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5 PROCEDE DE FONCTIONNALISATION DE SURFACES POUR LA DETECTION 
D'ANALYTES 

10 DOMAINE DE L'INVENTION 
La presente invention concerne un procede de fonctionnalisation de surfaces 

pour la detection d'analytes. Ce procede de fonctionnalisation de surfaces permet 
notamment d'obtenir des dispositifs de detection d'analytes qui peuvent etre utilises 
pour mettre en ceuvre divers tests chimiques, biologiques et diagnostiques. 

15 L'invention fournit egalement des polymeres particuliers qui sont adaptes a la mise 
en ceuvre dudit procede de fonctionnalisation de surfaces. 

ARRIERE-PLAN TECHNIQUE 
Le test de reference en diagnostic est le test dit « ELISA ». Ce test permet de 

20 detecter ou de doser un analyte dans un liquide biologique. En general, les puits 
d'une plaque de microtitration sont tapisses (par interaction essentiellement 
hydrophobe) avec un element de capture (par exemple un anticorps) capable de lier 
specifiquement un analyte (notamment un antigene) recherche. La solution a tester 
est ensuite deposee dans les puits de la microplaque, et si la molecule recherchee 

25 est presente, elle se lie specifiquement a I'element de capture. 
Un element de tragage, egalement capable de se lier a la molecule 

recherchee, est ajoute dans les puits. Cet element de tragage peut etre par exemple 
une enzyme catalysant la formation d'un produit colore, de sorte que cet element de 
tragage puisse etre quantifie par colorimetrie. 

30 Le test « ELISA » est bien adapte a I'automatisation. Toutefois, les surfaces 
classiquement utilisees pour ce test (en polystyrene) ne permettent pas d'immobiliser 
facilement des molecules hydrophiles, comme les polysaccharides charges 
negativement, ou de faible poids moleculaire. Aussi, il a par exemple ete propose de 
conjuguer un polysaccharide a une polylysine afin de pouvoir le fixer a une surface 

35 de polystyrene, en utilisant les capacites d'adsorption de la polylysine (Leinonen & 
Frasch, Infect Immun., 38(3):1203-7, 1982). 

Le test « ELISA » presente egalement des limitations liees a la charge de 
surface, du fait que les interactions sont generalement plus specifiques avec des 
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surfaces chargees negativement (Graves, J. Immunol. Methods, 111 (2):157-66, 
1988), alors que les surfaces de plastique sont hydrophobes. 

En outre le test « ELISA» standard est limite aux analyses mono-
parametriques, c'est-a-dire qu'une seule information est disponible par test et par 

5 echantillon. Lorsque plusieurs analyses sont necessaires sur le meme echantillon, il 
est necessaire d'effectuer plusieurs tests de type « ELISA » de preference en 
parallele, soit de maniere classique, soit de fagon miniaturisee, dans un dispositif 
connu sous le nom de «biopuce». Tres peu de biopuces sont aujourd'hui 
disponibles sur le marche, et les dispositifs proposes a I'heure actuelle utilisent 

10 principalement des supports de lame de microscope en verre. Un tel support 
convient difficilement a une utilisation de masse. 

D'un autre cote, les supports plastiques se pretent mal a la fabrication de 
biopuces. Des rapports signal / bruit insatisfaisants sont generalement obtenus en 
adsorption directe sur le support, du fait de I'importante adsorption non-specifique 

15 des analytes. Les surfaces plastiques hydrophobes ont aussi I'inconvenient de 
denaturer les proteines, et ne peuvent done pas etre utilisees sans modification. 

Toutefois les possibilites de fonctionnalisation des matieres plastiques par 
modification chimique des polymeres concernes sont tres limitees, peu de 
groupements chimiques pouvant etre introduits. En outre, un changement mineurde 

20 la composition des polymeres, voire des variations de composition de lot a lot, 
conduiraient a des differences de proprietes des substrats fonctionnalises. 

Par ailleurs, des contraintes importantes sont rencontrees lors de I'impression 
de biopuces, car il est difficile de deposer des nanogouttes de fagon reproductible 
(de sorte a obtenir des depots bien definis et reguliers) sur de tels supports. La 

25 methode la plus pratique pour deposer des gouttes dans ce contexte, I'impression 
contact a aiguilles, est un defi technique, si bien que la technique de depot non 
contact de type piezoelectrique est generalement utilisee. Cependant, etant donne 
sa lenteur, cette derniere permet difficilement une production industrielle. 

Quelques exemples de fonctionnalisation de plaques a 96 puits en plastique 
30 ont ete proposes. Ainsi, la technique plasma a ete suggeree dans Marson, Robinson 

et al., Glycobiology 19(2): 1537-46 (2009), pour la preparation de puces a sucre. 
Cette technique pose la difficulty de conserver la fonctionnalite du sucre apres 
immobilisation. Un autre exemple repose sur I'utilisation de la streptavidine pour 
revetir les surfaces plastiques (Gehring, Albin et al., Anal. Bioanal. Chem., 5 avril 

35 2008). 
Le document EP 1 953 555 decrit un dispositif comprenant un substrat en 

matiere plastique recouvert par un film metallique sur lequel sont immobilises une 
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substance physiologiquement active et un compose permettant de creer des liaisons 
hydrogene. 

Le document EP 2 030 677 decrit un biocapteur comprenant un substrat 
recouvert par un film metallique a travers duquel est fixe un polymere anionique. 

5 Ces documents ne divulguent pas une interaction directe entre le polymere et 
un substrat en matiere plastique. 

II existe done encore un besoin de fournir des dispositifs de detection 
d'analytes faciles a fabriquer, robustes, faciles a utiliser, et / ou permettant une 
detection de nombreux analytes en parallele. 

10 

RESUME DE L'INVENTION 
L'invention concerne en premier lieu un dispositif de detection d'analytes, 

comprenant un substrat en matiere plastique recouvert au moins en partie par des 
polymeres de liaison fixes au substrat de maniere non-covalente, lesdits polymeres 

15 de liaison comportant un squelette polysaccharidique pourvu de groupements 
aromatiques et de groupements acides carboxyliques. 

Selon un mode de realisation, le squelette polysaccharidique est un squelette 
de dextran, dont le poids moleculaire est de preference compris entre 15 000 et 100 
000, et de maniere plus particulierement preferee entre 30 000 et 60 000. 

20 Selon un mode de realisation, le squelette polysaccharidique est en outre 
pourvu de groupements reactifs, lesdits groupements reactifs etant de preference de 
la forme -X-CONH-Z', ou X represente une chaTne alkyle Iineaire ou ramifiee, 
substituee ou non, comprenant de 1 a 6 atomes de carbone, X etant de maniere plus 
particulierement preferee CH2, et Z' represente un groupement apte a se lier a une 

25 autre molecule. 
Selon un mode de realisation, les groupements acides carboxyliques sont de 

la forme -X-COOH, ou X represente une chaTne alkyle lineaire ou ramifiee, substituee 
ou non, comprenant de 1 a 6 atomes de carbone, X etant de preference CH2. 

Selon un mode de realisation, les groupements aromatiques sont de la forme -
30 X-CONH-Z, ou X represente une chaTne alkyle lineaire ou ramifiee, substituee ou 

non, comprenant de 1 a 6 atomes de carbone, X etant de preference CH2, et Z 
represente une fonction aryle, de preference comprenant de 6 a 30 atomes de 
carbone, Z etant de preference une fonction benzyle eventuellement substituee, telle 
que -CH2-Ph ou -CH2-Ph-paraOH. 

35 Selon un mode de realisation, les polymeres de liaison comportent: 
- de 0,4 a 0,8 groupements aromatiques, de preference de 0,4 a 0,6 

groupements aromatiques, de preference de 0,45 a 0,6 groupements 
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aromatiques par unite saccharidique du squelette polysaccharidique; et / 
ou 

- de 0 a 0,8 groupements reactifs, de preference de 0 a 0,6 groupements 
reactifs, par unite saccharidique du squelette polysaccharidique ; et / ou 

- de 0,5 a 1,5 groupements aromatiques, acides carboxyliques et reactifs au 
total, de preference de 0,9 a 1,3 groupements aromatiques, acides 
carboxyliques et reactifs au total, par unite saccharidique du squelette 
polysaccharidique. 

Selon un mode de realisation, le substrat est un substrat de polystyrene, 
polycarbonate, polymethacrylate de methyle ou polypropylene, et de preference de 
polystyrene. 

Selon un mode de realisation, le dispositif comporte des elements de capture 
immobilises sur les polymeres de liaison, lesdits elements de capture etant de 
preference choisis parmi les polypeptides eventuellement modifies et/ou conjugues, 
les saccharides, oligosaccharides ou lipopolysaccharides, les virus ou fragments de 
virus et les cellules, rimmobilisation des elements de capture sur les polymeres de 
liaison etant de preference realisee par adsorption ou par liaison covalente aux 
groupements reactifs F. 

Selon un mode de realisation, le dispositif comporte une pluralite de zones de 
detection, les zones de detection comportant de preference des elements de capture 
differents. 

Selon un mode de realisation, le substrat est une lame opaque ou 
transparente, une plaque de microtitration, un ensemble de billes, une plaque de 
culture, une bandelette ou un batonnet. 

L'invention a egalement pour objet un polymere comportant un squelette 
polysaccharidique pourvu de groupements aromatiques, de groupements acides 
carboxyliques ainsi que de groupements reactifs de formule (V): 

X et X' representant chacun une chaTne alkyle, substituee ou non, comportant 
de 1 a 6 atomes de carbone. 

L'invention a egalement pour objet un polymere comportant un squelette 
polysaccharidique pourvu de groupements aromatiques, de groupements acides 
carboxyliques ainsi que de groupements reactifs de formule (V'): 

(V) 
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o 
(V) X—u—N-

H SH 
5 

X et X' representant chacun une chaTne alkyle, substituee ou non, comportant 
de 1 a 6 atomes de carbone et Pep representant un fragment peptidique. 

Selon un mode de realisation des deux polymeres ci-dessus, X represente 
CH2 et / ou X' represente (CH2)2-

10 L'invention a egalement pour objet un procede de fabrication du polymere ci-
dessus dote de groupements reactifs de formule (V), comprenant: 

- la fourniture d'un polysaccharide ; 
- le greffage de groupements acides carboxyliques sur le polysaccharide ; 

puis 
15 - la modification d'une partie des groupements acides carboxyliques greffes 

pour fournir des groupements aromatiques ; suivie ou precedee de 
- la modification d'une autre partie des groupements acides carboxyliques 

greffes pour fournir des groupements reactifs de formule (V), ladite 
modification comprenant la reaction du polysaccharide avec le compose 

20 de formule (VII): 

o 
(VII) H2N-X'-^\ /S 

25 dans laquelle X' represente une chaTne alkyle, substituee ou non, comportant 
de 1 a 6 atomes de carbone. 

L'invention a egalement pour objet un procede de fabrication du polymere ci-
dessus dote de groupements reactifs de formule (V'), comprenant: 

- la fourniture d'un polymere de formule (V) ci-dessus ; et 
30 - la reaction de ce polymere avec le polypeptide H-Cys-Pep, ou Pep 

represente un fragment peptidique et Cys represente le residu cysteine. 
Selon un mode de realisation du dispositif decrit ci-dessus, les polymeres de 

liaison sont des polymeres susmentionnes (dotes de groupements reactifs de 
formule (V) ou (V')). 

35 L'invention a egalement pour objet I'utilisation d'un dispositif de detection 
d'analytes tel que decrit ci-dessus, pour la detection et eventuellement la 
quantification de molecules chimiques, de molecules biologiques, de cellules ou 
d'organismes vivants. 
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L'invention a egalement pour objet un procede de fabrication d'un dispositif de 

detection d'analytes tel que decrit ci-dessus, comprenant: 
- la fourniture d'un substrat en matiere plastique ; 
- la mise en contact du substrat avec au moins une solution comprenant 

5 des polymeres de liaison. 
Selon un mode de realisation, ce procede comprend en outre la mise en 

contact du substrat avec une ou plusieurs solutions comprenant des elements de 
capture. 

L'invention a egalement pour objet un procede de fabrication d'un dispositif de 
10 detection d'analytes tel que decrit ci-dessus, comprenant: 

- la fourniture d'un substrat en matiere plastique ; 
- la mise en contact du substrat avec une ou plusieurs solutions comprenant 

des polymeres de liaison lies a des elements de capture. 
La presente invention permet de surmonter les inconvenients de I'etat de la 

15 technique. Elle fournit plus particulierement des dispositifs de detection d'analytes 
faciles a fabriquer, robustes et faciles a utiliser. Selon un mode de realisation, ces 
dispositifs permettent une detection de nombreux analytes en parallele. En 
particulier, l'invention permet d'immobiliser des molecules hydrophiles et / ou de 
petite taille (mais egalement des anticorps ou proteines). 

20 Ceci est accompli grace a une fonctionnalisation de surface au moyen de 
polymeres de liaison presentant un squelette polysaccharidique. Les polymeres de 
liaison comportent des groupements aromatiques, qui favorisent la fixation non-
covalente des polymeres de liaison a des surfaces relativement hydrophobes, ainsi 
que des groupements acides carboxyliques, permettant de charger negativement les 

25 polymeres de liaison et ainsi de limiter les phenomenes d'adsorption non-specifique 
entre les polymeres de liaison et les analytes a detecter (qui sont eux-memes 
souvent charges negativement). 

L'utilisation de surfaces en plastique et notamment en polystyrene dans les 
dispositifs de l'invention permet d'eviter les problemes lies au verre : risque de bris 

30 de verre et danger associe pour le personnel, cout lie a I'elimination des dechets, 
heterogeneite de fonctionnalisation liee a la nature chimique du verre, cout eleve du 
substrat et de la caracterisation, difficulty d'effectuer une compartimentation sur le 
substrat. 

Selon certains modes de realisation particuliers, l'invention presente 
35 egalement une ou de preference plusieurs des caracteristiques avantageuses 

enumerees ci-dessous. 
- Les polymeres de liaison sont facilement synthetises en grandes quantites 

et peuvent etre caracterises par des techniques analytiques classiques 
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(RMN, pH-metrie, microanalyse), ce qui rend possible un controle 
rigoureux de la fabrication. 

- Les polymeres de liaison sont fixes sur les surfaces par simple adsorption 
(liaison non-covalente), au moyen notamment des groupements 

5 aromatiques des polymeres de liaison. II s'agit d'un mode de fixation qui 
est particulierement simple a mettre en ceuvre, robuste, et peu sensible a 
des variations moderees des proprietes physicochimiques des surfaces. II 
est de toute fagon egalement possible d'ajuster la densite des 
groupements aromatiques dans les polymeres de liaison, en fonction de la 

10 nature des surfaces. 
- L'invention peut etre mise en ceuvre a partir de substrats largement 

disponibles actuellement et peu onereux : plaques de microtitration en 
polystyrene, boTtes de Petri etc. 

- L'invention permet egalement de realiser des biopuces, c'est-a-dire des 
15 dispositifs de detection d'analytes miniaturises permettant une detection en 

parallele d'un grand nombre d'analytes, a partir de supports en plastique et 
notamment en polystyrene. 

- La fonctionnalisation des surfaces selon l'invention est effectuee en fixant 
des elements de capture (ou sondes) sur les polymeres de liaison, soit de 

20 fagon covalente (par I'intermediaire de groupements reactifs presents sur 
les polymeres de liaison), notamment lorsque les elements de capture sont 
des molecules de petite taille, soit encore de fagon non-covalente (par 
adsorption). Ainsi, l'invention presente une grande flexibility de mise en 
ceuvre. 

25 - Les groupements fonctionnels sont avantageusement stables (conservent 
leurs proprietes) en presence d'humidite ou d'air. 

BREVE DESCRIPTION DES FIGURES 
La figure 1 represente la relation entre le degre de substitution en 

30 groupements aromatiques (en ordonnee) dans le polymere PsAcAri de I'exemple 3, 
par rapport au nombre d'equivalents de benzylamine (en abscisse). On se rapportera 
a I'exemple 4 a ce sujet. 

La figure 2 represente la relation entre le degre de substitution en 
groupements azides (en ordonnee) dans le polymere PsAcFI de I'exemple 7, par 

35 rapport au nombre d'equivalents d'amine azide (en abscisse). On se rapportera a 
I'exemple 8 a ce sujet. 
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La figure 3 est un histogramme representant des mesures d'angles de goutte 

(en degres) sur des plaques de polystyrene fonctionnalisees ou non. On se reportera 
a I'exemple 22 a ce sujet. 

Les figures 4, 5 et 6 illustrent la specificite de fixation de la concanavaline A 
5 (par rapport a d'autres lectines) sur un polymere selon l'invention. On se reportera 

aux exemples 23 et 24 a ce sujet. 
La figure 7 est un histogramme illustrant I'influence du taux de substitution 

aromatique sur Tangle de goutte (en degres) sur des plaques de polystyrene 
fonctionnalisees. On se reportera a I'exemple 25 a ce sujet. 

10 La figure 8 est un histogramme illustrant la liaison chimioselective d'un 
peptide aldehyde a une surface fonctionnalisee avec un polymere selon l'invention. 
On se reportera a I'exemple 26 a ce sujet. 

Les figures 9 et 10 sont des histogrammes representant la fonctionnalisation 
de surfaces avec des peptides et la detection par des anticorps appropries 

15 (incubation avec un anticorps anti-HA ou anti-FLAG). On se reportera a I'exemple 27 
a ce sujet. 

La figure 11 est un histogramme illustrant la liaison chimioselective d'un 
peptide comportant une cysteine N-terminale a une surface fonctionnalisee avec un 
polymere selon l'invention. On se reportera a I'exemple 33 a ce sujet. 

20 Les figures 12 et 13 sont des graphiques illustrant une detection 
colorimetrique sur une biopuce a anticorps au fond de plaques a 96 puits en 
polystyrene. On se reportera a I'exemple 34 a ce sujet. 

DESCRIPTION DE MODES DE REALISATION DE L'INVENTION 
25 L'invention est maintenant decrite plus en detail et de fagon non limitative 

dans la description qui suit. 

Polymeres de liaison et fabrication de ceux-ci 
Les polymeres de liaison utilises dans le cadre de l'invention comportent un 

30 squelette polysaccharidique (abreviation « Ps » dans la suite) pourvu de 
groupements acides carboxyliques (abreviation «Ac» dans la suite) et de 
groupements aromatiques (abreviation « Ar» dans la suite). Selon un mode de 
realisation, le squelette polysaccharidique peut egalement etre pourvu de 
groupements reactifs distincts des groupements acides carboxyliques susmentionnes 

35 (abreviation « F » dans la suite). 
Par « squelette polysaccharidique » on entend une structure formee par un 

ensemble de sucres (ou unites saccharidiques), lies entre eux par des liaisons O-
osidiques. Cette structure peut etre lineaire ou ramifiee. Elle comprend de preference 
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de 80 a 600 unites saccharidiques, et de maniere plus particulierement preferee de 
150 a 350 unites saccharidiques. 

Les unites saccharidiques sont de preference cycliques. II peut s'agir de 
trioses, tetraoses, pentoses, hexoses ou heptoses, et de preference ce sont des 

5 hexoses. 
On appelle «taux de substitution » ou « degre de substitution » le nombre 

moyen de substituant (Ac, Ar ou F) par unite saccharidique. Des methodes de 
determination des taux de substitution sont fournies dans la section exemples. 

L'ensemble des groupements Ac, Ar et F sont de preference greffes sur tout 
10 ou partie des fonctions hydroxyles des unites saccharidiques. 

Le poids moleculaire du squelette polysaccharidique est de preference 
compris entre 15 000 et 100 000, et de maniere plus particulierement preferee entre 
30 000 et 60 000. 

Le squelette polysaccharidique peut etre de type homopolyosidique (unites 
15 saccharidiques identiques) ou heteropolyosidique (unites saccharidiques differentes). 

A titre d'exemples d'homopolyosides, on peut citer: les glucosanes ou 
glucanes (alpha-glucanes ou beta-glucanes), tels que I'amidon, le glycogene, la 
cellulose, le dextran, le pullulane, I'acide hyaluronique, la chitine ou le chitosan 
(forme deacetylee de la chitine) ; les arabanes, les xylanes et les pectines. A titre 

20 d'exemples d'heteropolyosides, on peut citer les gommes qui sont des structures 
ramifiees comportant du D-galactose, du L-arabinose, du L-rhamnose, et de I'acide 
D-glucuronique, ainsi que les hemicelluloses. 

Selon un mode de realisation prefere, les unites saccharidiques sont des 
unites glucoses (ou dextroses). Et de preference, le squelette polysaccharidique est 

25 une molecule de dextran, c'est-a-dire qu'il presente une chaTne principale de 
glucoses relies par des liaisons glycosidiques a-1,6 avec eventuellement des 
ramifications rattachees a la chaTne principale par des liaisons a-1,2 et / ou a-1,3 et / 
ou a-1,4. Le dextran est disponible en grande quantite, peu onereux et bien soluble 
dans I'eau. 

30 Dans la suite de la description, on se referera a un squelette 
polysaccharidique de type dextran, etant entendu que cette description s'applique de 
maniere analogue aux autres types de squelettes polysaccharidiques. 

Les polymeres de liaison selon l'invention qui ne sont pas pourvus des 
groupements reactifs F (polymeres de type « PsAcAr ») peuvent etre obtenus en : 

35 - fournissant un polysaccharide Ps (squelette polysaccharidique non 
substitue); 

- greffant des groupements Ac sur ce polysaccharide de sorte a obtenir 
un polymere de type « PsAc » ; 
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- modifiant une partie des groupements Ac du polymere PsAc pour obtenir le 

polymere PsAcAr. 
Ainsi, en faisant reference a la formule generale (I) ci-dessous : 

5 

(I) 

le polymere Ps de depart est un polymere de formule (I) dans laquelle 
10 I'ensemble des groupements Ri, R2 et R3 represented un atome d'hydrogene ; le 

polymere intermediate PsAc est un polymere de formule (I) dans laquelle une partie 
des groupements Ri, R2 et R3 represented un atome d'hydrogene et I'autre partie 
des groupements Ri, R2 et R3 representent un groupement portant une fonction 
acide carboxylique ; et le polymere de liaison PsAcAr est un polymere de formule (I) 

15 dans laquelle une partie des groupements Ri, R2 et R3 representent un atome 
d'hydrogene, une autre partie des groupements Ri, R2 et R3 representent un 
groupement portant une fonction acide carboxylique et la troisieme et derniere partie 
des groupements Ri, R2 et R3 representent un groupement portant un noyau 
aromatique. 

20 Les groupements acides carboxyliques Ac sont de la forme -X-COOH, ou X 
represente une chaTne alkyle lineaire ou ramifiee comprenant de 1 a 6 atomes de 
carbone, eventuellement pourvue d'un ou plusieurs substituants choisis parmi le 
chlore, le brome, un groupement cetone, le fluor, un groupement alcool, un 
groupement acide carboxylique et un groupement aromatique (notamment phenyle). 

25 De preference, cette chaTne est lineaire et non substituee et / ou comprend au plus 5 
atomes de carbone, au plus 4 atomes de carbone, au plus 3 atomes de carbone ou 
au plus 2 atomes de carbone. Selon un mode de realisation preferee, dans lequel 
d'eventuels problemes d'exces de reactivite sont evites, les groupements Ac sont de 
la forme -CH2-COOH (groupements acides methylcarboxyliques). 

30 II est entendu que les groupements Ac peuvent etre sous forme ionisee 
(COOH remplace par COO" associe a un contre-ion) ou sous forme salifiee (COOH 
remplace par exemple par COONa) selon le contexte. 

De preference les groupements Ac sont tous identiques, mais il est egalement 
possible de prevoir un greffage de differents groupements Ac. 

35 Les groupements aromatiques Ar sont de la forme -Y-Z ou Y represente un 
groupement de liaison et Z une fonction aryle, de preference comprenant de 6 a 30 
atomes de carbone, de preference de 6 a 24 atomes de carbone, plus 
particulierement de 6 a 12 atomes de carbone, et un ou plusieurs substituants choisis 
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parmi les halogenes, -OH, -NH2, -NO2, -OR', -COOR', -CONHR' ou R' est un 
groupement alkyle comportant de 1 a 6 atomes de carbone. Z peut etre 
monocyclique ou polycyclique, et eventuellement heterocyclique. De preference Z est 
un derive benzenique, et notamment un groupement phenyle, benzyle ou phenol. 

5 Y est de preference un groupement amide de la forme -X-CONH-, ou X a la 
meme signification qu'expose ci-dessus en relation avec les groupements Ac. 

Selon un mode de realisation prefere, les groupements Ar sont des 
groupements -CH2-CONH-CH2-Ph (ou Ph est un groupement phenyle) ou des 
groupements -CH2-CONH-CH2-Ph-paraOH. 

10 De preference les groupements Ar sont tous identiques, mais il est egalement 
possible de prevoir un greffage de differents groupements Ar. 

L'etape de greffage des groupements Ac sur le polysaccharide Ps pour obtenir 
le polymere PsAc peut etre effectuee en faisant reagir le polysaccharide Ps avec un 
compose acide carboxylique comportant une fonction halogene, et de preference 

15 une fonction chlore. 
Par exemple, le greffage des groupements Ac preferes de forme -CH2-COOH 

peut etre obtenu en faisant reagir le polysaccharide Ps avec I'acide 
monochloroacetique. De preference, la reaction est effectuee en presence 
d'isopropanol. 

20 L'etape de modification d'une partie des groupements Ac du polymere PsAc 
pour obtenir le polymere PsAcAr peut etre effectuee en faisant reagir le polymere 
PsAc avec un compose de type R-Z ou Z a la meme signification que ci-dessus, et R 
est une fonction reactive avec la fonction carboxylique. De preference, R est une 
fonction amine, apte a etablir une liaison amide avec les groupements Ac. 

25 Par exemple, les groupements Ar preferes du type -CH2-CONH-CH2-Ph 
peuvent etre obtenus en faisant reagir le polysaccharide PsAc avec de la 
benzylamine. Par exemple encore, les groupements Ar preferes du type -CH2-
CONH-CH2-Ph-paraOH peuvent etre obtenus en faisant reagir le polysaccharide 
PsAc avec de la para-hydroxybenzylamine. De preference, on effectue la reaction en 

30 presence de 1-cyclohexyl-3-(2-morpholinoethyl)carbodiimide. 
Les polymeres de liaison selon l'invention qui sont pourvus de groupements 

reactifs F (polymeres de type « PsAcArF ») peuvent etre obtenus a partir des 
polymeres de type PsAc (tels qu'obtenus ci-dessus), en modifiant une partie des 
groupements Ac d'une part en groupements F et d'autre part en groupements Ar. 

35 Ces deux etapes de modification peuvent etre effectuees dans n'importe quel ordre. 
Autrement dit, on peut d'abord produire un polymere de type PsAcAr a partir 

d'un polymere PsAc (ainsi que cela a ete decrit ci-dessus), puis modifier ce polymere 
de type PsAcAr pour obtenir le polymere de type PsAcArF. Et on peut egalement 
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produire d'abord un polymere de type « PsAcF » a partir d'un polymere PsAc, puis 
modifier ce polymere de type PsAcF pour obtenir le polymere de type PsAcArF (la 
methode utilisee pour cette deuxieme modification etant la meme que celle utilisee 
pour modifier le polymere de type PsAc en polymere de type PsAcAr). 

5 L'avantage de ces differentes strategies est de permettre de moduler les taux 
de substitution selon que I'on souhaite un taux plus eleve en groupements Ar, ou un 
taux plus eleve en groupement F. 

En faisant reference a la formule generale (I) ci-dessous : 

10 

(I) 

15 le polymere PsAcF est un polymere de formule (I) dans laquelle une partie des 
groupements Ri, R2 et R3 representent un atome d'hydrogene, une autre partie des 
groupements Ri, R2 et R3 representent un groupement acide carboxylique et la 
troisieme et derniere partie des groupements Ri, R2 et R3 representent un 
groupement reactif (different du groupement acide carboxylique); et le polymere 

20 PsAcArF est un polymere de formule (I) dans laquelle une partie des groupements 
Ri, R2 et R3 representent un atome d'hydrogene, une autre partie des groupements 
Ri, R2 et R3 representent un groupement acide carboxylique, une autre partie des 
groupements Ri, R2 et R3 representent un groupement aromatique et la quatrieme et 
derniere partie des groupements Ri, R2 et R3 representent un groupement reactif 

25 (different du groupement acide carboxylique). 
Les groupements reactifs F sont de la forme -Y-Z' ou Y represente un 

groupement de liaison (meme signification que ci-dessus) et Z' represente un 
groupement apte a se lier, notamment de maniere covalente, avec un element de 
capture, tel que decrit plus en detail ci-dessous. Selon un mode de realisation 

30 prefere, le groupement Z' est apte a etablir une liaison covalente avec un 
polypeptide. 

Y est de preference un groupement amide de la forme -X-CONH-, ou X a la 
meme signification qu'expose ci-dessus en relation avec les groupements Ac (et X 
est de preference CH2). 

35 Selon un premier mode de realisation prefere, les groupements Z' sont des 
groupements azides (et notamment alkylazides), et les groupements F sont de 
preference des groupements de la forme -X-CONH-X'-N3 ou X et X' representent 
chacun une chaTne alkyle, substituee ou non, comportant de 1 a 6 atomes de 
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carbone, les groupements F peuvent done par exemple etre des groupements -CH2-
CONH-(CH2)3-N3. De tels groupements sont particulierement utiles en tant que 
groupements intermediates, permettant d'obtenir par exemple des groupements de 
type triazole (voir le troisieme mode de realisation ci-dessous). lis peuvent egalement 

5 lier certains elements de capture. 
Selon un deuxieme mode de realisation prefere, les groupements Z' sont des 

groupements hydrazides, et les groupements F sont de preference des groupements 
de la forme -X-CONH-NH2 ou X represente une chaTne alkyle, substituee ou non, 
comportant de 1 a 6 atomes de carbone, les groupements F peuvent done par 

10 exemple etre des groupements -CH2-CONH-NH2. Ces groupements F sont 
susceptibles de se lier avec une fonction aldehyde de peptides par exemple. lis 
peuvent egalement favoriser I'adsorption de polypeptides (immobilisation non 
covalente). 

Selon un troisieme mode de realisation prefere, les groupements Z' sont des 
15 groupements triazoles, de preference substitues par une ou plusieurs chaTnes alkyles 

lineaires ou ramifiees, substituees ou non, comprenant de 1 a 6 atomes de carbone, 
et les groupements F peuvent done par exemple etre des groupements de formule 
(II): 

20 (II) — CH2CONH(CH2)3^N^N 

K 
R4 

dans laquelle R4 represente le groupement de formule (III): 
25 

.OH 

OH 
| HO 
O 

30 
Ce type de groupements F permet de lier certains elements de capture 

particuliers. Les groupements F de formule (II) ci-dessus ou R4 represente -(CH2)3OH 
sont utilises comme temoins negatifs dans les exemples. 

Selon un quatrieme mode de realisation prefere, les groupements Z' sont de 
35 formule (IV) suivante : 

o 
(iv) -x'— /s 
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dans laquelle X' represente une chaTne alkyle lineaire ou ramifiee comprenant de 1 a 
6 atomes de carbone, eventuellement pourvue de substituants halogenes 
(notamment CI ou Br). De preference X' est (CH2)2. Selon ce quatrieme mode de 
realisation, les groupements F sont done de preference de formule (V) suivante : 

dans laquelle X et X' ont la signification mentionnee ci-dessus. Selon un mode 
particulierement prefere, X represente CH2 et X' represente (CH2)2. 

Les groupements F correspondant a ce quatrieme mode de realisation 
peuvent reagir avec les molecules portant une fonction beta-amino thiol ou gamma-
amino thiol, comme par exemple les polypeptides presentant une cysteine ou une 
homocysteine en position N-terminale, pour former une liaison amide. Ainsi les 
polymeres de liaison correspondants a ce quatrieme mode de realisation peuvent se 
lier a des elements de capture formes par des polypeptides presentant une cysteine 
ou une homocysteine en position N-terminale. 

Ainsi, dans le cas d'une cysteine, on obtient un polymere de liaison, dans 
lequel les groupements F lies aux elements de capture sont de formule (V'): 

X et X' ayant la signification ci-dessus et Pep representant un fragment peptidique, 
c'est-a-dire une portion de polypeptide comprenant au moins un residu d'acide amine 
(de preference une succession de plusieurs residus d'acides amines), pourvue d'une 
fonction C-terminale (par exemple COOH ou CONH2). 

Les groupements F peuvent etre tous identiques, ou bien on peut prevoir un 
greffage de differents groupements F. 

L'etape de modification d'une partie des groupements Ac du polymere PsAc 
(respectivement du polymere PsAcAr) pour obtenir le polymere PsAcF 
(respectivement le polymere PsAcArF) peut etre effectuee en faisant reagir le 
polymere PsAc (respectivement le polymere PsAcAr) avec un compose de type R-Z' 
ou Z' a la meme signification que ci-dessus, et R est une fonction reactive avec la 

Pep 
O 

(V) -x N—X' 
H 
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fonction carboxylique. De preference, R est une fonction amine, apte a etablir une 
liaison amide avec les groupements Ac. 

Certains groupements F peuvent etre greffes en greffant d'abord des 
groupements reactifs F' intermediates, puis en modifiant chimiquement les 

5 groupements F' pour donner les groupements F a Tissue d'une etape de reaction 
distincte. 

Par exemple, les groupements F du type -CH2-CONH-NH2 peuvent etre 
obtenus en faisant reagir le polysaccharide PsAc (ou le polymere PsAcAr) avec de 
I'hydrazine (de preference en presence de 1 -cyclohexyl-3-(2-

10 morpholinoethyl)carbodiimide. 
Les groupements F du type -CH2-CONH-(CH2)3-N3 peuvent etre obtenus en 

faisant reagir le polysaccharide PsAc (ou le polymere PsAcAr) avec du chlorhydrate 
de 3-azidopropylammonium (de preference en presence de 1-cyclohexyl-3-(2-
morpholinoethyl)carbodiimide. 

15 Les groupements F de formule (II) ci-dessus peuvent etre obtenus en faisant 
reagir un polymere PsAcF (ou un polymere PsAcArF) pourvu de groupements 
reactifs du type -CH2-CONH-(CH2)3-N3 avec le compose de formule (VI): 
(VI) ^R4 

20 (de preference en presence d'ions cuivre (II) et d'ascorbate de sodium). 
Dans ce cas de figure, on obtient un polymere PsAcF (ou un polymere 

PsAcArF) dans lequel soit la totalite des groupements F sont de formule (II) ci-
dessus, soit une partie des groupements F sont de formule (II) ci-dessus et une 
partie des groupements F sont du type -CH2-CONH-(CH2)3-N3 (en cas de substitution 

25 incomplete par les composes de formule (VI)). 
Les groupements F de formule (V) ci-dessus peuvent etre obtenus en faisant 

reagir le polysaccharide PsAc (ou le polymere PsAcAr) avec le compose de formule 
(VII): 

30 n 
(VII) HgN-X'-U-^v /S 

(de preference en presence de 1-cyclohexyl-3-(2-morpholinoethyl)carbodiimide) dans 
laquelle X' a la signification mentionnee ci-dessus. Le compose de formule (VII) peut 

35 etre fabrique comme indique dans les exemples ci-dessous. 
De maniere generale, le taux de substitution en Ac, Ar et F peut etre ajuste en 

fonction d'une part de I'ordre dans lequel on effectue les greffages de groupements 
(Ac puis Ar puis F ou bien Ac puis F puis Ar), et d'autre part en adaptant les 
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conditions de greffage et notamment le rapport molaire entre le polysaccharide et le 
reactif responsable du greffage du groupement considere. 

Des polymeres derives de dextrans et repondant a la formule generale des 
polymeres de liaison ci-dessus, avec pour groupements reactifs F des groupements 

5 sulfates ou sulfonates, ainsi que I'utilisation a des fins therapeutiques de ces 
polymeres, ont ete decrits dans les documents WO 99/29734, WO 00/76452, WO 
00/76562, WO 01/91742 et FR 2891149. 

De preference, les polymeres de liaison de l'invention sont depourvus de 
fonctions sulfates ou sulfonates. En effet de telles fonctions sont susceptibles 

10 d'interagir avec de nombreuses proteines, ce qui est nefaste pour une detection 
optimale. En outre, I'absence de fonctions sulfates ou sulfonates est particulierement 
utile lorsque les elements de capture sont eux-memes sulfates (oligosaccharides en 
particulier). 

15 Fonctionnalisation de surfaces 
Les polymeres de liaison selon l'invention (de type PsAcAr ou PsAcArF) 

peuvent etre deposes sur un substrat afin de fonctionnaliser la surface de ce 
substrat. Le substrat est en matiere plastique (matiere solide de nature polymerique, 
en general fagonnee a chaud et sous pression) qui de preference est choisie parmi le 

20 polystyrene, le polycarbonate, le polymethacrylate de methyle et le polypropylene. 
Ainsi, l'invention permet par exemple de fonctionnaliser la surface de lames en 

plastique transparent ou opaque, ou bien de plaques de microtitration en polystyrene 
(par exemple a 96 puits), de billes (magnetiques ou non), de plaques de culture en 
polystyrene (par exemple a 96 puits), de bandelettes ou de batonnets en 

25 polystyrene. 
La fonctionnalisation comprend en general deux etapes : une premiere etape 

de fixation des polymeres de liaison a la surface du substrat et une deuxieme etape 
de fixation d'elements de capture sur les polymeres de liaison. Alternativement, on 
peut lier les polymeres de liaison aux elements de capture avant de fixer les 

30 polymeres de liaison a la surface du substrat (particulierement lorsque la liaison entre 
les polymeres de liaison et les elements de capture est de type covalent). 

La fixation des polymeres de liaison a la surface du substrat s'effectue, 
notamment pour des surfaces planes, en trempant la surface a traiter dans une 
solution comprenant le polymere PsAcAr ou PsAcArF. Pour les surfaces moulees 

35 pouvant contenir un liquide (par exemple les plaques de titration a 96 puits), la 
fonctionnalisation peut etre effectuee par simple remplissage. On prevoit 
generalement ulterieurement un lavage et sechage. En general, la solution de 
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polymere est a une concentration de 0,1 a 50 pg/mL, et de preference de 1 a 10 
|jg/mL. 

Sans vouloir etre lies par une quelconque theorie, les inventeurs estiment que 
les polymeres de liaison se fixent de maniere non-covalente a la surface du substrat 

5 (adsorption) notamment par I'intermediaire des groupements Ar. 
Les elements de capture fixes sur les polymeres de liaison peuvent etre des 

polypeptides eventuellement modifies et / ou conjugues, des saccharides, 
oligosaccharides ou lipopolysaccharides, des virus ou fragments de virus ou meme 
des cellules. Par exemple les elements de capture peuvent etre des anticorps. 

10 Le terme « polypeptide », dans le cadre de la presente demande, recouvre 
toute chaTne de residus d'acides amines (en nombre superieur ou egal a deux) relies 
par des liaisons peptidiques. Les « polypeptides » au sens de la presente demande 
peuvent done par exemple etre des oligopeptides, peptides ou proteines selon 
I'acception conventionnelle de ces termes. Les residus d'acides amines presents 

15 dans les polypeptides selon l'invention peuvent etre choisis parmi les residus 
d'acides amines proteinogeniques ou non. De preference, ils sont choisis parmi les 
vingt residus d'acides amines proteinogeniques. 

La fixation des elements de capture aux polymeres de liaison peut intervenir 
par adsorption si I'on utilise des polymeres de liaison sans groupements reactifs F. 

20 El le peut egalement intervenir par etablissement de liens covalents avec les 
groupements reactifs F. Elle peut encore intervenir par adsorption favorisee par des 
groupements reactifs F. C'est par exemple le cas pour I'adsorption d'anticorps 
favorisee par des groupements de type hydrazide. 

II est egalement possible de prevoir des elements de capture comprenant 
25 plusieurs parties. Par exemple, on peut utiliser un element de capture intermediate 

(par exemple un polypeptide ou un compose saccharidique ou un glycopeptide) 
susceptible de se fixer aux polymeres de liaison, et un element de capture final (par 
exemple un virus ou un fragment de virus ou une cellule) susceptible de se lier a 
I'element de capture intermediate. 

30 Lorsque le dispositif de detection d'analytes est destine a la detection unique 
d'un analyte (ou d'un type d'analytes), il suffit de deposer les polymeres de liaison (et 
le ou les elements de capture) sur I'ensemble de la surface utile du substrat. 

Lorsque le dispositif de detection d'analytes est destine a detecter plusieurs 
analytes avec des elements de capture distincts, plusieurs zones distinctes de 

35 detection doivent etre menagees. Les plaques de microtitration a 96 puits sont un 
exemple de substrat particulierement utile a cet effet. 

Dans ce cas, on peut soit deposer les polymeres de liaison sur I'ensemble de 
la surface utile du substrat, puis deposer les divers elements de capture sur des 
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zones delimitees du substrat (par exemple par depot de petites gouttes de diverses 
solutions contenant les elements de capture sur des emplacements determines du 
substrat); soit deposer differentes solutions de polymeres de liaison lies aux 
elements de capture directement sur des zones delimitees du substrat (par exemple 

5 dans les puits d'une plaque de microtitration); soit encore deposer une ou plusieurs 
solutions de polymeres de liaison directement sur des zones delimitees du substrat 
(par exemple dans les puits d'une plaque de microtitration) puis deposer differentes 
solutions contenant les elements de capture sur les memes zones delimitees du 
substrat. 

10 Les zones de la surface du substrat recouvertes de polymeres de liaison sont 
de preference hydrophiles, caracterisees par un angle de goutte de I'eau inferieur ou 
egal a 70°, de preference inferieur ou egal a 65° et idealement inferieur ou egal a 
60°. L'hydrophilie de la surface du substrat recouverte de polymeres de liaison 
permet de minimiser les interactions non-specifiques de nombreux analytes 

15 (notamment proteines) avec le substrat. El Ie permet egalement le depot de 
nanogouttes pour la preparation de biopuces, alors que ce type de depot est 
complexe et peu reproductible quand il est realise directement sur des substrats en 
plastique non traites. 

Les analytes susceptibles d'etre detectes grace a l'invention peuvent etre 
20 toutes sortes de materiaux chimiques ou biologiques : particules minerales, 

molecules organiques (notamment pesticides ou autres polluants), biomolecules 
(notamment composes saccharidiques, polypeptides, modifies ou non, conjugues ou 
non), virus ou fragments de virus, cellules ou organismes (unicellulaires ou 
multicellulaires). 

25 En particulier, l'invention permet de fabriquer des puces a polypeptides, utiles 
pour le serotypage, le criblage d'epitopes, la quantification de proteines dans les 
milieux biologiques, ou encore I'analyse de relations entre molecules peptidiques du 
type ligand-recepteur. 

De maniere generale, I'utilisation des dispositifs de detection selon l'invention 
30 implique la mise en contact de la surface du substrat revetue des polymeres de 

liaison et des elements de capture avec une ou plusieurs solutions ou suspensions 
susceptibles de comprendre les analytes d'interet (par exemple echantillon d'eau 
issue de I'environnement, echantillon de produit alimentaire, echantillon biologique 
tel que I'urine, le sang ou un produit derive du sang, etc.). 

35 La detection des analytes eventuellement fixes de maniere specifique aux 
elements de capture peut etre effectuee au moyen d'elements de tragage, qui 
peuvent etre par exemple fluorescents, radioactifs ou marques chimiquement, et sont 
susceptibles de se lier aux analytes retenus sur le dispositif selon l'invention ou de 
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reagir avec eux d'une autre maniere. Ensuite, les elements de tragage retenus sur le 
dispositif selon l'invention peuvent etre identifies et eventuellement quantifies au 
moyen d'un appareil de detection de fluorescence, colorimetrique ou de detection de 
radioactivite. 

5 II est egalement possible de se fonder sur une modification du milieu (par 
exemple une coloration visible a I'ceil nu) due a une reaction chimique entre I'element 
de tragage et I'analyte, ou bien entre I'element de tragage (fixe a I'analyte) et un 
reactif supplemental. 

A titre d'illustration, I'element de tragage peut comprendre une enzyme 
10 catalysant la formation d'un produit colore. II peut egalement s'agir de billes revetues 

de molecules susceptibles de se lier aux analytes retenus. On peut egalement utiliser 
des anticorps marques (fluorescents ou radioactifs) susceptibles de se fixer sur des 
antigenes presents sur les analytes. 

La detection et eventuellement la quantification des analytes rendues 
15 possibles par l'invention trouvent notamment a s'appliquer dans le diagnostic medical 

(pour la medecine humaine ou veterinaire). 

EXEMPLES 
Les exemples suivants illustrent l'invention sans la limiter. Differents 

20 polymeres avec un squelette polysaccharidique de dextran sont prepares dans les 
exemples qui suivent: 

- le polymere PsAcI qui comprend des groupements Ac de type 
-CH2COONa ; 

- le polymere PsAcAri qui comprend des groupements Ac de type 
25 -CH2COONa et des groupements Ar de type -CH2CONHCH2Ph ; 

- le polymere PsAcFI qui comprend des groupements Ac de type 
-CH2COONa et des groupements F de type -CH2CONH(CH2)3N3; 

- le polymere PsAcArFI qui comprend des groupements Ac de type 
-CH2COONa, des groupements Ar de type -CH2CONHCH2Ph et des 

30 groupements F de type -CH2CONHNH2; 
- le polymere PsAcArF2 qui comprend des groupements Ac de type 

-CH2COONa, des groupements Ar de type -CH2CONHCH2Ph et des 
groupements F de type -CH2CONH(CH2)3N3; 

- le polymere PsAcF2 qui comprend des groupements Ac de type 
35 -CH2COONa et des groupements F de formule (II) ci-dessus, avec R4 

representant -(CH2)3OH ; 
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- le polymere PsAcF3 qui comprend des groupements Ac de type 

-CH2COONa et des groupements F de formule (II) ci-dessus, avec R4 
ayant la formule (III) ci-dessus ; 

- le polymere PsAcArF3 qui comprend des groupements Ac de type 
5 -CH2COONa, des groupements Ar de type -CH2CONHCH2Ph et des 

groupements F de formule (II) ci-dessus, avec R4 representant -(CH2)3OH ; 
- le polymere PsAcArF4 qui comprend des groupements Ac de type 

-CH2COONa, des groupements Ar de type -CH2CONHCH2Ph et des 
groupements F de formule (II) ci-dessus, avec R4 ayant la formule (III) ci-

10 dessus; 
- le polymere PsAcArF5 qui comprend des groupements Ac de type 

-CH2COONa, des groupements Ar de type -CH2CONHCH2Ph et des 
groupements F de formule (V) ci-dessus, avec X representant CH2 et X' 
representant (CH2)2. 

15 On note sous la forme PsAc (x) un polymere comprenant un taux de 
substitution en groupements Ac egal a x. 

On note sous la forme PsAcAr (x; y) un polymere comprenant un taux de 
substitution total en groupements Ac et Ar egal a x et un taux de substitution en 
groupements Ar egal a y. 

20 On note sous la forme PsAcF (x; z) un polymere comprenant un taux de 
substitution total en groupements Ac et F egal a x et un taux de substitution en 
groupements F egal a z. 

On note sous la forme PsAcArF (x ; y ; z) un polymere comprenant un taux de 
substitution total en groupements Ac, Ar et F egal a x, un taux de substitution en 

25 groupements Ar egal a y et un taux de substitution en groupements F egal a z. 

Exemple 1 - preparation du polymere PsAcI (protocole general) 
Du dextran T40 (2 g, 11,1 mmol, 1 eq) est dissous dans 6,4 mL d'eau 

deionisee. On ajoute lentement a cette solution de I'isopropanol (36 mL) sous tres 
30 forte agitation, puis de la soude (2,4 g, 60 mmol, 5,4 eq), et le melange reactionnel 

est agite pendant 1 heure a 60°C. Enfin on ajoute de I'acide monochloroacetique (3 
g, 31,7 mmol), puis on agite une nuit a 60°C. La pate blanche obtenue est recuperee 
et precipitee trois fois dans du methanol et centrifugee. Le solide obtenu est dissous 
dans de I'eau deionisee et lyophilise pour fournir le polymere PsAcI. Typiquement, 

35 ce protocole permet d'obtenir un taux de substitution des groupements Ac de 1,2 a 
1,4. 
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Exemple 2 - mesure du taux de substitution en groupements acides carboxyliques 

La determination du taux de substitution en groupements methylcarboxylates 
est effectuee par RMN 1H apres hydrolyse. 

Pour cela, le produit est hydrolyse comme suit: 
5 Le polymere PsAcI (200 mg) est solubilise dans 2 mL de D20, puis on ajoute 

lentement 666 |_iL de D2SO4. Le melange reactionnel est chauffe a 90°C pendant 4 
heures. Le melange est analyse par RMN 1H 300 MHz. 

Le degre de substitution (DS) est calcule selon I'equation suivante : DS = A/B, 
avec A : (1/2) x integrale du signal des protons du CH2CO2H entre 4 et 4,5 ppm ; et 

10 B : integrale des protons portes les carbones C1 des unites glucose, ou (1/6) x 
integrale des protons portes par les carbones C2-6 entre 3 et 4 ppm. 

Exemple 3 - preparation du polymere PsAcAri 
On dissout 100 mg de PsAcI (1,1) dans 2 mL d'eau deionisee, puis on ajuste 

15 le pH a 4,74 avec une solution de HCI a 1N. On ajoute du 1-cyclohexyl-3-(2-
morpholino-ethyl)carbodiimide (CMC) (233 mg, 0,55 mmol, 1,1 eq), puis on ajuste de 
nouveau le pH a 4,74 avec une solution de HCI a 1N. On ajoute de la benzylamine et 
le melange reactionnel est agite pendant 1 nuit a temperature ambiante. Les 
echantillons sont ensuite dialyses pendant 70 heures dans une solution de NaCI a 2 

20 M puis 100 heures dans de I'eau deionisee pour fournir le polymere PsAcAri. 

Exemple 4 - mesure du taux de substitution en groupements aromatiques 
Le degre de substitution en groupements aromatiques est calcule grace aux 

spectres RMN 1H 300 MHz selon I'equation suivante: DS=(B/A)/5, avec A: 
25 I'integrale des protons portes par C1; B : I'integrale des protons aromatiques dus au 

groupement phenyle. 
La figure 1 illustre la relation entre le degre de substitution (y) en groupement 

CH2CONHCH2Ph et le nombre d'equivalents de benzylamine (eq) engages dans la 
reaction (0,3 eq, 0,6 eq, 1 eq, 2 eq, 5 eq et 15 eq par rapport au taux de substitution 

30 en groupements carboxyliques disponibles). 

Exemple 5 - svnthese de 2-(3-azidopropyl)-isoindole-1,3-dione 
Du A/-(3-bromopropyl)phtalimide (15 g, 56,02 mmol) est dissous dans 200 mL 

de dimethylformamide, puis on ajoute de I'azoture de sodium (7,25 g, 112,05 mmol, 2 
35 eq). L'agitation est maintenue pendant 2 heures a 70°C. Le milieu reactionnel est 

ensuite evapore a sec puis co-evapore avec du toluene pour eliminer les traces de 
dimethylformamide. Le residu obtenu est solubilise dans de Tether diethylique (150 
mL), et la phase organique est lavee avec de I'eau (2 x 150 mL). La phase organique 
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est sechee sur du sulfate de magnesium anhydre. Le solvant est evapore pour 
donnerde la 2-(3-azidopropyl)-isoindole-1,3-dione sous forme d'une poudre blanche 
(12,44 g, 54,1 mmol, 97%). 

O O 
10 

RMN-1H (CDCIs, 300 MHz) : 5 ppm 7,78 (m, 2H), 7,65 (m, 2H), 3,72 (t, 2H, J = 
6,9 Hz), 3,31 (t, 2H, J = 6,9 Hz), 1,90 (tt, 2H, J = 6,9 Hz). 

RMN-13C (75 MHz CDCIs) : 5 ppm 168,28, 134,04, 131,96, 123,31, 49,0, 
15 35,35, 28,0 ; MALDI-TOF : Mcaicuie = 230,08 (C11H10N4O2), trouve (m/z) 231,1 [M + 

H]+, 253,1 [M + Na]+. 

Exemple 6 - svnthese de 3-azidopropylamine 
On dissout de la 2-(3-azidopropyl)-isoindole-1,3-dione (3 g, 12 mmol) dans 10 

20 mL de dichloromethane, puis on ajoute de I'hydrazine (9,6 mL, 32 mmol, 2,6 eq). Le 
melange reactionnel est chauffe a reflux pendant 1 nuit sous agitation. On ajoute 
alors une solution aqueuse d'acide chlorhydrique a 1N (100 mL). La phase organique 
est decantee puis la phase aqueuse est lavee avec du dichloromethane (3 x 50 mL). 
Le pH de la phase aqueuse est ajuste a 14 avec une solution saturee de soude. La 

25 phase aqueuse est alors extraite avec du dichloromethane (3 x 40 mL). Les phases 
dichloromethane sont rassemblees et extraites avec une solution aqueuse d'acide 
chlorhydrique 1N (3 x 50 mL). La solution aqueuse acide est finalement congelee et 
lyophilisee. On obtient du chlorhydrate de 3-azidopropylammonium sous la forme 
d'une poudre blanche (1,49g, 10,97 mmol, 84 %). 

30 O 

O 
35 

RMN-1H (D20, 300 MHz) : 5 ppm 3,52 (t, 2H, J = 6,6 Hz), 3,11 (t, 2H, J = 7,2 
Hz), 1,96 (tt, 2H, J= 6,6 Hz). 

RMN-13C (D2075 MHZ) : 5 ppm 39,02, 26,48, 15,67. 
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MALDI-TOF : Mcaicuie = 100,07 (C3H8N4) : trouve rn/z 101,0 [M+H]+, 123,0 [M + 

Na]+, 139,0 [M + K]+, 107,1 [M+Li]+. 

Exemple 7 - preparation du polymere PsAcFI 
5 On dissout 100 mg de PsAcI (1,4) dans 2 mL d'eau deionisee, puis on ajuste 

le pH a 4,74 avec une solution de HCI a 1N. On ajoute ensuite du 1-cyclohexyl-3-(2-
morpholino-ethyl)carbodiimide (CMC) (296,5 mg, 0,7 mmol, 1,1 eq) et le pH est 
ajuste a nouveau a 4,74 avec une solution de HCI a 1N. On ajoute la 3-
azidopropylamine sous forme de chlorhydrate, puis le pH est ajuste a 8,4. Le 

10 melange reactionnel est agite pendant 1 nuit a temperature ambiante. Les 
echantillons sont ensuite dialyses pendant 70 heures dans une solution de NaCI a 2 
M puis 100 heures dans de I'eau deionisee. Pourfinir, le produit PsAcFI ainsi 
obtenu est congele et lyophilise. 

15 Exemple 8 - mesure du taux de substitution en groupements reactifs 
Le degre de substitution en groupements azides est calcule selon I'equation 

suivante : DS=(B/A)/2, avec A : I'integrale des protons portes par les carbones Ci; 
B : I'integrale des protons dans le champ fort (due aux signaux des protons de la 3-
azidopropylamine). 

20 La figure 2 illustre la relation entre le degre de substitution en groupements 
azides (y) et le nombre d'equivalents de 3-azidopropylamine (Eq) engages dans la 
reaction, par rapport au taux de substitution en groupements carboxyliques 
disponibles. 

25 Exemple 9 - preparation du polymere PsAcI (1.15) 
A une solution de 5 g (27,7 mmol, 1 eq) de dextran T40 dissous dans 16 mL 

d'eau est ajoute 90 mL d'isopropanol goutte a goutte sous une forte agitation. 6 g 
(150 mmol, 5,4 eq) de soude sont ajoutes au milieu reactionnel qui est alors laisse 
sous agitation a 60°C pendant 1 h. 

30 A ce melange est ensuite ajoute 7,5 g (79,36 mmol, 2,8 eq) d'acide 
monochloroacetique, Ce dernier est alors laisse sous agitation a 60°C pendant une 
nuit. On obtient une pate blanchatre qui est solubilisee dans 50 mL d'eau. Le produit 
est alors precipite dans 500 mL de MeOH refroidi a 0°C sous forte agitation. Les 
culots obtenus apres centrifugation (2500 tours/min, 10 min, 4°C) sont solubilises 

35 dans le minimum d'eau et le produit est precipite une seconde fois dans 500 mL de 
MeOH. Les culots, obtenus apres la seconde precipitation, sont laves deux fois au 
MeOH puis solubilises dans le minium d'eau et lyophilises. On obtient 3 g (15,7 
mmol) de PsAcI avec un degre de substitution de 1,15, c'est-a-dire PsAcI (1,15). 
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Exemple 10 - preparation du polymere PsAcAri (1,15 : 0,64) 
Le pH d'une solution contenant 468 mg (2,44 mmol, 1 eq) de PsAcI (1,15) 

dissous dans 9,4 mL d'eau est ajuste a 4,74 par ajout de HCI a 1N et 0,1 N. A cette 
5 solution est ajoute 1,187 g (2,806 mmol) de CMC, le pH est de nouveau ajuste a 

4,74. 266 |JL (2,44 mmol, 1 eq par rapport a x) de benzylamine sont alors ajoutes au 
milieu reactionnel qui est laisse sous agitation magnetique pendant une nuit a 
temperature ambiante. Le pH final de la solution est de 10,2. 

Le milieu reactionnel est alors introduit dans un boudin de dialyse (3500 
10 g/mol ; 1 mL/cm) qui est plonge dans 3,5 L d'une solution de NaCI a 2M pour y rester 

pendant 5 jours puis dans 3,5 L d'eau pour y rester egalement pendant 5 jours. 
Le contenu du boudin est alors mis dans un pot afin d'etre congele puis 

lyophilise. On obtient 477mg (1,67 mmol) de PsAcAri (1,15; 0,64) (taux de 
substitution en groupement benzylamino de 0,64). 

15 

Exemple 11 - preparation du polymere PsAcArFI (1,15 : 0,64 : 0,26) 
Le pH d'une solution contenant 256 mg (0,895 mmol, 1 eq) de PsAcAri 

(1,15 ; 0,64) dissous dans 2 ml d'eau est ajuste a 4,74 par ajout de HCI a 1N et 0,1 N. 
A cette solution est ajoute 212,5 mg (0,502 mmol) de CMC, le pH est de nouveau 

20 ajuste a 4,74. 870 |_iL (4,56 mmol) d'une solution d'hydrazine a 24-26% dans I'eau 
sont alors ajoutes au milieu reactionnel qui est laisse sous agitation magnetique 
pendant une nuit a temperature ambiante. Le pH final de la solution est de 10,28. 

Le milieu reactionnel est ensuite introduit dans un boudin de dialyse (3500 
g/mol ; 1 mL/cm) qui est plonge dans 3,5 L d'une solution de NaCI a 2M pour y rester 

25 pendant 5 jours puis dans 3,5 L d'eau pour y rester egalement pendant 5 jours. 
Le contenu du boudin est alors mis dans un pot afin d'etre congele et 

lyophilise. On obtient ainsi 235 mg (0.81 mmol) de PsAcArFI (1,15 ; 0,64 ; 0,26) 
(taux de substitution en hydrazide de 0,26). 

30 Exemple 12 - preparation du polymere PsAcAri (1,2 ; 0,49) 
Le pH d'une solution de 513,3 mg de PsAcI (1,2), dissous dans 10 mL d'eau 

deionisee, est ajuste a 4,74 a I'aide d'une solution d'acide chlorhydrique a 1 N. Du N-
Cyclohexyl-A/-(2-morpholinoethyl)-carbodiimide methylsulfonate (931,85 mg, 2,2 
mmoles, 1,1 eq.) est ajoute a temperature ambiante, puis le pH de la solution est 

35 ajuste a 4,74 de la meme maniere. De la benzylamine (428,6 mg, 4,0 mmoles, 2 eq.) 
est ensuite ajoutee goutte a goutte et la solution est agitee a temperature ambiante 
pendant 16 heures. Le milieu reactionnel est purifie par dialyse dans une solution de 
NaCI a 2 M pendant 3 jours, puis dans de I'eau deionisee pendant 3 jours. Apres 
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lyophilisation, on obtient le PsAcAri (1,2 ; 0,49) sous forme d'une poudre amorphe 
blanche (degre de substitution de 0,49 en groupements benzylamino). 

RMN-1H (D20, 300 MHz) : 5 (ppm) : 7,21 (s, Is, Har), 5,09 (s, Is, Hano), 4,89 (s, 
Is, Hano ), 4,53-3,39 (m, Is). 

5 

Exemple 13 - preparation du polymere PsAcFI (1,2 ; 0,38) 
513,3 mg de PsAcI (1,2) sont dissous dans 10 mL d'eau deionisee. Le pH de 

la solution est ajuste a 4,74 a I'aide d'une solution de HCI 1 N. Du A/-Cyclohexyl-/V-
(2-morpholinoethyl)-carbodiimide methylsulfonate (931,85mg, 2,2 mmoles, 1,1 eq.) 

10 est ajoute a la solution et le pH est de nouveau ajuste a 4,74. Du chlorhydrate de 3-
azidopropylammonium (819,5 mg, 6 mmoles, 3 eq.) est introduit au milieu 
reactionnel, puis le pH est ajuste a 8,4 grace a une solution de Na2CC>3 a 1 N. La 
reaction est agitee a temperature ambiante pendant 16 heures. Le produit brut est 
dialyse pendant 3 jours dans une solution de NaCI a 2 M puis 3 jours dans de I'eau 

15 deionisee. La lyophilisation permet I'obtention du PsAcFI (1,2 ; 0,38) sous forme 
d'un poudre blanche amorphe (degre de substitution en groupements azido de 0,38). 

RMN-1H (D20, 300 MHz) : 5 (ppm) : 5,07 (s, Is, Hano), 4,88 (s, Is, Hano), 4,28-
3,26 (m, Is), 1,77 (s, Is, CH2). 

20 Exemple 14 - preparation du polymere PsAcArF2 (1,2 : 0,34 : 0,38) 
Une solution de 272,2 mg de PsAcFI (1,2 ; 0,38) et dissous dans 5 mL d'eau 

deionisee est ajustee a pH 4.74 avec une solution d'HCI 1 N. Le A/-Cyclohexyl-A/-(2-
morpholinoethyl)-carbodiimide methylsulfonate (372,8 mg, 0,88 mmoles, 1,1 eq.) est 
introduit et le pH du milieu reactionnel est ajuste de nouveau a 4,74 avec une 

25 solution d'HCI a 1N. La benzylamine (171,4 mg, 4,6 mmoles, 2 eq.) est additionnee 
et la solution est melangee a temperature ambiante pendant 18 heures. La dialyse 
dans du NaCI a 2 N pendant 3 jours, puis dans de I'eau deionisee pendant 3 jours, 
suivie de la lyophilisation permet I'obtention du compose PsAcArF2 (1,2; 0,34; 
0,38) (degre de substitution de 0,34 en groupement benzylamino). 

30 RMN-1H (D20, 300 MHz) : 5 (ppm) : 7,23 (s, Is, Har), 5,05 (s, Is, Hano), 4,84 (s, 
Is, Hano), 4,33-3,26 (m, Is), 1,68 (s, Is, CH2). 

Exemple 15 - preparation du polymere PsAcArF2 (1,2 : 0,49 : 0,62) 
A une solution de 224,2 mg de PsAcAri (1,2; 0,49) dans 5 mL d'eau 

35 deionisee a pH=4,74, est ajoute le A/-Cyclohexyl-A/-(2-morpholinoethyl)-carbodiimide 
methylsulfonate (372,7 mg, 0,88 mmoles, 1,1 eq.). Le pH de la solution est ajuste a 
4,74 avec une solution d'HCI a 1N puis le chlorhydrate de 3-azidopropylammonium 
(327,8 mg, 2,4 mmoles, 3 eq.) est ajoute. Le pH est ajuste a 8,4 puis la solution est 
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agitee a temperature ambiante pendant 17 heures. La dialyse dans du NaCI a 2 N 
pendant 3 jours, puis dans de I'eau deionisee pendant 3 jours, et enfin la 
lyophilisation, donne le polymere PsAcArF2 (1,2; 0,49 ; 0,62) (degre de substitution 
de 0,62 en groupement azide). 

RMN-1H (D20, 300 MHz) : 5 (ppm) : 7,23 (s, Is, Har), 5,05 (s, Is, Hano), 4,84 (s, 
Is, Hano), 4,33-3,26 (m, Is), 1,68 (s, Is, CH2). 

Exemple 16 - synthese de pent-4-ynvl-a-D-glucopyranoside 
On synthetise de la maniere indiquee ci-dessous le produit de formule (VIII): 

Du D-(+)-glucose (360,3 mg, 2,0 mmoles) est dissous dans du 4-pentyn-1-ol 
(1,01 g, 12,0 mmoles, 6,0 eq.) et la solution est chauffee a 65°C. 120 mg de H2S04-
Si02 sont ajoutes et la solution est melangee a 65°C pendant 10 heures. La solution 
est refroidie a temperature ambiante puis le compose est purifie par chromatographie 
sur gel de silice avec comme melange eluant un gradient de CH2CI2 a CH2CI2-
MeOH ; 9:1. Le produit desire est obtenu sous forme d'huile incolore avec un 
rendement de 79 % et un ratio anomerique a/(3 de 1,6/1. Le residu (405,0 mg, 1,63 
mmole) est dissous dans la pyridine (5 mL) et I'anhydride acetique (1,33 g, 13,0 
mmoles, 8 eq.) a temperature ambiante. 

De la DMAP (20 mg) est ensuite ajoutee a 0°C et la reaction est agitee a 
temperature ambiante pendant 5 heures. Le milieu reactionnel est neutralise par 
I'addition goutte a goutte a 0°C de 5 mL de MeOH. Les solvants sont elimines sous 
pression reduite a I'evaporateur rotatif et les solvants residuels sont coevapores 3 
fois avec du toluene. La purification par chromatographie sur gel de silice avec le 
melange eluant pentane-AcOEt (8/2) permet d'obtenir 190 mg de cristaux blancs du 
produit desire tetraacetyle de conformation a ainsi que 450 mg du melange des deux 
anomeres, correspondant a un rendement total de 98 % : 

RMN-1H (D20, 300 MHz) : 5 (ppm) : 5,47 (dd, 1H, J= 10,0 , 9,6 Hz), 5,06 (m, 
2H), 4,87 (dd, 1H, J = 10,2 , 3,7 Hz), 4,27 (dd, 1H, J = 12,3 , 4,3 Hz), 4,07 (m, 2H), 
3,85 (dt, 1H, J = 9,9 , 5,9 Hz), 3,54 (dt, 1H, J = 9,9 , 6,1 Hz), 2,34 (dt, 2H, 1H, J = 6,8 
, 2,7 Hz), 2,10 (s, 3H), 2,07 (s, 3H), 2,03 (s, 3H), 2,02 (s, 3H), 1,97 (t, 1H, J = 2,6 
Hz), 1,82 (q, 2H, J= 6,5 Hz). 

Ar.D 

AcO 
(VIII) 
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RMN-13C (D20, 75 MHz) : 5 (ppm) : 170,9, 170,4, 170,3, 169,8, 96,1, 83,3, 

71,0, 70,4, 69,4, 68,9, 68,7, 67,4, 66,9, 62,1, 28,4, 20,9, 20,9, 20,8, 20,8, 15,2. 
HRMS calcule pour C19H26O10 [M+Na]+: 437,5 ; trouve m/z : 437,1. 

5 Exemple 17 - svnthese de pent-4-vnvl-g-D-qlucopvranoside 

A une solution de compose tetraacetyle obtenu a I'exemple 16 (180 mg, 0,434 
mmol,) dissous dans 3 mL de MeOH, est ajoutee a 0°C, 4mL de NaOMe a 0,1 M 
dans MeOH et le milieu reactionnel est melange a temperature ambiante pendant 4 

15 heures. La reaction est ensuite neutralisee a pH = 7 avec une resine Dowex-50W. Le 
milieu reactionnel est ensuite filtre, evapore a sec sous pression reduite et purifie par 
colonne chromatographie sur gel de silice avec CH2Cl2-MeOH ; 9:1 comme eluant 
pour donner le derive de I'a-glucose avec un rendement quantitatif sous forme d'huile 
in col ore. 

20 RMN-1H (D20, 300 MHz) : 5 (ppm) : 5,12 (d, 1H, J = 3,9 Hz), 4,08 (m, 2H), 
4,00 (m, 1H), 3,92 (m, 2H), 3,82 (m, 1H), 3,76 (m, 1H), 3,62 (m, 1H), 2,55 (m, 3H), 
2,03 (m, 2H). RMN-13C (D20, 75 MHz) : 5 (ppm) : 100,0, 87,0, 75,1, 73,6, 73,3, 71,6, 
71,4, 68,2, 62,4, 29,3, 16,5. HRMS calcule pour CnHi806 [M+Na]+ : 269,1 ; trouve 
m/z : 269,0 

Exemple 18 - preparation du polymere PsAcF2 (1.2 : 0.4) 
Le polymere PsAcFI (1,2 ; 0,4) (24,8 mg) et du 4-pentyn-1-ol (200 |_iL d'une 

solution a 92,5 mg/mL dans I'eau, 0,22 mmole, 2,2 eq.) sont agites dans 150 |_iL 
d'eau deionisee a temperature ambiante. De I'ascorbate de sodium (50 |_iL d'une 

30 solution fraTchement preparee dans I'eau a 200 mg/mL, 0,05 mmole, 0,5 eq.), et du 
sulfate de cuivre (ll)-pentahydrate (50 |_iL d'une solution a 25 mg/mL dans I'eau, 
0,005 mmole, 0,05 eq.) sont ensuite additionnes au milieu reactionnel qui est 
melange a temperature ambiante pendant 20 heures. La purification par dialyse dans 
une solution de NaCI a 2 M pendant 3 jours, puis dans de I'eau deionisee pendant 3 

35 jours suivie de la lyophilisation conduit a I'obtention du polymere PsAcF2 (1,2 ; 0,4) 
sous forme de poudre blanche amorphe. Le degre de substitution en triazole est de 
0,4 (c'est-a-dire qu'essentiellement la totalite des groupements reactifs F ont ete 
convertis). 

On synthetise de la maniere indiquee ci-dessous le produit de formule (IX): 

10 

(IX) 

25 
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RMN-1H (D20, 300 MHz) : 5 (ppm) : 7,65 (s, Is, Htriazoie), 5,03 (s, Is, Hano), 4,85 

(s, Is, Hano), 4,30-3,30 (m, Is), 3,13 (s, Is, CH2), 2,61 (s, Is, CH2), 2,01 (s, Is, CH2), 
1,75 (s, Is, CH2). 

5 Exemple 19 - preparation du polymere PsAcF3 (1.2 ; 0,34) 
De I'ascorbate de sodium (50 |_il_ d'une solution fraTchement preparee dans 

I'eau a 200 mg/mL, 0,05 mmole, 0,5 eq.), puis du sulfate de cuivre (ll)-pentahydrate 
(50 |JL d'une solution a 25 mg/mL dans I'eau, 0,005 mmole, 0,05 eq.) sont 
successivement ajoutes a un melange de PsAcFI (1,2 ; 0,34) (24,8 mg) et de pent-

10 4-ynyl-a-D-glucopyranoside (49,3 mg, 0,2 mmole, 2,0 eq.) dans 900 |_iL d'eau 
deionisee a temperature ambiante. Apres 20 heures, le milieu reactionnel est purifie 
par dialyse dans une solution de NaCI a 2 M pendant 3 jours, puis dans de I'eau 
deionisee pendant 2 jours. Le polymere PsAcF3 (1,2; 0,34) est obtenu apres 
lyophilisation sous forme d'une poudre blanche amorphe. Le degre de substitution en 

15 triazole est de 0,26, c'est-a-dire que seulement une partie des groupements reactifs 
F ont ete convertis. 

RMN-1H (D20, 300 MHz) : 5 (ppm) : 7,74 (s, Is, Htriazoie), 5,06 (s, Is, Hano), 4,88 
(s, Is, Hano), 4,78 (s, Is, Hano), 4,34-3,16 (m, Is), 2,71 (s, Is, CH2), 2,05 (s, Is, CH2), 
1,89 (s, Is, CH2). 

20 

Exemple 20 - preparation du polymere PsAcArF3 (1.2 : 0.42 : 0.38) 
De I'ascorbate de sodium (50 |_iL d'une solution fraTchement preparee dans 

I'eau a 200 mg/mL, 0,05 mmole, 0,5 eq.), puis du sulfate de cuivre (ll)-pentahydrate 
(50 |JL d'une solution a 25 mg/mL dans I'eau, 0,005 mmole, 0,05 eq.) sont 

25 successivement ajoutes a un melange de PsAcArF2 (1,2 ; 0,42, ; 0,38) (28,7 mg) et 
de 4-pentyn-1-ol (200 |_iL d'une solution a 92,5 mg/mL dans I'eau, 0,22 mmole, 2,2 
eq.) dans 700 |_iL d'eau deionisee a temperature ambiante. Apres 20 heures, le 
milieu reactionnel est purifie par dialyse dans une solution de NaCI a 2 M pendant 3 
jours, puis dans de I'eau deionisee pendant 2 jours. Le polymere PsAcArF3 (1,2 ; 

30 0,42 ; 0,38) est obtenu apres lyophilisation sous forme d'une poudre blanche 
amorphe. Le degre de substitution en triazole est de 0,28 (taux de conversion de 74 
% des groupements reactifs F). 

1H RMN (300 MHz, D20) 5 (ppm): 7,62 (s, Is, Htriazoie), 7,21 (s, Is, Har), 5,04 
(s, Is, Hano), 4,89 (s, Is, Hano), 4,29-3,50 (m, Is), 3,13 (s, Is, CH2), 2,58 (s, Is, CH2), 

35 1,96 (s, Is, CH2), 1,73 (s, Is, CH2). 
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Exemple 21 - preparation du polymere PsAcArF4 (1,2 ; 0,42 ; 0,38) 

A une solution de PsAcArF2 (1,2 ; 0,42 ; 0,38) (28,7 mg) et de pent-4-ynyl-a-
D-glucopyranoside (43,8 mg, 0,178 mmole, 1,8 eq.) dans 500 |_il_ d'eau deionisee et 
400 |JL de PBS a 0,1 M est ajoutee de I'ascorbate de sodium (100|_il_ a 200 mg/mL 

5 dans le PBS, 0,05 mmole, 1 eq.). Du sulfate de cuivre (II) pentahydrate (100 |_iL de 
25 mg/mL dans le PBS, 0,005 mmole, 0,1 eq.) est ajoute et le milieu reactionnel est 
agite a temperature ambiante pendant 20 h. Le dextran est repris dans une solution 
aqueuse d'EDTA-2Na a 0,5 M (2 mL) avant d'etre purifie par dialyse dans une 
solution de NaCI a 2 M pendant 3 jours, puis dans de I'eau deionisee pendant 2 

10 jours. La lyophilisation permet I'obtention du PsAcArF4 (1,2 ; 0,42 ; 0,38) sous forme 
d'une poudre amorphe blanche. Le degre de substitution en triazole est de 0,34 (taux 
de conversion de 89 % des groupements reactifs F). 

1H RMN (300 MHz, D20) 5 (ppm) : 7,63 (s, Is, Htriazoie), 7,21 (s, Is, Har), 5,00 (s, 
Is, Hano), 4,90 (s, Is, Hano), 4,85 (s, Is, Hano), 4,23-3,22 (m, Is), 3,09 (s, Is, CH2), 2,64 

15 (s, Is, CH2), 1,22 (s, Is, CH2), 1,19 (s, Is, CH2). 

Exemple 22 - fonctionnalisation de plagues de polystyrene et mesure de Tangle de 
goutte 

Une plaque de polystyrene (plaque Goodfellow, 10 cm x 10 cm) 
20 prealablement lavee a I'eau et a I'ethanol, est trempee de moitie dans une solution 

de polymere dans le tampon PBS a une concentration de 10 pg/mL ou dans le PBS 
seul (temoin) pendant une nuit a temperature ambiante (une plaque par type de 
polymere). Les polymeres testes sont ceux decrits ci-dessus et plus particulierement 
le PsAcI (1,2), le PsAcAri (1,2 ; 0,42), le PsAcArF2 (1,2 ; 0,42 ; 0,38) et le 

25 PsAcArF4 (1,2 ; 0,42 ; 0,27) (la valeur de 0,27 representant ici uniquement le degre 
de substitution en triazole). 

La surface de polystyrene en contact avec la solution est ensuite trempee 
deux fois 5 minutes dans un bain d'eau. Elle est sechee sous azote pendant 10 min. 

Ces surfaces sont ensuite utilisees pour les mesures d'angle de goutte. La 
30 zone du substrat n'ayant pas ete en contact avec la solution est utilisee comme 

temoin. 
10 gouttes d'eau de 1 |_iL sont deposees au milieu de la surface traitee et non 

traitee (temoin). Les resultats (mediane de Tangle et intervalle interquartile) sont 
represents sur la figure 3. 

35 On constate que le traitement de la surface polystyrene par les 
polysaccharides PsAcAri, PsAcArF2 et PsAcArF4 conduit a une diminution 
significative de Tangle de goutte de I'eau comparativement au polystyrene non traite. 
Ces polymeres permettent done une fonctionnalisation du polystyrene. 
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Exemple 23 - fonctionnalisation de plaques a 96 puits en polystyrene par des liqands 
Dans cet exemple, le fond des puits en polystyrene est entierement recouvert 

d'une couche de PsAc, PsAcAr ou PsAcArF puis incube avec des ligands (lectines). 
5 Une proteine est ensuite incubee avec la surface fonctionnalisee par les ligands. 

Enfin, un systeme de detection par fluorescence permet d'identifier les puits ayant 
capture la proteine cible. 

Les plaques 96 puits utilisees sont de type MaxiSorp Immunoplate du 
manufacturier Nunc. 

10 1)100 |JL d'une solution de polymere dans du PBS (pH=7,4) (entre 50 pg/mL 
et 0,1 |jg/nnL) sont incubes dans les puits de la plaque pendant 16 h a temperature 
ambiante. 

2) Les puits sont ensuite laves avec 3^300 |_iL de PBS (pH=7,4) contenant 0,1 
% de Tween 20 pendant 3x5 minutes. 

15 3) Les puits sont ensuite incubes avec 300 |_iL d'une solution de PBS (pH=7,4) 
Tween 20 (0,1%) contenant de la BSA (3 %, 1 % ou 0,1 %) ou de la caseine (0,1%) 
pendant 1 heure a temperature ambiante. 

4) Les puits sont laves avec 3x300 |_iL de PBS (pH=7,4) Tween 20 (0,1 %) 
pendant 3x5 minutes. 

20 5) Les puits sont ensuite incubes avec 200 |_iL d'une solution de lectine 
biotinylee (par exemple 10 |jg/mL, 5 pg/mL ou 1 |jg/mL) dans du PBS (pH=7,4) 
Tween 20 (0,1%) contenant MnCb et CaCb a une concentration finale de 1 mM. 
L'incubation dure 1 heure a temperature ambiante sous agitation. 

Les lectines suivantes (disponibles commercialement) ont ete utilisees : 
25 concanavaline A (ConA), agglutinine de germe de ble (WGA) et lectine d'Erythrina 

Cristagalli. 
La ConA interagit avec des residus de alpha-D-glucose ou alpha-D-mannose 

terminaux. La WGA reconnait les N-acetyl-D-glucosamines. La ECL reconnait les 
residus d'alpha-D-galactose terminaux. 

30 6) Les puits sont laves avec 3x300 |_iL de PBS (pH=7,4) Tween 20 (0,1 %) 
pendant 3x5 minutes. 

7) Les puits sont ensuite incubes avec 200 |_iL d'une solution de streptavidine 
marquee a la tetramethylrhodamine (5 |jg/mL ou 1 M9/mL) dans du PBS (pH=7,4) 
Tween 20 (0,1%) pendant 2 heures a temperature ambiante. 

35 8) Les puits sont laves avec 3x300 |_iL de PBS (pH=7,4) Tween 20 (0,1 %) 
pendant 3x5 minutes. 

9) Les puits sont laves avec 3x300 |_iL d'eau deionisee pendant 3x5 minutes. 
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10) La plaque est sechee a la centrifugeuse pendant 10 min puis sechee a 

I'azote pendant 5 min. 
11) La fluorescence au fond des puits est mesuree a 532 nm a I'aide d'un 

scanner de fluorescence confocal. 
5 Les resultats sont representes dans les figures 4 et 5. 

La figure 4 est un histogramme representant I'intensite de fluorescence 
obtenue avec le polymere PsAcArF4 (1,2 ; 0,42, 0,34) (le taux de substitution de 
0,34 visant uniquement les groupements F triazoles) et les trois lectines 
susmentionnes. Les rapports indiques sur I'axe des abscisses sont les rapports 

10 lectine / streptavidine. 
On constate que le PsAcArF4 est reconnu selectivement par la ConA comme 

attendu, montrant la qualite de la fonctionnalisation de la plaque de polystyrene et la 
disponibilite du ligand vis-a-vis de la proteine cible. 

La figure 5 est un histogramme representant I'intensite de fluorescence 
15 obtenue avec le meme polymere PsAcArF4 (1,2 ; 0,42, 0,34) et la ConA. Les 

rapports indiques sur I'axe des abscisses sont les rapports lectine / streptavidine. Le 
dernier resultat (T) est un temoin sans le polysaccharide. 

Cette experience illustre la relation entre I'intensite du signal de fluorescence 
et la concentration de ConA utilisee dans les puits. La fluorescence associee aux 

20 puits n'ayant pas regu de ConA, de streptavidine ou de PsAcArF4 est tres faible. 

Exemple 24 - formation de microplots au fond des puits d'une plague a 96 puits par 
impression de polysaccharides, interaction avec les lectines 

Dans cette experience, differents polymeres sont imprimes dans le fond d'une 
25 plaque a 96 puits non traitee. 

Les biopuces ainsi realisees sont ensuite incubees avec des proteines 
(lectines). 

Les plaques a 96 puits utilisees sont de types MaxiSorp Immunoplate du 
manufacturier Nunc. 300 pL de solution de polymere (aux concentrations de 

30 10 |jg/nnL, 7,5 |jg/mL, 5 |jg/mL et 1 pg/mL dans du PBS) sont deposes sur la plaque 
au moyen d'un appareil Packard BioChipArrayer BCA-1 suivant la disposition 
suivante : 

PsAcArF4 (1,2 ; 0,42 ; 0,27) 
35 PsAcFI (1,2 ; 0,38) 

PsAcArF2 (1,2 ; 0,42 ; 0,38) 

0 0 0,000 PsAcI (1,2) 
OOO'OOO PsAcAri (1,2 ; 0,42) 
OOO'OOO PsAcArF3 (1,2 ; 0,42 ; 0,28) 
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Pour le polymere PsAcArF4, le taux de substitution de 0,27 correspond aux 

groupements triazoles uniquement. Pour le polymere PsAcArF3 le taux de 
substitution de 0,28 correspond aux groupements triazoles uniquement. 

1) Les puits sont ensuite incubes avec 100 |_iL d'une solution de PBS (pH=7,4) 
5 Tween 20 (0,1%) contenant de la BSA (3 %) pendant 15 minutes a temperature 

ambiante. 
2) Les puits sont ensuite laves avec 3^100 |_iL de PBS (pH=7,4) contenant 0,1 

% de Tween 20 pendant 3x5 minutes. 
3) Les puits sont ensuite incubes avec 100 |_iL d'une solution de lectine 

10 biotinylee (par exemple 20 |jg/mL, 10 pg/mL ou 5 |jg/mL) dans du PBS (pH=7,4) 
Tween 20 (0,1%) pendant 1 heure a temperature ambiante au sous agitation 
orbitalaire. Pour les lectines (ConA, ECL et WGA), des sels de MnCb et CaCb sont 
ajoutes pour une concentration finale de 1 mM. 

4) Les puits sont laves avec 3x100 |_iL de PBS (pH=7,4) Tween 20 (0,1 %) 
15 pendant 3x5 minutes. 

5) Les puits sont ensuite incubes avec 100 |_iL d'une solution de streptavidine 
tetramethylrhodamine (5 |jg/mL) dans du PBS (pH=7,4) Tween 20 (0,1%) pendant 2 
heures a temperature ambiante. 

6) Les puits sont laves avec 3x100 |_iL de PBS (pH=7,4) Tween 20 (0,1 %) 
20 pendant 3x5 minutes. 

7) Les puits sont laves avec 3x100 |_iL d'eau deionisee pendant 3x5 minutes. 
8) La plaque est sechee a la centrifugeuse pendant 10 min puis sechee a 

I'azote pendant 5 min. 
9) La detection est realisee au scanner a 532 nm. 

25 La figure 6 resume les resultats obtenus. On constate que la ConA se fixe 
selectivement sur le polymere PsAcArF4, aucune des deux autres lectines n'etant 
fixees. 

Exemple 25 - fonctionnalisation de plaques de polystyrene et mesure de Tangle de 
30 goutte, influence du taux de substitution aromatique 

Pour cette experience on utilise les polymeres PsAcI (1,27), PsAcAri (1,27 ; 
0,03), PsAcAri (1,27 ; 0,39) et PsAcAri (1,27 ; 0,54). 

5 plaques de polystyrene (plaques Goodfellow, 10 cm x 10 cm) prealablement 
lavees a I'eau et a I'ethanol, sont trempees de moitie dans les solutions de PsAcI ou 

35 PsAcAri solubilises dans un tampon PBS a une concentration de 10 pg/mL ou dans 
du PBS seul pendant une nuit a temperature ambiante. 
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La surface de polystyrene en contact avec la solution est alors trempee deux 

fois 5 minutes dans un bain d'eau. Elle est ensuite sechee sous azote pendant 10 
min. 

Ces surfaces sont ensuite utilisees pour les mesures d'angle de goutte. La 
5 zone du substrat n'ayant pas ete en contact avec la solution est utilisee comme 

temoin. 
10 gouttes d'eau de 1 |_iL sont deposees au milieu de la surface traitee et non 

traitee (temoin). 

10 sur la figure 7. La premiere barre est le resultat de mesure immediat, et la deuxieme 
barre apres 24 h de stockage sous vide partiel (dessiccateur). 

On constate que le PsAcAri (1,27 ; 0,54) permet une baisse significative de 
Tangle de contact, qui passe de 86°C pour le polystyrene non traite a 56°C pour le 
polystyrene traite. Les fonctions greffees a la surface du polystyrene a I'aide de 

15 PsAcAri (1,27 ; 0,54) rendent la surface plus hydrophile, ce qui se traduit par une 
diminution de Tangle de contact de I'eau sur ces surfaces, par rapport au polystyrene 
non traite. Le polymere PsAcAri (1,27 ; 0,54) permet ainsi la fonctionnalisation 
chimique du polystyrene. 

20 Exemple 26 - fonctionnalisation de plagues de 96 puits en polystyrene et ligation 
hvdrazone avec des peptides fluorescents 

Pour cette experience, on utilise les polymeres PsAcArFI (1,1 ; 0,75 ; 0,03) 
et PsAcAr 1 (1,1 ; 0,75). Le polymere PsAcArF 1 (1,1 ; 0,75; 0,03) permet de 
fonctionnaliser le fond des puits par une fonction hydrazide. Le polymere PsAcAri 

25 (1,1 ; 0,75), qui ne porte pas cette fonction, sert de temoin. La fonction hydrazide est 
connue pour reagir avec les molecules portant une fonction aldehyde. Le lien forme 
est une hydrazone. Le principe de la reaction est le suivant: 

Les resultats (mediane de Tangle et intervalle interquartile) sont representes 

30 

O V peptide 

O 

+ 
NH '2 

35 

Deux peptides sont utilises : le peptide 1 (SEQ ID NO : 1) de formule Rho-KR-
NH(CH2)3-NH-CHOCO (fonctionnalise par la tetramethylrhodamine et par une 



WO 2012/052874 PCT/IB2011/054472 

34 
fonction CHOCO) et le peptide 2 (SEQ ID NO: 2) de formule Rho-KR-NH2 

(fonctionnalise par la tetramethylrhodamine et par une fonction amide). La synthese 
de ces peptides est decrite dans Ollivier et al., Alpha-oxo semicarbazone peptide or 
oligodeoxynucleotide microarrays, Bioconjug. Chem. 14, 430-9 (2003). 

5 Protocole: 
Les puits d'une microplaque a 96 puits en polystyrene (Maxisorp, Nunc) sont 

traites avec 100 |_iL d'une solution de PsAcArFI (1,1 ; 0,75 ; 0,03) ou de PsAcAri 
(1,1 ; 0,75) a une concentration de 5 |jg/mL dans le PBS. Le traitement est realise a 
temperature ambiante sous agitation pendant une nuit. 

10 La plaque est ensuite lavee au PBS / Tween 20 0,05% a I'aide d'un laveur de 
plaques (300 pL/puits, 6 lavages). 

Deux series de solutions de peptides 1 et 2 sont preparees a des 
concentrations de 10"6, 5x10"7, 2,5x10"7, 1,25x10"7 et 6,25x10"8 M dans un tampon 
acetate pH 5,5 / 0,1% de BSA. 60 |_iL de chaque solution est depose au fond des 

15 puits traites par PsAcArFI (1,1 ; 0,75 ; 0,03) ou PsAcAri (1,1 ; 0,75) (2 puits / 
condition). La reaction de ligation s'effectue sous agitation pendant 2h a temperature 
ambiante. 

La plaque est lavee au PBS / Tween 20 (0,05 %) (300 pL/puits, 6 lavages) 
puis a I'eau deionisee (300|_iL/puits, 3 lavages). Un sechage a la centrifugeuse est 

20 alors realise (2500 tours/min, 5min, 20°C). La lecture de la plaque s'effectue au 
scanner de fluorescence Tecan. 

Le resultat est represente sur la figure 8. Les barres grises correspondent au 
peptide 1 et les barres blanches au peptide 2. Cn correspond aux differentes 
concentrations de PsAcArFI (1,1 ; 0,75; 0,03) et C'n correspond aux differentes 

25 concentrations de PsAcAri (1,1 ; 0,75) avec 1 = 10"6 M ; 2 = 5x10"7 M ; 3 = 2,5x10"7 

M ; 4 = 1,25x10"7 M ; 5 = 6,25.10"8 M. 
L'intensite des signaux (en ordonnee) qui sont associes aux puits traites par 

PsAcArFI (1,1 ; 0,75 ; 0,03) puis incubes avec le peptide aldehyde 1 est elevee (Cn, 
peptide 1). Comparativement, I'intensite des signaux associes aux puits traites par le 

30 PsAcAri (1,1 ; 0,75) (puits temoin qui ne possedent pas la fonction hydrazide 
reactive vis-a-vis de la fonction aldehyde du peptide 1) est tres faible (C'n, peptide 1). 

Dans tous les cas, I'intensite des signaux associes aux puits incubes avec le 
peptide controle 2 ne possedant pas la fonction aldehyde est tres faible (Cn ou C'n, 
peptide 2). 

35 Cet exemple demontre la liaison chimioselective du peptide aldehyde 1 aux 
puits traites par PsAcArFI (1,1; 0,75; 0,03) et qui presentent des fonctions 
hydrazides accessibles. 
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Des experiences complementaires ont ete effectuees en faisant varier le pH 

de la reaction de ligation. Le pH prefere pour la reaction est de 5 comme attendu 
pour ce type de reaction chimique. 

5 Exemple 27 - fonctionnalisation de plaques de 96 puits en polystyrene, preparation 
de biopuces par impression de peptides et reaction in situ 

Dans cette experience, les puits sont fonctionnalises par un polymere 
polysaccharide. Des peptides sont imprimes pour former une biopuce, les peptides 
se liant a la surface par la formation d'un lien covalent hydrazone. 

10 La synthese des peptides utilises dans cette experience a ete decrite dans : 
Carion et al., Chemical Micropatterning of Polycarbonate for Site-Specific 

Peptide Immobilization and Biomolecular Interactions. Chembiochem 8, 315-322 
(2007). 

Les peptides utilises sont: 
15 - Ser-HA : H-SGYPYDVPDYAGYPYDVPDYAGYPYDVPDYAS-NH2 (SEQ ID 

NO : 3); 
- Ser-FLAG : H-SDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKGGS-NH2 (SEQ ID NO : 

4); 
- CHOCO-HA : CHOC O-GYPYDVPDYAGYPYDVPDYAGYPYDVPDYAS-

20 NH2 (SEQ ID NO : 5); 
- CHOCO-FLAG : CHOCO-DYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKGGS-NH2 

(SEQ ID NO : 6). 
Protocole : 
Impression des peptides Ser-HA, CHOCO-HA, Ser-FLAG et CHOCO-FLAG, a 

25 une concentration de 10"4 M dans du tampon PBS ou du tampon Acetate a pH 5,5, 
sur des plaques de type 96 puits fonctionnalisees avec le polymere PsAcArFI (10 
|jg/mL), le polymere PsAcAri (10 pg/mL), le tampon PBS ou non traitees. 

La saturation des puits est realisee avec 300 |_iL de PBS+1%BSA pendant 30 
min sous agitation. 

30 Les puits sont laves manuellement au PBS / 0,1 % Tween 20. 
On realise une incubation d'anticorps anti-HA et anti-FLAG a une 

concentration de 1 pg/mL dans du PBS / 0,1%BSA pendant 1h30 sous agitation (100 
|jL/puits). Les puits sont laves manuellement au PBS / 0,1% Tween 20. 

On realise une incubation d'anticorps anti-IgG murine marques a la 
35 tetramethylrhodamine a une concentration de 2 pg/mL dans PBS / 0,1%BSA pendant 

1h sous agitation (100 pL/puits). 
Les puits sont laves manuellement au PBS / 0,1% Tween 20, 3 fois a I'eau, 

seches par centrifugation (2500 tours/min, 5 min, 20°C). 
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Les plaques sont lues au scanner Tecan (focus offset: -1000 / MTP gain : 90 / 

resolution : 4|_im). 
Les resultats de I'incubation avec I'anticorps anti-HA sont representes a la 

figure 9 et les resultats de I'incubation avec I'anticorps anti-FLAG sont representes a 
5 la figure 10 (intensite de fluorescence en ordonnee). 

Exemple 28 - preparation de la bis({2-[triphenvlmethvl)sulfanvl1ethyl))amine 
1,50 g de bis(2-chloroethyl)amine (8,4 mmol) et 4,65 g de 

triphenylmethanethiol (2 equivalents, 16,80 mmoles) sont introduits dans un ballon et 
10 places sous atmosphere inerte. Sous agitation magnetique, 25 mL de 

dimethylformamide (DMF) anhydre sont ajoutes et le melange reactionnel est refroidi 
dans un bain de glace. 4 equivalents de 1,8-diazabicyclo[5,4,0]undec-7-ene (DBU) 
sont additionnes goutte a goutte au melange. Le melange est laisse sous agitation a 
temperature ambiante durant 3 heures et la reaction est suivie par chromatographie 

15 sur couche mince (CCM) (eluant: cyclohexane / acetate d'ethyle / triethylamine: 8/2 
/ 0,1). Passe ce delai, le solvant est evapore a I'evaporateur rotatif. Le solide blanc 
obtenu est alors dissous dans 50 mL de dichloromethane (DCM) et le produit est 
extrait trois fois avec une solution aqueuse de KH2PO4 a 5 %. Le produit est alors 
purifie par chromatographie sur colonne de gel de silice (eluant : cyclohexane / 

20 AcOEt / triethylamine (TEA): 8 / 2 / 0,1) pour obtenir 1,46 g de solide amorphe blanc 
(rendement de 28 %). 

L'analyse du produit est la suivante. 
Rf = 0,37 (silica gel, cyclohexane / AcOEt / TEA : 8 / 2 / 0,1). 
1H RMN (300 MHz, CDCI3) 5 7,41 -7,37 (m, 12H, Trt), 7,15 - 7,29 (m, 18H, Trt), 2,23 

25 - 2,36 (m, 8H, CH2), 1,26 (s, 1H, NH). 
13C (75 MHz, CDCI3) 154,1 ; 129,8 ; 128,1 ; 126,9 ; 47,9 ; 32,6 ; MALDI-TOF: 243,1 
[Trt+], 622,3 [M+H+]+, 644,3 [M++Na+], 

Exemple 29 - svnthese du Boc- BAIa-N(CH?CH?STrt)? 
30 On dissout de la Boc-(3 alanine (1,908 g, 10,1 mmol) dans 50 ml de 

dichloromethane, puis la solution est refroidie a 0°C et on ajoute du N,N-
dicyclohexyl-carbodiimide (5 mmol). L'agitation est maintenue pendant 30 minutes a 
temperature ambiante. Apres filtration, on ajoute de la bis({2-
(triphenylmethyl)sulfanyl]ethyl})amine (2,5 g, 4 mmol). Le melange reactionnel est 

35 laisse sous agitation pendant 2 heures a temperature ambiante. On evapore a sec le 
milieu reactionnel. Au residu obtenu, on additionne 100 mL d'une solution aqueuse 
de soude (1 N) et on extrait avec du dichloromethane (3 x 100 mL). La phase 
organique est sechee sur sulfate de magnesium anhydre, et evaporee. Le produit 
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brut est purifie par chromatographie sur gel de silice (cyclohexane / acetate d'ethyle / 
triethylamine, 80/20/0,1, v/v/v). On obtient le produit Boc-|3Ala-N(CH2CH2STrt)2 sous 
forme d'une poudre blanche (3,1 g, 3,9 mmol, 97%). 

Le schema de la reaction est le suivant: 

10 

A 
H 

O 

OH DCC, DCM 

15 

Point de fusion : 53°C. 
RMN-1H (300 MHz, CDCI3) : 5 ppm 1,43 (9 H, s, CH3); 1,94 (2 H, t, J = 4 Hz, CJ^S); 
2,14 (2 H, t, J = 4 Hz, CH2S) ; 2,31 (2 H, t, J = 4 Hz, CHACON) ; 2,73 (4 H, m, 

20 CONCH2); 3,23 (2 H, m, OCONCH2); 5,23 (H, m, CONH); 7,10-7,50 (30 HAr, m). 
RMN-13C (75 MHz, CDCI3) : 5 ppm 28,50 (CH3); 29,50 (CH2); 30,0 (CH2); 33,0 
(CH2); 36,0 (CH2); 45,0 (CH2); 47,0 (CH2); 126,7 (CH); 127,0 (CH); 128,0 (CH); 
129,5 (CH); 130,0 (CH); 143,0 (Cquat) ; 144,5 (Cquat) ; 145,0 (Cquat) ; 156,0 
(Cquat); 171,0 (Cquat). 

25 MALDI-TOF (matrice DHB) : Mcalc = 792,3 (C50H52N2O3S2) ; m/z = 815,4 [M + Na]+; 
m/z = 831,3 [M+K]+ . 

Exemple 30 - svnthese du Boc-BAIa-dithiazepane 
Le produit le produit Boc-(3Ala-dithiazepane (3 g, 3.,78 mmol) est dissous dans 

30 le dichloromethane (50 ml), et on ajoute de I'iode (2,87 g, 11,3 mmol). L'agitation est 
maintenue pendant 30 minutes a temperature ambiante. L'exces d'iode est neutralise 
par une solution aqueuse de thiosulphate de sodium (3 M, 100 ml). On extrait avec 
du dichloromethane (4^100 mL). La phase organique est sechee sur sulfate de 
magnesium anhydre, et evaporee. Le produit brut est purifie par chromatographie sur 

35 gel de silice (hexane / acetate d'ethyle / triethylamine, 40 / 60 / 0,1, v/v/v). Le produit 
Boc-(3Ala- dithiazepane est obtenu sous forme d'une patte blanche (1,1 g, 3,6 mmol, 
95%). 

Le schema de la reaction est le suivant: 
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^ A 

I2, DCM » H 

10 

RMN-1H (300 MHz, CDCI3) : 5 ppm 1,39 (9 H, s, CH3) ; 2,48 (2 H, t, J = 4 Hz, 
CH2CON); 2,87 (2 H, t, J = 4 Hz, CH^S); 3,04 (2 H, t, J = 4 Hz, CH^S); 3,39 (2 H, m, 
OCONCH2) ; 3,76 (2 H, t, J = 4 Hz, CONCH^); 3,86 (2 H, t, J = 4 Hz, CONCH^) ; 
5,25 (H,m, NH). 

15 RMN-13C (75 MHz, CDCIs) : 5 ppm 28,5 (CH3); 33,0 (CH2); 36,0 (CH2); 37,0 (CH2); 
39,5 (CH2); 50,0 (CH2); 53,0 (CH2); 143,0 (Cquat); 156,0 (Cquat); 172,0 (Cquat). 
MALDI-TOF (matrice DHB) : Mcalc = 306,1 (CI2H22N2OS2) ; m/z = 307,1 [M + H]+; 
m/z = 329,1 [M + Na]+; m/z = 345,1 [M+K]+ . 

20 Exemple 31 - svnthese du NH?-BAIa-dithiazepane 
Le produit Boc-(3Ala-dithiazepane (1 g, 3,26 mmol) est dissous dans le 

dichloromethane (5 ml), et on ajoute de I'acide trifluoroacetique (5 mL). L'agitation est 
maintenue pendant 30 minutes a temperature ambiante. On evapore a sec le milieu 
reactionnel. Au residu obtenu, on additionne une solution aqueuse de soude (1 N) et 

25 on extrait avec du dichloromethane (3 x 100 mL). La phase organique est sechee sur 
sulfate de magnesium anhydre, et evaporee. Le produit NH2-(3Ala-dithiazepane est 
obtenu sous forme d'une huile translucide (628 mg, 3,04 mmol, 94%). 

Le schema de la reaction est le suivant: 

30 

35 RMN-1H (300 MHz, CDCI3) : 5 ppm 2,44 (2 H, t, J = 4 Hz, CHACON) ; 2,60 (H, m, 
NJi) ; 2,90 (2 H, t, J = 4 Hz, NH2CH2); 3,0 (4 H, m, CH^S) ; 3,77 (2 H, t, J = 4 Hz, 
CONCHA ; 3,84 (2 H, t, J = 4 Hz, CONCH^). 
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RMN-13C (75 MHz, CDCIs) : 5 ppm 35,0 (CH2); 35,5 (CH2); 37,5 (CH2); 39,0 
(CH2); 50,0 (CH2); 52,0 (CH2); 172,0 (Cquat). 
MALDI-TOF (matrice DHB): Mcalc = 206,05 (C7HI4N2OS2) ; m/z = 207,0 [M + H]+; 
m/z = 229,0 [M + Na]+. 

5 

Exemple 32 - svnthese du polymere PsAcArF5 
On dissout dans un ballon 50 mg de polymere PsAcAri (1,1 ; 0,49) (0,20 

mmol) dans 1 mL d'eau deionisee, puis on ajuste le pH a 4,74 avec une solution de 
HCI a 1N. On ajoute du 1-cyclohexyl-3-(2-morpholino-ethyl)carbodiimide (CMC) (100 

10 mg, 0,22 mmol, 1,1 eq), puis on ajuste le pH a 4,74. On ajoute I'amine 
H2N(CH2)2CON(CH2CH2S-)2 (75 mg, 0,36 mmol, 1,8 eq). Le melange reactionnel est 
agite pendant 1 nuit a temperature ambiante. 

Le milieux reactionnel est ensuite dispose dans un boudin de dialyse (3500 
g/mol ; 1 mL/cm), puis plonge dans 2,5 L d'une solution de NaCI a 2M pour y rester 

15 pendant 5 jours puis dans 2,5 L d'eau pour y rester egalement pendant 5 jours. 
Le contenu du boudin est alors mis dans un pot afin d'etre lyophilise pour 

donner 47 mg de PsAcArF5. Le schema de la reaction est le suivant: 

Exemple 33 - fonctionnalisation chimiaue de plagues a 96 puits en polystyrene, 
ligation amide avec des peptides fluorescents 

Dans cet exemple, les polymeres PsAcAri et PsAcArF5 ont ete utilises. 
30 Le polymere PsAcArF5 permet de fonctionnaliser le fond des puits par une 

fonction CON(CH2CH2S-)2. Le polymere PsAcAri, qui ne porte pas cette fonction, 
sert de temoin. La fonction CON(CH2CH2S-)2 peut reagir avec les molecules portant 
une fonction beta-amino thiol, comme par exemple une cysteine presente en position 
N-terminale de peptides. Le lien forme est une liaison amide. 

35 La chimie d'immobilisation par le polymere PsAcArF5 est decrite dans le 
schema ci-dessous : 
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HS 
NH2 

X^^peptide 

O 
SH O 

peptide 

Dans le present exemple, deux peptides sont utilises : 
1) H-CILK(rhodamine)EPVHGV-NH2 (SEQ ID NO : 7); 
2) H-SILK(rhodamine)EPVHGV-NH2 (SEQ ID NO : 8). 
Ces deux peptides sont synthetises selon le protocole suivant: 
Le peptide H-ILK(Mtt)E(fBu)PVH(Trt)GV-NH2 (SEQ ID NO : 9) est assemble 

sur une resine Novasyn TGR® (Novabiochem, 0,25 mmol, 0,23 mmol/g) utilisant le 
Microwave Peptide Synthesizer (CEM) et la strategie Fmoc/ferf-butyle. La 
deprotection du groupe Mtt est realisee avec une solution a 1% TFA dans CH2CI2 (17 
x 15 ml). La resine est neutralisee avec une solution a 5% DIEA dans CH2CI2 (5x2 
min) puis lavee avec du CH2CI2 (3x2 min), puis du DMF (3x2 min). La resine est 
ensuite mise en reaction pendant 2 h avec la 5(6)-carboxytetramethylrhodamine 
(150,6 mg, 0,35 mmol), I'HOBT (47 mg, 0,35 mmol), I'HBTU (132,7 mg, 0,35 mmol) 
et la DIEA (217,8 |_il, 1,75 mmol, 5 eq) dans le DMF. La resine est ensuite lavee avec 
du DMF (4 x 2min). Le groupe terminal Fmoc est deprotege avec une solution de 
piperidine a 20 % dans le DMF (5 et 15 min). La resine est lavee avec du DMF (4x2 
min). La resine est divisee en deux portions et mise en reaction avec Fmoc-Cys(Trt)-
OH ou Fmoc-Ser(fBu)-OH respectivement. Le couplage est realise manuellement en 
utilisant 4 equivalents d'acide amine protege, 4 equivalents d'HBTU et d'HOBT et 12 
equivalents de DIEA. La resine est lavee avec du DMF (4x2 min). Le groupe 
terminal Fmoc est deprotege avec une solution de piperidine a 20 % dans le DMF (5 
et 15 min). La resine est ensuite lavee avec du DMF (4x2 min), du CH2CI2 (6x2 
min), de Tether ethylique puis sechee sous pression reduite. La deprotection et la 
coupure des peptides sont ensuite reaiisees avec une solution de TFA/H20/EDT/TIS 
: 94/2,5/2,5/1 en volume pour le peptide 1) et TFA/H20/TIS : 95/2,5/2,5 en volume 
pour le peptide 2) pendant 1h. Les peptides sont ensuite precipites dans une solution 
Et20/n-heptane : 1/1 en volume, solubilises dans I'eau et lyophilises. La purification 
est realisee par RP-HPLC et on obtient 41 mg (20 %) et 28 mg (14 %) pour les 
peptides 1) et 2) respectivement. 
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MALDI-TOF (matrice DHB) Peptide 1): Mcalc = 1505,7 (C74H104N16O16S) ; 

m/z = 1506,8 [M + H]+; m/z = 1528,8 [M + Na]+. 
MALDI-TOF (matrice DHB) Peptide 2) : Mcalc = 1488,7 (C75H105N15O17) ; m/z 

= 1489,7 [M + H]+; m/z = 1511,7 [M + Na]+. 
5 Les polymeres PsAcAri et PsAcArF5 sont incubes dans une plaque 96-puits 

en polystyrene a une concentration de 10 pg/mL dans du PBS pendant une nuit a 
temperature ambiante sous agitation (100 |_iL / puits). 

Les puits sont ensuite laves 6 fois avec une solution de PBS / 0,1% Tween 20. 
La plaque est sechee a la centrifugeuse. 

10 Les peptides 1) et 2) sont solubilises a une concentration de 10"4 M dans du 
tampon phosphate a 200 mM en presence de 200 mM d'acide 
mercaptophenylacetique (MPAA), de 80 mM de tris(carboxyethyl)phosphine, a pH 
7,6. Ces solutions sont incubees pendant 10 min sous agitation a 37°C (60 |_iL / 
puits) dans les puits fonctionnalises. 

15 Les puits sont ensuite laves 6 fois avec une solution de PBS / 0,1 % Tween 20 
et 3 fois a I'eau deionisee. La plaque est sechee a la centrifugeuse (2500 tours/min, 
5 min, 20°C). La plaque est analysee au scanner par fluorescence Tecan. 

Les resultats sont representes a la figure 11 (intensite de fluorescence en 
ordonnee). Cet exemple demontre que les puits de la plaque polystyrene 

20 fonctionnalisee a I'aide du polymere PsAcArF5 permettent la liaison du peptide 
cysteine 1) et non pas du peptide serine temoin 2). Le signal tres faible obtenu avec 
le polymere PsAcAri temoin pour les deux peptides montre I'importance d'avoir une 
fonction 2,5-dithiazepane sur la surface polystyrene pour une liaison du peptide 
cysteine 1). 

25 
Exemple 34 - preparation d'un biopuce a anticorps au fond de plagues a 96 puits en 
polystyrene 

Dans cet exemple, les puits sont fonctionnalises a I'aide d'un polysaccharide, 
puis les anticorps sont imprimes pour former une biopuce. Ces proteines se lient a la 

30 surface par la formation de liens non covalents. Les biopuces sont ensuite incubees 
avec des proteines cible. 

8 puits d'une microplaque 96 puits en polystyrene (Maxisorp, Nunc-lmmuno 
Plate) sont traites avec 100 |jL de PsAcArFI (1,15 ; 0,64 ; 0,26) a une concentration 
de 10 |jg/mL dans un tampon (conditions A). 8 puits sont traites avec le tampon seul 

35 (conditions B). Le traitement est realise a temperature ambiante sous agitation 
pendant une nuit. 
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La plaque est ensuite lavee au tampon a I'aide d'un laveur de plaques (200 

|jL/puits, 3 lavages, agitation) puis a I'eau deionisee a I'aide d'un laveur de plaques 
(200 |jL/puits, 3 lavages, agitation). 

L'anticorps anti-streptavidine (anticorps polyclonal de lapin anti-streptavidine, 
5 Antibodies-on line, reference ABIN107091) est ensuite imprime au fond des puits 

solubilise dans le tampon (3 spots par puits, 8 puits soit au total 24 spots). 
La saturation des puits est realisee avec 200 |_iL de tampon avec 2% de BSA 

pendant 2h. 
Les puits sont laves au laveur automatique (3 cycles, agitation) avec du 

10 tampon additionne de 0,05 % de Tween 20. 
On incube ensuite la streptavidine-HRP (Streptavidin-HRP, reference Thermo-

Pierce 21130) avec une dilution 1:10.000 dans du tampon additionne de Tween 20 a 
0,05% et BSA a 0,2% pendant 1 h (100 pL/puits). 

Une experience supplemental est realisee avec une proteine controle : goat 
15 anti-mouse IgG HRP conjugate, Southern Biotech, ref 103105, diluee 1:6000 dans la 

meme solution. 
Les puits sont laves au laveur automatique (3 cycles) avec du tampon 

contenant 0,05% de Tween 20. On incube ensuite avec une solution de TMB (3,3', 
5,5"-tetramethylbenzidine) insoluble pendant 12 minutes a temperature ambiante. 

20 Les puits sont laves avec 200 |_iL d'eau deionisee. 
Une image du fond de chaque puits est aquise a I'aide d'une camera CCD 

(resolution : 3 |_im) qui permet de generer des images en niveau de gris. Les spots 
sont ensuite quantifies a I'aide d'un logiciel standard de quantification de 
microarrays. 

25 Les resultats des intensites pour I'ensemble des spots apres incubation avec 
la streptavidine-HRP sont reportes dans la figure 12 (intensite en unites arbitraires 
en ordonnee ; A : puits traites avec PsAcArFI (1,15 ; 0,64 ; 0,26); B : puits temoins 
non traites). L'incubation avec la proteine temoin goat anti-mouse IgG HRP 
conjugate n'a donne aucun signal detectable. 

30 Cette figure montre que I'intensite mediane obtenue pour les spots d'anticorps 
anti-streptavidine au sein des puits A est significativement superieure a celle des 
puits B. 

Les resultats de la deviation standard des pixels pour chaque spot (ronds 
vides), avec la mediane et la deviation interquartile pour I'ensemble des spots sont 

35 reportes dans la figure 13. Cette deviation standard au sein des spots, qui 
caracterise la qualite du spotting, est tres nettement inferieure pour la condition A 
compare a la condition B. 
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Globalement, ces resultats montrent la superiorite du traitement A pour la 

preparation de biopuces. 
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REVENDICATIONS 

1. 
5 

10 

15 

2. 

20 

3. 

25 

4. 
30 

Dispositif de detection d'analytes, comprenant un substrat en matiere 
plastique au moins en partie directement recouvert par des polymeres 
de liaison fixes au substrat de maniere non-covalente, lesdits polymeres 
de liaison comportant un squelette polysaccharidique pourvu : 
- de groupements aromatiques de la forme -X-CONH-Z, ou X 

represente une chaTne alkyle lineaire ou ramifiee, substituee ou 
non, comprenant de 1 a 6 atomes de carbone, et Z represente une 
fonction aryle ; et 

- de groupements acides carboxyliques de la forme -X-COOH, ou X 
represente une chaTne alkyle lineaire ou ramifiee, substituee ou 
non, comprenant de 1 a 6 atomes de carbone. 

Dispositif selon la revendication 1, dans lequel le squelette 
polysaccharidique est un squelette de dextran, dont le poids 
moleculaire est de preference compris entre 15 000 et 100 000 Da, et 
de maniere plus particulierement preferee entre 30 000 et 60 000 Da. 

Dispositif selon la revendication 1 ou 2, dans lequel le squelette 
polysaccharidique est en outre pourvu de groupements reactifs F, 
lesdits groupements reactifs etant de preference de la forme -X-CONH-
Z', ou X represente une chaTne alkyle lineaire ou ramifiee, substituee ou 
non, comprenant de 1 a 6 atomes de carbone, X etant de maniere plus 
particulierement preferee CH2, et Z' represente un groupement apte a 
se lier a une autre molecule. 

Dispositif selon la revendication 3, dans lequel les groupements reactifs 
F sont choisis parmi : 
- les groupements de la forme -X-CONH-X'-N3; 
- les groupements de la forme -X-CONH-NH2; 
- les groupements de formule (V): 

(V) 
\ / H 



WO 2012/052874 PCT/IB2011/054472 

45 

les groupements de formule (V'): 

Pep 
O O (V) -X N—X' 

H SH 

10 

5. 

15 

6. 

20 

25 

30 7. 

8. 
35 

ou X et X' representent chacun une chaTne alkyle, substituee ou non, 
comportant de 1 a 6 atomes de carbone et Pep represente un fragment 
peptidique. 

Dispositif selon I'une des revendications 1 a 4, dans lequel : 
- X est CH2; et / OU 
- Z est -CH2-Ph ou -CH2-Ph-paraOH. 

Dispositif selon I'une des revendications 1 a 5, dans lequel les 
polymeres de liaison comportent: 
- de 0,4 a 0,8 groupements aromatiques, de preference de 0,4 a 0,6 

groupements aromatiques, de preference de 0,45 a 0,6 
groupements aromatiques par unite saccharidique du squelette 
polysaccharidique ; et / ou 

- de 0 a 0,8 groupements reactifs, de preference de 0 a 0,6 
groupements reactifs, par unite saccharidique du squelette 
polysaccharidique ; et / ou 

- de 0,5 a 1,5 groupements aromatiques, acides carboxyliques et 
reactifs au total, de preference de 0,9 a 1,3 groupements 
aromatiques, acides carboxyliques et reactifs au total, par unite 
saccharidique du squelette polysaccharidique. 

Dispositif selon I'une des revendications 1 a 6, dans lequel le substrat 
est un substrat de polystyrene, polycarbonate, polymethacrylate de 
methyle ou polypropylene, et de preference de polystyrene. 

Dispositif selon I'une des revendications 1 a 7, comportant des 
elements de capture immobilises sur les polymeres de liaison, 
I'immobilisation des elements de capture sur les polymeres de liaison 
etant de preference realisee par adsorption ou par liaison covalente aux 
groupements reactifs F. 
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Dispositif selon la revendication 8, dans lequel les elements de capture 
sont choisis parmi : 

les polypeptides eventuellement modifies et/ou conjugues ; 
les saccharides, les oligosaccharides et les lipopolysaccharides ; 

- les virus ou fragments de virus et les cellules. 

10. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 9, comportant une pluralite 
10 de zones de detection, les zones de detection comportant de 

preference des elements de capture differents. 

11. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 10, dans lequel le substrat 
est une lame opaque ou transparente, une plaque de microtitration, un 

15 ensemble de billes, une plaque de culture, une bandelette ou un 
batonnet. 

12. Utilisation d'un dispositif de detection d'analytes selon I'une des 
revendications 1 a 11, pour la detection et eventuellement la 

20 quantification de molecules chimiques, de molecules biologiques, de 
cellules ou d'organismes vivants. 

13. Procede de fabrication d'un dispositif de detection d'analytes selon 
I'une des revendications 1 a 11, comprenant: 

25 - la fourniture d'un substrat en matiere plastique ; 
- la mise en contact du substrat avec au moins une solution 

comprenant des polymeres de liaison. 

14. Procede selon la revendication13, comprenant en outre la mise en 
30 contact du substrat avec une ou plusieurs solutions comprenant des 

elements de capture. 

15. Procede de fabrication d'un dispositif de detection d'analytes selon 
I'une des revendications 1 a 11, comprenant: 

35 - la fourniture d'un substrat en matiere plastique ; 
- la mise en contact du substrat avec une ou plusieurs solutions 

comprenant des polymeres de liaison lies a des elements de 
capture. 
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Polymere de liaison susceptible d'etre utilise dans le dispositif selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 11 comportant un squelette 
polysaccharidique pourvu : 
de 0,4 a 0,8 groupements aromatique par unite saccharidique de la 
forme -X-CONH-Z, ou X represente une chaTne alkyle lineaire ou 
ramifiee, substituee ou non, comprenant de 1 a 6 atomes de carbone, 
et Z represente une fonction aryle ; 
des groupements acides carboxyliques de la forme -X-COOH, ou X 
represente une chaTne alkyle lineaire ou ramifiee, comprenant de 1 a 6 
atomes de carbone. 

Polymere de liaison selon la revendication precedente, dans lequel le 
squelette polysaccharidique est un squelette de dextran, dont le poids 
moleculaire est de preference compris entre 15 000 et 100 000 Da, et 
de maniere plus particulierement preferee entre 30 000 et 60 000 Da. 

Polymere de liaison selon la revendication 17 ou 18, dans lequel le 
squelette polysaccharidique est en outre pourvu de groupements 
reactifs F, lesdits groupements reactifs etant de preference de la forme 
-X-CONH-Z', ou X represente une chaTne alkyle lineaire ou ramifiee, 
substituee ou non, comprenant de 1 a 6 atomes de carbone, X etant de 
maniere plus particulierement preferee CH2, et Z' represente un 
groupement apte a se lier a une autre molecule. 

Polymere de liaison selon la revendication 18, dans lequel les 
groupements reactifs F sont choisis parmi : 
- les groupements de la forme -X-CONH-X'-N3; 
- les groupements de la forme -X-CONH-NH2; 
- les groupements de formule (V): 

(V) 
\ / H 

les groupements de formule (V'): 

Pep 
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(V) 

ou X et X' representent chacun une chaTne alkyle, substituee ou non, 
5 comportant de 1 a 6 atomes de carbone et Pep represente un fragment 

peptidique. 

20. Polymere de liaison selon I'une des revendications 16 a 19, dans 
lequel : 

10 - X et/ou X' est CH2; et/ou 
X et/ou X' est (CH2)2; et/ou 

- Z est -CH2-Ph ou -CH2-Ph-paraOH. 

21. Polymere de liaison selon I'une des revendications 16 a 20, comprenant 
15 

de 0,4 a 0,6 groupements aromatiques, de preference de 0,45 a 
0,6 groupements aromatiques par unite saccharidique du 
squelette polysaccharidique ; et / ou 
de 0 a 0,8 groupements reactifs, de preference de 0 a 0,6 

20 groupements reactifs, par unite saccharidique du squelette 
polysaccharidique ; et / ou 
de 0,5 a 1,5 groupements aromatiques, acides carboxyliques et 
reactifs au total, de preference de 0,9 a 1,3 groupements 
aromatiques, acides carboxyliques et reactifs au total, par unite 

25 saccharidique du squelette polysaccharidique. 

22. Procede de fabrication du polymere de liaison selon I'une des 
revendications 16 a 21, comprenant: 

30 - la fourniture d'un polysaccharide de dextran ; 
- le greffage de groupements acide carboxylique sur le 

polysaccharide ; 
- la modification d'une partie des groupements acide carboxylique 

greffes pour fournir des groupements aromatiques ; 
35 - eventuellement la modification d'une partie des groupements 

acides carboxyliques pour fournir des groupements reactifs. 


