lectures a 450 et 620 nm sont effectuées aiigunement par le lecteur de plaque.

6.5.2.2Avec déplétion prealable

- Préparation des billes

La déplétion des sérums en anticorps anti-THYR sedte I'utilisation de billes DYNAL
(Dynabeads M-280 Tosylactivated). Une suspensiohiltks (50 mg dans 500 pL) est lavée
deux fois par le tampon de coating (0,1 M sodiumatma pH = 9,5; 1 mL). Les billes sont
alors resuspendues dans le tampon de coating (1)0Qa thyroglobuline (1 mg) est ajoutée
sous forme de solution dans le tampon de coatir8p (8L). Une solution de sulfate
d’ammonium 3M est ensuite ajoutée (415 pL). Le emilréactionnel est alors incubé toute
une nuit a 37°C, sous agitation.

Une fois l'incubation terminée, le surnageant esté& et une solution de PBS-0,05% Caséine-
0,05%Tween 20 est alors ajoutée (1250 uL). La mwlutle billes subit une nouvelle nuit
d’incubation & 37°C avec agitation. Les billes salors lavées trois fois par une solution de
PBS-0,05%-Caséine-0,05% Tween 20 puis mise de aouee suspension dans une solution
de PBS-0,1% caséine-0,02% azoture de sodium (1 Appartir de 1mg de THYR pour 50
mg de billes dans 1 mL de solution, nous disposienbkilles ayant une concentration de 1
mg.mL* de THYR.

- Etape de déplétion des sérums

Les sérums sont dilués dans du PBS (1/100). Lesslsibnt ajoutées a 5% (v/v) soit 70 uL de
billes + 14 pL de sérum dans 1400 pL de solutioaléi. Les sérums en présence de billes
sont alors incubés sous agitation, pendant 15 esnat température ambiante. Le surnageant
contenant le sérum dépourvu des anticorps anti-Tid3tRlors préleve.

- Tests ELISA

Le protocole utilisé est le méme que celui déaricpdemment (section 6.5.1). Le coating
utilisé est le conjugugHYR-AD & une concentration de 10 pg.th{100 pL par puits). Les
dilutions de sérum3erl19Al et Serl9A2 commencent a 1/100 au lieu de 1/1000 dans le
protocole précédent).

La révélation se fait par ajout de TMB (100 pL paits) en solution dans le PBS pour
permettre la réaction de coloration. Celle-ci dsigbée aprés 10-15 minutes par ajout de
H>SO, 2N (100 pL par puits).

Deux lectures a 450 et 620 nm sont effectuées aitgnement par le lecteur de plaque.
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6.5.3 ELISA indirect : THYR

Le protocole utilisé est le méme que celui déaricpdemment (section 6.5.1). Le coating
utilisé est laTHYR (Sigma Aldrich, référence T1126), & une concermtratie 10 pg.mt
(100 pL par puits).

Deux lectures a 450 et 620 nm sont effectuées aitgnement par le lecteur de plaque.

6.5.4 ELISA direct : AD-HRP

6.5.4.1Variation de la concentration AD-HRP

Les sérums sont préparées a la dilution souhali&®@0) dans du PBS. Celui-ci est alors
ajouté (100 ulL) dans les puits des plaques de fitration Maxisorp (Nunc). Les plaques
sont recouvertes d’'un adhésif et incubées a 4°Agenune nuit.

Aprés 3 lavages au PBS (300 pL par puits), le SEBiBrce) est alors ajouté (250 pL par
puits). L’incubation dure une heure a températonbiante.

Le conjuguéAD-HRP est ajouté (100 pL par puits) a des concentratiansbles (10 a 100
ng.mL?) et Iincubation dure une heure & température antbi La plaque subit une nouvelle
série de 3 lavages (300 pL) avec du PBS Tween%8),8&ivi d'un lavage au PBS (300 pL).
Enfin la révélation se fait par ajout de TMB (10D par puits) pour permettre la réaction de
coloration. Celle-ci est bloquée aprés 10-15 mmuyar ajout de 50, 2N (100 pL par
puits).

Deux lectures a 450 et 620 nm sont effectuées aitgnement par le lecteur de plaque.

6.5.4.2Variation de la concentration du sérum

Les sérums sont préparées aux dilutions souhgités300 a 1/32000) dans du PBS. Ceux-ci
sont alors ajoutés (100 pL) dans les puits desupkage microtitration Maxisorp (Nunc). Les
plaques sont recouvertes d’'un adhésif et incudéCgpendant une nuit.

Apres 3 lavages au PBS (300 pL par puits), le SEBiBrce) est alors ajouté (250 pL par
puits). L'incubation dure une heure a températanbiante.

L’ AD-HRP & la concentration de 100 pg.th{ou le PBS pour le blanc) est ajouté (100 pL
par puits) et I'incubation dure une heure a tenpéeaambiante. La plaque subit une nouvelle
série de 3 lavages (300 pL) avec du PBS Tween%®),8&ivi d’'un lavage au PBS (300 pL).
Enfin la révélation se fait par ajout de TMB (10D par puits) pour permettre la réaction de
coloration. Celle-ci est bloquée apres 10-15 mmuyar ajout de 6O, 2N (100 pL par
puits).

Deux lectures a 450 et 620 nm sont effectuées aiigunement par le lecteur de plaque.

6.5.5 ELISA compétitifs

6.5.5.1cdELISA anti AD
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Le conjuguéTHYR-AD _est mis en solution dans le PBS (10 pginiCette solution est alors
ajoutée (100 pL) dans les puits des plaques deotitration Maxisorp (Nunc). Les plaques
sont recouvertes d'un adhésif et incubées a 4°@gerune nuit.

Apres 3 lavages au PBS (300 pL par puits), le SEBiBrce) est alors ajouté (250 pL par
puits). L'incubation dure une heure a températunbdiante. Pendant ce temps, les dilutions
de sérums sont préparees.

Les dilutions d’AD et de sérum sont préparées dhn$BS a deux fois la concentration
souhaitée. Les échantillons préparés en utilisanalume de solution d’AD et un volume de
solution de sérum sont mis a préincuber. lls storsdavés trois fois avec du PBS (300 pL
par puits).

Chaque échantillon (100 pL par puits) est ajoutéretubation dure une heure a température
ambiante. La plaque subit une nouvelle série davadges (300 uL) avec du PBS Tween
(0,05%).

Les anticorps anti-lgG couplés a la peroxydase difort (Anti IgG-HRP, Vector
Laboratories) sont dilués dans le PBS (1/10000g.5nji*) puis ajoutés (100 pL par puits).
Apres une heure d’incubation a température amhidrdess nouveaux lavages au PBS (300
ML par puits) sont effectués.

Enfin la révélation se fait par ajout de TMB (10D par puits) pour permettre la réaction de
coloration. Celle-ci est bloquée aprés 10-15 mmyar ajout de 50, 2N (100 pL par
puits).

6.5.5.2CiELISA avec préincubation dans solution AK

Le conjuguéTHYR-AD est mis en solution dans le PBS (10 pginlCelle-ci est alors
ajoutée (100 pL) dans les puits des plaques deotitration Maxisorp (Nunc). Les plaques
sont recouvertes d’'un adhésif et incubées a 4°Agenune nuit.

Aprés 3 lavages au PBS (300 pL par puits), le SEBiBrce) est alors ajouté (250 pL par
puits). L'incubation dure une heure a températunbiante. Pendant ce temps, les dilutions
de sérums sont préparées.

Deux échantillons du séru®erl2A2 et de son préimmun sont alors préparés dontdiin
préincubé avec 200 pug d’AK. Une fois l'incubatia@rminée, subit trois nouveaux lavages
(300 pL par puits) avec une solution de PBS.

Chaque échantillon (100 pL par puits) est ajoutéretubation dure une heure a température
ambiante. La plaque subit une nouvelle série davadges (300 uL) avec du PBS Tween
(0,05%).

Les anticorps secondaires anti-IgG couplés a laxyeiase du raifort (Anti IgG-HRP, Vector
Laboratories) sont dilués dans le PBS (1/10000g5nji*) puis ajoutés (100 pL par puits).
Apres une heure d’incubation a température amhidrdess nouveaux lavages au PBS (300
ML par puits) sont effectués.

Enfin la révélation se fait par ajout de TMB (10D par puits) pour permettre la réaction de
coloration. Celle-ci est bloquée aprés 10-15 mmuyar ajout de 50, 2N (100 pL par
puits).

6.6 Mise au point de I'immunocapteur

6.6.1 Caractéristiques du dispositif
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Les capteurs proviennent du Laboratoire d’Analyisd’&rchitecture des Systemes (LAAS-
CNRS ; Toulouse, France) et possedent les carstogées suivantes :
- Substrat piézoélectrique : quartz
- Transducteur : IDT a structure double doigts eKépaisseur 80 nm) avec couche de
titane entre le quartz et I'or (20 nm) ; Lcc (diste centre a centre) 8,4 mm ; W
(ouverture) 1,56 mm =40 pum.
- Couche guidante : silice (6 pm).
La fonctionnalisation a lieu au sein de I'|SM aflty déposer la SAM permettant le greffage
des anticorps.
La puce microfluidique, développée par Fabien Felyest en PDMS.
Le dispositif d’enregistrement se situe au sein ldboratoire d’Immunologie et de
Parasitologie (Université Bordeaux 2 Victor Segpl€® banc de mesure se compose :
- du capteur et de la cellule
- d’un bloc d’alimentation de I'électronique
- de fréquencemetres qui mesurent la fréquence taisgm
- d’un ordinateur d’acquisition pour I'enregistremelets données.

6.6.2 Reconnaissance du motif AD

Les sérum$erl2A2ou Serl2B1(8 ug) sont mis en solution dans le TBS (60 plje Ubis

le débit fixé & 10 pL.minh et le capteur stabilisé (passage de TBS), laisalgtanticorps (60
uL) est ajoutée au TBS lorsque le volume restaetraitle niveau de 50 pL. Le SBBB (20
ML) sera lui aussi injecté dans le cone lorsq@ireste plus que 50 puL de TBS.

Enfin, le conjugud HYR-AD (2 pg)est a son tour ajouté sous forme de soluatéms le TBS
(20 pL) dans le cone d’entrée des deux lignes tEns0 puL de TBS restants apres avoir
préalablement réduit le débit & 1 pL.rhin

6.6.3 Expérience avec préincubation

Les anticorps du séru®erl2B1sous forme de solution dans le TBS (8 ug dansL§Gant
préincubés en présence de 200 ng d’acide domoiqumdlange subit alors une agitation
mécanique pendant 40 minutes de fagon a assuraélamge homogene.

Le débit est fixé & 10 pL.minet le TBS injecté dans le cone afin de passersaface du
capteur. Les solutions d’Acs, préincubés ou nol, |(2) sont injectées dans les cbnes
d’entrée, respectivement des ligriestet contrdle lorsque qu’il ne reste que 50 uL de TBS.
Le SBBB (20 pL) sera lui aussi injecté dans le dongqu’il ne reste plus que 50 pL de TBS.
Enfin, le conjugud HYR-AD (2 ug) est a son tour ajouté sous forme de solatams le TBS
(20 pL) dans le céne d’entrée des deux lignes ten$0 puL de TBS restants aprés avoir
préalablement réduit le débit & 1 pL.rhin
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