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RESUME 
En 2006, le traitement des lesions causees par degenerescences cartilagineuses a 

represents un fardeau de 5 milliards de dollars et les techniques utilisees a ces fins sont 

encore imparfaites. Parallelement, un interet croissant se developpe pour le chitosane et 

ses derives. En effet, les proprietes physicochimiques et biologiques du chitosane, un 

polymere naturel de glucosamines partiellement acetyle, en font un candidat ideal pour 

des applications de livraison de gene, therapie appelee a lutter entre autres contre les 

degenerescences cartilagineuses et suppleer les therapies mises en oeuvre a l'heure 

actuelle dans le domaine de la medecine regeneratrice. Les travaux exposes ici 

presentent une maniere innovante de fonctionnalisation du chitosane pour accroftre 

l'efficacite de ce dernier comme porteur d'ADN aux cellules. 

Le premier systeme etudie se base sur l'utilisation d'etiquettes peptidiques, le 

domaine coiled-coil. Un des partenaires (peptide coil) est ajoute sur une proteine ou 

peptide alors que le peptide coil complementaire est greffe au chitosane. Lors de la mise 

en presence du chitosane modifie et de la proteine etiquetee, un complexe stable et 

specifique se forme spontanement lors de la mise en solution des deux composes 

modifies. Un protocole de greffage covalent d'un des peptides coils a l'aide d'une 

enzyme, la tyrosinase, a ete etabli et son efficacite a ete prouvee a l'aide de mesures en 

ultraviolet et en infrarouge. Puis, 1'interaction entre un facteur de croissance (EGF, 

Epidermal Growth Factor) et le chitosane, tous deux etiquetes avec des coils 

complementaires a ete etudiee a titre de modele grace a la technologie de resonance 

plasmonique de surface (SPR). Ces tests montrent qu'environ 7 etiquettes coil ont ete 

greffees a chaque chaine de chitosane d'une longueur de 1250 motifs. De plus, le 

domaine coiled-coil est encore capable de se former, demontrant que la bioactivite de 

1'etiquette a ete preservee. 

La nature cationique du chitosane est a l'origine du developpement du second 

systeme : une etiquette de nature anionique greffee au peptide d'interet viendra interagir 

directement avec le chitosane qui joue le role de recepteur. La caracterisation de ce 

systeme innovant a ete menee au cours du projet a l'aide de deux peptides tests etiquetes 
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et marques avec un fluorophore. L'un se compose de 5 residus charges negativement et 

le second de 10 residus. Des tests menes par microcalorimetrie (ITC) et par resonance 

plasmonique de surface ont permis de caracteriser 1'interaction electrostatique entre 

etiquette et chitosane. L'interaction se distingue par une grande affinite a pH 6.0. De 

plus, il a ete observe que les peptides s'associent au chitosane de maniere 

electrostatique, puis entre eux via une interaction entre fluorophores, ce que des mesures 

en ultraviolet ont confirme. Des essais de perte de fluorescence des peptides greffes au 

biopolymere ont confirme cette hypothese d'interaction des fluorophores et ont permis 

d'etablir un protocole de greffage optimal. Les differents essais ont montre que chaque 

chaine de chitosane ayant une masse moleculaire 200 kDa et un degre de desacetylation 

80% pouvait accueillir un nombre variable de peptides, a savoir 83 pour le peptide 5E et 

42 pour le 10E. 

Ainsi, dans les deux cas de figure, le chitosane acquiere une propriete 

supplemental, celle de la proteine adjointe par le systeme d'etiquettes, tout en 

conservant les siennes. Cependant, du fait que les nanoparticules ADN/chitosane sont 

formees dans un exces de chitosane, 1'injection directe de peptides etiquetes 

engendrerait une perte substantielle de celui-ci par greffage sur les chaines de chitosane 

libre au detriment des complexes. Compte tenu de l'objectif final, soit la modification 

controlee de nanoparticules pour la livraison de gene, une methode de separation des 

nanoparticules du chitosane libre a ete mise au point. Ce dernier possede la capacite de 

lier le peptide etiquete au detriment des nanoparticules, ce qui pourrait engendrer une 

perte substantielle de materiel lors du greffage. A l'aide d'une etape 

d'ultracentrifugation en gradient de densite suivie d'une dialyse, les nanoparticules ont 

ete separees et caracterisees. A l'aide de mesures de fluorescence et de diffusion 

dynamique de la lumiere (DLS), il a ete observe que le procede ne les degrade pas et que 

pres de 80% du total initial est extrait du milieu avec une concentration finale en 

chitosane libre negligeable. 

Nous avons etudie le potentiel de deux systemes d'etiquettes, l'un bien connu et 

caracterise et l'autre totalement nouveau. Dans les deux cas, le peptide etiquete a ete 



conjugue au chitosane avec un rendement interessant. De plus, le developpement du 

protocole de purification offre de nouvelles possibilites pour l'etude de la 

fonctionnalisation de complexes directement utilisables pour la livraison de gene. 
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ABSTRACT 
In 2006, the treatment of diseases and lesions caused by the degeneration of 

cartilage represented a bill of 5 billions dollars. Moreover, the procedures that aim at 

healing those lesions are still not entirely successful. These facts create a growing 

interest in chitosan, a partly desacetylated natural polysaccharide made of glucosamine 

monomers and whose properties for cell transfection in gene delivery process are well-

known. One objective in this latter area is assisting the existing therapies for cartilage 

degeneration. Thus, this project explores the modification of chitosan in a universal and 

innovative way to obtain high efficiency transfection vectors for gene delivery. 

The first method is based on the use of a well-characterized capture/delivery 

system based on two different peptides called coil peptides that were designed to 

interact in a stable and specific manner. The grafting of one of them on chitosan and the 

presence of its partner on the N-terminus of a protein enables the grafting of the coil-

tagged protein through the formation of a stable coiled coil domain. Using an enzyme 

called tyrosinase, the coil peptide was covalently conjugated to chitosan, with a yield of 

7 peptides per chitosan chain (1250 monomeric units) as demonstrated by ultraviolet and 

infrared assays. Surface Plasmon Resonance based assays gave evidence that the grafted 

coil is still bioactive since a coil-tagged protein (i.e., the Epidermal Growth factor) was 

able to bind the coil-derivatized chitosan. 

The second approach we proposed exploits the cationic charge borne by chitosan 

under acidic conditions. Two anionic tags of different lengths (5E and 10E peptides 

corresponding to respectively 5 and 10 glutamic acid residues) were labeled with a 

fluorescent dye to assess their binding to chitosan. Microcalorimetry assays showed that 

the interaction was of high affinity and stability at pH 6.0 for both peptides. Moreover, 

additional interactions between fluorophores were observed and confirmed by 

ultraviolet assays. Owing to these interactions, self quenching of peptide fluorescence 

took place and was taken advantage of for determining optimal conditions for the 

preparation of peptide / chitosan complexes. We found that a one-shot mixing of 

peptides into a solution of chitosan gives the best results in terms of stability and 



complex solubility. Between 83 chains for the 10E peptide and 42 chains for the 5E 

peptide per chitosan chain were conjugated to a 200 kDa - 80% chitosan, 

Peptides or protein grafting on chitosan is thus enabled by these two risk-free 

processes, allowing chitosan functionalization. However, as DNA / chitosan 

nanoparticles are prepared in an excess of chitosan, direct injection of peptide into a 

solution of freshly prepared complexes may lead to a substantial loss of peptides, a 

consequence of the grafting of injected peptide on free chitosan. It was then crucial to 

develop a robust protocol aimed at separating DNA / chitosan nanoparticles from free 

chitosan so as to be able to functionalize the nanoparticles with minimum loss of 

peptides due to their demonstrated interactions with free chitosan. A purification method 

was thus designed. The latter is based on step gradient ultracentrifugation followed by 

dialysis. Fluorescence and Dynamic Light Scattering (DLS) assays allowed us to 

demonstrate that the nanoparticles were separated from free chitosan and that the 

process did not change the morphology or size of the complexes. 

In conclusion, two processes for the functionalization of chitosan as well as a 

purification protocol being compatible with both of them were developed. This work 

thus paves the way for the development of improved gene delivery approaches based on 

functionalized chitosan nanoparticles. 
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1. Chapitre 1 : Contexte et revue bibliographique 
1.1. Contexte 

En 2006, pres de 4.5 millions de Canadiens souffraient d'arthrite selon Sante 

Canada et 5% de cette population etait profondement handicape dans sa vie quotidienne. 

Aux Etats-Unis, pres de 5 milliards de dollars ont ete depenses en 2006 pour les 

interventions orthopediques liees a l'arthrite articulaire et ce montant ne fait 

qu'augmenter depuis le debut des annees 2000 (National Center for Health Statistics, 

2005). L'arthrose, qui est la forme la plus repandue d'arthrite, se caracterise par une 

degenerescence du cartilage hyalin ou articulaire. Le cartilage est un tissu lisse, innerve 

et avasculaire, ce qui se traduit par une absence de reparation et de regeneration 

tissulaire apres une lesion (Messner et al., 1998). 

Les therapies et chirurgies luttant contre l'arthrose sont malheureusement encore 

imparfaites. L'implantation de cellules autologues dans le cartilage (Hangody et al., 

2001) et les techniques de microfractures (Steadman et al., 2003) ne sont pas encore en 

mesure de regenerer le cartilage lese de fa^on suffisante, ce qui laisse l'arthroplastie 

comme unique alternative dans le cas de degenerescences severes. II n'est done pas 

surprenant que les attentes dans le developpement d'outils therapeutiques soient elevees. 

La technique de microfracture consiste a percer des microperforations dans l'os 

sous chondral sous jacent a la lesion. Ainsi, un caillot sanguin se forme a la surface de 

l'os et stimule la reparation tissulaire. De plus, afin de s'assurer de la stabilite du caillot 

forme, une matrice de biopolymere bioadhesif a ete developpee et implantee, dormant de 

bons resultats quant a la colonisation de la lesion par les cellules reparatrices (Hoemann, 

Sun et al., 2007). 

Des lors, il devient interessant de mettre au point une therapie alternative et un 

systeme de livraison de gene aux cellules a ete done developpe a l'aide du meme 

biopolymere. Cette therapie innovante met a profit la capacite des cellules d'endocyter 

et de defaire certaines nanoparticules formees d'un polymere et d'une sequence d'ADN. 

Cette derniere est ensuite adjointe au materiel genetique de la cellule (Corsi et al., 2003). 



Ce polymere, nomme chitosane, est un polycation capable d'encapsuler, de 

proteger et de livrer aux cellules cibles des sequences d'ADN (Dash et al., 1999). Ces 

sequences coderont alors pour des proteines dont les effets sur la reparation et la 

regeneration tissulaire ont ete observes in vitro et in vivo. C'est le cas des proteines FGF 

(Fibroblast Growth Factor) et PDGF-BB (Platelet-derived Growth Factor), des facteurs 

de croissance impliques dans la proliferation cellulaire (Cao et al, 2003; Dimmeler et 

al., 2000). Le concept general du systeme de livraison de gene est done de stimuler les 

cellules responsables de la reparation tissulaire, cellules qui sont presentes grace au 

maintien du caillot sanguin par la matrice de chitosane. 

II devient done crucial de developper des vecteurs biocompatibles, 

biodegradables, mais egalement capables d'incorporer efficacement le materiel 

genetique dans les cellules. Meme si le chitosane sous sa forme native s'est avere un 

excellent candidat dans cette optique, certaines modifications chimiques et biochimiques 

peuvent lui etre apportees grace a la fixation sur celui-ci de molecules bioactives 

(proteines, peptides, sucres, etc.) capables d'interagir encore davantage avec les cellules 

ciblees. Cette fonctionnalisation trouve une application a tous les niveaux, que ce soit, 

par exemple, lors du ciblage de la cellule ou lors de la penetration dans celle-ci. Une 

telle modification du chitosane serait capable d'entrainer une stimulation cellulaire et 

d'une maniere plus generate, une reparation tissulaire plus efficaces. 

1.2. Organisation du memoire 

Le chapitre 1 presente la revue de litterature et une mise en contexte generate du 

projet. Le chapitre 2 expose le sujet du memoire, sa problematique ainsi que ses 

hypotheses et objectifs. Le chapitre 3 aborde le projet de greffage de peptides sur le 

chitosane a l'aide d'un systeme d'etiquettes coiled coil. Ce chapitre est sous la forme de 

l'article scientifique publie dans la revue Bioconjugate Chemistry en septembre 2008 ; il 

contient toutes les informations pertinentes sur le procede, sur les methodes 

experimentales utilisees (en particulier greffage par methode enzymatique avec la 

tyrosinase et fonctionnement du domaine coiled-coil) ainsi que sur les resultats et leur 



discussion. Ensuite, toutes les etapes pour l'elaboration d'un greffage electrostatique sur 

le chitosane sont abordees dans le chapitre 4. La revue de litterature sur l'utilisation des 

proprietes electrostatiques du chitosane, les methodes experimentales pour la 

caracterisation, les resultats et leur discussion sont inclus dans cette partie. Pour 

completer le corps de ce memoire, le chapitre 6 presente une methode d'extraction des 

complexes ADN / chitosane d'un milieu aqueux. Tout comme les deux chapitres 

precedents, cette partie resume les principes generaux de la methode et les resultats des 

tests realises pour sa validation. Finalement, une discussion generate des parties 

constituant le corps du memoire et les recommandations pour travaux futurs font l'objet 

du chapitre 7. 

1.3. Le chitosane et la chitine 

La chitine est un biopolymere extrait de l'exosquelette des insectes et des 

crustaces representant en quantite le 2eme polysaccharide le plus abondant sur Terre 

apres la cellulose. De grandes quantites sont done disponibles et ce, a faible cout car il 

est tres facile de l'extraire. Ses proprietes biologiques en font un derive interessant pour 

des applications biomedicales, mais son insolubilite en milieu aqueux et son inertie 

chimique le rendent inutilisable pour des applications de genie tissulaire. Contrairement 

a la grande majorite des polysaccharides, on retrouve sur le chitosane des fonctions 

chimiques azotees dans sa structure, ce qui offre la possibility de developper des 

reactions chimiques en s'appuyant sur ces atomes et done de modifier le biopolymere. 

Pour resoudre les problemes cites plus haut, il est possible de desacetyler 

partiellement la chitine a haute temperature dans l'hydroxyde de sodium. Ce faisant, une 

partie des monomeres de la chitine subit une transformation en residus glucosamines, ce 

qui se traduit par la transformation de la fonction acetyl en une amine primaire. Toute la 

chimie des amines devient alors utilisable au niveau de ces residus. On se trouve alors 

en presence de chitosane (Figure 1), le derive principal de la chitine a la solubilite et aux 

proprietes chimiques accrues et dont les applications medicales et pharmaceutiques, 
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mais egalement dans les domaines du traitement des eaux et de la cosmetique, sont 

nombreuses. 

.OH 
v i 
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HO- 4 A 

* 
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ch3 ch3 ch3 

«• 
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^OH >OH yOH 
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Figure 1. Structures de la chitine, du chitosane et de la cellulose. 
Le chitosane represente ici possede un degre de desacetylation de 100% 

Source : http://members.tripod.com/~Dalwoo/structure.htm 

1.3.1. Structure 

La chitine est un polysaccharide constitue de monomeres de 

2-acetoamido-2-deoxy-(3-D-glucose, done de nom complet Poly((l—>4)-2-acetoamido-2-

deoxy-p-D-glucose). Dans le cas du chitosane, une partie des monomeres de la chitine 

est transformee en 2-amino-2-deoxy-P-D-glucose (ou glucosamine), le groupement 

acetyl porte par le carbone C2 du polysaccharide etant remplace par une fonction amine. 

Le chitosane est done un copolymere de glucosamine et de N-acetyl-glucosamine, 

comme on peut le voir sur la figure 1. La presence de ces groupements est essentielle, 

puisqu'elle confere une solubilite et une reactivite chimique au chitosane, contrairement 

a la chitine. 

http://members.tripod.com/~Dalwoo/structure.htm
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La proportion de glucosamine est done un parametre important pour 

caracteriser un polymere de chitosane. Cette proportion est nommee Degre de 

DesAcetylation (DDA); ce parametre represente la proportion de monomeres 

desacetyles parmi l'ensemble des monomeres constituant le polymere. Les valeurs de 

DDA s'echelonnent de 10 a 99% et sont correlees a un certain comportement chimique, 

en particulier a la solubilite du chitosane en milieu aqueux. Le chitosane represente sur 

la figure 1 est quant a lui desacetyle a 100%. 

Le deuxieme parametre utilise pour la classification des chitosanes est 

caracteristique des polymeres en general, il s'agit de la masse molaire moyenne Mn. Elle 

est evidemment influencee par le DDA, puisque le remplacement d'un groupement 

acetyl par un groupement amine a une repercussion directe sur la masse molaire du 

copolymere. La longueur de chaine influence egalement la valeur de la masse molaire. 

Comme c'etait le cas pour le DDA, le comportement chimique et biologique du 

chitosane dependra egalement de sa masse molaire (Kubota, 1998). 

Ces deux parametres sont dependants des traitements appliques a la 

chitine pour produire du chitosane. La desacetylation passe par un chauffage en milieu 

basique, typiquement de 1'hydroxyde de sodium, pendant un temps determine. En 

modulant la concentration initiate en hydroxyde de sodium, la duree et la temperature du 

traitement, le DDA et la masse molaire peuvent etre modifies selon les besoins comme 

on peut le voir sur la figure 2 (Chang et al., 1997). Ainsi, il est possible de moduler dans 

une certaine mesure les proprietes chimiques, biologiques et physiques du biopolymere 

(Hamilton et al., 2006; Huang et al., 2004; Youling et al., 2008). 
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Figure 2. Variation du DDA en fonction de la concentration en soude et du temps de traitement 
(Figure adaptee de Chang et al., 1997) 

Par ailleurs, il est egalement possible de modifier ces proprietes en 

reacetylant le chitosane (l'etape inverse de la transformation des monomeres en 

glucosamines) ou en le depolymerisant. En agissant ainsi sur la masse molaire ou le 

DDA, on obtient des chitosanes dont les proprietes specifiques sont mieux adaptees a 

certaines applications (Huang et al., 2004). 

1.3.2. Proprietes 

1.3.2.1. Proprietes physico - chimiques 

Le chitosane est capable, comme la plupart des polysaccharides, de former des 

reseaux reversibles ou irreversibles. 

Les gels irreversibles se forment par liaisons covalentes entre les chaines, creant 

un gel qu'il n'est pas possible de defaire par simple modification des conditions de pH, 

de temperature ou par action enzymatique par exemple (Berger et al., 2004). Ce type de 

gel n'est pas le plus courant dans le cas du chitosane car ce dernier ne possede pas de 
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fonction chimique pouvant reagir sur elle-meme et ainsi former un reseau (Felix et al., 

2005). 

Par contre, les gels reversibles, qui resultent d'interactions non specifiques entre 

chaines, sont tres souvent observes et exploites dans le cas du chitosane. Ces hydrogels 

ont un comportement variable en fonction des conditions de pH et de temperature, ce 

qui permet de moduler la liberation de composes actifs encapsules dans le gel (Peniche 

et al., 2003). Malgre la repulsion electrostatique due a la nature cationique des chaines, 

le chitosane peut s'assembler sous forme d'hydrogel grace a l'etablissement de liaisons 

hydrogenes entre les residus non desacetyles et les groupements hydroxyles. Ainsi, tant 

la masse moleculaire que le DDA du chitosane jouent un role dans la formation et la 

stabilite du reseau. Le reseau forme par le chitosane polyphosphate et le chitosane 

tripolyphosphate est un des plus connus car il possede des proprietes tres interessantes 

pour la livraison de principes actifs (stabilite variable en fonction du pH, grande capacite 

d'encapsulation) (Ahmadi et al., 2008; Mi et al., 1999). Une propriete remarquable et 

unique du chitosane est sa capacite a former un gel thermosensible avec le glycerol-

phosphate. Ce gel thermosensible possede une bonne capacite de chargement et peut 

etre forme aux conditions physiologiques, ce qui n'est pas le cas de la plupart des autres 

hydrogels a base de chitosane. (Chenite et al., 2001) 

1.3.2.2. Proprietes biologiques 

Le chitosane est reconnu pour ses proprietes de biocompatibilite, c'est-a-dire 

l'absence d'induction de reactions inflammatoires ou d'allergies lors de 1'introduction, 

de l'ingestion ou de l'injection de chitosane dans l'organisme (R. Muzzarelli, 1995). 

Des etudes comparatives ont montre que le chitosane sous forme de film etait aussi 

biocompatible que le collagene (Berscht et al., 1995). Cet aspect est determinant pour 

toutes les applications biomedicals dont il sera question dans la suite. 

Le chitosane est egalement qualifie de biodegradable car lorsqu'il est hydrolyse 

par certaines enzymes comme le lysozyme ou la chitosanease, les produits de sa 

biodegradabilite n'entrainent pas de reaction immunitaire de l'organisme. lis ne sont pas 
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reconnus comme determinants antigeniques par l'organisme et ce, peu importe leur 

degre de desacetylation (Onishi et al., 1999). De plus, ces residus sont rapidement 

elimines (Hirano et al, 1989). 

La capacite a stimuler la regeneration osseuse en complexant les ions phosphates 

des tissus de l'os (R. A. A. Muzzarelli et al., 1998) et surtout l'activation de certains 

phenomenes biologiques comme la production de collagene ou la migration de cellules 

inflammatoires representent les proprietes biologiques majeures de ce polysaccharide 

exploitees dans le domaine de la reconstruction osseuse (Mori et al., 1997). De plus, 

certaines etudes suggerent de surcroit que des proprietes bacteriostatique et 

hemostatique ont ete identifies chez le chitosane du a la stimulation de la secretion de 

facteurs de croissance (Campos et al., 2007; Fischer et al., 2007). 

Pour toutes ces raisons, le chitosane est un vecteur biologique tres utilise pour 

des applications de medecine regeneratrice. 

1.4. Applications 

1.4.1. Applications non medicales 

En-dehors du domaine biomedical, le chitosane est tres utilise dans les domaines 

de l'agriculture pour le traitement des eaux, dans l'agroalimentaire et dans la dietetique 

pour ses proprietes de complexant de lipides. 

De par sa charge cationique, le chitosane est capable entre autres de complexer et 

capturer les anions presents dans les eaux usees (par exemple, les ions chromates, 

sulfites et thiosulfates) et plus generalement les especes contaminantes chargees 

negativement. Sous forme de resine poreuse, le chitosane est egalement capable 

d'emprisonner certains cations, le Cu2+ et le Hg2+ en particulier. Ainsi, le chitosane est 

tres utilise comme resines purificatrices et vient en complement des techniques utilisees 

en purification des eaux usees (Lin et al., 2008; Zhao et al., 2007). 

Le chitosane est egalement capable de complexer les lipides satures (acide 

stearique) et insatures (acides oleique et isoleique). Cette caracteristique est exploitee en 

dietetique pour la reduction des graisses consommees et du cholesterol, tout 



particulierement chez les personnes atteintes de surpoids. Cette application et son 

efficacite sont encore controversies, mais plusieurs etudes ont mis en evidence le 

potentiel du chitosane pour ces fins (Wydro et al., 2007). 

1.4.2. Le chitosane pour la regeneration des tissus 

Le chitosane possede des proprietes de stimulation cellulaire qui lui ont valu un 

grand interet pour la reconstruction tissulaire, en particulier pour la peau, les cellules 

neuronales et la reconstruction de cartilage articulaire. 

Dans le cas des greffes de peau, il a ete demontre que le chitosane formant un 

film autour de la greffe est efficace pour le traitement de brulures et la cicatrisation de 

blessures infligees a la peau en protegeant les tissus avant la cicatrisation et en stimulant 

cette derniere (Boucard et al., 2007). De plus, le film biocompatible est degrade par les 

enzymes de la peau une fois la cicatrisation amorcee. 

Le chitosane peut egalement former des matrices poreuses, biodegradables et sur 

lesquelles les cellules adherent. Ces composes sont utilises pour la reconstruction 

neuronale ; les neurones viendront adherer a la matrice dont la taille de pores aura ete 

controlee pour cette application et il sera alors possible de stimuler la croissance 

d'axones et de dendrites grace a des facteurs greffes sur la surface du chitosane (Yu et 

al., 2007). Ce genre d'application est egalement a l'etude pour la croissance de 

chondrocytes et de cellules musculaires (Malafaya et al., 2008). 

Enfin, comme il a ete decrit dans la section 1.3.2.1 «Proprietes physico 

chimiques », l'ajout de glycerol-phosphate au chitosane permet de former un gel 

thermosensible, gel capable d'encapsuler des chondrocytes et de les livrer directement 

sur le site de lesion cartilagineuse (Chenite et al., 2000). Lors d'une elevation de 

temperature, les protons du chitosane migrent vers le glycerol phosphate, entrainant la 

precipitation du polysaccharide. De meme, il a ete demontre que le chitosane / glycerol-

phosphate est un excellent candidat pour la livraison aux cellules de facteurs de 

croissance, ce qui nous amene a parler de la livraison de molecules, une des utilisations 

majeures du chitosane dans le domaine biomedical. 
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1.4.3. Le chitosane pour la livraison de principes actifs 

Le fait que le chitosane soit extremement biodegradable et biocompatible en font 

un excellent candidat pour l'encapsulation et la livraison de principes actifs dans 

l'organisme. Le principe consiste a amener le complexe forme par l'enveloppe de 

chitosane et le principe actif encapsule jusqu'a la zone ciblee et de degrader le chitosane 

grace, par exemple, aux conditions de pH, de temperature ou aux enzymes presentes afin 

de liberer la molecule active. De plus, en controlant la degradation de l'enveloppe 

encapsulant le principe actif, il est possible de moduler la diffusion de celui-ci dans les 

tissus. 

De nombreuses molecules ont ete testees, des antibiotiques et des anticancereux 

en particulier. Un des exemples les plus probants est la liberation controlee d'insuline 

pour le traitement du diabete. Des particules eventuellement administrables par voie 

orale ou respiratoire et constitutes d'insuline encapsulee par du chitosane sont capables 

de livrer l'insuline directement dans le sang et de remplacer les traitements actuels bases 

sur l'administration d'insuline par injection (Bayat et al., 2008). 

Dans le cas plus particulier du chitosane, sa propriete de mucoadherence le rend 

interessant pour des livraisons dans les muqueuses, en particulier nasales, 

gastrointestinales et vaginales (Bernkop-Schnurch, 2005). II a aussi ete montre que le 

chitosane possedait un potentiel tres interessant pour la livraison de peptides (Jong-Ho et 

al., 2008), vaccins ou principes actifs de faibles poids moleculaire (la morphine en 

particulier) dans le corps humain. (Papadimitriou et al., 2008; Sinswat et al., 2003). La 

figure 3 illustre un des aspects de la livraison de principes actifs, celle de la livraison 

ciblee. Suite a l'administration de nanoparticules chitosane/Dorzoamide dans les yeux, 

le complexe se propage jusqu'a son lieu de livraison, les intestins, ou il se defait, 

liberant au moins 60% du Dorzoamide encapsule en une heure environ. II est done 

possible grace a des particules de chitosane d'injecter des principes actifs a un endroit 

pour agir sur un organe situe ailleurs. 
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Figure 3. Liberation controlee in vitro de dorzoamide par differentes nanoparticules de 
chitosane 

(Figure adaptee de Papadimitriou et al., 2008) 

1.4.4. Le chitosane pour la livraison de gene 

La therapie genique est potentiellement un des outils les plus puissants pour le 

traitement de maladies ou de dysfonctionnements cellulaires graves. II est possible par 

cette voie de stimuler la production de proteines reparatrices ou de reguler les 

fonctionnements anormaux a l'echelle cellulaire et ce, en utilisant les processus 

biologiques ayant lieu dans les cellules. 

Le defi majeur de la livraison de genes est alors de trouver un vecteur 

biocompatible, capable d'amener le gene jusqu'a la cellule et surtout de transfecter 

celle-ci. La transfection designe 1'incorporation de materiel genetique etranger a celui 

d'une cellule. Si celle-ci est reussie, la cellule produit la proteine encodee par le gene 

selon les processus naturels de transcription et traduction. Les differentes etapes de la 

livraison de gene sont resumees sur la figure 4 pour un complexe ADN/polycation. 
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Figure 4. Etapes de la livraison de gene a l'aide d'un complexe ADN/polycation 

Les premiers vecteurs de transfection utilisees ont ete les virus, mais ils posent 

d'evidents problemes d'immunogenicite et de plus, leur production est complexe 

(Smith, 1995). Du fait de ces problemes majeurs, de nouvelles approches ont ete 

etudiees, a commencer par les polymeres cationiques synthetiques (Lipofectamine, poly-

L-lysine, poly-ethyleneimine, etc.). Ces derniers presentent l'avantage de s'associer 

electrostatiquement avec les plasmides d'ADN par un simple melange des deux 

composants et de former ainsi des complexes pour la transfection cellulaire. 

Malheureusement, ces polymeres ne sont pas, pour la plupart, biodegradables ce qui 

provoque des problemes de cytotoxicity (T.-H. Kim et al., 2007). 

Le choix s'est alors porte sur le chitosane, polymere naturel, biocompatible et 

biodegradable. En plus de presenter une densite de charge positive suffisante pour 

complexer l'ADN a des pHs inferieurs a son pKa, le chitosane possede des sites 

disponibles pour le greffage de ligands ou de groupes fonctionnels qui peuvent etre mis 

a profit pour le ciblage cellulaire. 
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Les experiences ont montre que le chitosane encapsulait l'ADN de fa^on tres 

stable et que les nanoparticules ainsi formees etaient capables de transfecter differents 

types cellulaires (Corsi et al., 2003; Erbacher et al., 1998). Malheureusement, le taux de 

transfection s'avere nettement inferieur a ceux obtenus avec d'autres polymeres 

cationiques, tout particulierement a l'aide de la Lipofectamine (Figure 5) (Mao et al., 

2001). De plus, il a ete observe que les particules ADN/chitosane sont liberees plus 

difficilement des endosomes que les complexes ADN/PEI, possiblement du fait de la 

protonation insuffisante du chitosane par rapport au PEI (Boussif et al., 1995). 

La figure 5 presente les taux d'expression de proteine obtenus pour differentes 

lignees cellulaires dans le cas d'utilisation de Lipofectamine et de chitosane comme 

vecteurs d'apport de plasmides codant pour cette proteine. II est observable que les taux 

de transfection dans le cas de la Lipofectamine sont plus eleves pour tous les types 

cellulaires (HEK 293, IB3-1, HIE et HeLa) 

Figure 5. Comparaison des taux de transfection des systemes ADN/Lipofectamine (ADN-
Lipo) et ADN/chitosane dans differents types cellulaires 

(D'apres Mao et al., 2001) 

Cependant, de nombreux parametres peuvent etre optimises pour contrebalancer 

ce taux de transfection relativement faible. II a ete observe que la livraison de gene etait 

meilleure pour des pHs autour de 6.5 et pour certaines combinaisons de DDA et de 

masse moleculaire (Lavertu et al., 2006). Plus specifiquement, dans le cas de la masse 

Lipo-DNA Nanoparticles 
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moleculaire, une haute masse moleculaire (200 - 1000 kDa) permet une bonne 

protection de l'ADN alors qu'une masse moleculaire plus faible ( 1 0 - 4 0 kDa) facilite la 

liberation du plasmide une fois le complexe internalise dans la cellule (Koping-Hoggard 

et al., 2004). De plus, le ratio N/P (rapport des unites glucosamines du chitosane sur les 

groupements phosphates du plasmide dans la preparation du complexe) controle 

egalement la stabilite du complexe et est optimal autour de 5. Des diminutions marquees 

du taux de transfection ont ete observees pour des N/P de 10 ou 20 (Li et al., 1996). 

Ainsi, il est possible, en choisissant de fa?on precise le chitosane utilise (masse 

moleculaire et degre de desacetylation specifiques), le ratio N/P du melange 

ADN/chitosane et les conditions de preparation, d'obtenir des taux de transfection tres 

proches de ceux obtenus avec la Lipofectamine. La figure 6 resume les tests realises 

avec des chitosanes de divers masses moleculaires et DDAs ainsi qu'a pH et ratio N : P 

variables. Comme precedemment, le taux de transfection a ete mesure sur des cellules 

HEK 293 en utilisant un plasmide codant pour la proteine luciferase et en mesurant la 

production de cette derniere. La Lipofectamine etait utilisee comme reference et est 

notee CDLF. La figure 6 montre par exemple que des complexes ADN / chitosane 

prepares avec un chitosane de bas poids moleculaire (10 kDa) et possedant un degre de 

desacetylation de 80% amenent un rendement tres proche du controle positif, la 

Lipofectamine. Le ratio N/P du melange etait de 10 et son pH de 6.5. 
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Figure 6. Variation du taux de transfection de particules ADN/chitosane observe dans des cellules 
HEK 293. Des chitosanes aux proprietes differentes (masse moleculaire, DDA) ont ete testes. Les 

conditions de preparation (N/P et pH) ont egalement varie. 
(Adapte de Lavertu et al. 2006) 

Afin d'optimiser encore davantage ce rendement de transfection, amener des 

proprietes de ciblage cellulaire ou la capacite pour le chitosane de franchir les barrieres 

physiologiques, les etudes se sont alors tournees vers la modification de ce dernier. 

1.5. Bibliographie sur la modification du chitosane 

Comme il a ete presente precedemment, le chitosane presente des avantages 

indeniables (biocompatibilite, biodegradabilite, etc.) pour des applications biomedicals. 

Toutefois, afin d'accentuer le potentiel du chitosane pour les differentes applications 

dans lesquelles il est implique, de nombreuses etudes ont ete menees sur la 

fonctionnalisation du chitosane, c'est-a-dire la conjugaison chimique sur le chitosane de 

molecules presentant des proprietes interessantes pour l'application visee. Par exemple, 
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le chitosane possede une solubilite limitee, ce qui peut s'averer problematique ; le 

greffage de molecules tres hydrophiles pourrait permettre de contrecarrer cet effet. 

L'objectif general est done de creer un biomateriau hybride possedant a la fois le 

potentiel du chitosane et les fonctions des molecules greffees sur le biopolymere. 

La presence de nombreux monomeres de glucosamines sur la chaine du 

biopolymere permet d'avoir acces a l'eventail complet de la chimie des amines, ce qui 

est une difference majeure par rapport aux autres polymeres utilises en livraison de 

principes actifs et de gene. De nombreuses techniques ont done ete mises au point pour 

exploiter cette particularity et adjoindre de nouvelles proprietes physicochimiques et 

biologiques au chitosane. 

1.5.1. Les techniques de fonctionnalisation du chitosane 

1.5.1.1. Modifications n'impliquant pas les amines primaires 

Les groupements hydroxyles du polysaccharide peuvent etre impliques dans des 

liaisons faibles, de type hydrogene ou van der Waals avec d'autres molecules, comme 

des alcanes ou des alcools (Kolyadina et al., 2006). Des reactions d'esterification sur ces 

memes fonctions alcools ont egalement ete testees avec, entre autres, de 1'acide citrique 

(Hsieh et al., 2004). Cependant, ce type de reaction sur le chitosane reste tres rare et 

assez peu exploite, contrairement a la voie des amines. 

1.5.1.2. Modifications portant sur les glucosamines 

Le groupement NH2 (amine primaire) des unites glucosamines reste le centre 

principal de reactivite du chitosane par ses proprietes nucleophile et acidobasique. Le 

pKa du chitosane est de 6.5 environ ce qui est inferieur a ceux des amines primaires 

aliphatiques situe autour de 9-10. Cette valeur varie quelque peu en fonction du DDA et 

de la masse moleculaire du chitosane. 

Le chitosane constitue done un polycation pour des pH inferieurs a 6.5 et 

precipite pour des pH superieurs a cette valeur (Filion et al., 2007; Lavertu et al., 2008). 

Les amines primaires se protonent en NH3+ pour des pHs inferieurs a 6.5, ce qui modifie 
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notablement ses proprietes chimiques. Les glucosamines sont done entierement 

responsables de la solubilite du chitosane et pour la plus grande partie, de sa reactivite 

chimique. 

Le doublet non liant present sur l'atome d'azote des amines primaires 

deprotonees a pH > 6.5 rend possible le deroulement de reactions nucleophiles qui 

constituent la grande majorite des reactions utilisees dans les modifications chimiques 

du chitosane. Cette propriete est totalement absente dans le cas des amines primaires 

protonees (NH3+) puisque ce doublet non liant est implique dans une liaison donneur-

accepteur avec le proton H+. Par ailleurs, les conditions pour les attaques nucleophiles 

sont douces, ce qui est indispensable pour tout traitement chimique impliquant du 

materiel biologique ou destine a la biologie et pour la preservation de la structure 

polymerique du chitosane. 

La presence de cette amine primaire permet en particulier le deroulement d'un 

schema reactionnel typique entre les amines et les aldehydes ou cetones, la reaction de 

Schiff. Les aldehydes et les cetones sont des fonctions chimiques electrophiles, done 

ayant une affmite particuliere pour les amines primaires. Le groupement NH2 est 

implique dans une attaque nucleophile sur le groupement carbonyle d'un aldehyde ou 

d'une cetone qui, apres reduction, donnera lieu a un lien covalent entre l'azote du 

chitosane et le carbone de l'aldehyde (Figure 7). L'action d'un agent reducteur comme 

NaBFLt suffit a catalyser cette reaction (X. D. Liu et al., 2002). 
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Figure 7. Schema general d'une reaction de Schiff entre le chitosane et un aldehyde. 
La chaine principale de l'aldehyde est greffee sur la chitosane 

Les additions de Michael en presence de doubles liaisons ou de cycles 

aromatiques avec une attaque nucleophile en para du carbonyle sont egalement possibles 

(Sashiwa et al., 2003). 

Les fonctions amines du chitosane presentent egalement par leur nucleophilie 

une reactivite accrue envers les fonctions epoxydes (Gruber et al., 1995) et les 

anhydrides d'acide (Choi et al., 2007) pour l'acylation du chitosane. Les amines 

primaires sont aussi capables de former une liaison amide ou peptidique avec des acides 

carboxyliques par activation des acides (Kafedjiiski et al., 2006). 

Par ailleurs, cette possibility de greffage simple par activation des acides 

carboxyliques permet d'adjoindre au chitosane le type de fonction chimique desiree. Par 

exemple, Famine primaire pourra etre modifiee, avec un certain taux de greffage 

controle, en acide carboxylique par simple addition de pyridine (Aiedeh et al., 2001). 

Cette fa<?on de faire multiplie les possibilites de conjugaison sur le chitosane. 
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Enfin, l'utilisation de certaines enzymes est envisageable pour des processus 

biochimiques, leur action pouvant etre directe ou indirecte. Dans ce dernier cas, leur 

effet sera de modifier suffisamment la molecule a greffer pour que le lien covalent entre 

celle-ci et le chitosane se fasse par simple mise en presence des deux composants. Par 

exemple, la transglutaminase catalyse la transamidation entre les fonctions NH2 du 

chitosane et un residu glutamine. En d'autres termes, les fonctions amides portees par 

les chaines laterales des residus glutamine des peptides deviennent reactives avec les 

amines deprotonees du chitosane (Yi et al., 2005).Une autre possibility est d'utiliser la 

tyrosinase, enzyme oxydant les phenols, ce dont il sera question plus longuement dans le 

Chapitre 3. 

Ces procedes sont tres utilises pour realiser des fonctionnalisations du chitosane, 

conjugaison qui amene des modifications majeures des proprietes du polysaccharide. 

1.5.2. Les ameliorations apportees par l'utilisation de chitosanes modifies 

1.5.2.1. Les ameliorations pour la livraison de principes actifs 

Les principes actifs sont souvent livres dans les muqueuses (nasale, parenteral, 

vaginale, etc.) ce qui necessite d'ameliorer la mucoadherence du chitosane. Cette 

propriete est deja presente pour le chitosane non fonctionnalise, mais la conjugaison 

d'un thiol sur les glucosamines permet de l'exacerber. Ces thiols forment des liaisons 

covalentes avec la muqueuse, ce qui multiplie par dix la capacite du chitosane a interagir 

avec les muqueuses tout en restant biodegradable (Kast et al., 2001). 

De plus, l'utilisation d'autres derives de chitosane permet de controler la 

liberation de la molecule encapsulee. Ainsi, l'utilisation de N-succinyl chitosane comme 

vecteur de livraison permet de s'affranchir des limitations de pH observees avec le 

chitosane, celui-ci ayant un taux de liberation de molecule active constant independant 

du pH (Aiedeh et al., 2001). 
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1.5.2.2. L'utilisation de chitosanes fonctionnalises pour la livraison de gene 

Du fait de 1'interaction entre le chitosane et les cellules, les objectifs en livraison 

de gene sont nombreux : solubilite accrue, meilleur ciblage et stimulation des cellules, 

liberation des complexes des endosomes facilitee, etc. De tres nombreux chitosanes 

fonctionnalises ont done ete etudies pour remplir ces differents objectifs. 

II est primordial que les particules d'ADN/chitosane gardent une solubilite 

maximale pour etre transportees par les fluides sanguins jusqu'aux cellules cibles. Ainsi, 

le chitosane modifie par des chaines chargees positivement (quaternisation) a demontre 

une solubilite a des pHs superieurs a 7 ainsi qu'une augmentation du taux de 

transfection. Cependant, sa cytotoxicity etait legerement accrue lorsque compare au 

chitosane non modifie (Kean et al , 2005). Le greffage de poly(ethyleneglycol) (PEG) 

sur la chaine polymerique du chitosane est egalement tres employe; cette 

fonctionnalisation mene a une augmentation de la solubilite des complexes et a une 

meilleure stabilite de ceux-ci (Morimoto et al., 2002). 

Au-dela de cette solubilite maximale souhaitee, la conjugaison de molecules 

hydrophobes sur le squelette du chitosane apporte egalement des ameliorations 

considerables. Parmi celles-ci, le greffage d'acide deoxycholique, un composant de la 

bile, engendre l'aggregation des nanoparticules et l'augmentation du taux de 

transfection, meme si celui-ci reste en de^a des valeurs obtenues avec la Lipofectamine 

(K. Y. Lee et al., 1998). D'autre part, la modification de glucosamines par de l'acide 

cholanique (Jong-Ho et al., 2008) et de l'acide stearique (Hu et al., 2006) ont pour effet 

respectif de faciliter l'endocytose des nanoparticules et leur liberation des endosomes. 

Le taux de transfection approche alors celui obtenu avec la Lipofectamine. 

Comme il a ete mentionne dans la partie precedente, une etape limitante dans le 

processus de livraison de gene avec des complexes ADN/chitosane se situe au niveau de 

la vitesse de liberation des endosomes. Le mecanisme de cet effet n'est pas encore 

clairement etabli, mais deux hypotheses ont ete emises. Premierement, la protonation 

insuffisante du chitosane implique dans les complexes serait responsable de la faible 

vitesse de sortie des endosomes. Afin de contrer cet effet, du poly(ethyleneimine) a ete 
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adjoint au chitosane afin d'exploiter le « proton sponge effect» du PEI. Ce nouveau 

vecteur s'est avere cent fois plus efficace que le PEI seul, mais legerement cytotoxique 

et d'une stabilite moindre par rapport au chitosane seul (Jiang et al, 2007). Une autre 

strategie a ete developpee a l'aide de l'acide urocanique dont la capacite d'absorption de 

protons est aussi connue (T. H. Kim et al, 2003). Les tests ont montre une amelioration 

de la transfection proportionnelle au taux de modification. 

Toutefois, cette interpretation est contestee par d'autres publications. En 

particulier, il a ete montre que la sortie des endosomes pouvait etre acceleree sans 

modifier le pouvoir tampon du polycation, ce qui contredit le mecanisme precedent (Issa 

et al., 2006). Cette vitesse serait en fait liee a la degradation enzymatique du chitosane 

dans les endosomes, degradation qui aurait pour effet d'augmenter l'osmolarite dans la 

particule. Ainsi, la pression osmotique engendrerait l'eclatement de la vesicule et la 

liberation du complexe ADN/chitosane. Par ailleurs, le chitosane de faible masse 

molaire est plus facilement degrade par les enzymes, ce qui explique que le taux de 

transfection soit meilleur lors de son utilisation (Koping-Hoggard et al., 2003). 

Ces modifications du chitosane ne represented que la moitie des greffages 

realises sur le biopolymere. En effet, la conjugaison de composes possedant des 

proprietes biologiques specifiques (proteines, sucres, etc.) prend de plus en plus 

d'importance dans les etudes realisees sur la fonctionnalisation du chitosane. 

Une classe de chitosane doublement fonctionnalise attire beaucoup l'attention de 

par ses proprietes interessantes. Le chitosane est d'abord fonctionnalise a l'aide d'un 

autre sucre, le galactose, puis par un second polymere dont la principale fonction sera 

d'augmenter la stabilite du complexe ADN/chitosane modifie dans les milieux aqueux 

(Figure 8). Le dextran (Y. K. Park et al., 2000), le poly(ethyleneglycol) (I. K. Park et al., 

2001) et le poly(vinyl pyrolidone) (I. K. Park et al., 2003) ont ete testes comme 

polymeres stabilisateurs. L'ajout de galactose permet d'adjoindre au chitosane une 

propriete de ciblage des cellules hepatiques alors que le dextran, le PEG et le PVP 

augmentent sensiblement la stabilite de l'interaction entre le plasmide et le polycation 

dans les nanoparticules formees avec ces polymeres. Le bioconjugue mannose/chitosane 
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a egalement fait l'objet d'etudes de ciblage pour la livraison de gene au systeme 

immunitaire car les cellules responsables de la presentation des antigenes expriment sur 

leurs membranes des recepteurs au mannose (T. H. Kim et al., 2007). 

EDO, NHS, room temp., 72 h 

V 

Figure 8. Formation d'un complexe galactose-chitosane. 
Les nanoparticules formees avec un tel complexe ne sont pas tres stables, ce qui necessite le greffage 

d'un second polymere (PEG, PEI). Le galactose permet le ciblage des cellules hepatiques 
(Adapte de Park and al. 2003) 

Enfm, la conjugaison de ligands sur le chitosane semble etre la 

fonctionnalisation qui connait le developpement le plus important. Les ligands peuvent 

etre de toute sorte, des laminines et autres peptides RGD (voir Figure 9) (T. H. Kim et 

al., 2007; Masuko et al., 2005; Matsuda et al., 2005) aux proteines (Mao et al., 2001). II 

est crucial de preserver la proteine dans son etat natif apres greffage pour en garder la 

bioactivite, ce qui peut rendre la conjugaison parfois delicate. Ainsi, la transferine est 

une molecule dont les recepteurs sont exprimees a la membrane cellulaire et done 

potentiellement utilisable a la fois comme strategie de ciblage et d'augmentation du taux 

de transfection (Cotten et al., 1990). Malheureusement, cette derniere propriete n'a pas 

ete observee. Le greffage du peptide KNOB (domaine C-terminal de proteine fibreuse 
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presente sur un adenovirus) a permis d'ajouter cette propriete au complexe et d'atteindre 

des niveaux de transfection proche de celui de la Lipofectamine (Mao et al., 2001). 
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Figure 9. Synthese d'un bioconjugue RGD/chitosane 
Le chitosane a d'abord ete modifie pour presenter un thiol puis la synthese d'un pont 

disulfure a permis la conjugaison du ligand RGD 
(Adapte de Masuko and al. 2005) 

De nombreux autres peptides et proteines sont a F etude (facteur de croissance, 

anticorps, peptides de penetration cellulaire, peptides endosomolytiques, etc...) pour 

agir a tous les niveaux de la livraison de gene avec le chitosane. 
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2. Chapitre 2. Problematique, Hypotheses et Objectifs 
2.1. Problematique 

Le chitosane sous sa forme native est un vecteur de transfection tres interessant pour 

la livraison de principes actifs et de genes, mais sa fonctionnalisation amene des 

avantages determinants quant a l'efficacite du procede. La modification du chitosane est 

done appelee a jouer un role determinant dans la formulation de nanoparticules 

ADN/chitosane pour la livraison de gene (T.-H. Kim et al., 2007). Le greffage de 

molecules bioactives comme les peptides ou les proteines tient une place centrale dans 

la fonctionnalisation du chitosane. En effet, ces molecules engendrent une stimulation 

de la cellule selon les voies biologiques, ce qui debouche sur une efficacite plus grande 

du procede. 

Cependant, les proteines sont des molecules tres fragiles et leur greffage s'avere 

souvent delicat. Le maintien de la structure native et du repliement de la molecule est 

primordial au maintien de la bioactivite de la proteine (Voige, 1997). II est done 

impossible de travailler a des conditions trop eloignees des conditions physiologiques 

(37°C et pH de 7.4). D'autre part, le chitosane, malgre sa relative robustesse, pourrait 

egalement subir des dommages dans des conditions trop extremes (Knill et al., 2005). 

Pour ces raisons, la conjugaison directe et orientee de proteines sur le chitosane semble 

problematique, la marge de manoeuvre etant tres limitee au niveau des reactifs utilisables 

et des conditions de reaction. 

Toutefois, le developpement d'un systeme de liaison non-covalente des proteines au 

chitosane parait etre une alternative interessante. Une courte extension proteique appelee 

etiquette ou «tag » servira alors d'agent de liaison entre le chitosane et la proteine sans 

perturber la fragile structure de celle-ci. La proteine a immobiliser comportera une 

etiquette apposee par ingenierie moleculaire. Celle-ci interagira soit avec un partenaire 

greffe de fa?on orientee sur le chitosane soit directement avec celui-ci. 

L'universalite est l'avantage le plus determinant apporte par l'utilisation d'un 

systeme d'etiquettes; toute proteine peut etre conjuguee au chitosane a partir du moment 

ou elle porte l'etiquette adequate. Le probleme du greffage et de la chimie a adopter ne 
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se pose plus grace a cette alternative, l'interaction et done le greffage se feront par 

simple incubation. 

Les systemes d'etiquette testes ont ete de deux types. D'une part, le premier type est 

un domaine connu en biochimie et impliquant une interaction specifique entre deux 

partenaires, le domaine coiled-coil. D'autre part, le second systeme teste se base sur la 

nature cationique du chitosane. Le systeme se forme par une interaction non specifique 

entre le biopolymere et une etiquette electrostatique portee par la proteine et comportant 

5 a 10 acides glutamiques. La figure 10 resume les deux techniques etudiees. Enfin, afin 

de valider ulterieurement sur des nanoparticules ADN/chitosane les resultats obtenus 

avec du chitosane libre, une methode de purification des complexes ADN/chitosane a 

ete mise au point. 
Fonetioimalisation par utilisation du domaine coiled coil 

Chitosan 
+ + + . + + 1 1 

1 1 + + 
+ . + 

Greffage Proteine coil 

Proteine etiquetee 
avec le partenaire 

Fonetioimalisation par etiquette electrostatique 

Complexe 
coiled coil 

i, w 

- Proteine 

' Etiquette electrostatique 

Chitosan 

Figure 10. Strategies adoptees pour la modification du chitosane 
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2.2. Hypotheses de travail 

Les hypotheses de travail posees dans le cadre de l'etude des systemes d'etiquette 

pour le greffage proteique sur le chitosane sont les suivantes : 

• L'etiquette amene une possibility de greffage universel et ne depend pas 

des caracteristiques specifiques du chitosane ou de la proteine impliquee 

• L'interaction entre les etiquettes apposees sur les partenaires ou avec le 

chitosane directement est stable et permet la presentation du ligand etiquete 

a la surface du chitosane. 

Quant a l'etude et au developpement d'une methode d'extraction des nanoparticules 

ADN/chitosane, les hypotheses suivantes ont ete posees : 

• L'ultracentrifugation suivie d'une etape de dialyse permet l'isolement et 

1'extraction des nanoparticules avec une proportion de chitosane libre 

negligeable. 

• Le procede ne deteriore pas les nanoparticules. 

2.3. Objectifs 

Le premier objectif principal de ce projet etait de mener a bien une etude complete 

sur deux systemes d'etiquettes afin d'en etudier les caracteristiques et l'interet presente 

par chacun d'entre eux pour une fonctionnalisation ulterieure du chitosane. En vue de 

1'application finale, les complexes ADN/chitosane devront etre purifies de tout element 

pouvant adsorber la proteine. Le second objectif central a done ete de developper une 

methode d'extraction et de purification de ces nanoparticules pour modification 

ulterieure par les systemes etudies precedemment. 

Dans le cadre de l'etude du domaine coiled-coil, la proteine Ecoil-EGF que nous 

detenons en notre possession a ete caracterisee et possede bien la bioactivite de la 

proteine non etiquetee (Boucher et al., 2008). Les etapes successives pour son etude ont 

ete definies comme suit: 

• Greffer le partenaire Kcoil sur le chitosane de fa?on stable et sans 

degradation du chitosane ou du peptide coil. 
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• Caracteriser cette modification 

• Verifier que le bioactivite du peptide coil (lien avec son partenaire de fafon 

specifique) n'est pas affectee par l'adjonction au chitosane 

Pour ce qui est du systeme electrostatique, les objectifs etaient quelque peu 

differents, du fait que 1'interaction ne se deroule pas entre deux partenaires comme dans 

le cas du domaine coiled-coil, mais directement entre l'etiquette et le chitosane. Les 

etapes sous jacentes ont done ete les suivantes : 

• Caracteriser le lien entre les differentes etiquettes electrostatiques et le 

chitosane en verifiant sa stabilite. 

• Etudier la disposition des ligands presentes a la surface du chitosane. 

Enfin, le developpement de la methode d'ultracentrifugation pour isolement des 

nanoparticules pose des objectifs egalement differents : 

• Optimiser les parametres d'ultracentrifugation et de dialyse afin de separer 

de fa^on marquee les nanoparticules du chitosane libre. 

• Verifier que l'integrite des particules n'est pas affectee par le procede. 
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3.1. Abstract 

Chitosan has been reported as a promising material for gene and drug delivery as 

well as for tissue engineering and regenerative medicine. We here report the conjugation 

of a de novo designed coil peptide (Kcoil) to chitosan (Mn = 200 kDa) to achieve a 

universal Kcoil-chitosan scaffold for subsequent immobilization of proteins tagged with 

the Kcoil partner, i.e. the Ecoil peptide. Kcoil-chitosan conjugate was synthesized using 

a tyrosinase-catalyzed protocol. Extensive UV/vis and IR characterization demonstrated 

that Kcoil peptide was covalently grafted to amines of chitosan. The ability of Kcoil-

chitosan conjugate to recruit Ecoil tagged epidermal growth factor (EGF) was assessed 

by Surface Plasmon Resonance measurements. Despite non specific interactions 

between chitosan and EGF, the specific formation of an E/K coiled coil complex was 

observed at slightly acidic pH and high salt concentration conditions, demonstrating that 
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grafting to chitosan did not negatively impact binding characteristics of Kcoil peptide. 

Finally, the benefits of such bioconjugates for biomedical applications are discussed. 

3.2. Keywords 

Chitosan, Tyrosinase, Coiled-coil, Capture/delivery systems, Epidermal Growth 

Factor, Surface Plasmon Resonance. 

3.3. Introduction 

Within the last decades, natural polysaccharides have emerged as attractive 

biomaterials for the development of scaffolds in the domain of tissue regeneration as 

well as for the production of nanoparticles to replace classical viral gene delivery 

vehicles (Dang et al., 2006). Among them, chitosan has been demonstrated to be 

especially promising (I.-Y. Kim et al., 2008). More specifically, its availability as a 

medical grade polymer combined with its gelation properties when mixed with glycerol 

phosphate makes it an interesting cell carrier (Hoemann, Chenite et al, 2007; Hoemann 

et al., 2005). A novel hybrid bio material, produced by combining chitosan with freshly 

drawn autologous blood, has also demonstrated beneficial wound healing properties for 

cartilage repair (Chevrier et al., 2007; Hoemann, Chenite et al., 2007; Hoemann et al., 

2005). The use of chitosan as a drug carrier/delivery system (Denkbas E et al., 2000; 

Dodane et al., 1999; J. E. Lee et al., 2004; Mattioli-Belmonte et al, 1999) as well as a 

non-viral vector for gene delivery has also led to the development of innovative 

therapeutic treatments (Lavertu et al., 2006). 

Chitosan is a linear polysaccharide of p (1^4) linked glucosamine and N-acetyl 

glucosamine units obtained through N-deacetylation of chitin, which is extracted from 

insect and crustacean shells (R. A. Muzzarelli et al., 1986). The presence of primary 

amino groups on most of chitosan monomeric units confers crucial chemical properties 

such as nucleophilicity and solubility at low pH (pH < 6.5) (M. N. Kumar et al., 2004; 

VandeVord et al., 2002). Several studies suggest that intrinsic properties of chitosan that 

are currently exploited may be further enhanced by tailored chitosan functionalization, 
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thereby augmenting its potential applications to gene delivery and regenerative 

medicine. For example, the conjugation of macromolecules interacting with cell surface 

receptors to chitosan-based nanoparticles may enable the specific targeting of cell 

populations to which a gene has to be delivered. Also, specific growth factors 

immobilized onto chitosan three-dimensional scaffolds in a stable manner may control 

and modulate cell survival, growth and differentiation. The potential advantages of 

immobilized growth factor versus soluble growth factor supply were recently 

highlighted by Fan et al. The latter demonstrated that covalent tethering of epidermal 

growth factor (EGF) on poly(methyl methacrylate)-based polymers and exposition to 

mesenchymal stem cells provided a survival advantage when compared to soluble EGF 

(Fan et al., 2007) or to adsorbed EGF (Kuhl et al., 1996). 

Although unambiguous effects of tethered EGF have been reported by Fan et al, 

there is still a crucial need for a universal and flexible protocol that would allow any 

growth factor or any other desired protein to be easily and specifically captured on 

scaffolds. With this in view, we have developed a novel approach based on the use of de 

novo designed peptides, namely the Ecoil and Kcoil that heterodimerize in a highly 

specific and stable fashion to adopt a coiled-coil structure (De Crescenzo et al., 2003; 

Litowski et al., 2002) (Figure 11). 
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Chitosan 

E Coil 

EGF 

Figure 11. Schematic representation of the heterodimeric E/K coiled-coil domain and its 
application as a universal capture/delivery system. Each heptad, K-V-S-A-L-K-E for the 

Kcoil and E-V-S-A-L-E-K for the Ecoil, is repeated five times in each peptide. The stability 
of the coiled-coil complex is primarily due to the formation of a hydrophobic core 

involving leucine and valine residues of each coil, while electrostatic interactions provide 
additional stability as well as high specificity. This universal system enables the 

immobilization of coil tagged proteins (e.g. EGF as shown) on chitosan conjugated with its 
partner coil. 
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This Ecoil/Kcoil capture/delivery system has also been recently reported to be 

useful for adenoviral vector retargeting (Zeng et al., 2008). Also, previous studies have 

demonstrated that the Ecoil/Kcoil system can be used as a versatile domain for capturing 

proteins onto surfaces without any loss of bioactivity (De Crescenzo et al., 2003; Tripet 

et al., 2002, 2003). In the present approach, ligand tethering is achieved by incubating 

coil-tagged ligands with surfaces or scaffolds on which the other coil partner has been 

covalently attached (Figure 11). 

The purpose of the present study was to examine the applicability of our coil-based 

approach for modification of chitosan scaffolds and nanoparticles. To achieve this, we 

explored the use of an enzymatic protocol (Anghileri et al., 2007; G. Kumar et al., 1999) 

in which tyrosinase-catalyzed oxidation of a tyrosine-containing Kcoil peptide is 

followed by its condensation onto chitosan in a non-enzymatic step (Figure 12). 

O 
Tyrosinase 

Prat Prat 

O - quinone 

Chitosan 
^ NH 

O - quinone-

o 

HO 

prat Schiff Base 
N 

Prat 

Michael's-type 
adduct 

Figure 12. Chemical and tyrosinase-catalyzed reactions for the conjugation of a tyrosine-
containing peptide to chitosan. Tyrosinase catalyzes the formation of an O-quinone 

derivative that undergoes a non-enzymatic reaction with chitosan to form two types of 
products, i.e., a Schiff base and a Michael's type adduct. 
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Peptide functionalized chitosan was then characterized by UV-vis and FT-IR 

spectroscopies. Additional surface plasmon resonance (SPR) assays confirmed that 

Kcoil-functionalized chitosan was able to recruit the Ecoil-tagged epidermal growth 

factor (E-EGF) via coiled-coil interactions, hence validating our procedure that produces 

chitosan functionalized with a universal coil peptide capture/delivery system. 

3.4. Materials and Methods 

High molecular weight chitosan (number average molecular mass 

Mn = 200,000 Da with degree of deacetylation that is % of monomers that are 

deacetylated called DDA = 80%) was supplied by Biosyntech (Laval, QC, Canada). 1% 

(w/v) chitosan solution was obtained by dissolving 500 mg of chitosan powder in 50 mL 

of water acidified with 20 mM HC1. After continuous overnight stirring, the pH of the 

solution was 4.5. Mushroom tyrosinase (EC 1.14.18.1, specific activity of 5370 U/mg 

according to the manufacturer) was purchased from Sigma Chemical Co (St Louis, 

MO). The enzyme was dissolved in PBS (150 mM NaCl, 50 mM potassium phosphate, 

pH 6.5) up to 308 U/ml, aliquoted and stored at -20°C according to the manufacturer 

recommendations. Kcoil peptide (primary sequence: YGG(KVSALKE)5GGC, > 80% 

purity) was synthesized by BioSynthesis (Lewisville, TX). 21.2 mg of Kcoil peptide 

were dissolved in 4 ml of distilled water, aliquoted and stored at -20°C before use. The 

K-EGF and E-EGF coding for Kcoil or Ecoil tag, (His)g tag and EGF cDNA were 

produced using HEK-293 cells and purified by immobilized metal affinity 

chromatography (IMAC) as previously described in Boucher et al. (submitted for 

publication). 
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3.4.1. Synthesis of Kcoil-Chitosan Bioconjugate 

Chitosan was diluted in distilled water to a final concentration of 0.1% (w/v) and 

1M NaOH was slowly added to reach a pH of 6.0, which is the highest pH that 

maintains solubility for this chitosan (Filion et al., 2007; Lavertu et al., 2008). A high 

pH is desirable since tyrosinase only reacts with deprotonated amine groups and 

tyrosinase has a maximal effectiveness at pH between 6 and 7. Tyrosinase was diluted in 

PBS (pH 6.5) to achieve a specific activity of 120 U/ml. Equal volume of tyrosinase and 

chitosan solutions were then mixed and the pH was adjusted to 6.0. Kcoil peptide was 

then added to the mixture (4 mg of Kcoil peptide per 10 mg of chitosan, corresponding 

to 20 millimoles of peptide per mole of chitosan glucosamine units). After overnight 

stirring at room temperature, the pH of the mixture was slowly increased to 11-12 by 

dropwise addition of NaOH, 1M. Precipitated chitosan was separated by centrifugation 

(2 times 250 g for 10 min at room temperature). The pellet was extensively washed by 

rinsing with water and NaOH precipitation (at least twice). The washed pellet was then 

dissolved in water and the pH of the solution was adjusted to 5.5 for maximal product 

solubility. The product was aliquoted and stored at 4°C before analysis. 

3.4.2. UV Measurements 

UV measurements (230-600 nm scans, 2 nm resolution) for pure chitosan, 

controls and conjugated chitosan were carried out on a UNICO S 2100 UV 

spectrophotometer (UNICO, Dayton, NJ). 
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3.4.3. IR Measurements 

Functionalized chitosan and control samples were first lyophilized (Benchtop 3L 

freeze Dryer, VirTis, Warminster, PA) for 24 hours and used directly thereafter. Pure 

chitosan powder was desiccated for 24 hours and used directly thereafter as control. FT-

IR measurements were performed in duplicate using an FTIR 6000 StingRay instrument 

(Bio Rad, Hercules, CA) equipped with a photoacoustic cell (PAS) maintained in a 

helium atmosphere. Spectra were recorded from 500 to 4000 cm"1 with resolution set to 

2 cm"1 and measurement frequency of 5 kHz. Approximately 8 mg of each sample were 

introduced into the PAS. 

3.4.4. Surface Plasmon Resonance (SPR)-Based Assays 

Coiled-coil mediated interactions between Kcoil conjugated chitosan and Ecoil 

tagged EGF were monitored using an SPR-based optical biosensor (Biacore 3000, GE 

Healthcare, Piscataway, NJ). HBS-EP (10 mM Hepes, pH 6.0, 150 mM NaCl, 3.0 raM 

EDTA, 0.05% P20 surfactant) was chosen as running buffer and for diluting all injected 

species. For all experiments, the flow rate was set at 10 ixL.min"1. 

Kcoil conjugated chitosan was adsorbed to the surface of a CI sensorchip 

flowcell by manual injection of 10 mg/L Kcoil chitosan dissolved in running buffer 

(approximately 12 jjL). Guanidium-HCl (5M) was then injected (20 |iL at 100 fiL.min"' 

flow rate) to remove unbound material. After baseline stabilization, the resulting mass 

accumulation was of ~ 82 Resonance Units (1000 RUs corresponds to 1 ng of proteins 

bound to the surface). The control surface was then generated by manual injection of 

pure chitosan (0.1 mg.L"1 in running buffer) for subsequent monitoring of non-specific 

protein adsorption on the chitosan-only surface without any coil. The amount of bound 

chitosan was adjusted to the level of the test surface. After the guanidium-HCl washing 

procedure (see above), chitosan mass accumulation was of ~ 79 RUs. Control-corrected 

sensorgrams thus correspond to the subtraction of the chitosan-only sensorgrams from 

those obtained with Kcoil conjugated chitosan surface. 
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Various samples (Buffer, Kcoil tagged EGF for negative control and Ecoil 

tagged EGF both at a concentration of 5 |ag/ml) were injected for 120 s at a flow rate of 

50 /Amin"1 over both surfaces. This was followed by buffer injection for 180 s in order 

to monitor complex dissociation. In between sample injections, regeneration of the 

surface was achieved by 5M guanidium-HCl injection (20 fj\ at a flow rate of 100 

//l.min"1) in addition to 1M NaCl injection (pulse of 6 s at the same flow rate). 

Sensorgrams were then control-corrected as described in the previous section using 

Biaevaluation 3.1 software package enclosed with the Biacore 3000 instrument. 

3.5. Results and Discussion 

3.5.1. Tyrosinase-Mediated Grafting of Kcoil Peptide onto Chitosan 

Three different products were prepared and tested in order to provide chemical 

evidence for conjugation of Kcoil peptide to chitosan. The first product was generated as 

described in section 3.4 and corresponded to the test sample while the two others were 

used as controls. Specifically, the first control (referred to as Control #1 below) was 

prepared with tyrosinase but without Kcoil peptide added to the mixture and the second 

control (referred to as Control #2 below) was prepared with Kcoil peptide but without 

tyrosinase added to the mixture. After incubation, washing and extraction procedures 

were performed for each sample as described in section 3.4. Chitosan was also used as a 

negative control baseline in spectroscopic assays. 

3.5.2. UV-Vis Spectroscopic Characterization 

Figure 13(a) shows UV/vis spectra (230 to 470 nm) for Control #1, pure and 

grafted chitosan. The spectrum of Control #2 was superimposable to that of chitosan 

(data not shown). Of interest, the absorbance between 230 and 350 nm was found to be 

considerably greater for the bioconjugate than for the other samples (Figure 13(a)). The 

conjugated chitosan showed characteristic features of proteins, i.e., a peak near 280 nm 

due to the presence of a tyrosine residue in the peptide chain, as well as chitosan 

features for wavelengths higher than 350 nm, i.e. in the region where the peptide moiety 
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does not absorb and where all spectra superpose. When the blank chitosan spectrum was 

subtracted from that of modified chitosan, its high similarity with the spectrum of the 

pure peptide (Figure 13(b)) affirms that the increase in absorbance near 280 nm 

observed for bioconjugate was from the covalent attachment of the Kcoil peptide on 

chitosan. A slight shift of the peak could be observed, from 270 to 274 nm. This 

bathochrome effect was attributed to the disturbance of electronic distribution near the 

aromatic ring where glucosamine is grafted. 

These UV/vis spectroscopic assays also permit an estimation of the degree of 

peptide grafting to chitosan. By assuming that the extinction coefficient of the 

conjugated peptide remained the same as that of original Kcoil peptide only (i.e. 

1490 M '.cm"1 due to the presence of one tyrosine), one can estimate the conjugation 

degree as follows. The absorbance at 280nm of 0.028 A provides a peptide 

concentration of 0.028/1490=18.8 jiM while the concentration of monomers 

(glucosamines and N-acetylated glucosamines) of chitosan in solution is 

0.5 g/L 169.4 g/mole = 2.95 mM (where 169.4 g/mole is the average molecular mass 

of a monomer of 80% DDA chitosan (Filion et al., 2007)) resulting in 1 peptide 

conjugated per 157 monomers. A 200kDa 80% DDA chitosan contains 

(200,000 169.4 g/mole)*0.8 = 947 glucosamine monomers, thus resulting in an 

average of 7 peptides per chitosan chain. This level of conjugation corresponds to a 

modification of less than one percent of total glucosamine units and a near complete 

grafting of the peptide added in the original reaction solution. 

Taken together, UV-vis spectroscopic results indicated that, even when working 

with low amounts of Kcoil peptide (4% w/w), conjugation was successfully achieved, 

and required the presence of both tyrosinase and peptide. 
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Figure 13. UV/vis spectrophotometry measurements demonstrate that both peptide and 
tyrosinase are necessary for bioconjugation on chitosan. (a) Each chitosan sample was 
incubated overnight in buffered solution with either tyrosinase (Control #1), peptide 

(Control #2, not shown), or both and then washed following the procedure described in 
section 2.1. (b) The spectrum of the peptide-conjugated chitosan after subtraction of the 

chitosan only spectrum is compared to that of the pure peptide. 

3.5.3. FT-IR Characterization of the Compounds 

The IR spectra of blank chitosan (1), Control #1 (2), Control #2 (3) and 

conjugated chitosan (4) are shown in Figure 14(a), 14(b) and 14(c) (corresponding to 

700-1100 cm"1, 1500-2000 cm"1 and 3100-3650 cm"1 range, respectively). All observed 
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spectra displayed peaks characteristic of chitosan including the imine stretch vC=N 

(1663 cm"1, Figure 14(b)) and the amide II band (1559 cm"1, Figure 14(b)), both arising 

from N-acetyl groups of chitosan (Sampaio et al , 2005). The intense band at 1076 cm"1 

(Figure 14(a)) is likely the result of several overlapping vibrations (vCO, vCN, vCC) and 

has been previously reported as a spectral feature of chitosan (Anghileri et al., 2007; 

Gupta et al., 1997). Of interest, its intensity was observed to increase for Kcoil 

conjugated chitosan (Figure 14(a)), which are likely due to peptidic bonds of the Kcoil 

peptide conjugated to chitosan. 

In the case of the bioconjugate, new peaks and shifts were observed over the 

whole range of scanned wavenumbers. More specifically, peaks of medium intensity 

falling at 832 cm"1 (vC=C bending), 1600 cm"1 (vC=C stretching in aromatic rings) and 

1920 cm"1 (vC-H out-of-plane deformation) only appeared on the spectrum of 

conjugated chitosan (Figure 14(a) and 14(b)) and are characteristic of the phenyl-group 

of tyrosine (Arp et al., 2001; Freddi et al., 2006; Socrates, 1995). No additional intense 

IR bands were observed, which can be attributed to the lack of strong IR features 

assigned to the aromatic ring of tyrosine (Anghileri et al., 2007; Sampaio et al., 2005). 

Also, as can be seen in the 3100-3650 cm"1 range (Figure 14(c)) which displays the vNH 

bands, the primary amine band of the unmodified chitosan sample at 3421 cm"1 

remained unchanged in both controls, whereas the bioconjugate displayed a shoulder at 

3375 cm"1. This additional shoulder is consistent with the modification of some primary 

amine groups of chitosan into secondary amino groups, as a consequence of the 

chemical conjugation of a peptide onto a glucosamine unit as previously observed (G. 

Kumar et al., 1999). 
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Figure 14. FT-1R characterization of the Kcoil-chitosan bioconjugate. FT-IR spectra of (1) pure 
chitosan, (2) Control #1 (no peptide), (3) Control #2 (no tyrosinase) and (4) Kcoil conjugated to 

chitosan. The products were prepared as described in section 2.1 of Materials and Methods. The 
resolution was set to 2 cm"1 and the measurement frequency was 5 kHz. The ranges of wavelengths 

shown are (a) 700-1100 cm"' (b) 1500-2000 cm"1 and (c) 3100-3650 cm"1. 

Altogether, UV/vis and FT-IR measurements unambiguously demonstrated that 

tyrosinase was able to oxidize the tyrosyl residue of the Kcoil peptide, since subsequent 

covalent grafting to chitosan was achieved. Indeed, tyrosinase-modified Kcoil was 

shown to undergo a non enzymatic grafting onto chitosan, whereas in the absence of 
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tyrosinase, no grafting was observed (Figure 13 and 14). These results are in agreement 

with previously reported work by Lenhart and colleagues (Lenhart et al., 1998). 

Although quinones are able to react with several nucleophiles, the low pATa of chitosan 

amino groups favoured grafting as compared to lysyl or sulfydryl groups of Kcoil whose 

pKas are higher (10 for lysine, 8 for cysteine) (Anghileri et al., 2007; Chen et al., 2002). 

The addition of a tyrosine at the N-terminus of the Kcoil peptide thus provided means 

for controllable and oriented grafting of the Kcoil peptide. 

3.5.4. Surface Plasmon Resonance characterization of Ecoil Tagged EGF 

Binding to Kcoil-Conjugated Chitosan 

The ability of Kcoil-chitosan to recruit and bind to Ecoil tagged EGF via specific 

E/K coiled-coil interaction was tested using an SPR-based optical biosensor. Briefly, 

pure chitosan was immobilized on the control flowcell and grafted chitosan on the test 

flowcell. Buffer, Kcoil tagged EGF (negative control) and Ecoil tagged EGF were then 

injected over both surfaces. Preliminary experiments performed in running buffer (HBS-

EP) at pH 7.4 led to high non specific binding of Kcoil tagged EGF to Kcoil chitosan 

surface (data not shown). This observation led us to hypothesize that this binding was 

attributable to non specific chitosan-protein interactions, i.e. between chitosan itself and 

EGF since neither Kcoil/Kcoil nor Kcoil/chitosan interactions are likely to occur due to 

electrostatic repulsion between cationic chitosan and the cationic Kcoil (De Crescenzo 

et al., 2003). The pi of Ecoil tagged EGF was computed on Clone Manager (Sci-ED 

Software, Cary, NC) and found to be around 5.2, which indicates that the protein bears a 

negative charge for pH > 5.2. These non specific interactions are thus more likely to be 

due to EGF interacting with the positively charged NH:,+ groups of chitosan. (Aguilar et 

al., 2004). The use of HBS EP at a lower pH of 6.0 as running buffer allowed chitosan 

and Kcoil chitosan to remain soluble during deposition on the surface, resulting in very 

stable surfaces that were not modified by 5M guanidinium-HCl injections. At this pH, 

chitosan and Kcoil chitosan were observed to have a high affinity for the dextran surface 

of the biosensor ((Serizawa et al., 2000) and results not shown). However, non specific 
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interactions between injected EGF and deposited chitosan were still observed in this 

configuration ((Aguilar et al., 2004) and data not shown). In order to limit these non-

specific chitosan-protein interactions, NaCl pulse injections were added during the 

regeneration step, just after the 5M guanidinium-HCl injection. Note that this salt 

injection is only required to demonstrate specific coiled-coil interactions by SPR and 

does not need to be applied in general to achieve coupling. 

Raw data and control-corrected results corresponding to buffer, Kcoil tagged 

EGF (negative control) and Ecoil tagged EGF injections over Kcoil conjugated chitosan 

and pure chitosan surfaces, following the above-described optimized protocol are shown 

in Figures 15(a) and 15(b), respectively. 
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Figure 15. SPR investigation of coil tagged EGF / Kcoil chitosan interactions 
(a) Raw and (b) control-corrected SPR sensorgrams corresponding to the injections of buffer, Kcoil 

tagged EGF (5 //g/inl) and Ecoil tagged EGF (5 jug/ml) over Kcoil chitosan bioconjugate coated 
surface. HBS-EP (pH 6.0) was chosen as running buffer. 1M NaCl and 5M guanidium-HCl 

injections were used to regenerate the surface. 

In contrast to previous experiments performed at pH 7.4 or in the absence of 

NaCl pulses, Kcoil tagged EGF showed little interaction with the Kcoil chitosan surface 

since the raw signal monitored on test cell for Kcoil tagged EGF injection was very 

similar to that of buffer only injection (only 15 RUs of accumulated material were 

observed, Figure 15(a)). In contrast, Ecoil tagged EGF injection over Kcoil chitosan 

surface led to approximately 75 RUs of accumulated material at the end of the injection 
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(Figure 15(a)). Taken together, these results indicated that Ecoil tagged EGF capture on 

Kcoil-chitosan was mediated by the Ecoil moiety of Ecoil tagged EGF. However, this 

result did not distinguish whether the mode of interaction was between Ecoil tagged 

EGF and Kcoil chitosan via a E/K coiled-coil interaction versus Ecoil interacting 

directly with chitosan chains adsorbed to the test surface. To further address this issue, 

the sensorgrams corresponding to Kcoil tagged and Ecoil tagged EGF injections over 

the pure chitosan surface were subtracted from the sensorgrams obtained by injections 

over the surface coated with Kcoil conjugated chitosan (Figure 15(b)). The control-

corrected sensorgram corresponding to the injection of Kcoil tagged EGF was 

characterized by rapid transition (less than 2 s) to equilibrium (25 RUs) during injection 

and by the absence of dissociation of bound material during subsequent buffer injection. 

In contrast, injection of Ecoil tagged EGF resulted in a kinetic profile characterized by a 

5-fold higher mass accumulation during injection and dissociation of Ecoil tagged 

EGF/Kcoil chitosan complexes during subsequent buffer injection. Of interest, the same 

level of permanent accumulation of EGF after buffer injection was observed as in the 

case of Kcoil tagged EGF (25 RUs). These observations are thus consistent with a 

specific E/K coiled-coil mediated interaction between Ecoil tagged EGF and Kcoil 

conjugated chitosan, in addition to a smaller non-specific interaction between EGF and 

chitosan that is present for both E and Kcoil tagged proteins. 

One limitation of the current approach and in particular of the conditions used 

for SPR tests is the limited stability of the coiled-coil complex composed of Ecoil 

tagged EGF and Kcoil chitosan that was observed to dissociate within 100 s (Fig 12(b)). 

Such instability was due to stringent experimental conditions, i.e. acidic pH in 

combination with injection of high concentration of salt which we used to highlight the 

coiled-coil specific interactions. Indeed, maintaining chitosan solubility and 

simultaneously screening non specific interactions negatively impacted coiled-coil 

stability since hydrophobic cores within coiled-coil complexes are less stable at pH 6.0 

than at physiological pH and since the presence of salt will mask electrostatic 

interactions that allow further stabilization of the complex. Thus the hydrophobic core 
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was formed, which created the increase of SPR signal, but the domain could not be 

maintained because of the lack of stabilizing electrostatic interactions consistent with 

previous work (De Crescenzo et al., 2003; Tripet et al., 2002). One remaining challenge 

in future work is to limit non-specific binding of proteins to chitosan and thus achieve 

stable and, most of all, monitorable coiled-coil interactions at physiological pH. Indeed, 

the E/K coiled-coil system used in this study has already been demonstrated to be 

extremely stable (kd < 10"4 s"1) in a physiological context (De Crescenzo et al, 2003; 

Litowski et al., 2002; Tripet et al., 2002, 2003), affirming the promising nature of coil-

chitosan conjugates as biocompatible substrates for oriented immobilization of proteins. 

This may be achieved by appropriate mixing and buffer exchange systems where 

conditions appropriate for specificity of coiled-coil formation are followed by those 

required for stability of the established coiled-coil complex. 

3.6. Conclusion 

Chitosan has been reported as a promising material for gene and drug delivery as 

well as in tissue engineering and regenerative medicine. This report demonstrates that 

enzymatic covalent grafting of a de novo designed coil peptide to chitosan can be 

achieved exploiting the high chemoselectivity of tyrosinase. A particular advantage of 

the current approach is the absence of tedious and time-consuming purification steps 

making this enzymatic process very promising to obtain easily a pure and safe product 

for biomedical applications. This study also demonstrates the ability of coil-chitosan 

conjugate to specifically capture proteins tagged with the partner coil peptide, for 

example the growth factor EGF. The well known beneficial properties of chitosan 

(biocompatibility, degradability, bioadhesion, antimicrobial activity) can thus be 

complemented with a procedure allowing flexible and oriented protein conjugation to 

chitosan via coiled-coil interactions, providing multiple additional functionalities in 

applications such as gene delivery and regenerative medicine. 
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4. Chapitre 4 : Formation controlee de complexes 

polyelectrolytes chitosane/proteines par 

l'intermediaire d'une etiquette electrostatique 

4.1. Introduction sur l'utilisation des proprietes polyelectrolytes du chitosane 

Comme il a deja ete mentionne, le chitosane est un polycation charge 

positivement et cette propriete a ete egalement observee et mesuree dans le cas de 

nanoparticules ADN/chitosane (Erbacher et al., 1998). Dans leur tres grande majorite, 

les precedes de bioconjugaison sur le chitosane exploitent des methodes chimiques 

nucleophiles, ce qui necessite la deprotonation des glucosamines. Cependant, celle-ci 

implique une augmentation de pH du milieu, ce qui affecte de maniere importante la 

stabilite des nanoparticules. Un compromis est done a trouver au niveau du pH optimal 

conciliant stabilite des complexes (ou solubilite du chitosane) et deprotonation suffisante 

pour le greffage. 

Une idee mise en avant dans ce projet a done ete d'exploiter cette propriete 

electrostatique particuliere du chitosane et des complexes et de developper une 

technique universelle, simple et dont les conditions operatoires permettent de trouver un 

equilibre entre solubilite, stabilite et efficacite du greffage. 

4.1.1. Les complexes polyelectrolytes avec le chitosane 

Les complexes polyelectrolytes sont des assemblages spontanes de deux 

polymeres, un polycation et un polyanion, par des interactions electrostatiques. Les deux 

partenaires seront charges porn- une plage de pH bien definie et interagiront done dans 

cette plage, ce qui permettra de former des complexes stables. Ces derniers sont de plus 

en plus etudies, tout particulierement pour la livraison de principes actifs. En effet, de 

telles constructions sont simples et sont capables d'encapsuler des principes actifs. Par 
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la suite, avec les variations des conditions de pH, ces derniers peuvent etre liberes et ce, 

de fa9on controlee. 

Le chitosane, du fait de ses proprietes d'interet pour les livraisons de gene et de 

molecules actives, est particulierement utilise comme polycation. Ses partenaires 

polyanioniques sont nombreux : le dextran (Schatz et al, 2004), l'alginate (Sasther et al., 

2008), l'heparine (Luo et al., 2008), le poly(acide acrylique) (de Oliveira et al., 2008; 

Silva et al., 2008) le poly( acide glutamique) (Dai et al., 2007; Hajdu et al., 2008). Dans 

chacun des cas, les objectifs vises sont la liberation controlee de principes actifs en 

utilisant des proprietes de pH. Par exemple, le complexe chitosane / acide polyacrylique 

utilise pour la livraison de molecules aux tissus de la peau se defait pour des pHs 

superieurs a 7 mais est tres stable jusqu'a des pHs de 6.1 (Silva et al., 2008). En 

particulier, l'etude du polyelectrolyte chitosane / acide polyglutamique montre que la 

stabilite est excellente a un pH de 6 (Hajdu et al., 2008) et que la solubilite n'est pas 

affectee si les polymeres sont de longueur suffisamment differentes (un rapport d'unites 

monomeriques de 25 a 50) (Luo et al., 2008). 

4.1.2. Les etiquettes constitutes d'acides amines polaires 

Autant les etudes de polyelectrolytes comprenant du chitosane sont nombreuses, 

autant les etudes sur les etiquettes constitutes d'acides amines polaires sont tres rares. 

Un nonamere d'arginines (Arg, R) a ete developpe pour complexer des «small 

interfering RNA » (siRNA) pour les livrer dans le cerveau (P. Kumar et al., 2007). Un 

peptide constitue d'une sequence capable de franchir la barriere immunitaire du cerveau 

et d'une queue nonamerique d'arginines possedant la propriete de complexer l'ARN est 

utilise comme vecteur de transfection pour les cellules cerebrales et musculaires 

(Uemura et al., 2002). 

Les queues complexantes ou electrostatiques sont egalement utilisees pour 

modifier quelque peu les proprietes de certains peptides. L'ajout d'une queue polaire 

facilite par exemple la solubilisation de peptides tres hydrophobes (Tang et al., 2004). 
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A partir de ces observations experimentales, deux peptides derives de l'acide 

polyglutamique ont ete synthetises et etudies comme systeme d'etiquetage proteique. Le 

principe est done d'utiliser de courtes sequences d'acides glutamiques (Glu, E) et 

d'etudier leur interaction directement avec le chitosane en vue d'utilisation ulterieure 

comme procede de conjugaison sur le chitosane et les nanoparticules pour les 

applications de livraison de gene. D'apres la litterature, l'interaction semble la plus 

stable a un pH de 6.0, il n'est done pas necessaire de s'approcher davantage du pdu 

chitosane et on s'affranchit ainsi des problemes de solubilite de celui-ci (Silva et al., 

2008). 

La longueur des etiquettes testees a ete choisie de telle fa?on a perturber le mo ins 

possible les proprietes du chitosane, soit 5 acides glutamiques (queue 5E) ou 10 acides 

glutamiques (queue 10E). La partie fonctionnelle est suivie d'un bras espaceur de 3 

glycines (Gly, G) et enfin d'un fluorophore (5-FAM) rajoute a des fins de caracterisation 

(Figure 16). 

O H 

Figure 16. Etiquettes 5E (n=5) et 10E (n=10) a pH 6.0 

4.2. Techniques experimentales 

4.2.1. Materiel 

4.2.1.1 .Les tampons 

L'acide 4-Morpholineethanesulfonique (MES) hydrate de formule brute 

C6H13N04S • XH20, le MES sous forme de sel de formule brute C6Hi2NNa04S et le 

PBS 7.4 ont ete achetes chez Sigma Chemical Co. (St Louis, MO). Le HBS-EP IX (10 

mM HEPES, pH 6.0, 150 mM NaCl, 3.0 mM EDTA, 0.05% P20 surfactant) a ete achete 

chez GE HealthCare (Piscataway, NJ). 
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Le tampon de MES a ete prepare par l'ajout controle dans 250 ml d'eau 

deionisee des deux formes de MES pour une concentration finale de 18 mM, une force 

ionique de 25 mM et un pH de 5.99. 

4.2.1.2.Le chitosane 

Dans toutes les manipulations, le chitosane utilise (reference PCCH00075 et 

CHEM 2461) a ete fourni par Biosyntech (Laval, QC). II se caracterise par un poids 

moleculaire de 200 kDa et un DDA de 80% (1250 monomeres par chaine) et a ete 

dissous dans de l'eau acidifiee avec 22 mM de HC1 pour atteindre un ratio de 

protonation des glucosamines de 1:1 et une concentration de 4.7 mg/ml. 

4.2.1.3.Les peptides 

Plusieurs peptides de purete > 80% ont ete synthetises par BioSynthesis 

(Lewisville, TX). Leurs proprietes sont les suivantes : 
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Tableau 1. Recapitulatif des sequences, masses molaires et denominations des peptides utilises dans 
l'etude 

Sequence 

Masse 

moleculaire 

(en Da) 

Denomination 

Peptide court 

etiquette 
(5-FAM)-GGG-EEEEE 1308.1 5E 

Peptide long 

etiquette 
(5-FAM)-GGG-EEEEEEEEEE 1953.7 10E 

Peptide temoin 

etiquette 
(5-FAM)-GGG 655.3 Temoin 

Peptide court non 

etiquette 
EEEEE 663.5 

5E sans 

etiquette 

Peptide long non 

etiquette 
(EEEEE)(EEEEE) 1309.3 

10E sans 

etiquette 

Peptide tres long 

non etiquete 
(EEEEE)(EEEEE)(EEEEE) 1954.7 

15E sans 

etiquette 

Les lettres G et E designent les acides amines « glycine » et « acide glutamique » 

selon la classification habituelle. Le 5-FAM est un derive de la fluoresceine dont la 

structure est donnee ci-dessous (Figure 17) : 

Figure 17. Structure du fluorophore 5-FAM 
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Le pKa de l'acide glutamique dans une proteine est de 4.1 environ. II peut varier 

en fonction de son environnement electronique mais restera toujours autour de cette 

valeur. La distance Ca - Ca entre deux acides glutamiques est de 0.490 nm. (Horton et 

al., 2002) 

20 milligrammes des peptides 5E et 10E ont ete dissous chacun dans 5 ml de 

PBS pH 7.4 pour atteindre une concentration de 4 mg/ml. 10 milligrammes du peptide 

temoin ont ete mis en solution egalement dans 5 ml de PBS pH 7.4 pour un titre de 2 

mg/ml. Quant au peptide 10E sans etiquette, ce sont 5 milligrammes qui ont ete dissous 

dans 5 ml de PBS pour une concentration de 1 mg/ml. lis ont ensuite ete aliquotes et 

places a -20°C avant utilisation. 

4.2.2. Methodes 

4.2.2.1.Experience de Resonance Plasmonique de Surface (SPR) 

Les interactions entre le chitosane et les peptides etiquetes ont ete visualisees a 

l'aide d'un biocapteur optique dont le principe de detection est base sur la resonance 

plasmonique de surface (Biacore 3000, GE Healthcare, Piscataway, NJ). Le HBS-EP IX 

a ete utilise comme tampon circulant. Le debit a ete fixe a 10 /Amin"1 pour tous les 

essais. 

Le chitosane a ete immobilise sur une surface de type CM4 (surface presentant 

des chaine de dextran carboxymethyle) par une injection de 10 //I de chitosane a une 

concentration de 4.5 /vg/ml dans du tampon acetate a pH 4.5. Apres injection de tampon 

pendant 5 minutes et stabilisation de la ligne de base, la masse accumulee etait en 

moyenne de 2400 RUs (Resonance Units). La surface de reference n'a pas ete modifiee. 

Le peptide 5E a ete injecte aux concentrations de 1.3 //g/ml et de 

4 /vg/ml dans du HBS-EP, pH 6.0. Quant au temoin, les concentrations choisies etaient 

de 0.7 /vg/ml et 2 //g/ml pour que les concentrations en chaine soient les memes que 

pour le 5E. Chaque injection a dure 240 secondes a un debit de 10 //l.min"1 suivie d'une 

injection de tampon pendant 360 secondes a un debit de 50 //l.min"1 pour visualiser la 

dissociation eventuelle du complexe forme. Les courbes obtenues sur la surface de 



reference ont ensuite ete soustraites a celles obtenues sur la surface test a l'aide du 

logiciel Biaevaluation 3.1 fourni avec l'instrument. 

4.2.2.2.Experience de microcalorimetrie (ITC) 

Tous les tests d'lTC ont ete menes sur l'appareil VP-ITC (Northampton, MA) a 

298 K. Le chitosane et tous les peptides ont ete dilues dans le MES 18 mM, pH 6.0. Le 

pH apres dilution etait egal a celui du tampon, soit 6.0. Le MES etait egalement utilise 

comme reference dans les experiences. 

Deux types d'experience ont ete menes. Tout d'abord, des titrages par injection 

de peptide dans du chitosane ont ete testes, titrage qualifie de direct (Zhu et al., 2007). 

Puis, les experiences de titrage inverse ou le chitosane a ete injecte dans une solution de 

peptide ont ete menees (Rispens et al., 2008). 

Pour les experiences de titrage direct, le chitosane a ete introduit dans la cellule 

d'injection (V= 1.482 ml) a une concentration de 20.4 //g/ml, soit 0.1 /vM de chaines ou 

100 //M de glucosamines. Une premiere injection de 2 ju\ etait suivie de 27 injections a 

10 jul a un debit de 0.5 [iLimn"1. Chaque experience de titrage a ete realisee en duplicat. 

Les concentrations en peptide dans la seringue sont resumees dans le tableau 2. 

Dans chaque experience de titrage inverse, du chitosane (326 //g/ml, 1.6 //M en 

chaines de chitosane, 1.6 mM en glucosamines) etait injecte dans une solution 

concentree de peptide a differentes concentrations. Ces concentrations se trouvent dans 

le tableau suivant. 
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Tableau 2. Concentrations en peptide utilisees pour le titrage par ITC. CchainK represente la 
concentration en peptide et CE la concentration en acides glutamiques. Elles sont exprimees en mM 

et le titre massique est exprime en j»g/ml. 

Peptide 

Concentrations 

Peptide Titrage direct Titrage inverse Peptide 

Cchaines C E Titre Cchaines C E Titre 

5E 
0.09 0.45 118 0.040 0.20 52.3 

5E 
0.12 0.6 157 0.045 0.23 58.9 

10E 0.045 0.45 88 0.03 0.3 58.5 

Temoin 0.12 79 0.040 25.3 

5E sans etiquette 0.18 0.9 119 0.040 0.20 27.0 

10E sans etiquette 0.045 0.45 59 0.018 0.18 23.5 

15E sans etiquette 0.03 0.45 60 0.021 0.31 41.0 

Les concentrations ont ete calculees de telle fapon a obtenir un rapport N/E en 

moles (moles de glucosamine sur mole d'acides glutamiques) de 1.2 en fin de titrage. 

Ainsi, la saturation est depassee. 

Par exemple, pour le 5E en titrage direct : 

1.5ml 

NE = 2 7 2 ^ 1 x Q m M 

N 
^ = 1.2 => CF = 0 . 6 4 m M 

N glucosamine 

La concentration du temoin a ete choisie pour que la concentration en 

fluorophore soit la meme dans la cellule d'injection que pour le 5E, ce qui correspond a 

la meme concentration en peptide. Les chaleurs de dilution et de melange ont ete 

determinees grace a 28 injections (10 //l) de chitosane a 1.6 /jM dans du MES (1.482 
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ml). La methode experimentale a ete programmee et les resultats ont ete compiles grace 

au logiciel VPViewer fourni avec l'appareil. La variation de pH des echantillons 

n'excedait pas ± 0.02 a Tissue des mesures calorimetriques. 

Un exemple typique des donnees ITC acquises avec l'appareil est montre en 

figure 18. Les resultats de la dilution de chitosane sont egalement montres en 

comparaison. 

0,4 
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Figure 18. Donnees experimentales obtenues par microcalorimetrie (courbe noire) entre le peptide 
5E (0.045 mM) et le chitosane (28 injections, 1.6 //M). Le titrage a ete realise en inverse, c'est-a-dire 
par ajout de chitosane dans la solution de peptide. La courbe rouge correspond au controle, c'est-a-

dire a la dilution de chitosane dans le MES. 

Du fait de la presence de grands pics endothermiques a la saturation (voir figure 

18 et section 4.3.2 ), le modele SSIS (Single Set of Identical Sites) fourni avec le 

logiciel ne permet pas toujours d'identifier les parametres thermodynamiques de 

l'interaction. L'effet de dissociation n'etant pas observe pour le peptide 10E, ce modele 

a pu etre applique avec une convergence excellente. Pour tous les peptides, un modele 
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prenant en compte la cooperation entre ligands a ete implements a l'aide des 

publications de Mc Gee et de Velazquez Campoy (McGhee et al., 1974; Velazquez-

Campoy, 2006). Ces modeles sont decrits en Annexe 1. 

4.2.2.3.Mesures spectrophotometriques 

Les spectres UV/Visible (240-740 nm, resolution de 1 nm) des echantillons titres 

a l'aide de 1'ITC ont ete acquis avec le spectrophotometre DU 640 (Beckman, Fullerton, 

CA). Les echantillons etaient en solution dans le MES, qui a egalement ete utilise 

comme reference. Le volume de la cuve en quartz etait de 600 / j \ et les concentrations 

presentes sont resumees sur le tableau suivant. Ces concentrations sont celles des 

echantillons a Tissue du titrage inverse en ITC (chitosane dans peptide). II a done ete 

teste que, pour ces concentrations de peptide et de chitosane, le peptide est entierement 

sous forme de complexes, la saturation ayant ete depassee. 

Tableau 3. Composition des echantillons testes en UV/Visible 
Denomination Concentration en peptide Concentration en chitosane 

5E seul 0.038 mM 0 

5E + chitosane 0.038 mM 0.25 //M 

10E seul 0.025 mM 0 

10E + chitosane 0.025 mM 0.25 fjM 

Temoin seul 0.019 mM 0 

Temoin + chitosane 0.019 mM 0.13 /iM 

4.2.2.4.Determination de la saturation du chitosane par autoextinction (« self-

quenching ») 

Tous les peptides et le chitosane etaient en solution dans le MES a pH 6.0. 

Toutes les mesures de fluorescence ont ete realisees a l'aide d'un lecteur de 

microplaques Spectramax Gemini XS de Molecular Devices (Sunnyvale, CA). 

L'excitation lumineuse a ete realisee a 495 nm et Temission lue a 530 nm. Les 3 valeurs 

lues pour chaque echantillon ont ete ensuite moyennees. 
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4.2.2.4.1. Titrage direct goutte a goutte (peptide dans chitosane) 

Pour se rapprocher le plus possible des conditions utilisees en microcalorimetrie, 

1,5 ml de chitosane a 20.4 //g/ml a ete titre a l'aide d'injections de 20 //I de peptide 5E a 

0.12 mM ou de peptide 10E a 0.08 mM. Apres chaque injection, 3 aliquots de 100 ont 

ete preleves puis reinjectes pour mesure de fluorescence. 

4.2.2.4.2. Titrage indirect goutte a goutte (chitosane dans peptide) 

Des solutions de 1,5 ml a 0.040 mM de peptide 5E et a 0.03 mM de peptide 10E 

ont ete titrees a l'aide d'injections de 20 f j \ de chitosane a 326.4 /jg / ml. De nouveau, 3 

aliquots de 100 fj\ ont ete preleves puis reinjectes pour mesure de la fluorescence de 

1'echantillon. Les pertes de fluorescence ont ete calculees par rapport a un echantillon de 

peptide sans ajout de chitosane. 

4.2.2.4.3. Titrage direct en une injection (peptide dans chitosane) 

Des dilutions de chitosane ont ete realisees dans le MES a pH 6.0 pour un 

volume total de 500 /vl. Une quantite constante de peptide a ete ajoutee a chaque dilution 

de chitosane pour des concentrations respectives en 5E et 10E de 1.0 //M et de 0.54 /vM. 

La concentration en acides glutamiques etait alors de 5.4 /vM dans les deux cas de figure 

et le volume final de 548 ju 1. Les pertes ont ete calculees par rapport a un echantillon de 

500 //I de MES auquel a ete ajoute un aliquot de peptide. Les mesures de fluorescence 

ont ete realisees comme dans les manipulations precedentes. 

4.2.2.4.4. Titrage indirect en une injection (chitosane dans peptide) 

Cette experience a ete realisee exactement comme la precedente en injectant les 

500 ju\ de chitosane dans le peptide et non l'inverse. Les pertes de fluorescence ont ete 

calculees par rapport a l'aliquot de peptide auquel 500 ju\ de tampon ont ete ajoutes. 
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4.3. Resultats et discussion 

4.3.1. Interaction peptide chitosane sur une matrice et en solution 

Deux cas de figure peuvent se presenter : la fonetioimalisation d'une matrice de 

chitosane, utile pour des precedes d'ingenierie tissulaire (reconstruction arterielle, 

stimulation et croissance de cellules sur des surfaces, etc.) et la fonetioimalisation du 

chitosane en solution. Ce dernier cas est celui qui nous interesse le plus de par ses 

applications en livraison de gene. Deux types d'essais ont ete realises pour caracteriser 

ces interactions. 

4.3.1.1.Interaction peptide-matrice : caracterisation par SPR 

Cette experience de SPR avait pour objectif de tester si une interaction etait 

possible entre le chitosane sous forme de matrice (adsorbe sur une surface CM4 de 

Dextran) et l'etiquette electrostatique. L'idee etait de tester si la fonetioimalisation d'une 

surface a l'aide d'etiquettes electrostatiques etait realisable, c'est-a-dire si l'interaction 

etait stable. 

La figure 19 montre la comparaison des injections de peptides 5E et temoin sur 

une surface de chitosane en SPR. 
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Figure 19. Comparaison des injections sur une surface de chitosane de concentrations 1.3 //g/ml et 
4 //g/ml de peptide 5E (courbe rouge superieure) et de 0.7 /vg/ml et 2 /vg/ml pour le peptide temoin 
(courbe verte inferieure). La surface reference etait laissee nue. Les fleches bleues designent la fin 

de Tinjection (phase d'association) et le debut d'injection de tampon (phase de dissociation). 

On observe une nette difference entre les deux peptides, le temoin ne 

s'accumulant que peu sur la surface de chitosane. Le signal final est d'environ 4 RUs 

pour le temoin et de 40 pour le peptide 5E. Ceci montre que le peptide est capable 

d'interagir avec le chitosane. De plus, l'accumulation sur la surface de chitosane est due 

a la presence de l'etiquette electrostatique et n'est pas le resultat d'une interaction non 

souhaitee entre le fluorophore et le chitosane. 

Par ailleurs, l'association electrostatique est tres stable comme on peut le voir 

dans les periodes de dissociation; l'injection de tampon suivant l'injection du peptide 

(denotee par les fleches bleues) n'amene aucune variation pour la premiere injection du 

peptide 5E et une variation de 5 RUs pour la seconde. De plus, l'injection suivante a 

8 /vg/ml (non montree) n'a amene aucune accumulation supplemental sur la surface, ce 
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qui suggere fortement que la surface de chitosane est saturee en peptide 5E. L'etiquette 

electrostatique permet done bien une immobilisation du peptide sur le chitosane et cette 

interaction est stable a pH 6.0. 

II est a noter que les experiences pour le 5E et le temoin ont ete repetees deux 

fois, mais qu'il n'a pas ete possible d'obtenir de courbes pour le 10E. Une explication 

d'ordre pratique peut etre donnee pour expliquer cette difference de comportement entre 

les deux types de peptide. Suite aux experiences realisees pour le peptide temoin et pour 

le peptide 5E, du chitosan s'est adsorbe sur les tubes et sur la seringue d'injection de la 

machine SPR. Celui-ci a ete retrouve par hasard lors du demontage de la machine pour 

l'entretien de la seringue. Ainsi, lors des injections, le peptide 10E s'est trouve greffe 

sur ce chitosan avant meme d'atteindre la surface. Aucun signal n'a done ete observe. 

4.3.2. Interaction peptide-chitosane en solution : mesures par microcalorimetrie 

(ITC) 

Pour des applications de livraison de gene, le chitosane doit rester en solution. 

La technique de detection par SPR ne permet malheureusement pas l'etude de 

complexes en solution. Les techniques de mesure par microcalorimetrie (Isothermal 

Titration Calorimetry) sont alors plus adequates pour cette application. Brievement, le 

chitosane a ete injecte dans les peptides etiquetes ou non. Puis, la variation d'energie 

due au transfert de protons du tampon MES vers le chitosane lors de l'interaction a ete 

visualisee pour donner des isothermes comme presentes sur les figures 23 et 24. 

4.3.2.1. Titrage direct de chitosane par les peptides etiquetes ou non 

Dans un premier temps, des experiences de titrage direct de chitosane par les 

peptides etiquetes ou non ont ete realisees. Brievement, elles consistaient en 28 

injections de peptide dans une solution de chitosane concentree. 
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L'acquisition des isothermes s'est deroulee normalement, comme on peut le voir 

sur la figure 20. Cette derniere presente l'isotherme d'interaction entre le peptide 10E et 

le chitosane. La forme globale de l'isotherme est conforme avec les profils d'interaction 

observes en microcalorimetrie. 

N/E (moles de glucosamine / moles d'acides glutamiques) 
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Figure 20. Isotherme de l'injection de peptide 10E 35 //g/ml dans une solution de chitosane 
concentree 20.4 ,ug/ml. Le tampon utilise etait du MES pH 6.0. 

Malheureusement, il a ete impossible de corriger les isothermes par la dilution 

des peptides marques ou non. L'essai consistait a injecter les peptides comme cela avait 

ete fait dans le chitosane mais dans du tampon et a observer les degagements d'energie. 

Comme il est possible de le voir sur la figure 21, les pics presentaient des 

caracteristiques tres eloignees de ce qui etait obtenu en general. La figure 22 presente 

ces memes pics de dilution pour le chitosane. 
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Figure 21. Pics de degagement de chaleur obtenus pour la dilution du peptide 10E 35 /<g/ml dans du 
MES pH 6.0 
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Figure 22. Pics de degagement de chaleur pour la dilution du chitosane 326,4 //g/ml dans du tampon 
MES pH 6.0. 

Le difference majeure qui existe entre les deux essais est situee au niveau du 

retour a 1'equilibre des pics. Suite a une injection, il y aura diminution ou augmentation 

de la quantite de chaleur degagee suivant si la dilution est exothermique (peptide) ou 

endothermique (chitosane). Cependant, dans le cas du chitosane, le retour a 1'equilibre 

se fera en quelques secondes alors que dans le cas du peptide, le retour a la ligne de base 

n'est jamais complete. Les pics s'evasent a leur base et l'integration de ceux-ci donnent 

des chaleurs de dilution beaucoup plus grandes que les valeurs donnees dans la 

litterature. (Ehtezazi et al., 2000; Scolnik et al., 2006). 

II n'est pas clairement etabli quelle est la cause de ce comportement. II est 

possible que la presence d'impuretes non purifiees suite a la synthese (acide 

trifluroacetique en particulier) cree une difference de composition suffisante entre la 
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solution de peptide injectee dans le tampon et la reference (tampon MES egalement) 

pour que l'equilibre ne puisse plus s'etablir. Cependant, comme les concentrations en 

impuretes dans le peptide sont inconnues, il n'a pas ete possible de mettre au point une 

solution de reference qui prendrait en compte cet ecart de composition. 

Toutefois, malgre cette impossibility a utiliser pleinement les isothermes, en 

particulier pour tous les calculs de donnees thermodynamiques, il est possible 

d'observer qu'une bosse exothermique apparait avant la montee. Cette caracteristique a 

ete observee auparavant dans les systemes cooperatifs, ce qui tend a montrer que les 

ligands ne se lient pas de faijon isolee (Velazquez-Campoy, 2006). Cet effet sera etudie 

et confirme par les titrages inverses. 

La solution adoptee a done ete de recourir au processus inverse, soit l'injection 

de chitosane dans une solution de peptide. Comme il est possible de voir sur la figure 

22, la dilution du chitosane dans le tampon ne posait quant a elle aucun probleme. 

4.3.2.2. Titrage indirect des peptides par une solution de chitosane 

Les figures suivantes montrent les isothermes obtenus pour les peptides 5E et 

10E marques avec le temoin pour comparaison. Tous les isothermes presentes ont ete 

corriges par la dilution du chitosane dans le MES (Figure 22). Les energies calculees sur 

l'axe des ordonnees sont normalisees cette fois-ci en fonction du nombre de moles de 

chitosane. Les ratios molaires de l'axe des abscisses correspondent au rapport du 

nombre de moles de glucosamines sur le nombre de moles d'acides glutamiques. 
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Titrage inverse - chitosane dans peptide 5E marque 

<D 
X I 

1 
O) ro 
•S1 

X I 

0) 
'e <B c LU 

1.0E+06 

5.0E+05 

0.0E+00 

-5.0E+05 

-1,0E+06 

-1.5E+06 

-2,OE+06 

-2.5E+06 

-3,0E+06 

-3,5E+06 

0,25 0,5 0,75 1,25 1,5 1,75 

• 
• • 5E 0.040 mM 

• 5E 0.045 mM 
(Temoin 

N/E (moles de glucosamines / moles d'acides glutamiques) 

Figure 23. Isothermes du peptide 5E etiquete. Les concentrations etaient de 0.040 mM (losanges) et 
de 0.045 mM (carres) dans le MES a pH 6.0 qui servait egalement de reference. Le temoin avait 

pour concentration 0.040 mM (ronds). 
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Titrage inverse - chitosane dans peptide 10E marque 
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Figure 24. . Isothermes du peptide 10E etiquete. Les concentrations etaient de 0.03 mM pour les 
deux essais (losanges et carres). Le temoin etait lui aussi a 0.03 mM (triangles) 

On peut tout d'abord remarquer que l'interaction entre le peptide temoin et le 

chitosane est tres faible, environ 40 kilocalories par mole. Cette valeur est 75 fois 

inferieure aux valeurs enregistrees pour les peptides 5E et 10E. 

La forme des isothermes observees pour ces derniers est caracteristiques des 

isothermes acquis en ITC. Le premier plateau observe pour des ratios molaires faibles 

est une etape de sous saturation, tout le chitosane injecte est complexe par le peptide 

present dans la cellule d'injection. Le degagement d'energie observe correspond done a 

l'interaction entre le peptide et l'ensemble des glucosamines injectes. Puis, lors des 
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injections de chitosane, le peptide n'est plus en quantites suffisante pour complexer 

l'ensemble du chitosane, le nombre d'interactions diminue et de fait l'energie degagee 

egalement. La transition depend de la constante thermodynamique d'association; une 

pente abrupte traduit une constante elevee, ce qu'on peut observer sur les isothermes du 

10E en particulier et ce qui est confirme par les interpolations (Velazquez-Campoy, 

2006) (Tableau 4). Enfin, une fois que tout le peptide est lie au chitosane, il n'y a plus 

d'interaction avec le chitosane injecte et done plus de degagement d'energie. Tous les 

isothermes se rejoignent done a cette etape (Figures 23 et 24). 

Ces courbes ont ensuite ete analysees par les modeles decrits en annexe, le 

modele SSIS ainsi que le modele propose par Mc Gee et Van Hippel (McGhee et al., 

1974). Les correlations entre le modele SSIS et les donnees experimentales pour le 

peptide 10E sont excellentes, alors qu'il a ete impossible d'analyser adequatement 

l'isotherme du peptide 5E du fait de la presence de la bosse positive de cooperation. En 

effet, la cooperation n'est pas prise en compte dans ce modele. Seules les valeurs 

d'enthalpies d'interaction ont pu etre estimees a l'aide du plateau initial. 

II a done ete necessaire de faire appel a un modele decrivant 1'interaction entre 

un ligand et une macromolecule de fa^on plus precise et tentant en compte les 

interactions entre ligands. C'est le cas du modele propose par Mc Gee et Van Hippel en 

1974 et qui a ete implements pour l'analyse des isothermes. Ce dernier est decrit avec 

precision en annexe 1. De plus, les figures representant les interpolations sont egalement 

disponibles en annexe (annexe 1). 

Dans le modele SSIS, N represente le ratio N/E en moles de glucosamines par 

mole d'acides glutamiques pour lequel la saturation des sites est atteinte. 

Dans le modele de Mc Gee Van Hippel, le parametre 1 represente le nombre de 

sites sur le chitosane occupes par un peptide. En d'autres termes, 1 quantifie le nombre 

d'acides glutamiques du peptide assurant l'interaction entre celui-ci et le chitosane. 

Enfin, A h se rapporte a l'enthalpie d'interaction entre peptides lies au chitosane. II est a 

noter que l'enthalpie de l'interaction prenant place dans la cellule d'injection lors de 

l'injection du chitosane est egale a l'addition des deux valeurs d'enthalpie (AH + Ah). 
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Le parametre K represente quant a lui la constante d'interaction de l'equilibre de 

complexation dans les deux modeles. 

peptide + glucosamine < > complexe 

[complexe] 

[peptide] [glucosamine] 

Les resultats des interpolations sont presentes dans le tableau 4. Le N present 

dans le tableau n'est pas tout a fait celui donne par le modele SSIS. Le modele SSIS 

donne un N representant le ratio en chaines de chitosane injectees par chaines de 

peptides presentes dans le milieu. Celui exprime ici a ete converti de telle fa9on a 

representer ce meme ratio mais en fonction du nombre de moles de peptides presentes 

par rapport au nombre de moles de glucosamines injectees. Cette conversion permet 

d'obtenir un N ayant la meme unite que celle de l'axe des abscisses sur les isothermes 

de microcalorimetrie. 

Tableau 4 . Recapitulatif des parametres thermodynamiques tirees de ('analyse des isothermes des 
peptides marques avec le modele SSIS. Les enthalpies sont exprimees en kcal/mol et les constantes 

d'interaction en M"1. 

Modele SSIS Modele Mc Gee Van Hippel 
N K AH 1 K AH Ah 

5E(1) -2.8 E 6 2.6 7.4 E 6 -2.2 E 6 -0.8 E 6 
5E (2) -2.8 E 6 2.6 5.1 E 6 -2.3 E 6 -0.9 E 6 

Moyenne -2.8 E 6 2.6 6.3 E 6 -2.2 E 6 -0.8 E 6 

10E(1) 0.33 
± 1.0 E-5 

5.8 E 9 
± 1 . 0 E 9 

-3.1 E 6 
±2.1 E 4 3.2 1.5 E 8 -3.2 E 6 

10E (2) 0.41 
± 1.3 E-5 

6.0 E 9 
± 9.9 E 8 

-3.2 E 6 
± 1.9 E 4 3.9 2.4 E 8 -3.3 E 6 

Moyenne 0.37 5.9 E 9 -3.15 E 6 3.5 2.0 E 8 -3.2 E 6 

En comparant les pentes entre elles, il est possible de voir que celles relatives au 

peptide 5E sont mo ins abruptes que celles correspondant au peptide 10E, ce qui amene a 

penser que la constante d'interaction sera egalement inferieure (Figures 23 et 24). Cette 
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hypothese est confirmee par les analyses de courbes qui donnent une constante 100 a 

1000 fois plus grande pour le 10E que pour le 5E. Ainsi, la stabilite du greffage est 

beaucoup plus grande pour le 10E que pour le 5E ce que d'autres caracteristiques des 

isothermes viennent confirmer. 

Les enthalpies d'interaction sont comparables, -3000 kcal/mol pour le 5E 

(AH = -2.2 E 6 + Ah = -0.8 E 6 = -3.0 E 6 kcal/mol d'apres le tableau 4) et -3100 

kcal/mol pour le 10E, ce qui etait un resultat attendu etant donne que l'enthalpie 

d'interaction est presque entierement controlee par le transfert de protons entre 

chitosane et tampon MES (These Pei Lian Ma en preparation). En effet, lors des 

premieres injections de chitosane, la macromolecule est entierement complexee, ce qui 

se traduit dans les deux cas par le meme transfert de protons du tampon vers le 

chitosane. Les valeurs d'enthalpies par mole de chitosane sont done proches. 

Cependant, la comparaison des isothermes met en evidence plusieurs differences 

entre le comportement du 5E et celui du 10E. Tout d'abord, les profils a l'atteinte de la 

saturation sont tres differents pour ces deux peptides. L'atteinte est directe pour le 10E 

alors que les 6 injections suivant la saturation provoquent des absorptions de chaleur 

(degagement endothermique) pour le 5E avant de rejoindre le plateau d'energie nulle. 

Cette bosse endothermique observee pour le peptide 5E est caracteristique d'un 

comportement de cooperation entre peptides sur une macromolecule (Velazquez-

Campoy, 2006). Les peptides peuvent interagir ensemble selon plusieurs types 

d'interactions (electrostatiques, hydrophobes, etc.), ce comportement est qualifie de 

« cooperatif» ou « anti cooperatif». Dans ce dernier cas de figure, les peptides se 

repoussent et induisent une diminution du rendement de greffage. 

Dans le cas ou la macromolecule est injectee dans le peptide, ce dernier est en 

exces dans la cellule d'injection et lors de sa complexation sur le chitosane, il sature les 

sites du polymere et est done toujours entoure de un ou deux voisins. Au fur et a mesure 

des injections, la macromolecule devient predominate et en exces par rapport au 

peptide dont la forme libre en solution a alors disparu. Ce cas de figure apparait juste 

apres la saturation, done au debut du plateau final. Cette augmentation de la 
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concentration en macromolecule induit une dissociation partielle des ligands qui se 

lieront de fa?on isolee sur les macromolecules possedant des sites libres. La 

concentration en ligands lies de fafon isolee augmentera et celle en ligands entoures de 

deux voisins diminuera. En l'absence de cooperation, le comportement des ligands lies 

avec ou sans voisins sera identique, cet effet ne sera done pas observe (Velazquez-

Campoy, 2006). De plus, il est a noter que le comportement des peptides est cooperatif 

du fait de 1'apparition de cette bosse. Un comportement anti cooperatif n'aurait induit 

que des changements mineurs sur l'isotherme d'interaction car la proportion de ligands 

possedant des voisins augmente tres lentement contrairement au cas cooperatif. 

Le fait que la bosse soit endothermique ne veut pas dire que l'interaction entre 

ligands la soit egalement, au contraire. Cette caracteristique de l'isotherme est le signe 

d'une cooperation du fait que les ligands se dissocient pour se reassocier avec un plus 

petit nombre de voisins. Le nombre de dimeres diminue done et l'energie degagee ou 

absorbee est done l'energie necessaire aux ligands pour se dissocier de ses voisins. 

Ainsi, l'energie d'association sera quant a elle de signe oppose et de meme valeur. Une 

bosse endothermique est alors le signe de la dissociation d'une interaction exothermique 

(Velazquez-Campoy, 2006). Les analyses des isothermes confirment que l'interaction 

entre peptides est exothermique (tableau 4). 

Ainsi, pour le peptide 5E, la bosse endothermique observee correspond a cette 

dissociation. Le transfert de protons serait possiblement inverse, les protons iront du 

chitosane au MES, ce qui explique le transfert positif d'energie. Puis les ligands 

s'associeront de nouveau au chitosane injecte et le systeme atteindra l'equilibre final. II 

est a noter que l'enthalpie de cette interaction est non negligeable, environ -800 kcal/mol 

pour une enthalpie totale de -3000 kcal/mol. D'autres sources d'absorption de chaleur 

sont egalement envisageables, comme des changements de configuration moleculaire ou 

des interactions hydrophobes entre ligands, entre fluorophores ou entre une des ces deux 

especes et le chitosane lui-meme. 

Par contre, cette bosse est totalement absente sur l'isotherme du 10E alors que 

les structures peptidiques du 5E et du 10E sont tres proches. Deux explications peuvent 
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etre donnees pour justifier cette difference. Tout d'abord, la cooperation est 

certainement due, comme nous le verrons un peu plus loin, a la presence et a la 

proximite des fluorophores entre eux. Done, pour un meme nombre de sites, il y aura 

deux fois mo ins de fluorophores sur le chitosane apres complexation du 10E que pour le 

5E et done deux fois moins de degagement d'energie. Le niveau devient possiblement 

trop faible pour etre detecte par l'appareil. 

Une autre hypothese qui parait plus plausible est que l'interaction entre le 

chitosane et l'etiquette du 10E est si forte que la dissociation observee pour le 5E n'a 

pas lieu. La constante d'interaction obtenue par modelisation des isothermes est de 

l'ordre de 108 - 109 M"1 pour le 10E, ce qui est une valeur elevee pour une interaction 

biologique. En d'autres termes, malgre l'augmentation de la concentration en 

macromolecule, l'interaction est trop forte pour que les ligands puissent se dissocier du 

chitosane. Comme il sera discute plus loin dans le document, les fluorophores presents 

sur les peptides 10E dimerisent, tout comme ceux du peptide 5E (section 4.3.3). Mais 

contrairement au peptide 5E, l'augmentation de la concentration en chitosane 

n'engendre pas de liberation de peptides (section 4.3.4), ce qui semble done abonder 

dans le sens d'une interaction trop forte entre chitosane et 10E pour engendrer une 

quelconque dissociation. 

II semblerait done y avoir cooperation entre les peptides sur la chaine 

polymerique. Celle-ci est tres certainement due a la presence de fluorophores sur les 

peptides. En effet, comme le montre la figure 17, le 5-FAM est compose de nombreux 

cycles aromatiques qui lui conferent egalement un caractere hydrophobe. Cet 

enchainement de cycles est appele xanthene et est present chez de nombreux 

fluorophores (rhodamine, fluoresceine, Rose du Bengale). Ces fluorophores peuvent 

s'aggreger tout particulierement en milieu aqueux (Valdes-Aguilera et al., 1989). Sur la 

base de cette hypothese, des tests de microcalorimetrie ont ete realises avec des peptides 

ne possedant ni le 5-FAM, ni le bras espaceur de glycines. La figure 25 montre les 

isothermes du 10E avec et sans etiquette. Quant a la figure 26, elle presente l'isotherme 

de tests realises avec le peptide 15E non marque. Ces experiences ont pour objectif de 



72 

tester la variation de l'affinite avec 1'augmentation du nombre d'acides glutamiques sur 

l'etiquette. Les conditions dans lesquelles cet essai a ete mene sont les memes que pour 

les peptides avec etiquette. 

Titrage inverse - chitosan d a n s peptide 10E non marque 
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Figure 25. Isothermes compares du 10E avec et sans fluorophore. La concentration du 10E sans 
5-FAM est de 0.018 mM (losanges noirs et carres blancs). Le 10E marque avec 5-FAM (cercles 

noirs) est donne pour comparaison. La fleche rouge indique la formation d'une bosse pour les lOEs 
non marques. 
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Titrage inverse - chitosan dans peptide 15E non marque 
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Figure 26. Isothermes du peptide 15E non marque avec un fluorophore. La concentration du 15E 
etait de 0.021 mM. 
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Tableau 5. Parametres thermodynamiques obtenues par analyse des isothermes des peptides non 
marques (modele SSIS et Mc Gee Van Hippel). Toutes les definitions et les unites des grandeurs 

sont donnees dans le tableau 4. 

Modele SSIS Modele Mc Gee Van Hippel 

N K AH 1 K AH 

10E non 

marque (1) 

0.44 

±4.2 E-5 

2.0 E 9 

± 3.7 E 8 

-2.7 E 6 

±4.1 E 4 
4.1 1.6 E 7 -3.0 E 6 

10E non 

marque (2) 

0.32 

±4.1 E-5 

2.4 E 9 

± 5.8 E 8 

-2.7 E 6 

± 5.4 E 4 
3.0 1.4 E 7 -2.9 E 6 

Moyenne 0.38 2.2 E 9 -2.7 E 6 3.5 1.5 E 7 -3.0 E 6 

15E non 

marque (1) 

0.63 

±2.7 E-5 

6.8 E 9 

± 1.3 E 9 

-3.1 E 6 

± 1.9 E 4 
8.9 5.6 E 9 -3.2 E 6 

15E non 

marque (2) 

0.52 

±3.2 E-5 

6.4 E 9 

±4.2 E-5 

-2.9 E 6 

± 2.5 E 4 
7.2 1.5 E 9 -3.2 E 6 

Moyenne 0.58 6.6 E 9 -3.0 E 6 8.1 3.6 E 9 -3.2 E 6 

II a malheureusement ete impossible d'acquerir l'isotherme du 5E sans 

fluorophore. Des difficultes de synthese du peptide pourraient en etre la raison, les 

sequences peptidiques tres chargees etant parfois complexes a synthetiser. De plus, des 

bosses de faible amplitude sont observees sur les isothermes du 10E depourvu de 5-

FAM et de tres faible amplitude sur les isothermes du 15E, mais elles n'ont pas le profil 

de dissociation de celle du 5E. Lors du titrage calorimetrique du peptide non marque, les 

charges du peptide sont peu a peu compensees par les charges du chitosane et, a 

saturation, celles-ci sont totalement compensees. Ainsi, la solubilite du complexe 

devient problematique, certaines parties auront tendance a precipiter ou a floculer. Ce 

phenomene est souvent observe pour les polyelectrolytes chitosane/dextran en 

particulier lorsqu'ils sont formes par un ajout progressif de chitosane (Drogoz et al., 

2007) Ce phenomene n'est pas observe pour les peptides marques car la fluoresceine 

confere une solubilite suffisante aux complexes peptide/chitosane, ce qui elimine le 
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risque de precipitation. II est possible d'observer sur la figure 25 au niveau de la fleche 

rouge qu'une bosse se forme pour les 10E non marques uniquement, ce qui souligne une 

difference de comportement des complexes apres saturation. Des details 

supplementaires sont donnes dans la section 4.3.4 portant sur les conditions de 

formation des complexes. 

Comme prevu par Velazquez-Campoy, l'enthalpie d'association est differente 

pour un cas cooperatif. En effet, lors qu'il n'y a pas cooperation, l'enthalpie observee est 

uniquement due a l'association des peptides sur le chitosane. Par contre, en cas de 

cooperation, l'enthalpie de dimerisation des fluorophores vient s'ajouter a celle-ci, 

modifiant l'enthalpie observee par microcalorimetrie. En fait, cette addition des 

enthalpies est valable en tout point de la courbe precedant la saturation. Une estimation 

du nombre de dimeres formes par injection peut ainsi etre donnee grace a la formule 

suivante : 

A / / 1 0 £ - A / / m a r ^ 1 0 £ 

(^^electrostatique ^^dimerisation ) ^^electrostatique 

= - 3 1 5 0 + 2700 = - 450kca l /mo l 

et 

^^dimerisation " '̂̂ ^dimerisation 

N designe le nombre de dimeres se formant en solution et Aha,mention l'enthalpie 

d'une dimerisation. 

L'enthalpie de dimerisation de deux fluoresceines vaut -7.6 kcal/mol (Valdes-

Aguilera et al., 1989), ce qui veut dire qu'environ 60 dimeres se forment a chaque 

injection. Dans le cas du 5E, la valeur de l'enthalpie de dimerisation a ete estimee grace 

au modele de Mc Gee et Van Hippel et valait 850 kcal/mol environ. 110 dimeres se 

forment done sur le chitosane a chaque injection de 5E, ce qui est coherent avec la 

valeur trouvee pour le peptide 10E etant donne que deux fois plus de fluorophores seront 

presents dans le cas du 5E pour un meme nombre d'acides glutamiques. 
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II est a noter que l'enthalpie d'interaction AH est egale pour les peptides 10E et 

15E non marques, ce qui confirme ce qui avait ete dit auparavant. Le transfert de 

protons du tampon vers le chitosane se deroule de la meme fagon d'ou l'egalite des 

valeurs (-3100 kcal/ mol). 

De plus, le peptide 15E possede une constante d'interaction 10 a 100 fois 

superieure a celle du 10E, montrant que l'ajout d'acides glutamiques engendre 

l'augmentation de la stabilite de l'interaction. Cependant, le pendant de cet effet est la 

diminution de la solubilite du chitosane du fait de l'implication d'un plus grand nombre 

de glucosamines dans l'interaction. II existe done un compromis a trouver entre la 

longueur de l'etiquette, done la stabilite du greffage et la preservation des proprietes du 

chitosane. 

Afin de confirmer l'hypothese d'une cooperation des peptides par aggregation 

des fluorophores, d'autres mesures ont ete menees. La premiere etait l'acquisition et 

1'etude des spectres UV/visible des complexes peptide/chitosane. 

4.3.3. Interaction des ligands entre plus proches voisins : spectres UV/visible 

des complexes peptide/chitosane 

Lors du retrait des echantillons passes en microcalorimetrie, un changement de 

couleur nette, visible a l'ceil nu et une diminution de l'opacite de la solution avaient ete 

observes. La figure 27 montre ce passage du jaune intense a l'orange pale. II est a noter 

que le pH a ete verifie et qu'aucune difference superieure a ±0.02 unites n'a ete 

observee. 
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Tern Tem +Ch 
0.038 0.038 

Figure 27. Echantillons temoins et produits des experiences de microcalorimetrie. Les 
denominations des echantillons sont inscrites sous les tubes avec leur concentration en peptide 

correspondante (en mM). Ch designe le chitosane et Tem le peptide temoin. Tous les Echantillons 
portant la denomination Ch contiennent 0.25 /iM de chitosane. 

Afin de quantifier ce changement dans l'absorbance des echantillons, les 

spectres UV/Visible ont ete acquis pour chacun des echantillons presentes ci-dessus. Les 

concentrations sont demeurees inchangees, exception faite des echantillons contenant du 

temoin qui ont ete dilues deux fois pour mesurer des absorbances inferieures a 

l'absorbance maximale (environ 3 unites d'absorbance). Cela n'a pas ete necessaire pour 

les autres echantillons. 

MES Ch 5E 
0.038 

5E + Ch 
0.038 

10E 
0.025 

lOE + Ch 
0.025 
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Spectres UV des produits d'lTC 

Chitosan 
5E complexes 
5E pur 
10E complexes 
10E pur 

• 1 Temoin complexes 
"' Temoin pur 

440 540 

Longueur d'onde 

Figure 28. Spectres UV/Visible des complexes peptide/chitosane compares aux peptides purs 

Pour plus de clarte, le tableau 6 recapitule les maxima d'absorbance pour chacun 

des echantillons et les coefficients e d'extinction molaire calcules. Ce dernier a ete 

estime a l'aide de la loi de Beer-Lambert. 
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Tableau 6. Tableau recapitulatif des proprietes spectroscopiques des differents composes testes en 
UV/Visible (cf Figure 28) 

Peptide Etat du peptide 

Longueur d'onde des 

maxima d'absorbance 

(Amax e n n m ) 

Coefficient 

d'extinction molaire 

(104 IVr'.cm"1) 

5E 

Pur 
457 

479 

2.3 

2.5 
5E 

Complexe 
477 

501 

0.9 

1.3 

10E 

Pur 
458 

479 

2.4 

2.4 
10E 

Complexe 
473 

502 

0.6 

0.9 

Temoin 

Pur 
459 

481 

10.0 

11.1 
Temoin 

Complexe 
458 

482 

6.7 

7.8 

Tout d'abord, en observant les spectres UV/Visiblc, on peut remarquer que le pic 

de maximum d'absorbance est double pour tous les echantillons. Ceci s'explique par la 

presence dans le milieu d'un equilibre entre deux formes acido-basiques de la 

fluoresceine, la forme dite monoanionique et la forme dinanionique (Sjoback et al., 

1998). Le pKa du couple est de 6.43, ce qui a pH 6.0 donne une proportion de 37% de 

dianion et 63% de monoanion (voir Figure 29) 
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fluorescein fluoresce!!: 
dianion monoanion 

Figure 29. Equilibre entre les formes monoanionique et dianionique de la fluoresceine 
(pAr

i,=6.43). Adapte de Jones et al. 

II s'avere que ces deux formes ont des spectres et des coefficients d'extinction 

molaires differents, proprietes qui, de plus, varient en fonction du pH. En particulier, a 

pH 6.0, les deux spectres se recouvrent, d'ou l'apparition de deux maxima (Jones et al., 

1998). Le premier pic est caracteristique de la presence de monoanions alors que la 

presence de dianions est responsable de la presence du second. Ces deux formes ont 

egalement des proprietes de fluorescence differentes, ce qui sera detaille plus loin. 

Par contre, comme la concentration en fluoresceine est toujours inferieure a 

20 / j M et celle en sel en-defa d'une mole par litre, la forme dimerisee du fluorophore est 

en proportion negligeable (Sjoback et al., 1998). 

En examinant de plus pres le tableau recapitulatif des coefficients d'extinction 

molaire pour les especes non complexees (Tableau 6), on peut remarquer que les valeurs 

calculees pour le 5E et le 10E sont egales et sont coherentes avec la valeur donnee par 

Jones et al. pour des derives de la fluoresceine. Par contre, la valeur pour le temoin est 

beaucoup plus elevee. Cette propriete est coherente avec le fait que le coefficient e est 

tres influence par l'ajout de molecules a son extremite. Ainsi, 1'influence du tripeptide 

GGG et celle de l'ensemble de l'etiquette electrostatique sont differentes et donnent lieu 

a ces differences dans le spectre d'absorbance (Jones et al., 1998). 

Comme on peut le voir a la fois sur la figure 27, les spectres et le tableau 

recapitulatif, les pics ont subi un deplacement de 20 nanometres environ, ce qui 

engendre un changement de couleur visible. De plus, les coefficients d'extinction 

molaire ont ete divises par 2.5 pour les peptides 5E et 10E, ce qui est l'image de la 

diminution de l'opacite des echantillons. Ces coefficients sont restes du meme ordre de 
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grandeur; ceci suggere que le phenomene observe pour les peptides 10E et 5E est 

identique. Le cas du temoin, ou aucun deplacement n'est observe mais dont le 

coefficient d'absorption molaire est modifie, sera traite plus loin (Section 4.3.4). 

Cependant, il faut souligner que l'absence de deplacement des maxima elimine la 

possibility d'une quelconque dimerisation des fluoresceines libres. 

II est souligne dans de nombreuses publications scientifiques que l'aggregation 

de fluorophores peut creer un decalage net dans le spectre UV/Visible ainsi que des 

variations dans les niveaux d'absorbance (Geoghegan et al., 2000; Ilich et al., 1996; 

Valdes-Aguilera et al., 1989). La dimerisation des fluorophores modifie 

l'environnement electronique des deux molecules impliquees, ce qui a un effet direct sur 

le coefficient d'extinction molaire et sur la longueur d'onde du maximum d'absorbance. 

Le coefficient d'extinction molaire des peptides n'est cependant pas modifie de la meme 

fafon, il diminue davantage pour le 10E. Ceci peut suggerer un empilement plus 

compact des fluorophores du fait de la plus grande stabilite d'interaction. (Geoghegan et 

al., 2000). 

Par ailleurs, la conformation de l'empilement des fluorophores a un effet direct 

sur le deplacement des maxima : une conformation parallele amenera un deplacement 

vers des longueurs d'onde elevees alors qu'une conformation « head-to-tail» causera 

une diminution de la longueur d'onde >WTiax (Valdes-Aguilera et al., 1989). 

Les fluorophores viennent done dimeriser de fafon parallele pour former des 

complexes de proprietes spectrales differentes par rapport aux monomeres. Le 

mecanisme de cette interaction entre xanthines n'est pas clairement etabli. Certains 

auteurs la decrivent comme etant la consequence d'interact ions hydrophobes 

uniquement (Rohatgi et al., 1965), mais cette interpretation est contestee par plusieurs 

autres publications. En effet, les enthalpies de dimerisation mesurees variaient de 

-10 kcal/mol (Lopez Arbeloa et al., 1982) a -7.6 kcal/mol (Rohatgi et al., 1965), valeurs 

tres elevees pour des interactions hydrophobes. Par ailleurs, on peut remarquer sur le 

tableau 4 que l'ecart entre l'enthalpie de dimerisation Ah est exothermique, alors que 
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dans le cas d'une interaction purement hydrophobe, celle-ci est endothermique ou 

legerement exothermique (-1 kcal/mol). 

De plus, les parametres thermodynamiques d'interaction des fluoresceines dans 

differents solvants sont nettement superieurs dans l'eau par rapport au glycerol et a 

l'ethanol (Valdes-Aguilera et al., 1989). II a done ete suggere que l'eau jouait un role 

d'intermediate pour l'association des molecules par liaisons hydrogenes, ce qui 

explique la valeur elevee des enthalpies d'association. 

Finalement, les proprietes d'absorption UV/Visible ne sont pas les seules a subir 

une modification : les molecules de fluoresceine perdent jusqu'a 90% de leur potentiel 

de fluorescence dans certaines conditions (Geoghegan et al., 2000). Ce phenomene est 

nomrae auto-extinction sera etudie dans la prochaine section. 

4.3.4. Etude de la formation des complexes entre peptides etiquetes et chitosane 

par auto-extinction du fluorophore. 

Pour confirmer les resultats obtenus en ITC et en UV/Visible, des essais de 

formation de complexes chitosane/peptide bases sur le principe d'auto-extinction des 

fluorophores ont ete menes avec les peptides 5E et 10E. L'objectif de ces differentes 

mesures etait d'etudier differentes techniques d,ajout pour la formation des complexes 

peptide / chitosane. 

L'auto-extinction ou « self quenching » est un phenomene observe lors de 

l'aggregation de fluorophores. Tout comme les pertes d'absorbance observees pour les 

dimeres de marqueurs fluorescents, la perturbation des environnements electroniques de 

ceux-ci menent a de grandes variations des niveaux de fluorescence. Cet effet a ete 

observe pour les xanthines, en particulier pour la rhodamine et la fluoresceine (Valdes-

Aguilera et al., 1989). 

Ainsi, lorsque les molecules de fluoresceine sont suffisamment proches 

(d < dforstcr= 42 A ) , elles dimerisent et la fluorescence chute de fa9on remarquable. Pour 

donner un ordre d'idee,, la distance entre deux unites monomeriques de chitosane n'est 

que de 5.5 A. Les fluorophores presents dans un rayon inferieur a 42 A d'un autre seront 
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nommees voisins (Egawa et al., 2008; Sato et al., 2006). La figure 30 resume done la 

variation attendue de la perte de fluorescence due a 1'auto-extinction en fonction du 

rapport N/E. 

La forme de la courbe de fluorescence en fonction du ratio molaire N/E est 

dependante des differentes etapes de liaison au polymere. Par exemple, pour l'ajout de 

peptide dans une solution de chitosane, la courbe aura a priori la forme illustree par la 

figure 30. Pour des N/Es inferieurs a la saturation, la fluorescence decroit de fa^on 

lineaire ; les peptides qui se lient au chitosane saturent celui-ci et possedent tous un 

voisin. Cependant, le nombre de sites disponibles est encore insuffisant pour lier tous les 

peptides et les peptides libres fluorescent de fa?on normale. Ainsi, avec 1'augmentation 

de la quantite de chitosane presente, la proportion de peptides lies augmente de fa^on 

lineaire et la perte en fluorescence egalement. Puis, apres saturation, le chitosane sera en 

exces et done la proportion de peptides lies possedant un voisin diminuera de nouveau, 

et ce de fa?on lineaire. Lorsque le chitosane sera en tres grand exces, 1'effet d'auto-

extinction disparaitra. Comme on le verra en detail, les courbes dependent fortement du 

type d'essai realise. 
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Post saturation 
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Chitosan Peptide 

Figure 30. Schema recapitulatif du phenomene d'auto-extinction lors de l'interaction entre le 
chitosane et le peptide etiquete. L'exemple donne ici est pour l'ajout en une injection de peptide 

dans une solution de chitosane. 

Cette technique a ete utilisee pour etudier la stcechiometrie des complexes en 

solution et en particulier la valeur de saturation du chitosane par le peptide. L'objectif 

principal etait de comparer quatre techniques de formation des complexes et etudier les 

mecanismes dans chacun des cas pour determiner le procede le plus adequat en termes 

de stabilite et de rendement. Par ailleurs, la concentration en fluoresceine est toujours 

inferieure a 20 //M pour eviter des phenomenes d'auto-extinction sous forme libre 

(Sjoback et al., 1998). 
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4.3.4.1.Technique 1 : Addition progressive d'un des composants 

La premiere approche experimental consiste a ajouter progressivement un des 

constituants dans un milieu comprenant son partenaire. Ainsi, le constituant ajoute 

goutte a goutte sera en defaut dans le milieu jusqu'a l'atteinte de la saturation. Les deux 

possibilites sont done d'ajouter le peptide a une solution de chitosane (addition directe) 

ou d'ajouter le chitosane a une solution de peptide en exces (addition indirecte). 

Le premier essai portait sur l'addition de peptide goutte a goutte a une solution 

de chitosane. 

4.3.4.1.1. Titrage goutte a goutte de chitosane par une solution de 

peptide 

Titrage direct et goutte a goutte 

10E 
5E 

4 • 

I 
4 
4 

-4-
4 

12 10 4 2 

4 
4 

100 
90 

80 

+ 70 

60 

50 

40 

30 S 

- - 2 0 

- - 1 0 

0 

N/E 

Figure 31. Titrage direct et goutte a goutte du chitosane par les peptides 5E et 10E. La fluorescence 
a ete normalisee par rapport au maximum observe. Celle-ci a ete mesuree a une longueur d'onde 
d'excitation de 480 nm et d'emission de 530 nm. Les points representent les valeurs du 10E et la 

ligne rouge celles du 5E. Les ratios molaires N/E sont exprimes en moles de glucosamines par moles 
d'acides glutamiques L'experience a ete repetee deux fois pour le 5E et une fois pour le 10E. La 

fleche indique l'atteinte de la saturation (perte de fluorescence maximale). 

Les deux courbes sont totalement superposees, le 5E et le 10E ont le meme 

comportement suite a leur addition dans le chitosane. La premiere etape de titrage est 



caracterisee ici par un greffage de l'integralite du peptide injecte et des niveaux de 

fluorescence nuls, puis une augmentation lineaire des niveaux de fluorescence a partir 

d'un ratio de 1.7. L'apparition de la couleur orangee caracteristique des complexes est 

visible des la premiere injection puis le melange devient progressivement jaune fonce. 

Le mecanisme de formation des complexes par ajout goutte a goutte est 

caracterise par la formation des liaisons electrostatiques N/E dans le milieu et la 

formation de colloi'des. Lors des premieres injections, le peptide vient se greffer, creant 

des zones localement hydrophobes. Ces dernieres viennent s'associer pour former des 

colloi'des stabilises par la presence des extremites ionisees et hydrophiles de chitosane. 

Schematiquement, des colloi'des formes d'un cceur de peptides hydrophobes et d'une 

couronne hydrophile de chaines de chitosane seront possiblement formes 

(voir Figure 32). Ainsi, les peptides seront tous voisins, il y aura auto-extinction et la 

fluorescence sera presque nulle. Du fait de la presence de chaines de chitosane chargees 

dans la couronne hydrophile, les injections suivantes engendreront le greffage de 

peptides sur ces chaines environnantes et le coeur hydrophobe prendra de l'ampleur. La 

fluorescence sera done presque nulle jusqu'a saturation des chaines de chitosane. 

(Tsuchida et al., 1982) La figure 32 resume ces etapes de formation de complexes. 

Ainsi, l'augmentation lineaire de la fluorescence correspond a une dilution des 

fluorophores dans le milieu, la saturation etant atteinte au point d'inflexion. 

Figure 32. Formation de colloi'des dans la solution de chitosane par ajout goutte a goutte de peptide. 
Les petits traits noirs representent le peptide et les longues chaines le chitosane. 

Adapte de Schatz et al. 
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4.3.4.1.2. Titrage goutte a goutte d'une solution de peptide par du 

chitosane 

Le cas ou le chitosane est ajoute goutte a goutte a une solution de peptide est 

ensuite etudie. Brievement, des injections de 20 //I de chitosane sont ajoutees a une 

solution de peptide concentree et le ratio de perte par rapport au niveau initial est 

mesure. Ce mode d'injection est egalement celui utilise en microcalorimetrie (titrage 

indirect, figure 33 ci-dessous) sous agitation. 

Titrage goutte a goutte indirect 

N/E 

Figure 33. Titrage indirect et goutte a goutte de peptides par le chitosane. La fluorescence est 
normalisee par rapport au maximum observe (pas de chitosane ajoute) et elle a ete mesuree comme 

pour la figure 32.. Les ratios molaires N/E sont exprimes en moles de glucosamines par moles 
d'acides glutamiques. L'experience a ete repetee deux fois pour le 5E et une fois pour le 10E. Les 

fleches indiquent l'atteinte des saturation (pertes de fluorescence maximales) 

La courbe de perte est caracterisee par une premiere partie lineaire puis par un 

plateau constant pour le 10E et decroissant pour le 5E. La decoloration progressive 

(jaune fonce vers orange clair) de la solution est visible a l'oeil nu. II est egalement a 

noter que l'atteinte de la perte maximale ne se presente pas pour les memes ratios; celle-

ci est visible pour le 10E autour de 1.1 et de 1.8 pour le 5E. De meme, ces valeurs sont 
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differentes de celles observees en titrage direct (peptide dans chitosane) ou la detection 

de la saturation avait lieu pour un N/E de 1.7 et ce, pour les deux types de peptides. 

Le mecanisme implique est a nouveau un mecanisme de neutralisation de 

charges, mais les roles sont maintenant inverses : le peptide, nettement plus petit que le 

chitosane, doit agir comme hote de ce dernier. L'effet principal de cette inversion est la 

diminution marquee de la stabilite des collo'ides (Schatz et al., 2004; Tsuchida et al., 

1982). En effet, la couronne stabilisatrice presente dans le cas du chitosane en exces ne 

pourra etre formee ici, les zones hydrophobes seront alors fortement instables. Le 

mecanisme est done regi uniquement par la formation des liaisons electrostatiques. 

L'hypothese peut etre emise que les peptides se lieront au chitosane sans former de 

macrostructures. Ceci expliquerait la decroissance lineaire de la fluorescence : les 

peptides se lient sur les premieres chaines de chitosane injectees, engendrant l'auto-

extinction des fluorophores portes par les peptides et ce, progressivement, jusqu'au 

point ou les sites du chitosane present dans le milieu seront suffisants pour lier tout le 

peptide. On aura alors un maximum de perte et de saturation. 

Figure 34. Formation de complexes sur la chaine de chitosane injectee dans une solution de peptide 
concentree. Les traits noirs representent le peptide et le trait gris, la chaine de chitosane. 

Adapte de Schatz et al. 

Toutefois, contrairement au titrage direct, des differences de comportement entre 

peptides sont observables. Tout d'abord, la fluorescence dans 1'echantillon contenant le 

5E a tendance a augmenter apres la saturation alors que celle du 10E reste strictement la 

meme. Le peptide 5E vient done se lier aux chaines de chitosane nouvellement injectees 

et se libere de ses deux voisins. Cet effet de dissociation du a l'augmentation de la 

concentration en macromolecules a deja ete observe pour ce peptide en 
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microcalorimetrie et est interprets comme un signe de la cooperation existant entre 

peptides (Velazquez-Campoy, 2006). En revanche, tout comme en microcalorimetrie, 

rien n'est observe pour le 10E probablement du fait de la tres haute stabilite de 

l'interaction peptide / chitosane (voir section 4.3.2). 

Enfin, les ratios N/E de saturation observes entre les experiences de 

microcalorimetrie et celles d'auto-extinction ne sont pas egaux, comme le tableau 

suivant le montre. 

Tableau 7. Recapitulatif des ratios de saturation obtenus par auto-extinction et ITC. 
Auto-extinction ITC 

Directe Indirecte Indirecte 

5E 1.7 1.8 0.6 

10E 1.7 1.1 0.4 

L'agitation pourrait jouer un role dans la difference observee. En effet, le 

mecanisme implique est un mecanisme de neutralisation de charges, dont la cinetique 

est tres rapide, presque instantanee. Done, les peptides presents au voisinage immediat 

des chaines de chitosane viendront s'adsorber sur les chaines de fa?on tres rapide. 

L'agitation a pour effet d'augmenter la proportion de peptides presents au voisinage des 

chaines en accentuant leur diffusion dans le milieu. Ainsi, un nombre plus important de 

chaines viendra desactiver les charges du chitosane injecte et la saturation sera atteinte 

plus rapidement (Sasther et al., 2008). Mais cette explication semble insuffisante pour 

expliquer la difference entre les ratios, des essais supplementaires devront etre menes 

pour discerner les differences entre microcalorimetrie et experience de type auto-

extinction. 

Enfin, dans les titrages indirects, les ratios de saturation sont differents suivant le 

peptide utilise. Cette difference est observable tant sur les mesures en auto-extinction 

que sur celles en microcalorimetrie. L'encombrement sterique cause par le fluorophore 

pourrait etre en cause : la fluoresceine des peptides deja lies empeche les peptides 
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encore en solution d'avoir acces a certains sites du chitosane. Pour un meme nombre de 

sites, il y aura deux fois mo ins de fluorophores pour le 10E, ce qui diminuera cet effet 

sterique. De meme que pour l'influence de l'agitation, des mesures supplementaires sont 

necessaires pour expliquer cette difference entre peptides dans les titrages indirects. 

4.3.4.1.3. Bilan de la technique de titrage par ajout progressif 

Tous les cas de figures ont ete testes, menant a des resultats illustrant un 

mecanisme de neutralisation de charges de type « hote - partenaire ». Les ratios sont 

parfois sous-stoechiometriques (N/E < 1), comme dans le cas des experiences en 

microcalorimetrie, ce qui conduit a des complexes formes entre une partie des charges 

de l'etiquette electrostatique et le chitosane. Ce cas de figure est a eviter pour obtenir 

une stabilite maximale du greffage. De plus, la technique est tres sensible aux proprietes 

des composants ajoutes ainsi qu'a l'ordre dans lequel ils sont mis en solution. 

Enfin, l'addition progressive de peptide amene un probleme de solubilite. En 

passant par le seuil de saturation, la solubilite du chitosane atteint son minimum et 

l'ajout ulterieur de peptide ou de chitosane ne permet pas d'ameliorer cette solubilite. 

Comme la microcalorimetrie l'a montre, la presence de la fluoresceine permet d'assurer 

une solubilite suffisante aux complexes a la saturation. Une precipitation semblait 

apparaitre dans le cas du 10E non marque, ce qui n'etait pas le cas du 10E marque a la 

fluoresceine. II faut done au maximum eviter de passer par ce seuil, ce que l'addition 

rapide de peptide permet de faire (Schatz et al., 2004). La technique dite de « flash 

mixing » ou d'ajout en une injection a done ete etudiee comme methode alternative de 

formation des complexes. 
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4.3.4.2.Technique 2 : Ajout en une seule injection d'un des composant dans 

le milieu (« flash mixing ») 

4.3.4.2.1. Injection d'aliquots de peptide concentre dans une solution de 

chitosane 

La figure suivante (Figure 35) presente les resultats de perte de fluorescence 

pour un ajout de peptide dans une solution de chitosane. Brievement, cette derniere a ete 

diluee a certains facteurs pour obtenir des ratios N/E repartis sur une plage de 0 a 24. 

Ensuite, une quantite definie de peptide 5E ou 10E a ete injectee dans tous les 

echantillons pour obtenir dans chaque volume de 500 /A la meme concentration en 

acides glutamiques. La fluorescence a ete normalisee par rapport a un temoin positif, ou 

la quantite de peptide predefinie etait ajoutee a 500 jul de tampon MES 6.0. 

Ajout en une injection de peptide dans du chitosane 
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Figure 35. Niveaux normalises de fluorescence pour l'ajout en une injection de peptide dans une 
solution de chitosane. La reference etait prise pour une solution de tampon a laquelle etait ajoutee 
la meme quantite de peptide. Les ratios molaires N/E sont exprimes en moles de glucosamines par 

moles d'acides glutamiques. Cette experience a ete repetee 2 fois pour chaque peptide. La fleche 
indique l'atteinte de la saturation (perte de fluorescence maximale) 
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II est a noter que les courbes du 5E et du 10E sont totalement similaires. Les 

etapes pre et post saturation se deroulent selon la meme croissance et decroissance 

lineaire. De plus, conformement a nos attentes, la saturation est obtenue pour le meme 

rapport N/E, tout comme dans le cas precedent d'ajout de peptide goutte a goutte dans le 

chitosane. Ce rapport vaut 2.4 a la saturation. La difference avec les essais commentes 

dans les sections precedentes sera discutee plus loin. 

Le schema explicatif global de cette experience est donne en preambule a la 

figure 30. Brievement, pour les N/Es plus bas que la saturation, les peptides saturent le 

chitosane, mais les peptides libres fluorescent encore. Puis, suite a la saturation, les 

peptides seront lies mais depourvus de voisins pour la plupart du fait de la grande 

disponibilite de sites (Egawa et al., 2008). 

Le mecanisme explicatif de l'interaction serait similaire a celui observe pour 

l'addition goutte a goutte, mais il ne se base pas sur le meme effet. Alors qu'il etait 

question de neutralisation de charges pour l'addition goutte a goutte, le mecanisme 

present ici est dit d'interaction « residu a residu ». Les peptides viennent se greffer sur le 

chitosane, donnant lieu a une sorte d'echelle le long de la chaine. (Kabanov et al., 1984). 

Puis, les colloides resultant de la formation des zones hydrophobes se forment, 

emprisonnant quelques glucosamines protonees pour la stabilite de l'edifice. Cette etape 

est similaire a celle observee pour l'ajout goutte a goutte de peptide dans le chitosane, 

exception faite du fait que les colloides ne se forment qu'apres complexation du peptide 

sur le chitosane. En d'autres termes, il n'y aura pas d'interaction peptide/colloide, 

uniquement des interactions peptide/chitosane suivies de la formation d'un colloide. Ces 

derniers se formeront quand le nombre de sites hydrophobes sera suffisamment eleve, ce 

qui aura lieu avant la saturation de tous les sites du chitosane. Cette derniere etape 

encapsule done des sites de liaison disponibles, ce qui donne lieu a un ratio de saturation 

assez eleve (2.4) (Drogoz et al., 2007). Cette interpretation a ete donnee pour expliquer 

les comportements du dextran et du chitosane pour la formation de polyelectrolytes. Son 

applicability dans le cas d'un peptide pourvu d'une etiquette electrostatique reste 
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speculative, des experiences supplementaires qui permettront d'elucider l'eventuelle 

formation de macro structures devront etre alors mises en place. 

4.3.4.2.2. Injection d'aliquots de chitosane dans une solution de peptide 

concentre 

Pour completer les possibilites, la derniere experience consistait a etudier le 

systeme peptide/chitosane dans le cas ou le peptide etait en solution et le chitosane 

ajoute en une fois. Brievement, des quantites constantes de peptide 5E et 10E ont ete 

mises en solution pour obtenir une concentration en acides glutamiques constante. Puis, 

differentes dilutions de chitosane ont ete ajoutees pour obtenir des ratios N/E compris 

entre 0 et 44. La reference a ete prise par rapport a un ajout de MES dans un aliquot de 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 
N/E 

Figure 36. Fluorescence normalisee d'aliquots de peptide apres l'ajout de dilutions de chitosane. 
L'ajout de tampon dans un aliquot de peptide a ete pris comme reference. Les ratios molaires N/E 

sont exprimes en moles de glucosamines par moles d'acides glutamiques. La fleche indique 
l'atteinte de la saturation (perte de fluorescence maximale) 

peptide. 

Ajout de chitosane dans du peptide en une injection 
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Les eourbes sont tres differentes de celles observees auparavant, tout comme le 

mecanisme de liaison. De fait, celui-ci est complexe et admet deux explications suivant 

le ratio N/E. 

Le maximum de perte est toujours observe pour une valeur de 2.4 et les premiers 

points des eourbes sont tres similaires a tout ce qui avait ete observe dans les 

experiences precedentes. Par contre, on observe pour les deux peptides un plateau pour 

lequel les pertes de fluorescence restent elevees, suggerant la formation de complexes 

locaux secondares impliquant les peptides. Les niveaux de perte depassent meme ceux 

obtenus en ajout direct de peptide dans une solution de chitosane, ce qui pourrait 

s'expliquer par l'existence d'un second effet rapprochant les fluorophores entre eux et 

engendrant leur auto-extinction. 

Le mecanisme tel que decrit par Drogoz (Drogoz et al., 2007) admet deux 

alternatives suivant la valeur du rapport N/E utilise. Pour des valeurs inferieures a un 

seuil critique (nomme N/Ec), les chaines de chitosane ajoutees au peptide sont 

complexees par le peptide pour atteindre la saturation de tous les sites du chitosane, on a 

affaire au meme type de mecanisme que dans le cas precedent d'ajout goutte a goutte. II 

n'y aurait alors ni formation de colloides ni interaction entre chaines. 

Mais, lorsque N/E devient superieur a N/Ec, une premiere etape de complexation 

de chitosane se produit par neutralisation de charges, creant localement des 

surconcentrations de charges negatives (Figure 37). Puis, ces zones de haute 

concentration en peptide agissent comme des «pieges» a chitosane et viennent 

complexer les chaines restantes. Ainsi, les premieres chaines entrant en contact avec le 

peptide forment des structures qui complexeront ensuite le reste du chitosane. Quant aux 

peptides, ils resteront sur les chaines et seront concentres dans le complexe (Drogoz et 

al., 2007). 

Ainsi, pour des concentrations de chitosane telles que N/E > N/Ec, les structures 

primaires se forment des l'arrivee des premieres chaines de chitosane et ce, quelque soit 

la concentration finale de chitosane. Les peptides sont alors emprisonnes au coeur de ces 

structures et le niveau de fluorescence baisse de maniere tres marquee. Puis, l'arrivee de 
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chaines supplementaires ne permet pas la liberation des peptides et ces dernieres 

demeurent complexees dans les structures. La fluorescence demeurera done a un niveau 

comparable a celui de la saturation. 

Cross r __ r—% 
linking CSJtf / i 

Step 1 ^ Step 2 
Peptide Chitosan particle 

primary objects 
condensation 

Figure 37. Schema d'interaction entre le chitosane et le peptide en ajout indirect (chitosane dans 
peptide) pour des ratios molaires eleves. 

Adapte de Drogoz et al. 

De ce fait, le premier point du plateau est celui pour lequel le chitosane est 

entierement implique dans la formation de structures primaires, soit celui pour lequel 

N/E = N/Ec. Ici, cette valeur est de 2.4 pour les deux peptides. Conformement au 

modele, le chitosane ajoute en surplus, done pour des N/Es superieurs a 2.4, contribue a 

la condensation des particules deja formees et ne libere pas les peptides de leurs voisins, 

ce qui entraine des augmentations faibles des niveaux de fluorescence. De fait, la 

diminution des pertes de fluorescence est correlee a l'impossibilite pour ces complexes 

primaires de se former, effet qui a lieu lors de 1'injection de tres hautes concentrations 

de chitosane (N/E = 20 environ) (Drogoz et al., 2007). La densite de sites de liaison est 

alors telle que chaque chaine de chitosane n'accueillera plus plusieurs peptides 

partiellement lies comme e'etait le cas a plus faible concentration de chitosane (voir 

Figure 37). Cet effet est bien observe pour le peptide 5E, la fluorescence augmente de 

nouveau pour de hautes concentrations en chitosane. Par contre, pour le 10E, la perte 

reste tres elevee, meme en presence de grande quantite de macromolecule. II semblerait 

que de nouveau, l'interaction peptide/chitosane est si stable que les premieres chaines de 

chitosane au contact des peptides 10E viendront immediatement lier une grande quantite 
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de chaines peptidiques de maniere presque irreversible et former ces complexes 

primaires et ce, malgre la disponibilite de nombreux autres sites. 

Tout comme ce qui avait ete mentionne pour les mecanismes precedents, ceci 

n'est qu'une hypothese basee sur un modele developpe pour le polyelectrolyte dextran / 

chitosane qu'il faut done prendre avec precautions. La verification de ce modele passe 

par l'analyse de la composition du milieu en differents points lors du titrage. Par 

exemple, l'analyse du potentiel electrostatique et de son evolution au cours du titrage 

donnera une idee precise sur les eventuelles macrostructures pouvant se former. Une 

polarite negative de ces structures indiquerait alors que les peptides se lient 

partiellement au chitosane, alors qu'au contraire une polarite positive indiquerait que des 

sites du chitosane demeurent inoccupes. 

4.3.4.2.3. Bilan de la technique d'ajout en une injection 

Tous les cas de figure ont ete testes et les mecanismes observes varient d'un cas 

a l'autre. Cependant, malgre ces variations entre echantillons, le ratio de saturation 

observe dans chaque cas est constant, il vaut 2.4 independamment du peptide utilise ou 

de la sequence d'ajout, ce qui est caracteristique de l'ajout par « flash mixing » (Schatz 

et al., 2004). 

4.3.4.3.Synthese sur les techniques de greffage 

Le tableau suivant recapitule l'ensemble des ratios de saturation mesures par 

auto-extinction. A des fins de comparaison, le ratio stcechiometrique N/E = 1 avec un 

chitosane possedant 1000 glucosamines mene au greffage de 200 peptides par chaine de 

chitosane pour le 5E et de 100 pour le 10E. 
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Tableau 8. Recapitulatif des ratios N/E de saturation mesures par auto-extinction des fluorophores. 
La seconde ligne pour chaque peptide correspond au nombre de peptides greffes par chaine de 

chitosane. Les saturations sont indiquees par une fleche rouge sur les graphiques d'auto-extinction. 

Peptide 
Ajout en une injection Ajout goutte a goutte 

Peptide 
Direct Indirect Direct Indirect 

Ratios de 

saturation 
2.4 2.4 1.7 1.8 

5E 
Nombre de 

peptides par 

chaine de 

chitosane 

83 83 118 111 

Ratios de 

saturation 
2.4 2.4 1.7 1.1 

10E 
Nombre de 

peptides par 

chaine de 

chitosane 

42 42 59 91 

Ainsi, les ratios obtenus sont toujours sur-stoechiometriques. Le procede en une 

injection est independant de 1'ordre d'ajout et conduit a des resultats independants du 

peptide a pH 6.0 dans le MES. De plus, un des problemes qui pourrait se poser est celui 

de la precipitation a la saturation des complexes, probleme qui ne se pose pas lors de 

l'ajout en une injection. En effet, en ajoutant goutte a goutte, l'equilibre a la saturation et 

done la precipitation ont le temps de s'etablir. Ce n'est pas le cas pour l'ajout en une 

injection, les mecanismes font que les complexes atteignent immediatement la saturation 

sans precipitation. (Schatz et al., 2004). 

L'ajout direct, soit peptide dans chitosane serait a privilegier pour le greffage car 

les peptides possedent alors un comportement independant de la longueur de leur 

etiquette (Tableau 8). Le controle du rendement serait alors possiblement facilite. 
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4.4. Conclusion generale et synthese du chapitre 

L'objectif de cette etude etait de mener une caracterisation complete de 

l'interaction entre le chitosane et une etiquette electrostatique congue pour le greffage 

proteique. Deux etiquettes constitutes de 5 et 10 acides glutamiques ont ete synthetisees 

et marquees avec de la fluoresceine. Les mesures realisees en resonance plasmonique de 

surface, en microcalorimetrie et en fluorescence nous donnent acces a un portrait 

detaille et precis de l'interaction ayant lieu entre deux prototypes d'etiquette 

electrostatique et le chitosane et de la meilleur fa?on de preparer ces complexes. 

Tout d'abord, un tel greffage est tres stable a pH 6.0 et l'interaction 

exothermique est caracterisee par des constantes thermodynamiques d'association 

elevees. De plus, un effet de cooperation est observe sur l'isotherme du peptide le plus 

court (5E), cooperation entre les peptides lies a la chaine polymerique du chitosane. 

L'isotherme du peptide le plus long (10E) ne permet pas directement d'observer une 

cooperation, mais la comparaison avec celui du peptide de meme longueur mais non 

marque souligne quelques differences qui suggerent une cooperation entre peptides 

marques. 

La reussite du greffage a egalement ete verifiee par observation de la 

decoloration des peptides impliques dans des complexes; le passage d'une couleur jaune 

intense a une couleur orange pale confirme l'association en dimeres des fluorophores 

lies a la surface du chitosane, association que suggeraient les mesures 

microcalorimetriques. 

Finalement, cette association en dimeres mene a 1'auto-extinction des 

fluorophores, c'est-a-dire a la perte presque totale de la fluorescence des fluoresceines 

associees avec ses voisines. Cet effet a permis d'etudier differentes techniques de 

formation des complexes et d'emettre des hypotheses sur les mecanismes regissant 

ceux-ci. Le procede a privilegier semble etre l'ajout en une injection de peptide dans le 

chitosane, afin d'atteindre la meilleure stabilite du peptide sur le chitosane et d'eviter la 
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precipitation des complexes. Grace a cette technique, une proportion de 83 a 42 peptides 

peuvent etre adjoints a chaque chaine de chitosane suivant le type de peptide. 
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5. Chapitre 5. Developpement d'une methode de 

separation des nanoparticules ADN/chitosane 
5.1. Contexte et introduction 

Les avantages des particules d'ADN/chitosane pour des applications de livraison 

de gene ou plus generalement pour l'ingenierie tissulaire sont connus (biocompatibilite, 

capacite des cellules a defaire le complexe pour recuperer l'ADN, etc.) et sont deja 

exploites dans le domaine. La formation spontanee du complexe ADN/chitosane est un 

de ces avantages. En effet, a partir du moment ou les conditions de pH sont 

satisfaisantes (pH < pKa), la mise en presence d'ADN et de chitosane aboutira a leur 

complexation et a l'encapsulation d'ADN par les chaines du chitosane. II a meme ete 

demontre que pour un pH de 7.4, done superieur au pKa du chitosane, les nanoparticules 

se forment toujours avec un transfert de protons vers le chitosane (communication 

personnelle, Pei Lian Ma). 

En general, ces particules sont formees dans un exces de chitosane (N : P de 5 

tres souvent) pour s'assurer que l'ADN est bien encapsule et done protege par le 

chitosane. Le chitosane non implique dans les complexes reste done en solution dans le 

milieu, ce qui peut etre problematique pour certaines applications. En particulier, si un 

greffage de proteines a la surface des nanoparticules est souhaite afin de modifier leurs 

proprietes, la proteine d'interet pourrait venir s'adsorber sur les chaines de chitosane 

libre et ainsi diminuer la quantite de nanoparticules fonctionnalisees. Ceci est d'autant 

plus dommageable que les peptides sont onereux. 

Le but poursuivi dans ce chapitre est done de developper un procede d'extraction 

des nanoparticules, c'est-a-dire de separation des nanoparticules du chitosane libre non 

implique dans des complexes ADN/chitosane. 

Les objectifs sont les suivants : 

• Developper un procede simple et ayant un bon rendement 
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• Etre capable de recuperer les particules apres passage par toutes les 

etapes du procede sans agregation ou modification de leur composition et 

structure 

• Pouvoir resuspendre ces nanoparticules dans de l'eau 

La centrifugation est le procede le plus utilise dans la litterature pour effectuer ce 

type de separation (Bhattarai et al., 2008; Grenha et al., 2007; Janes et al., 2003; Leong 

et al., 1998; Z. Liu et al., 2007; Mao et al., 2001). Ce mode operatoire est 

particulierement adapte pour une telle application du fait de la grande difference de 

densites et de masses molaires entre le chitosane, l'ADN et les particules. Un ordre de 

grandeur des densites « flottees » (buoyant density) dans le sucrose peut etre donne pour 

les deux composants. La densite flottee est mesuree a l'aide d'une centrifugation dans 

un gradient echelonne; la densite de la couche dans laquelle sedimente le compose est 

appelee densite flottee de ce dernier. L'ADN sous forme de plasmide a une densite 

flottee variable, mais dans le cas de petits plasmides (< 10,000 paires de base), sa valeur 

est comprise entre 1.10 et 1.17 sous forme compacte (Katz et al., 1977). Cette valeur est 

tres sensible au repliement du plasmide et a toutes les transformations qui peuvent 

l'affecter. Pour le chitosane, deux sources concordantes soulignent que la densite flottee 

des polysaccharides et meme des polymeres est legerement inferieure a celle de l'ADN 

pour une valeur comprise entre 1.0 et 1.10 (Ralston, 1993; Vauthier et al., 1999). Pour 

ce qui est des nanoparticules, la condensation du chitosane sur le plasmide engendrera 

un compose dont la densite sera superieure, voire tres superieure a celle de ses 

composants. 

Dans le cas de la livraison de principes actifs («drug delivery»), la 

centrifugation est utilisee pour isoler les molecules non encapsulees et ainsi determiner 

par difference la quantite complexee dans les particules (Bhattarai et al., 2008; Grenha et 

al., 2007; Janes et al., 2003; Z. Liu et al., 2007). Une centrifugation a haute vitesse, avec 

parfois un depot de glycerol ou de sucrose dans le fond du tube, est realisee pour faire 

sedimenter les nanoparticules et eventuellement les lyophiliser par la suite. Cependant, 

dans ces cas de figure, les particules sont inutilisables apres ultracentrifugation car elles 
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precipitent. II est alors impossible de les reutiliser comme souhaite le faire dans un 

procede de greffage proteique. 

Leong et Mao ont presente dans leurs publications respectives une procedure 

d'ultracentrifugation visant a separer les complexes ADN/chitosane (Leong et al., 1998; 

Mao et al., 2001). La grande difference avec les methodes precedemment citees reside 

dans l'ajout d'un gradient de centrifugation compose de sucrose et utilise pour empecher 

la precipitation des complexes. Cette etape est suivie d'une dialyse du sucrose pendant 3 

heures. 

II est done indispensable tout d'abord d'etre en mesure de localiser et de suivre 

tout au long des etapes du procede les particules dans les tubes de centrifugation. Pour 

ce faire, le chitosane et/ou l'ADN ont ete marques de fa<?on preliminaire a toute 

manipulation. De plus, differentes mises au point ont ete menees pour rendre le procede 

optimal dans toutes ses etapes (centrifugation par gradient, dialyse, etc.). Enfin, le 

rendement a ete quantifie a l'aide de plusieurs techniques. 

5.2. Materiel et Methodes 

5.2.1. Le chitosane 

Le chitosane utilise (reference PCCH00075 et CHEM 2461) a ete fourni par 

Biosyntech (Laval, QC). II se caracterise par un poids moleculaire de 200 kDa et un 

DDA de 80% et a ete dissous dans de l'eau acidifiee avec 22 mM de HC1 pour atteindre 

un ratio de protonation des glucosamines de 1:1 et une concentration de 4.5 mg/ml. 

5.2.2. L'ADN 

L'ADN utilise dans les experiences d'ultracentrifugation a ete produit et purifie 

grace au kit Plasmid Mega Kit de la compagnie Qiagen (Diisseldorf, Allemagne). Toutes 

les abreviations des tampons se rapportent aux denominations du kit utilise. 
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5.2.2.1. Culture bacterienne et reeolte des plasmides 

Une colonie bacterienne produisant le plasmide pEGFR-Luc a ete inoculee dans 

5 ml de milieu de culture LB pendant 8 heures a 37°C et sous forte agitation. 500 jj 1 ont 

ensuite ete preleves de la culture et dilues dans 500 ml de milieu LB dans un flacon de 2 

litres. Le tout a ete place a 37°C pendant 12 heures sous forte agitation. 

La reeolte de la culture a ete realisee par centrifugation a 6,000 g pendant 15 

minutes a 4°C. Le culot reeolte a alors ete resuspendu dans 50 ml de tampon PI, suivi 

d'un ajout de 50 ml de tampon P2. Apres une agitation manuelle tres forte pendant 30 

secondes environ, le melange a ete laisse au repos pendant 5 minutes a temperature 

ambiante. 

50 ml de tampon P3 refroidi a 4°C ont ensuite ete verses sous une agitation 

manuelle tres forte. Apres incubation dans la glace pendant 30 minutes, une etape de 

centrifugation a 20,000 g pendant 30 minutes a 4°C a permis de recolter le surnageant 

contenant les plasmides d'ADN. Celui-ci a ete centrifuge de nouveau a 4°C pendant 15 

minutes a 20,000 g, puis reeolte. 

5.2.2.2.Purification de la reeolte 

La colonne gravitaire a ete tout d'abord equilibree avec 35 ml de tampon QBT, 

puis le surnageant a ete passe dans celle-ci. Une fois la colonne lavee avec 20 ml de 

tampon QC, 35 ml de tampon QF ont ete ajoutes au milieu purifie pour eluer l'ADN. 

A l'aide d'un ajout de 24.5 ml d'isopropanol conserve a temperature ambiante, 

l'ADN a ete precipite et reeolte par centrifugation a 15,000 g pendant 30 minutes a 4°C. 

Ce culot a ete ensuite lave avec 7 ml d'ethanol 70% et centrifuge de nouveau pendant 

10 minutes a 15,000 g et a 4°C. Le surnageant a ete soigneusement retire et le precipite a 

ete laisse a l'air libre pendant 20 minutes pour sechage. Enfin, ce dernier a ete 

resuspendu a 1 jug/fjl dans l'eau sterile. 
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5.2.3. Marquage du chitosane a la rhodamine B 

Le chitosane a ete marque avec un fluorophore frequemment utilise pour les 

marquages biologiques, la rhodamine B aussi appelee Rhodamine 610 ou Basic Violet. 

Sa structure est presentee sur la figure 38. 

Ses caracteristiques spectrales sont les suivantes : longueur d'onde d'excitation 

543 nm et d'emission 580 nm, cutoff a 570 nm. 

Pour memoire, la valeur du cutoff est un parametre du filtre spectral. Tout le 

rayonnement emis a des longueurs d'onde inferieures a la valeur du cutoff sera elimine. 

II s'agit en fait de la frequence optique de coupure du filtre passe haut de l'appareil. 

Ceci permet ainsi d'eliminer dans la mesure tout le rayonnement parasite issu de 

l'excitation par l'appareil (ici l'excitation est realisee par une emission de rayonnement 

ayant 543 nanometres comme longueur d'onde). 

La synthese du chitosane-rhodamine est realisee a partir d'un derive de la 

rhodamine, la rhodamine isothiocyanate (Sigma, Oakville, ON, Canada). En effet, ce 

derive possede une fonction isothiocyanate (-N=C=S) sur son cycle aromatique 

individuel, fonction reactive envers les amines deprotonees du chitosane. 

Une solution de chitosane 1% (w/v) est preparee sous agitation dans un melange 

d'eau et d'acide acetique. Le ratio acide acetique : glucosamine est alors de 70% dans un 

volume de 20 ml. Le lendemain, un volume de 20 ml de methanol anhydre est ajoute 

sous agitation constante pendant 3 heures. La solution est ensuite degazee par 1'injection 

de N 2 pendant 20 minutes. 

Figure 38. Structure de la rhodamine B utilisee comme marqueur du chitosane 
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Un volume de 5.8 ml d'une solution de rhodamine 6% (w/w) dans le methanol 

est ensuite ajoute rapidement au melange avec precaution, la rhodamine etant toxique. 

Ce dernier est ensuite place a 4°C pendant exactement 17 heures. 

Environ 3 ml de NaOH 1M sont ajoutes au melange pour atteindre un pH de 11. 

Le melange est ensuite centrifuge pendant 5 minutes a 10,000 g et le surnageant est 

preleve. Le precipite est quant a lui redissous dans 50 ml d'eau deionisee. 

Une fraction d'un millilitre est extraite du surnageant et une lecture de son 

absorbance a 556 nanometres est realisee. La procedure precedente est repetee tant que 

l'absorbance est superieure a 0.01. 

Le taux de greffage est evalue par une lecture de l'absorbance a 556 nanometres 

(e = 87000 M"1 cm"1) d'un millilitre de chitosane modifie et redissous dans l'eau. 

Enfin, les 50 millilitres de chitosane marque sont lyophilises pendant 3 jours et 

conserves a 4°C. 

5.2.4. Marquage de l'ADN au Cy3 ou Cy5 

L'ADN a ete marque en utilisant le kit Labeling Cy3/Cy5 fourni par Mirus 

(Madison, WI). 

Cy3 

R Cy5 R 

Figure 39. Structures des marqueurs fluorescents Cy3 et Cy5 
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Apres dilution dans de l'eau sterile, un tampon de marquage (dilution 1/10) a ete 

ajoute suivi par 50 jug d'ADN. Enfin, le fluorophore a ete rajoute dans une proportion de 

10 jul pour 50 jjg d'ADN (0.2 : 1). Apres une incubation de 3 heures, l'ADN a ete 

precipite par ajout d'un volume de NaCl 5M et de deux volumes d'ethanol glacial 100% 

et laisse incube toute la nuit a 4°C. 

Le melange a ete centrifuge pendant 20 minutes a 21,000 g et a 4°C dans une 

microcentrifugeuse MicroCl 21R (Thermo Fisher Scientific Corporation,Waltham, MA). 

La phase aqueuse a ete retiree et le precipite a ete relave avec 500 //I d'ethanol 70% et 

centrifuge a nouveau dans les memes conditions que precedemment. Apres extraction de 

l'ethanol et sechage a Fair du precipite, l'ADN marque a ete resuspendu dans l'eau et 

aliquote a 0.33 mg/ml. Le taux de greffage a ete teste par UV, il etait de 1 fluorophore 

pour 110 bases pour les differents lots marques. 

5.2.5. Mesure de la fluorescence 

La fluorescence a ete mesuree en utilisant un lecteur de microplaques 

Spectramax Gemini XS de Molecular Devices (Sunnyvale, CA). 

5.2.6. Mesure des diametres hydrodynamiques par Diffusion Dynamique de la 

Lumiere (DLS) 

Les diametres des nanoparticules avant et apres separation ont ete mesures par 

DLS. Pour respecter les conditions requises pour des mesures reproductibles, un volume 

de 200 jul a ete preleve des echantillons et dilue dans 800 //I de MES pH 6.0. La force 

ionique finale des echantillons etait de 20 mM. Ces derniers ont ete filtres et testes 5 fois 

chacun. 

Les diametres hydrodynamiques ont ete obtenus par interpolation des courbes 

obtenues puis moyennes. 

5.2.7. Formation de nanoparticules 

L'ADN (marque ou non) a ete dilue dans de l'eau deionisee a une concentration 

finale de 0.033 mg/ml. La meme quantite d'ADN a ete ajoutee a chaque dilution de 

chitosane. L'ultracentrifugation reconcentre les nanoparticules, ce qui pourrait avoir 
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comme effet de les agreger. II a done ete choisi de travailler a une dilution plus grande 

que pour des applications de transfection cellulaire par exemple. De plus, des mesures 

ont montre que la distribution de taille des complexes formes a cette dilution etait plus 

homogene que dans les cas plus concentrees (communication personnelle, Pei Lian Ma). 

Des volumes egaux de chitosane et d'ADN (250 //I chacun) ont ete melanges 

afin d'obtenir des ratios N : P (amine de chitosane versus phosphate de base d'ADN) de 

20, 5, 2 et 0.5 (voir Tableau 9). Les echantillons avec un N : P de 20 serviront de temoin 

positifs pour le chitosane en grande majorite et ceux avec un N : P de 0.5 de temoin 

negatif, en considerant que tout le chitosane sera sous forme de complexes. Le tableau 

suivant recapitule les concentrations de chacun des constituants dans le milieu pour les 

differents N : Ps. 

Tableau 9. Concentrations de chitosane et d'ADN dans les differents milieux 

N : P 
Concentration massique Concentration molaire 

N : P 
Chitosane ADN Glucosamines ADN 

0.5 5.6 //g/ml 16.5 //g/ml 26.5 //M 53.3 //M 

2 22.5 //g/ml 16.5 //g/ml 106.6 //M 53.3 //M 

5 56.3 //g/ml 16.5 //g/ml 267.6 //M 53.3 //M 

20 225 //g/ml 16.5 //g/ml 1.1 mM 53.3 //M 

5.2.8. Centrifugation simple 

La premiere experience de centrifugation a ete menee avec une 

microcentrifugeuse Micromax (Thermo Fisher Scientific Corporation,Waltham, MA) a 

21,000 g pendant 3 heures dans des tubes de 1 ml avec du chitosane marque a la 

rhodamine. 

Des fractions situees a diverses hauteurs dans le tube ont ete pipetees et testees 

pour observer si une eventuelle discontinuity dans la fluorescence etait apparue dans le 

tube suite a la centrifugation. 
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5.2.9. Filtration de particules 

Une solution de nanoparticules de N : P 5 a ete filtree a la seringue a travers un 

filtre en PVDF 0. 1 /vm. Le chitosane etait marque a la rhodamine et la fluorescence du 

filtrat a ete mesuree. 

5.2.10. Ultracentrifugation a angle fixe 

L'experience d'ultracentrifugation a angle fixe a ete realisee sur 

l'ultracentrifugeuse Beckman Optima Max (Fullerton, CA) avec le rotor TLA- 110. La 

vitesse de rotation etait de 25,000 RPM (35,000 g) pendant 20 minutes a 20°C. 

Les tubes utilises etaient de type «thick-wall » et de volume 1.5 ml (Beckman, 

Fullerton, CA, reference 357 448). 

Lorsqu'une couche de sucrose est utilisee, celle-ci etait constitute de 100 //I de 

sucrose 55% (w/w) et a ete deposee a la pipette au fond du tube avant ajout de 

l'echantillon. 

5.2.11. Preparation des gradients d'ultracentrifugation 

Des solutions de sucrose 35% et 55% (w/w) ont ete fraichement preparees dans 

de l'eau ou du tampon (MES 6.0, 25 mM) avant chaque centrifugation en rotor a godets 

mobiles. Ces concentrations ont ete choisies par rapport a la densite flottee de l'ADN et 

du chitosane. En effet, une solution de 35% (w/w) possede une densite de 1.1513 ce qui 

est tres proche de la densite flottee de l'ADN. La couche de 55% est quant a elle 

beaucoup plus dense (1.2575). Les nanoparticules devraient done sedimenter a 

l'interface de ces deux couches ou dans la couche de 55% alors que le chitosane libre 

restera dans le surnageant. S'il y a presence d'ADN libre, celui-ci restera en solution 

dans la couche de 35%. 

Ces couches ont ete deposees avec soin dans le tube a la pipette. La couche de 

sucrose se depose en pipetant tres doucement le sucrose le long du tube et en 

s'approchant le plus pres possible de l'interface. Ainsi, le melange entre couches 



109 

adjacentes est evite et on obtient un gradient avec des paliers bien delimites. Cela 

permet aux couches de se deposer les unes sur les autres sans melange et d'eviter une 

equilibration du gradient. Les couches deposees avaient toutes un volume de 1 ml. 

Enfin, 1'echantillon a ete depose au dessus des couches de sucrose avec les memes 

precautions. 

II est a noter que la plupart des experiences ont ete realisees en pipetant les 

couches pour les deposer, mais une des optimisations finales du procede a consiste a 

utiliser une seringue de 1 ml. 

La figure 40 montre l'ordre de depot des couches et leurs volumes respectifs 

ainsi que les volumes preleves. 

5.2.12. Ultracentrifugation a godets mobiles - Ultracentrifugation par gradient 

(step gradient) 

Les manipulations d'ultracentrifugation par gradient ont ete menees sur le meme 

appareil que celles en rotor fixe, mais avec un rotor dit a godets mobiles de reference 

MLS 50. Les tubes avaient une capacite de 3.2 ml (Beckman, Fullerton, CA, ref. 

358 742). La vitesse de rotation etait de 30,000 RPM (35,000 g) pendant 20 minutes 

pour les premieres experiences puis une heure a 15°C. Cette vitesse de rotation est 

choisie de telle fa9on a obtenir une bonne separation de composants en un delai 

raisonnable sans risquer d'agreger les particules centrifugees . De plus, ces parametres 

ont ete choisis en accord avec ceux de Mao et Leong (Leong et al., 1998; Mao et al., 

2001). 

5.2.12.1. Etude de la sedimentation de l'ADN et du chitosane libres dans le 

gradient de sucrose 

Des experiences de controle ont ete realisees pour verifier que ni l'ADN ni le 

chitosane sous leur forme libre ne sedimentait dans le gradient. Les parametres 

operatoires etaient les memes que ceux des experiences de test; les concentrations 

d'ADN puis de chitosane, tous deux marques, etaient de 7.5 //g/ml et de 225 //g/ml 

respectivement, ce qui correspond aux concentrations utilisees lors de la preparation des 
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nanoparticules de ratio N : P 20. Le temps de centrifugation a ete allonge de 1 a 3 heures 

pour le test de l'ADN libre et marque. 

5.2.12.2. Test de sedimentation des nanoparticules ADN/chitosane 

Les fractions prelevees et denotees « surnageant », « 35% », « interface 35/55 » 

et « 5 5 % » ainsi que leurs volume respectifs sont presentes a la figure 40. La 

fluorescence de toutes ces fractions a ete mesuree ensuite. 

Echant. 

35 % " 

55 % . 

900 (A: Surnageant 

• 1 ml: 35% gradient 

700 jul: 55% gradient 

Figure 40. Repartition des fractions prelevees pour les tests en fluorescence 
Les lignes pleines correspondent aux depots des differentes couches (de volume 1 ml pour chaque) 

et les lignes pointillees renvoient aux fractions prelevees de volume variable. 

5.2.13. Dialyse du sucrose 

Le sucrose present dans les fractions doit ensuite etre dialyse. Cette etape a ete 

realisee a l'aide du kit Float A Lyzer 1 ml (Spectrum, Rancho Dominguez, CA). 

La membrane de la capsule possedait un cutoff de 30 kDa. Les echantillons a dialyser, 

de volume 1 ml, ont ete places dans la capsule et ont ete dialyses dans 4 litres d'eau 
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deionisee pendant une duree variable et optimisee lors du projet (voir section Resultats 

et Discussion). 

Les tests avec les nanoparticules dans le sucrose ont ete realises en melangeant 

une quantite egale de sucrose 15% (w/w) et de nanoparticules preparees comme 

precedemment et diluees avec 500 //I d'eau. Le volume final etait de 1 ml. Toutes les 

valeurs ont ete corrigees par leurs dilutions sur les spectres UV/Vis. 

Le sucrose absorbant dans l'UV dans la gamme 250-300 nm, des spectres UV 

ont ete acquis sur un spectrophotometre UNICO S 2100 U (BioRad, Hercules, CA) afin 

de s'assurer de la disparition du sucrose. 

5.3. Resultats et discussion 

5.3.1. Tests preliminaires 

Des premiers tests ont ete menes pour essayer de simplifier au maximum le 

protocole propose par Leong et Mao (Leong et al., 1998; Mao et al., 2001). 

Le tout premier test a done ete de tenter de faire sedimenter les nanoparticules 

suspendues dans l'eau avec une centrifugation simple. Differentes fractions ont ete 

prelevees pour observer si une discontinuity dans la fluorescence etait apparue dans le 

tube suite a la centrifugation, mais aucun resultat concluant ne fut observe, la 

distribution de fluorescence est demeuree uniforme indiquant que ce type de 

centrifugation ne suffit pas a separer les nanoparticules du chitosane libre. 

Ensuite, une solution simple aurait ete de separer le chitosane libre par fdtration. 

Grace a une seringue, les nanoparticules ont ete poussees a travers un filtre a 0.1 //m en 

PVDF et le filtrat a ete recupere et teste. Les resultats sont presentes dans le Tableau 10. 

Un controle a ete realise en filtrant du chitosane libre et marque a la rhodamine. 

Les resultats sont egalement presentes dans le Tableau 10. 
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Tableau 10. Fluorescence dans le filtrat pour les filtrations de nanoparticules et de chitosane 
libre 

Concentration 

de chitosane 

en solution 

Fluorescence 

dans le filtrat 

en RFUs 

Fluorescence 

du temoin 

non filtre en 

RFUs 

Proportion 

de 

chitosane 

dans le 

filtrat 

Nanoparticules 22.5 //g/ml 1.316 2142.1 < 1% 

Chitosane 22.5 //g/ml 1935.6 2183 89% 

libre 56.3 //g/ml 2348.7 5151 46% 

II est a noter que l'experience a egalement ete realisee avec du chitosane libre 

non marque et les proportions de chitosane dans le filtrat etaient proches de 99% 

(resultats non montres). 

L'integralite du chitosane libre ne traverse pas le filtre, il y a interaction entre ce 

dernier et le PVDF. La proportion de fluorescence perdue est encore plus accentuee pour 

les nanoparticules puisque ni ces dernieres ni l'integralite du chitosane libre ne 

traversent le filtre. Du fait que le chitosane non marque n'adhere pas au filtre, nous 

avons pose comme hypothese que la rhodamine est a l'origine de la retention par le 

filtre. 

Comme on peut l'observer sur la figure 38 presentant la structure de la 

rhodamine, cette derniere est constitute de nombreux cycles aromatiques ce qui la rend 

hydrophobe. Or, le PVDF est egalement hydrophobe. Nos resultats suggerent done que 

le chitosane n'interagit pas avec le filtre du fait de son caractere hydrophile alors que 

des interactions hydrophobes fortes entre rhodamine et PVDF ont lieu, diminuant de 

maniere marquee les quantites de chitosane libre et de nanoparticules dans le filtrat 
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5.3.2. Extraction par ultracentrifugation 

5.3.2.1.Extraction avec le rotor a angle fixe TLA-110 

La premiere experience a ete realisee avec le rotor a angle fixe de 

l'ultracentrifugeuse. Comme on peut le voir sur la figure 41, les nanoparticules ont 

precipite sur les parois du tube, formant une tache violette insoluble. La fluorescence 

dans le surnageant a bien entendu decru, mais les nanoparticules n'ont pas pu etre 

resuspendues par la suite meme apres sonication ou chauffage a 55°C. 

Figure 41. Precipitation de complexes par ultracentrifugation a angle fixe. 
Les chiffres sous les tubes correspondent au ratio N :P teste. 

Malgre l'impossibilite de recuperer les particules apres centrifugation, cette 

experience demontre qu'il est possible de separer les nanoparticules des autres 

constituants du melange en raison de leur difference de densite. Le principal probleme 

avec la centrifugation a angle fixe est que les composants qui sedimentent sont entraines 

vers la paroi du tube lors du procede, ce qui, dans le cas des nanoparticules, les abime et 

les fait precipiter. D'ailleurs, il est possible d'observer sur les tubes des trainees violettes 
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le long des parois dues a la sedimentation progressive au cours de la centrifugation des 

complexes (Figure 41). 

Pour eliminer ou tout au moins attenuer ce probleme, des solutions a haute 

teneur en sucrose sont utilisees pour rendre la sedimentation des particules moins 

eprouvante pour les particules (Z. Liu et al, 2007). Des solutions de glycerol sont 

parfois egalement utilisees (Grenha et al., 2007; Janes et al., 2003; Price, 1982). Une 

couche de ces solutions est deposee au fond du tube pour recueillir les particules 

sedimentant. 

Malheureusement, malgre l'ajout d'une couche de 100 / j \ de sucrose 55% (w/w) 

dans le fond du tube, aucune difference n'a ete remarquee, les trainees sont toujours 

visibles et les complexes impossible a redissoudre (donnees non montrees). Comme on 

peut le voir sur le schema suivant (Figure 42), le fait d'utiliser un rotor a godets mobiles 

peut empecher ce phenomene d'entrainement vers les parois, beaucoup plus qu'un 

simple ajout de sucrose. C'est cette technique qui est utilisee dans les tests suivants. 

Force cenrifuge • 

Figure 42. Distribution de particules dans une ultracentrifugation rotor fixe / mobile 

http://ww\v.cfaimie-bkichiroie.umoncton.c^^^ 

http://ww/v.cfaimie-bkichiroie.umoncton.c%5e%5e%5e
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5.3.3. Separation avec le rotor a godets mobiles - MLS-50 

5.3.3.1 .Ultracentrifugation dans un gradient 35/55 par paliers 

Ce mode operatoire se rapproche beaucoup de celui decrit par Leong et Mao, 

meme si leur gradient etait constitue de 3 couches (15%, 35% et 55%) et le notre de 

seulement deux (35 et 55 %). Cette technique dite de « step gradient» donne de bons 

resultats pour des centrifugations de duree moyenne et pour des composes dont les 

densites sont assez eloignees. Dans le cas de longues durees de centrifugation, les 

differentes fractions de sucrose diffiisent rapidement les unes dans les autres pour 

donner naissance a un gradient lineaire dont il est beaucoup plus difficile d'extraire les 

composes d'interet (Price, 1982; Schachman, 1959). 

Les fractions prelevees et denotees « surnageant », « 35% », « interface 35/55 » 

et « 55% » sont presentees sur la Figure 40 avec les volumes correspondants. 

5.3.3.2. Controle 1 - Diffusion de l'ADN libre dans le gradient par paliers 

Pour pouvoir s'assurer du bon fonctionnement du procede et surtout pour 

pouvoir verifier que seules les nanoparticules sedimentent au fond du gradient, deux 

controles ont ete menes sur les especes pouvant possiblement se retrouver dans 

l'echantillon de depart et done sedimenter lors du procede : l'ADN libre et le chitosane 

libre. 

Pour le test avec l'ADN, la duree de 3 heures a ete choisie pour laisser le temps a 

l'ADN libre de sedimenter ; dans ce cas l'ADN libre ne reste pas confine au surnageant, 

il sedimente dans la couche 35% du gradient (Figures 43 et 44). Le temps a ete allonge a 

3 heures comparativement a 1 heure dans les autres tests pour s'assurer qu'il ne 

sedimentera pas plus loin dans le gradient, soit dans les couches d'interet pour la 

purification et recuperation de nanoparticules. 

Le temoin presente est un echantillon totalement identique a celui teste par le 

procede, mais qui n'a pas ete centrifuge. 
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RFUs 

Figure 43. Comparaison des niveaux de fluorescence de l'ADN libre dans les differentes fractions 
du gradient avec et sans centrifugation. L'experience a ete repetee deux fois. L'ADN libre a ete 

centrifuge pendant 3 heures dans un gradient de sucrose 35 / 55 % a 15°C et a 30,000 RPM. 

Proportion d'ADN libre dans les couches du gradient 
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Tout d'abord, il faut remarquer que la somme des fluorescences de l'echantillon vaut 

110 comparativement a 90 pour le temoin. Toutefois, cette augmentation peut 

s'expliquer par la difference de composition de milieu, le sucrose pcrturbe la mesure 

optique et augmente legerement la valeur des fluorescences lues (Price, 1982). 

On observe que l'ADN n'est pas alle au-dela de la couche de 35%, ce qui montre 

que sa densite est tout de meme superieure a celle du chitosane qui reste en majorite 

dans le surnageant lorsqu'il est libre (voir section 3.2.2.4 suivante). Concretement, 

l'ADN se retrouve dans une proportion de seulement 10% dans les couches ou 

sedimentent les nanoparticules (interface et 55%, voir Figure 44). Cette fraction d'ADN 

presente dans les couches de sedimentation des nanoparticules peut etre due a la 

sedimentation des plasmides, mais elle est plus vraisemblablement la consequence des 

perturbations des couches du gradient lors du prelevement des fractions. 

Enfin, il est a noter que l'ADN sedimente dans la couche de sucrose 35%, ce qui lui 

confere une densite flottee de l'ordre de 1.1513. Cette valeur se situe bien dans 

l'intervalle donne pour un plasmide, il n'est done pas etonnant de voir l'ADN 

sedimenter ici. 

5.3.3.3.Controle 2 - Diffusion du chitosane libre dans le gradient 35/55 

Le meme genre de test que pour l'ADN a ete realise avec le chitosane, l'idee 

etant toujours de verifier que le chitosane libre reste confine dans une partie du gradient 

suffisamment eloignee des couches inferieures pour qu'on puisse considerer sa 

sedimentation comme non problematique. Plus precisement, «non problematique » 

signifie qu'un niveau negligeable de chitosane libre accompagne les nanoparticules dans 

les fractions ou on retrouve ces dernieres. 

Les resultats sont presentes ci-apres dans les figures 45 et 46. Contrairement a 

l'ADN, il n'y a pas de sedimentation dans une des couches du gradient, le chitosane 

libre reste dans sa grande majorite dans le surnageant. Une partie sedimente dans la 

couche de 35%, mais, comme on peut le voir a la figure 46, elle ne represente que 16 % 

du total et est due en grande partie a la perturbation du gradient lors du prelevement. La 
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somme des fluorescences du chitosane rhodamine centrifuge est de nouveau legerement 

superieure a la valeur du temoin pour la raison invoquee pour l'ADN sous forme libre 

dans la section precedente. II est a noter que la proportion de chitosane presente dans les 

dernieres couches est inferieure a 1%, ce qui est proche de l'incertitude sur la mesure. 

Ultracentrifugation du chitosan libre dans un gradient 35/55 

55% 

Inter 
c o 15 o so 

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 

RFUs 

• Echantillon 
n Temoin 

Figure 45. Comparaison de chitosane rhodamine dans gradient 35/55 avec et sans 
ultracentrifugation. Le chitosane rhodamine a ete centrifuge pendant 1 heure a 30,000 RPM et a 

une temperature de 15 °C. 
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Proportion de chitosan libre dans les couches du gradient 

100i 

80 

60 

40 

20 

0 

55% 

Proportion de chitosan libre dans 
les couches du gradient 

Figure 46. Proportion de chitosane libre dans les couches du gradient 

Le chitosane possede done une densite flottee inferieure a celle du sucrose 35%, 

done inferieure a 1.1513. Ceci est en accord avec l'intervalle de valeurs proposees pour 

le chitosane (< 1.10). 

En conclusion, on ne retrouve que des fractions negligeables d'ADN libre et de 

chitosane libre dans les fractions denotees «interface 35/55 » et « grad 55 » qui nous 

interessent pour la purification finale des nanoparticules, comme nous le verrons dans 

les parties suivantes. 

La duree d'ultracentrifugation doit respecter un compromis entre une diffusion 

limitee des couches du gradient et une sedimentation suffisante des nanoparticules dans 

celui-ci (Price, 1982; Schachman, 1959). II s'est avere qu'apres 20 minutes l'essentiel 

des nanoparticules se retrouvait dans les fractions 35% et a l'interface 35/55. Une partie 

non negligeable se retrouve egalement dans le surnageant, une partie des complexes n'a 

done pas sedimente. La figure 47 montre les niveaux de fluorescence mesures apres 

centrifugation dans les differentes fractions prelevees. La figure 48 presente quant a elle 

la distribution des nanoparticules dans les couches de sucrose. 

5.3.3.4.Optimisation de la duree d'ultracentrifugation 
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Grad 55% -

Interface 35 55 

Grad 35% 

Surnageant 

B N:P 5 
fS N:P 2 

Figure 47. Ultracentrifugation 30,000 RPM, 20 min, 15°C ADN marque au Cy5 

Figure 48. Distribution en pourcentage des nanoparticules apres centrifugation de 20 minutes ADN 
marque au Cy5 

On remarque que la majorite des nanoparticules se retrouvent soit dans 

1'interface 35/55 dans le cas du N : P 2, soit dans la couche de gradient de 35% pour le 

cas du N : P 5. L'ideal serait bien entendu d'obtenir une sedimentation complete dans la 

derniere couche pour recuperer facilement les nanoparticules et se debarrasser tout aussi 

facilement des contaminants. 
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La duree de centrifugation a done ete allongee pour obtenir une separation plus 

tranche des constituants. La figure 49 presente les resultats de centrifugations realisees 

dans les memes conditions, excepte pour le marquage de l'ADN (marque au Cy3 et non 

au Cy5) et pour le temps de centrifugation (1 heure au lieu de 20 min). La barre rouge 

supplemental represente les valeurs d'un temoin realise avec du chitosane libre 

uniquement et non marque, l'idee etant de supprimer un eventuel bruit de fond. Un 

histogramme recapitulatif de la distribution finale des nanoparticules dans le gradient est 

presente a la figure 50. 

Grad 55% 

Interface 35 55 

Grad 35% 

Surnageant 

ITemoins 
3 N:P 5 
1N:P 2 

0 20 40 60 80 100 120 140 

RFUs 

Figure 49. Ultracentrifugation 30,000 RPM 1 heure 15°C ADN marque au Cy3 
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Figure 50. Distribution en pourcentage des nanoparticules apres centrifugation de 1 heure ADN 

On peut observer que les quantites d'ADN restant dans le surnageant sont 

comparables a celle de chitosane libre non marque, ce qui semble montrer que tout 

l'ADN a sedimente. La sedimentation est plus avancee pour une centrifugation d'une 

heure, ce qui permet d'observer des niveaux de fluorescence importants pour les 

fractions prelevees au fond des tubes. 

Comme la quantite d'ADN ajoute a chaque milieu est restee constante pour 

chaque elaboration de nanoparticules, la quantite de fluorophores introduits dans le 

milieu reste la meme. Ceci est en accord avec les donnees de la figure 49, le niveau total 

de fluorescence reste similaire, soit 230 RFUs pour N: P = 5 et 250 RFUs pour 

N:P = 2. 

De fait, la majorite des complexes se retrouvent a l'interface 35/55 et le pipetage 

en introduit une partie dans les fractions adjacentes, tout particulierement celle de 55%. 

En fait, lors de manipulations avec un gradient par paliers comme c'est le cas ici, il est 

preferable de prelever les couches par le bas avec une seringue afin de limiter leur 

melange. C'est une amelioration apportee au procede qui sera applique pour les 

dernieres experiences d'ultracentrifugation. 

marque au Cy3 
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Par ailleurs, la presence de l'ADN dans la couche de 35% observee dans le cas 

du controle d'ADN libre (section 5.3.3.2, Figures 43 et 44) peut permettre de detecter 

des plasmides libres si un des constituants introduits venait a defaire le chitosane du 

complexe. Par exemple, si la centrifugation s'avere etre un procede trop brutal pour les 

particules, alors elles se deferont et l'ADN sera libere. II sediment era alors non pas dans 

les couches du fond du tube, celles ou on retrouvera les nanoparticules intactes, mais 

dans la couche de 35%. Ainsi, un signal intense de fluorescence dans cette couche sera 

le signe ou du moins une indication montrant que le procede a abime les nanoparticules. 

Le test a ete realise cependant avec une duree de 3 heures, il est done possible que le 

signal de fluorescence observe dans cette couche soit moins intense que ce qui a ete 

observe precedemment. La figure 49 de sedimentation des nanoparticules avec ADN 

marque ne presente pas cette caracteristique, on peut done d'ores et deja conclure que 

chitosane et ADN sont demeures complexes. Cette conclusion sera verifiee par des 

mesures en diffusion dynamique de la lumiere. 

Une periode de centrifugation de 1 heure a ete adoptee pour le procede final. De 

plus, comme on peut le voir sur la figure 50, il est necessaire de prelever les fractions 

« interface » et « 55% » pour recuperer l'essentiel du produit a purifier. Ces fractions 

seront ensuite dialysees pour eliminer le sucrose. 

Les proportions des differents constituants sont recapitulees dans le tableau 11 

suivant. Le procede d'extraction est done un procede a priori valable, il y aura 

separation des especes et ce, comme prevu par les valeurs de densite flottees dans le 

sucrose de l'ADN et du chitosane. II s'agit maintenant de pouvoir recuperer les 

nanoparticules et de les resuspendre dans l'eau, done finalement de se debarrasser du 

sucrose. 
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Tableau 11. Recapitulatif des proportions d'ADN, chitosane libre et nanoparticules sedimentant 

dans les dernieres couches du gradient de centrifugation (35 000 RPM, lh pour le chitosane et les 

nanoparticules, 3h pour l'ADN, 15°C) 

ADN Chitosane libre Nanoparticules 

Interface 35/55 8 % 0.6 % 50 % ± 2 % 

Grad 55 2 % 0.1 % 33.5 %± 2.5 % 

5.3.4. Purification des fractions - Dialyse du sucrose 

5.3.4.1.Determination des parametres de dialyse 

La premiere experience a consiste a retirer du sucrose en solution dans de l'eau pour 

verifier que la membrane choisie est adequate et de determiner le temps de dialyse 

necessaire pour obtenir une bonne purete. Une solution de sucrose 50% a ete dialysee 

pendant 4 heures et des aliquots du dialysat ont ete preleves a intervalles reguliers. La 

mesure a ete realisee a 300 nanometres pour s'eloigner du maximum d'absorbance 

(260 nm) et eviter ainsi d'avoir a diluer l'echantillon avant les premieres mesures. 
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Absorbance UV a 300 nm 

Temps (heure) 

Figure 51. Mesure de 1'absorbance du dialysat de )a solution de sucrose pendant la dialyse 
La fleche designe le moment pour lequel l'eau de la cuve a ete changee. La mesure a ete realisee a 

300 nm. 

Pour maximiser l'efficacite de la dialyse, l'eau a ete changee au bout d'une 

heure. Cependant, ce n'est pas une precaution primordiale vu les grandes differences de 

volume entre dialysat et cuve. Comme on peut le voir a la figure 51, la decroissance 

d'absorbance est tres marquee dans la premiere heure et devient negligeable a partir de 

deux heures et demie. A partir de ces donnees, on peut calculer la concentration de 

sucrose encore presente dans l'echantillon apres une dialyse de 3 heures. 

c = 001 = 
sucrose,5h ^^ 0 Q 2 
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Cependant, ce dernier calcul ne tient pas en compte la penetration d'eau dans la 

membrane. En effet, le volume dialyse etait de 1 ml alors que le volume reeolte a la fin 

de la dialyse etait de 1.8 ml, dilution due a la diffusion d'eau dans la membrane. 

La correction due a cette dilution donne done une concentration finale en sucrose 

de 2.5 %, ce qui represente une diminution d'un facteur 20. 

Le kit utilise semble done approprie pour purifier le sucrose des solutions 

aqueuses. 

5.3.4.2.Dialyse de nanoparticules non centrifugees 

Pour cette experience, un spectre UV/Vis a ete realise pour : 

• Le sucrose seul a une concentration de 7.5% (w/w) 

• Les nanoparticules sans sucrose avant dialyse 

• Les nanoparticules non dialysees avec du sucrose (7.5%) 

• Les nanoparticules initialement avec sucrose et apres 3 heures de dialyse. 

On observe sur les spectres suivants (Figure 52) une nette decroissance de 

l'absorbance dans l'UV apres dialyse et les profils des nanoparticules avant et apres 

sucrose sont tres similaires avec la bosse a 260 nm qui temoigne de la presence d'ADN. 

De plus, l'eau est capable d'entrer dans la membrane, ce qui dilue l'echantillon et cree le 

decalage d'absorbance visible entre les spectres. 
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Spectres UV avant et apres dialyse 

- -X- - Sucrose seul — • - Nanoparts avant dialyse 

— • — Nanoparts + sucrose avant dialyse • Nanoparts apres dialyse 

Figure 52. Spectres UV des echantillons avant et apres dialyse 

5.3.5. Synthese sur le protocole d'extraction 

Tous ces resultats ont mene au protocole suivant: 

> Ultracentrifugation en gradient de sucrose par paliers 35% / 55% pendant 

1 heure a 30,000 RPM a 15°C 

> Dialyse pendant 3 heures contre 4 litres d'eau deionisee des fractions 

inferieures du gradient de sucrose (« interface 35/55 » et « 55 ») 



Pour valider ce protocole, une extraction complete de nanoparticules N 

ete realisee et suivie grace au marquage du plasmide au Cy3. 
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5.3.5.1 .Ultracentrifugation 

Les resultats sont conformes a ce qui a deja ete observe lors du developpement 

du procede avec une accumulation des nanoparticules dans les couches inferieures, 

comme on peut le voir sur le diagramme suivant. 

Fluorescence de l'ADN Cy3 apres ultracentrifugation 1h 30,000 RPM 15"C 

55% 

Interface 

35% 

Sum 

20 40 60 
RFUs 

80 100 

Figure 53. Ultracentrifugation lh 30,000 RPM 15°C ADN Cy3 pour des nanoparticules N:P 2 
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Distribution des nanoparticules dans le gradient de centrifugation 

Distribution des nanoparticules 
dans le gradient de centrifugation 

Figure 54. Centrifugation 35 000 RPM lh 15°C - Proportion de nanoparticuies dans chacune des 

fractions 

Conformement a ce qui avait ete observe auparavant pour les manipulations 

realisees avec de l'ADN marque au Cy3, aucune perte de fluorescence n'est observee. 

De plus, on peut observer (Figure 54) que la distribution est tres similaire a ce qui avait 

ete observe dans les experiences preliminaires d'optimisation du protocole. 

Les deux fractions inferieures ont ete melangees et dialysees en meme temps. 

80% de la fluorescence globale se retrouve dans cet echantillon. 

La figure 55 presente un extrait du spectre UV des nanoparticules avant et apres 

dialyse. 
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Figure 55. Spectre UV des fractions dialysees et non dialysees apres centrifugation 

De nouveau, on observe la decroissance nette de l'absorbance, le sucrose a bien 

disparu. 

Si on effectue le meme calcul qu'auparavant pour quantifier la disparition de 

sucrose et en appliquant le meme facteur de dilution (on passe de nouveau de 1 ml a 

1.8 ml) : 

C - c 0 . ^ * . . 1 . 8 = 5 0 . — . 1 . 8 = 0.40% sucrose,ih 0 , 10 0.203 

On retrouve done 0.40 % (w/w) de sucrose seulement apres dialyse. 

Une mesure de fluorescence a egalement ete realisee sur les nanoparticules 

dialysees. Le tableau ci-dessous resume les valeurs en RFUs mesurees pendant les 

differentes etapes du procede ainsi que la proportion recuperee pendant le procede. 
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Tableau 12. Evolution de la quantite de fluorescence recuperee tout au long du procede 

Nanoparticules 

brutes 
Apres centrifugation 

Apres 

dialyse 

Apres 

correction de 

dilution 

194.4 150.5 77 125.5 

100% 77% N.A. 65% 

Pour terminer la validation du procede, des mesures en DLS ont etre realisees sur 

les particules avant et apres traitement (centrifugation + dialyse) afin de verifier 

1'integrite des complexes apres traitement. Les resultats sont presentes ci-dessous. 

Mesure du rayon hydrodynamique des complexes avant 
traitement 

Rh (nm) 

Figure 56. Pics obtenus pour la mesure du rayon hydrodynamique des nanoparticules avant 
traitement. Les 5 echantillons preleves etaient dilues dans le MES a pH 6.0 pour une force ionique 

de 20 mM. Rh represente le rayon hydrodynamique des complexes. 
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Mesure du rayon hydrodynamique des complexes 
apres traitement 

Rh (nm) 

Figure 57. Pics obtenus pour la mesure du rayon hydrodynamique des nanoparticules apres 
traitement. Les echantillons etaient dilues dans le MES a pH 6.0 pour une force ionique de 20 mM. 

Rh represente le rayon hydrodynamique des complexes. 

II est possible d'observer que l'etendue des pics a diminue suite au traitement par 

ultracentrifugation (Figures 56 et 57). Cette observation est confirmee par le calcul de 

l'ecart type qui, dans une distribution gaussienne comme celle-ci, quantifie la dispersion 

des valeurs autour de la moyenne et done l'etendue du pic. Pour les nanoparticules avant 

traitement, l'ecart type sur les valeurs etait de 18 nm et il a diminue a 7 nm apres 

traitement. Cette diminution est due au nettoyage des nanoparticules : le traitement par 

ultracentrifugation a permis de se debarrasser non seulement du chitosane libre mais 

egalement des impuretes presentes au depart dans le chitosane. Ainsi, les valeurs de 

rayon hydrodynamique sont centrees avec un ecart type plus faible autour de la valeur 

moyenne. 
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Tableau 13. Rayons hydrodynamiques mesures pour chacun des tests realises apres et avant 
traitement (centrifugation + dialyse) 

1 2 3 4 5 Moyenne 

Avant 

traitement 
118 101 73 80 94 93 

Apres 

traitement 
109 114 115 96 107 109 

Les rayons hydrodynamiques mesures montrent une distribution assez dispersee 

avant traitement alors que celle-ci est beaucoup plus resserree apres traitement, ce qui 

vient confirmer ce qui avait ete explique en observant l'allure des pics. 

Le traitement ne perturbe pas le rayon hydrodynamique des particules, il 

n'augmente en moyenne que de 15 % ce qui reste faible. Ce resultat signifie done que le 

procede ne defait pas les complexes et ne les destabilise pas, les nanoparticules 

recuperees a la fin du traitement seront similaires a celles non purifiees. 

5.4. Resultats et discussion - Perte de fluorescence du chitosane marque a la 

rhodamine lors des experiences d'ultracentrifugation 

L'obstacle majeur auquel nous nous sommes heurtes pendant le developpement 

des experiences est la perte quasi-totale dans certains cas de la fluorescence du chitosane 

marque a la rhodamine, ce qui nous a obliges a changer de strategie et a preferer un 

marquage des plasmides tel que decrit dans les sections precedentes. 

Cette section presente les resultats des experiences realisees pour essayer de 

comprendre d'ou provenait cette perte et s'il etait possible d'y remedier. 

5.4.1. Observation des pertes en fluorescence 

L'intensite de ce phenomene de perte etait assez variable; il etait parfois 

complet, une perte de 90% de la fluorescence initiale comme presente sur la figure ci-
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dessous etait observee. Elle etait parfois plus faible comme on le verra plus loin sur les 

spectres. II est a noter que la perte de fluorescence n'a pas ete observee pour le chitosane 

pur, non complexe. Par contre,, ce phenomene a ete observe pour toutes les valeurs de 

N : P, tout particulierement pour 2 et 5. 

La figure suivante (Figure 59) montre cette perte de fluorescence dans le cas 

d'un echantillon N : P 2 centrifuge selon les conditions definies precedemment pour les 

procedes de separation de nanoparticules. Le chitosane etait marque a la rhodamine. 

Grad 55% 

Interface 35 55 

Grad 35% 

Surnageant 

N:P 2 

II Test 
• Temoins 

200 400 600 800 1000 1200 

Figure 58. Fluorescence du chitosane rhodamine apres centrifugation 30,000 RPM 20 min 15°C 
(N: P2) 

Dans la figure precedente, le temoin etait du chitosane libre a la meme 

concentration (22.5 wg/ml) que ce qui avait ete ajoute pour former des nanoparticules a 

N/P = 2. Comme on peut s'en apercevoir, la diminution de fluorescence est nette et tres 

marquee (environ 86% de perte). 



135 

On peut noter que cette perte n'est par contre pas du tout observee pour l'ADN 

Cy3. En revenant a la figure 43, on peut observer que le nombre total de RFUs pour le 

temoin non centrifuge est de 88 RFUs alors qu'il est de 103 RFUs pour le total des 

fractions testees. Cette difference de 15 RFUs est faible par rapport aux pertes observees 

dans le cas du chitosane marque a la rhodamine (voir partie 5.4). D'ailleurs, la tendance 

est a l'augmentation de la fluorescence et non a son extinction comme dans le cas du 

chitosane. De plus, on observe une telle valeur de fluorescence pour du chitosane libre 

ou de l'ADN libre non marques (Figure 49), il est done possible qu'il ne s'agisse que 

d'un bruit de fond. 

Ainsi, la perte observee pour le cas du chitosane rhodamine n'est pas observee 

pour l'ADN Cy3/5. 

5.4.2. Tests sans centrifugation 

5.4.2.1 .Tests en fluorescence 

Apres plusieurs tests preliminaires, il s'avere que la centrifugation n'est pas la 

principale responsable de ces pertes, la formation des nanoparticules est plutot en cause. 

Pour elucider cela, des tests ont ete realises sans centrifugation, en produisant 

uniquement des nanoparticules avec ou sans sucrose ajoute pour reproduire les 

conditions de centrifugation. 

Tout d'abord, une etude a ete menee a un ratio N : P de 2, c'est-a-dire dans les 

conditions utilisees pour produire des nanoparticules. Quatre conditions ont ete 

examinees, soit: 

> Chitosane libre dans l'eau 

> Chitosane libre dans le sucrose 

> Nanoparticules dans l'eau 

> Nanoparticules dans le sucrose. 
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Comparaison de differentes conditions pour la 
fluorescence du chitosane rhodamine 

Nanoparticules dans ! ! 
le sucrose I I I 

Nanoparticules dans [ ; 
l'eau ' ^ •••• I I 

Chitosane libre dans ; 
le sucrose • •- -• • ••• • : 

Chitosane libre dans • 
l'eau • •• " ••• • • - •• _ _ _ 

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 
RFUs 

Figure 59. Comparaison de la fluorescence du chitosane rhodamine dans differentes conditions. Les 
nanoparticules sont a un ratio N/P de 2. 

Les pertes sont de 400 RFUs lors du passage dans le sucrose, puis de 1000 RFUs 

lors de la formation des complexes et enfin de 100 RFUs seulement lorsque ceux-ci sont 

en solution dans le sucrose. L'effet moteur de la perte de fluorescence est done a priori 

la formation des complexes, suivi par la presence de sucrose qui perturbe egalement la 

fluorescence. 

Les resultats presentes ci-dessous sont des spectres d'emission en fluorescence ; 

ils ont ete acquis pour eliminer les possibilites de deplacement du maximum d'emission. 

En effet, il est possible que la formation de nanoparticules deplace tant le pic que les 

niveaux mesures a 580 nm soient alors sous-estimes. 
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Ces mesures ont ete realisees pour un ratio N : P de 1.2, ce qui correspond a 

pratiquement la stoechiometrie du chitosane dans les nanoparticules formees avec du 

pEGFP-Luc (Pei Lian Ma, resultats en cours de publication). Choisir ce ratio permet de 

caracteriser veritablement la fluorescence des nanoparticules sans que celle-ci soit 

influencee par la presence dans le milieu de chitosane libre. 

Spectre des longueurs d'onde d'emission avec excitation constante a 543 nm 

Longueur d'onde 

Figure 60. Spectres d'emission de la rhodamine sans centrifugation et en presence ou non de 
sucrose/ADN 

Comme on peut l'observer sur les spectres, ce n'est cependant pas le cas ici. On 

observe un leger deplacement (6 nanometres environ) pour les nanoparticules, mais il 

n'est pas suffisant pour expliquer une aussi grande perte de fluorescence. 
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On peut voir ici egalement que les effets observes en mesurant a une seule 

longueur d'onde d'emission (Figure 60) se retrouvent sur les spectres. 

5.4.2.2.Tests en UV/Visible 

Afin de completer l'etude et verifier la validite de nos hypotheses sur 

Finterpretation de ce phenomene de perte de fluorescence, des spectres UV/Vis ont 

egalement ete acquis. En effet, la rhodamine absorbe le rayonnement visible autour de 

540 nm (absorption maximale, s= 90 000 cm"1) (Geoghegan et al., 2000) ce qui constitue 

une autre fa?on de la doser. 

Les spectres suivants ont ete acquis sans centrifugation et dans des conditions 

reproduisant un traitement par ultracentrifugation. 
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Figure 61. Spectres UV/Vis dans differentes conditions Chitosane-Rhodamine/ADN N : P = 1.2 

La fleche pleine pointe le maximum d'absorbance pour le chitosane libre et la 

fleche en pointilles celui pour les nanoparticules. 

Un point a noter est que la perte d'absorbance est egalement de pres de 80%, 

exactement comme dans le cas de la fluorescence comme le montre le calcul suivant: 

% = ^max.nanoparticules j q q = ] o o = 18.9% done une perte de 80% de 
A 0 max.chilosatilihrc 

l'absorbance initiale. 
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5.4.3. Interpretation et discussion 

5.4.3.1. Effets de quenching et de shielding 

Les spectres et les resultats des mesures pour une seule longueur d'onde 

montrent clairement que le chitosane implique dans les nanoparticules emet beaucoup 

moins que sous sa forme libre. La fluorescence est diminuee dans les nanoparticules et 

dans les differentes experiences realisees, la perte va de 65 a 80% du niveau de 

fluorescence de depart. II semblerait que seuls 20% des rhodamines disponibles soient 

encore capables d'emettre a la surface des nanoparticules. 

Cet effet est caracteristique des marqueurs fluorescents comme la rhodamine. 

Cette derniere est constitute d'un enchainement de 3 cycles aromatiques appele 

xanthene (voir Figure 38) qui est le centre responsable de la fluorescence de la 

molecule. On retrouve cette fonction egalement chez la fluoresceine par exemple et 

l'auto-extinction de celle-ci est decrite en detail dans le chapitre 4. 

Brievement, tout comme dans le cas de la fluoresceine, cette partie de 

la molecule est impliquee dans l'homo-aggregation des marqueurs, c'est-a-dire 

l'interaction entre fluorophores du meme type (Valdes-Aguilera et al., 1989). Des etudes 

ont montre que les rhodamines interagissent entre elles pour former des dimeres de 

geometrie complexes (Ilich et al , 1996; Valdes-Aguilera et al., 1989). Ces dimeres se 

forment dans l'eau et sont le fruit d'interact ions hydrophobes. Des liaisons hydrogenes 

et electrostatiques sont egalement impliquees avec une constante KA = 1.3-1.5.103 M" 

Ces dimeres sont non fluorescents et des etudes ont montre que la perte de 

fluorescence dans l'eau pouvait etre drastique (plus de 90%) (Geoghegan et al., 2000). 

La formation de dimeres engendre un deplacement du pic d'emission de fluorescence 

ainsi que du pic d'absorption maximale, effet qui permet 1'identification de la formation 

de dimeres dans une solution. Plus precisement, les dimeres emettent a une longueur 

d'onde plus elevee que les monomeres, ce qu'on peut observer sur les spectres de la 

figure 61 ainsi que sur les spectres precedents de la fluoresceine. 
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II est egalement a noter que les dimeres absorbent moins le rayonnement visible 

que les monomeres (Geoghegan et al, 2000) ce qui est un effet egalement observe sur 

les spectres de la figure 61. 

Sous forme libre et a concentration moderee, 1'effet d'auto-extinction n'est pas 

observe au niveau des rhodamines, la dimerisation des formes libres est un effet 

negligeable. De plus, les chaines du biopolymere se repoussent, ce qui ne permet pas 

aux rhodamines d'etre suffisamment rapprochees pour interagir et former des dimeres 

en solution. Par contre, dans les nanoparticules, les fluorophores sont localement tres 

concentres ce qui favorise l'equilibre vers la complexation et la baisse de fluorescence. 

Cet effet d'autoextinction est 1'effet moteur de la perte de fluorescence observee 

dans le cas de la rhodamine, effet qui peut atteindre 90% du niveau initial tout comme 

dans le cas de la fluoresceine. 

5.4.3.2. Effet du sucrose 

Une des interpretations de la perte de fluorescence lors de la presence de sucrose 

dans le milieu serait une interaction entre les molecules de sucrose et le marqueur 

fluorescent. Une publication de Visser et al. souligne la possibility d'une interaction 

sucrose-rhodamine (Visser et al., 1999). II s'agit d'un probleme de dissipation d'energie 

liee a la presence de sucre, l'energie d'emission serait perdue dans des interactions 

secondaires entre dipoles transitoires formes par les molecules de rhodamine et de 

sucrose. Plus precisement, le sucrose influence directement la capacite des dipoles a 

emettre un rayonnement de duree suffisante pour etre detecte dans son integralite ; la 

duree de vie de remission est rapidement diminuee avec la presence de hautes 

concentrations de sucrose. Par exemple, pour une molecule de rhodamine presente dans 

l'eau, remission a une duree de vie de 4 nanosecondes environ, duree diminuee a 3.5 

nanosecondes dans une solution de sucrose 50% (w/w). Cette diminution de la duree de 

vie de la fluorescence peut aussi etre le signe d'une perte du rayonnement emis et done 

une perte au niveau du rayonnement detecte. Les dipoles transitoires formes entre 

sucrose et rhodamine dissipent une partie de l'energie. 
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5.4.3.3. Effet de l'ultracentrifugation 

D'apres ce qui a pu etre observe en l'absence d'ultracentrifugation, il est difficile 

de distinguer l'influence de la centrifugation dans la perte de fluorescence. En d'autres 

termes, si les particules venaient a s'agreger, la diminution de fluorescence serait faible 

tout comme le niveau de depart. De plus, la fluorescence avec de l'ADN marque ne 

serait probablement pas affectee par une agregation quelconque, puisque le Cy3 semble 

fluorescer dans toutes les situations, done egalement si plusieurs plasmides se 

retrouvaient dans une meme particule. Cependant, en centrifugation avec gradient, les 

particules sont separees les unes des autres par le sucrose pendant le procede, ce qui 

devrait en theorie diminuer leur agregation (Price, 1982). Cette hypothese est confirmee 

par les mesures realisees en DLS (section 5.3.5). Aucun agregat n'est observe apres 

centrifugation qui n'est done pas en cause dans la perte de fluorescence. 
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5.5. Conclusion generale 

II est done possible de separer les nanoparticules ADN / chitosane du chitosane 

non complexe lors de l'ajout d'ADN. Cette technique permet egalement de se 

debarrasser des impuretes du chitosane presentes initialement. 

Les mesures en fluorescence de la rhodamine pour le chitosane marque et du 

Cy3 pour l'ADN marque montrent que les complexes sedimentent dans les couches 

inferieures d'un gradient de sucrose 35% / 55 % (w/w) lors d'une etape 

d'ultracentrifugation d'une heure a 30,000 RPM. Parallelement, la sedimentation des 

composes non lies comme le chitosane ou l'ADN libres n'est pas observee au-dela de la 

couche superieure du gradient. 

L'etape de dialyse permet de purifier le milieu final du sucrose present suite a 

l'ultracentrifugation pour obtenir un rendement final de 65% (particules recuperees par 

rapport aux particules initialement presentes). II est a noter que l'etape de purification du 

sucrose n'est pas toujours necessaire. Par exemple, pour la transfection directe de 

nanoparticules purifiees, le sucrose n'a a priori aucun effet nefaste. II est de plus inerte 

chimiquement. Cependant, son ajout augmente la densite des milieux, ce qui rend sa 

purification necessaire dans le cas de greffage proteique pour la bonne diffusion des 

petits peptides vers les complexes. 

De plus, les mesures en diffusion dynamique de la lumiere ont permis d'etablir 

avec certitude que les nanoparticules n'etaient ni defaites ni agregees par le procede. La 

recuperation de nanoparticules dans leur forme initiale est done possible grace au 

traitement. Enfin, une conclusion supplemental de cette etude est que l'utilisation de 

chitosane rhodamine a des fins de quantification est tres delicate, de nombreux effets ont 

lieu et rendent les niveaux de fluorescence parfois ininterpretables. Cet effet d'auto-

extinction avait ete exploite dans le chapitre precedent pour quantifier la saturation du 

chitosane par le peptide marque avec une etiquette electrostatique, mais il devient du 

coup impossible ensuite de quantifier la presence de ces complexes en utilisant la 

fluorescence. II est preferable d'utiliser de l'ADN marque, meme si cela est plus 

contraignant et plus cher au niveau de la preparation du materiel de depart. 
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La mise au point de ce procede de separation permettra done de realiser les tests 

sur des nanoparticules purifiees en solution exemptes de chitosane libre, espece pouvant 

potentiellement interferer dans le procede de greffage. La verification et la 

caracterisation du greffage electrostatique sur des complexes ADN / chitosane 

represente maintenant l'etape suivante dans la mise en place de l'utilisation de chitosane 

modifie pour la livraison de gene. 
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6. Chapitre 6. Discussion generale 
Le chitosane est un des biopolymeres les plus etudies pour ses proprietes comme 

vecteur de transfection en livraison de gene. Mais, afin d'accroitre encore la gamme de 

ses applications, il s'avere necessaire de le fonctionnaliser par l'ajout d'une proteine ou 

d'une molecule active. L'objectif general de ce projet consistait en l'etude d'etiquettes 

electrostatiques a des fins de greffage proteique sur du chitosane et a la preparation de 

1'etape suivante, soit le greffage sur des nanoparticules pour des applications de 

livraison de gene. 

Dans un premier temps, il a ete demontre que le domaine coiled-coil constitue 

une alternative interessante. En effet, suite au greffage covalent d'un des partenaires 

(peptide Kcoil) sur le chitosane, la capacite du peptide K a se lier a son partenaire 

complementaire (peptide E) est conservee et ainsi, toute proteine marquee avec ce 

dernier possede la capacite de s'associer avec le chitosane et de former un complexe 

proteine /chitosane sans modifier les proprietes du polysaccharide. 

Les proprietes electrostatiques du chitosane ont constitue la base de la deuxieme 

approche. Un peptide muni d'une etiquette electrostatique chargee negativement vient 

s'adjoindre au chitosane de fafon directe et spontanee avec une grande stabilite en 

milieu aqueux. De plus, la technique d'ajout en une injection du peptide sur le chitosane 

a montre les meilleurs resultats pour l'obtention de complexes peptide/chitosane stables. 

Ces deux methodes ont de nombreux points communs, a commencer par 

l'universalite de leur utilisation. Ces protocoles sont en effet applicables pour toute 

proteine possedant une de ces etiquettes. En d'autres termes, l'application de ces 

precedes est absolument independante du type de proteines, peptides ou molecules a 

greffer au chitosane. De plus, l'utilisation de ces etiquettes permet d'eviter l'application 

de procedes chimiques aux proteines, qui sont fragiles et sensibles a ce genre de 

traitement. Autant dans le cas du domaine coiled-coil que dans celui du greffage 

electrostatique, les proteines demeurent toujours dans les conditions pour lesquelles 

elles seront stables et bioactives. Enfin, un des avantages qu'il convient de souligner 
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pour ces deux techniques est leur simplicity; aucun procede de purification complexe 

n'est necessaire et le greffage prend dans chacun des cas entre 30 minutes et 3 heures. 

Toutefois, ces techniques comportent quelques inconvenients qui ne les rendent 

pas pour autant antagonistes mais complementaires. Ainsi, la fonctionnalisation d'un 

chitosane par des peptides coils est assez simple, mais il n'en va pas toujours de meme 

pour la synthese biologique de proteines complexes etiquetees avec le peptide coil. II est 

difficile pour l'instant de predire si la production de proteines etiquetes avec une 

terminaison anionique sera plus aisee a realiser, mais le fait que l'etiquette soit plus 

courte et sans activite biologique particuliere semble abonder dans ce sens. Cependant, 

dans le cas de peptides courts, une synthese chimique est possible tant pour la technique 

utilisant les peptides coils que pour celle utilisant les etiquettes electrostatiques. 

En depit de cet avantage de synthese, l'approche electrostatique comporte une 

interrogation, celle de la stabilite a pH physiologique qui n'a pas ete testee. Le domaine 

coiled-coil est reconnu comme etant stable a pH physiologique et done capable de lier 

des peptides etiquetes au chitosane dans ces conditions. Les etiquettes electrostatiques 

s'appuient sur une certaine densite de protonation du chitosane, densite reduite a des 

valeurs faibles a pH physiologique, ce qui pourrait avoir pour consequence de diminuer 

substantiellement la stabilite de l'interaction. Cependant, la stabilite des complexes 

ADN / chitosane a ete prouvee (Communication personnelle, Pei Lian Ma), ce qui est de 

bonne augure pour un greffage electrostatique avec le chitosane. La stabilite du domaine 

electrostatique est plus forte que celle du domaine coiled-coil a pH 6.0, mais il est 

encore un peu premature de statuer ce qu'il en sera dans des conditions physiologiques. 

Cependant, la transfection cellulaire a ete montree comme etant plus efficace a pH 6.0 

pour un vecteur comme le chitosane (Mao et al., 2001), ce qui rehausse l'interet pour un 

procede de haute stabilite dans ces conditions de pH. Grace a ces deux techniques, le 

greffage proteique sur le chitosane est stable pour une valeur de pH fixee par 

l'application visee. 

Enfin, l'etape suivante consiste a etudier les conditions pour un greffage direct 

sur les nanoparticules. Les resultats acquis pour le chitosane sous forme libre sont 
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preliminaires a la modification de complexes ADN / chitosane pour des applications de 

livraison de gene et a la verification ulterieure de l'efficacite d'un chitosane modifie par 

nos techniques au niveau cellulaire. 

Du fait du cout des peptides utilises et surtout de la necessite de controler le 

rendement du greffage sur les nanoparticules, developper une methode de separation des 

complexes est devenu crucial. En effet, le peptide ayant une tres bonne affinite pour le 

chitosane par 1'intermediate de son etiquette, celui-ci aura tendance a venir s'adsorber 

sur les chaines de chitosane libre et laisser les complexes sous forme naturelle, non 

modifiee. La technique de purification par ultracentrifugation et dialyse donne 

d'excellents resultats, tant dans la separation des produits que dans la preservation de la 

structure des nanoparticules. Un nouvel axe de recherche est maintenant accessible, 

ouvrant la voie a des applications beaucoup plus ciblees pour la livraison de gene. 



7. Conclusion et Recommandations 
Les recommandations suivantes pourront aider a l'amelioration du procede de 

greffage sur le chitosane libre et au developpement ulterieur d'un protocole pour la 

fonctionnalisation directe des nanoparticules ADN / chitosane. 

Tout d'abord, pour eviter de degrader les nanoparticules, il est preferable 

d'utiliser du chitosane deja fonctionnalise avec un peptide coil avant de former le 

complexe avec l'ADN. L'approche alternative consisterait a modifier le biopolymere 

selon le protocole developpe apres complexation de l'ADN, mais le procede de 

purification ne serait alors plus applicable. Un test par microcalorimetrie pourrait ensuite 

permettre de verifier que les coils sont bien exposes en majorite a l'exterieur de la 

particule et sont capables de lier leur partenaire. Enfin, pour utiliser un tel systeme, il est 

conseille d'utiliser du Kcoil chitosane pour eviter toute interaction entre le chitosane et 

le peptide. 

Ensuite, dans le cas du greffage direct par interaction electrostatique, l'etude du 

complexe forme par le peptide etiquete et le chitosane dans des conditions plus proches 

des conditions physiologiques (pH 7.4, 150 mM de NaCl) pourrait etre souhaitable pour 

preparer la fonctionnalisation de particules ADN / chitosane. Les essais pour demontrer 

la conjugaison avec des complexes ADN / chitosane charges pourront etre caiques sur 

ceux realises avec le chitosane moyennant quelques adaptations necessaires pour 

prendre en compte la densite de charges inferieure des nanoparticules. Les experiences 

en microcalorimetrie pourraient s'averer problematiques, du fait des faibles niveaux des 

degagements d'energie, mais les tests en auto-extinction et eventuellement en UV 

restent realisables et donneront acces a une bonne quantification des taux de greffage sur 

les complexes. Des tests preliminaries pour les particules ont deja montre une perte de 

fluorescence semblable a ce qui a ete observe avec le chitosane. L'etude des 

mecanismes de formation pourrait egalement etre approfondie par des mesures de 

potentiel electrostatique. Ainsi, grace a revolution du potentiel pendant le titrage, il sera 

possible de mieux comprendre les etapes du mecanisme de formation de complexes 

peptide etiquete / chitosan. 
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Enfin, la methode de separation de nanoparticules sera particulierement utilisee 

pour la fonctionnalisation par interaction electrostatique et il peut etre interessant de 

modifier les conditions de preparation de celles-ci (ratio N : P initial, pH, etc.) pour 

optimiser leur purification. L'ajout d'une 3cmc couche au gradient de densite environ 

1.05 pourrait etre egalement envisageable pour recuperer le chitosane sous sa forme 

libre. 

Ce projet permet d'avoir maintenant acces a deux precedes pour la 

fonctionnalisation du chitosane et prepare l'etape suivante pour les complexes 

ADN / chitosane. Elles presentent l'avantage crucial de ne pas dependre de la proteine 

ou molecule adjointe au chitosane, ce qui offre un grand nombre de modifications 

possibles suivant l'application cherchee et done un panel tres large d'actions au niveau 

cellulaire. 
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ANNEXES 
7.1. Annexe 1. Description des modeles Single Set of Identical Sites (SSIS) et de 

Mc Gee Van Hippel et resultats des interpolations par ces methodes 

7.1.1. Modele SSIS (Single Set of Identical Sites) 

Ce modele est le plus simple pour les interactions ligand - recepteur. Sa description est 

basee en grande partie sur le modele de Scatchard de liaison ligand recepteur. II ne 

prend pas en compte les effets de cooperation ou d'anticooperation et ne considere que 

des liens sur des sites identiques et homogenes. 

Le modele SSIS est inclus dans le logiciel VP-ITC fourni avec l'appareil. 

On adoptera les notations suivantes : 

K = constante de liaison 

n = nombre total de sites disponibles 

Vo = Volume de cellule 

Mt et [M] = concentration de chitosane totale et libre 

Xt et [X] = concentration en ligand totale et libre 

0 = fraction de sites occupes par le ligand X 

La definition de K mene a 1'expression suivante : 

K = [occupes] 0 
[chitosan]nbre. [peptide] o-©).m 

D'ou en regroupant les deux equations : 

n.Mt n.K.Mt J n.Mt 
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Done en posant P(n) le polynome precedent, la courbe est interpolee par P(n) et la 

methode du chi-carre. Puis, on obtient apres convergence les valeurs de K et de n par 

identification des coefficients de degre 1 et 0 de P(n). 

La valeur de AH est acquise grace aux premiers points de la courbe d'interpolation qui 

definissent le plateau initial. 

7.1.2. Modele Mc Gee Von Hippel 

L'implementation est adaptee de la publication de Mc Gee et Von Hippel (McGhee et 

al., 1974). 

Ce modele statistique a ete con?u pour prendre en compte les phenomenes d'interaction 

pouvant exister entre les ligands, ce que le modele SSIS neglige. Lorsque le ligand vient 

se lier a la macromolecule, il est capable d'interagir avec ses voisins de faijon positive 

(cooperation) ou negative (anti-cooperation), ce que le modele prend en compte sous la 

forme d'un coefficient to. Ce dernier est le rapport entre la constante de liaison 

cooperative, lors du procede d'agregation et la constante de liaison d'un ligand isole, 

done non agrege. 

Les notations suivantes ont ete adoptees : 

N = Nombre total de sites de liaisons 

1 = Nombre de sites occupes par ligand lie sur la macromolecule 

[L]b = Concentration de ligands lies 

[M]t = Concentration en macromolecule totale 

v = ^ B = Nombre de ligands lies par macromolecule, cette valeur etant limite par 
[M]T 

l'intervalle [0; N/1] 

co = Constante d'equilibre entre l'etat ou deux ligands interagissant entre eux puis se 

lient a la macromolecule et l'etat ou ces deux ligands n'interagissent pas et sont separes 

par au moins un monomere de macromolecule. 
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II est a noter que la macromolecule est consideree comme infinie pour un rapport 

N/1 > 30, ce qui est le cas ici (200 et 100 pour les peptides 5E et 10E respectivement) 

L'expression suivante a ete etablie par Mc Gee et Von Hippel (McGhee et al , 1974) 

pour le nombre de ligands lies sur la macromolecule : 

v _N-Iv 
[L]~ k 

{2co-\)(N-lv) + v-R 
y-I 

N - (I + \)v + R 
2(7V-lv) 

V 

2((0-\)(N-Iv) 

avec R = ((N-(l + l)v)2 + 4av(N - lv))m 

Apres elimination de [L] qui n'est pas une quantite facilement accessible, le polynome 

de degre 1 + 3 suivant est obtenu : 

([Z]r -[M]rv)(N-!v)((2eo-1 )(N -lv) + v-R)'~] x(N-(l + l)v + R)2 -kv(2(co-1 )(7V -/v))'"1 

x(2(A^-/v))2 - 0 

Cette equation peut etre implementee pour obtenir les valeurs de v pour toute valeur de 

[L] ou [M\ suivant le sens du titrage. En d'autres termes, si le ligand est injecte dans la 

cellule, la concentration [.L] variera, ce qui donnera une valeur de v par injection. 

Cette variable v est decomposable en l'addition de 3 variables. VjSOi represente la 

contribution de l'interaction de ligands isoles, vsc des ligands ayant un voisin et VdC de 

ceux en possedant deux. Leurs expressions mathematiques sont calculables a partir des 

donnees du systeme et des resultats du calcul precedent et sont les suivantes : 
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v w = a n , - [ ^ ^ c ^ r ^ - y r r ^ y 

Vsc=([L]T-[M}tV) 

k " 2(co-\)(N-lv) 
(o (l-l)v-N + R 

to-1 
f (2a)-l)(N-lv) + v-R^ 

2(co-\)(N-lv) 

vdc=mT-[M]Tv) 
CO 

2(®- l ) 
((I -\)v - N + R)2 

k(N-lv) 
r{2o)-\)(N-lv) + v-R^'] 

v 2(a-l)(N-!v) 
ou 
v = viso,+vsc+vdc 

Done, il est possible de connaitre la chaleur theorique degagee par injection i selon 

1'article: 

q, = F(M/([M]r,,V,m;„ - (1 ~ v / s o / , ; - i ) 

+ y ) ( [ M ] r , , v . , - (1 - v ^ , ) 

+(AH + AWtAa.iV*, " (1 • v * , . , ) ) 

Par contre, l'equation precedente a ete modifiee afin de tenir compte du volume deplace 

lors de l'injection et d'ainsi accentuer la precision des resultats. La nouvelle equation se 

base sur le raisonnement decrit dans l'annexe du guide fourni avec l'appareil de 

microcalorimetrie, selon lequel une quantite de liquide dans la cellule a l'injection i-1 ne 

se retrouvera plus dans la cellule apres l'injection i, meme s'il contribue a l'effet de 

chaleur avant d'etre exclu de la cellule. Le liquide ainsi deplace contribue a environ 

50% de cet effet. 
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Voici done l'equation tenant eompte du volume deplace : 

, ( 0 - r • - [ M W , „ , M + | < M „ W M „ - , v w . J 

M r ; - ^ 

+(AH + A A ) ( [ « ] - [M]7 ._1vdtA_1 + )) 

La methode des moindres carres a ete utilisee et la minimisation de 

9exPerimeaai ~ Q i\ a implementee pour determiner les q, de chaque 

injection. Les valeurs ainsi determinees permettent de remonter aux valeurs de v puis 

des parametres thermodynamiques du systeme. 
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1.2. Annexe 2. Certificats d'analyse des peptides utilises 

1.2.1. Peptide 5E marque 

* B I O S Y N T H E S I S * 

Post Office Box 26 
Lewisville,Texas 75067-0028 
Phone: 972.420.8505 
Toll Free: 600.227.0627 
Fax: 972.420.0442 
biosyn@biosyn.com 

www.i>ioisyn.cBm 

Certificate of Analysis 

Peptide Sequence: (5-FAM)-GGGEEEEE-OH 

Catalog/Quote Number: 

Lot Number: T1131-1 

Appearance: Yellow 

Solubility: 

Molecular Weight: 1191.06 

Mass Spectrum: 1193.95 

Purity: >80% 

HPLC Enclosed: Y 

Other Data: Store at -20C 

Prepared By: Lan. M 

Approved By: c^x. 

Date: 2/27/2008 

Date: 2/27/2008 

For Research use only. Not for human or veterinary use. 

row Smns for QuaHiy Custom Synthesis;DtiA, ride*, Antibodies, Bioconjugstex-Oosnic Syn?hesss and mtich mo-'?.. 

mailto:biosyn@biosyn.com
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1.2.5. Peptide 10E non marque 

^BIOSYNTHESIS 

Post Office Box 28 
Lewisville,Texas 75067-0028 
Phone: 972.420.850S 
Toll Free: 800.227.0627 
Fax: 972.420.0442 
biosyn@biosyn.com 

www.bmsyn.com 

Certificate of Analysis 

Peptide Sequence: (5-FAM)- GGGEEEEEEEEEE -OH 

Catalog/Quote Number: 

Lot Number: T1131-2 

Appearance: Yellow 

Solubility: 

Molecular Weight: 1836.64 

Mass Spectrum: 1838.98 

Purity: >80% 

HPLC Enclosed: Y 

Other Data: Store at -20C 

Prepared By: Lq/v NUj-uyvL/ 

Approved By: M n * ^ 

Date: 2/27/2008 

Date: 2/27/2008 

For Research use only. Notfor human or veterinary use. 

your Source for Quality Custom Synthesis: Oft A, Peptides. Ant-bod i???, B«Kon)ugaie.«>, Organic Synthesis and much more... 

mailto:biosyn@biosyn.com
http://www.bmsyn.com
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1.2.3. Peptide temo in 

BIO SYNTH FS IS 

Post Office Box 28 
Lewisville,Texas 75067-0028 
Phone: 972.420.8505 
Toll Free: 800.227.0627 
Fax: 972.420.0442 
taiosyn@biosyn.com 

»*w*.tno*yn com 

Certificate of Analysis 

Peptide Sequence: (5-FAM)- GGG -OH 

Catalog/Quote Number: 

Lot Number: T1131-3 

Appearance: Yellow 

Solubility: 

Molecular Weight: 547.47 

Mass Spectrum: 549.98 

Purity: >80% 

HPLC Enclosed: Y 

Other Data: Store at -20C 

Prepared By: Lon. Mfftty 
Approved By: M e w y ^ A 

For Research use only, Not for human or veterinary use. 

Date: 2/27/2008 

Date: 2/27/2008 

Your Sown* So* Quality Custom Syntlxifi: DNA. Peptides, Antibodies, Bioconiugates, Organic Synthesis Jnd m/tb more... 

mailto:taiosyn@biosyn.com
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1.2.5. Peptide 10E non marque 

BIOSYNTHESIS! 

Post Office Box 28 
Lewisville, Texas 75067-0028 
Phone: 972.420.8505 
Toll Free: 800.227.0627 
Fax: 972.420.0442 
biosyn@biosyn.com 

Certificate of Analysis 

Peptide Sequence: NH2- EEEEE -OH 

Catalog/Quote Number: 

Lot Number: T1882-1 

Appearance: White 

Solubility: 

Molecular Weight: 662.6 

Mass Spectrum: 664.69 

Purity: >80% 

HPLC Enclosed: Y 

Other Data: Store at-20C 

Prepared By: Lan- Mgwj,. 

Approved By: /^hrt^^c%c 
3s 

Date: 7/28/2008 

Date: 7/28/2008 

For Research use only. Noi for human or veterinary use. 

Your Source for Quality Custom Synthesis: DNA, Peptides. Antibodies, B i o c o t G i t ; a ok Synthesfe <?r.d much more.. 

mailto:biosyn@biosyn.com
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1.2.5. Peptide 10E non marque 

B I O S Y N T H E S I S ? 

Post Office Box 28 

Lewisville, Texas 75067-0028 

Phone: 972.420.8505 

Toll Free: 800.227.0627 

Fax: 972.420.0442 

biosyn@biosyn.com 

Certificate of Analysis 

Peptide Sequence: NH2- EEEEEEEEEE -OH 

Catalog/Quote Number: 

Lot Number: T1882-2 

Appearance: White 

Solubility: 

Molecular Weight: 1308.18 

Mass Spectrum: 1306.95 

Purity: >80% 

HPLC Enclosed: Y 

Other Data: Store at -20C 

Prepared By: Larv M/jiMj. 

Approved By: fflrM^r^L 

For Research use only. Not for hwnun or veterinary use. 

Date: 7/28/2008 

Date: 7/28/2008 

'Custom Synthesis: WA.Pept ides. Antibodies, Biott'njugsitss.OrijarKC Synthesis and muchmoic. . . 

mailto:biosyn@biosyn.com
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1.2.5. Peptide 10E non marque 

B I O S Y N T H E S I S ? 

Post Office Box 28 
Lewisville,Texas 75067-0028 
Phone: 972.420.8505 
Toll Free: 800.227.0627 
Fax; 972.420.0442 
faiosvn@biosyn.com 

www.biosyri.c0m 

Certificate of Analysis 

Peptide Sequence: NH2- EEEEEEEEEEEEEEE -OH 

Catalog/Quote Number: 

Lot Number: T1882-3 

Appearance: White 

Solubility: 

Molecular Weight: 1955.76 

Mass Spectrum: 1955.39 

Purity: >80% 

HPLC Enclosed: Y 

Other Data: Store at -20C 

Prepared By: Lan- Mquiun^- Date: 7/28/2008 

Approved By: / W m ^ Date: 7/28/2008 

For Research use only. Not for human or veterinary use. 

Your Source for Quality Custom Synthesis: DNA, Peptides, Antibodies. &fcK:»njy gates. Organic SyftttaKh dnd much mere... 

mailto:faiosvn@biosyn.com
http://www.biosyri.c0m

