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INTRODUCTION GENERALE




Ce travail s’est effectué au laboratoire Polymeiispolymeres, Surfaces
UMR 6270 de l'université de Rouen au sein de I'pguiSystémes Colloidaux
Complexes sous la responsabilité du ProfesseuebDli@i Cerf.

Le hyaluronane (HA), polysaccharide naturel de lamifie des
glycosaminoglycanes (GAG), est présent dans laiceagxtracellulaire (MEC) de
nombreux organismes vivants. Bien que considénéla# longtemps comme simple
élément inerte remplisseur d’espace en raison deapacité a retenir de grandes
quantités d’eau, de nombreuses études ont peu migezn évidence l'intervention du
HA dans de nombreux processus biologiques fondamentl est également apparu
que ses propriétés physicochimiques ainsi que aagidns biologiques dépendent
fortement de la longueur de sa chaine, les chaio@des ou longues pouvant avoir
des effets antagonistes. HA est aussi le subse#arzyimes désignées hyaluronidases
(HAase). L’'activité de la HAase joue trés probaldamun réle important dans les
fonctions du HA en contrblant I'équilibre entre KA de grande taille et les
oligosaccharides. Outre les fonctions du HA et @deHRase dans les conditions
normales, les teneurs anormalement élevées despeses dans certaines pathologies
telles que le cancer, rendent I'étude de I'hydrelgsl HA catalysée par la HAase
fondamentale. Au cours de ces derniéres annéesmpoetante étude de la cinétique
d’hydrolyse du HA catalysée par la HAase a été menelaboratoire concernant le
caractére atypique du comportement enzymatiqueodiple HA/HAase (Astériou,
2002), I'nydrolyse enzymatique du HA de différenteasses molaires (Tranchepain,
2004), les interactions HA-protéine de nature ésstatiqgue (Lenormand, 2007) et les

premieres modifications chimiques du HA (Levass2006).

De par son origine naturelle, son ensemble unique mpiopriétés
biophysicochimiques et son absence d'immunogénieitélA est une macromolécule
tres attractive sur le plan médical. Ce type d’maion peut nécessiter que le HA soit
chimiquement modifié pour lui apporter des progsésupplémentaires. Ainsi des
biomatériaux a base de HA ont commencé a étre a@vés$, en particulier, pour la
réparation tissulaire et la libération contrblée pencipes actifs. Pendant de

nombreuses années, notre équipe a acquis de lerpérdans le domaine de la
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modification chimique de polysaccharides commeukufane, le dextrane ou encore
la cellulose ainsi que I'étude physicochimique@l@d nouvelles propriétes.

Pour la plupart des biomatériaux a base de HAidedmpatibilité est avérée.
Cependant, la biodégradabilité via I'action de yalbronidase (HAase), enzyme qui

catalyse I'hydrolyse du HA, n’a été que peu étudiée

Sur la base des connaissances déja acquises par émtipe et d’autres
équipes a travers le monde, le but de ce travaihdee est d’étudier de maniére
approfondie la biodégradabilité catalysée par laastAde HA hydrophobisés par
greffage de chaines alkyle. L'influence de la lomagude la chaine alkyle ainsi que
celle du taux d’estérification sera étudiée sucdenportement des polysaccharides
obtenus, sur la cinétique de I'hydrolyse et suplesluits de I'hydrolyse.

Ce manuscrit propose dans une premiere partie, feooe d’'une synthese
bibliographique, un apergcu des connaissances &tuebncernant les principales
caractéristiques du hyaluronane, des différentesluhgnidases, le systeme
enzymatique hyaluronane/hyaluronidase et les pEtgwides polyméres associatifs.

Une seconde partie présente les matériels et |¢isodes d’études utilisées
pendant ce travail en détaillant précisément ledanmpératoires.

La troisieme partie expose I'ensemble des résuttbtsnus décomposé de la
facon suivante : la production de HA de masse mmleontrélée, la modification
chimique, l'analyse structurale des HA obtenuseeir Icomportement en solution
diluée, I'hydrolyse enzymatique des différents étilans de HA en s’attardant
notamment sur la cinétique et la structure des yit®dle I'hydrolyse. Enfin, les
conclusions de ce travail sont regroupées danslemeere partie, ou sont également

proposees les perspectives envisageables de tesalees.
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Les travaux présentés dans ce manuscrit ont céreisktétude de I'hydrolyse
enzymatique catalysée par la hyaluronidase (HAade) hyaluronane (HA)
chimiquement modifié. Une synthése bibliographigpeésente tout d’abord
brievement la famille de polysaccharides présenttsde corps humain a laquelle
appartient le hyaluronane : les glycosaminoglycarless’ensuit une description
deétaillée des caractéristiques et des propriétédydiluronane et de I'enzyme qui
catalyse son hydrolyse la hyaluronidase. Le corepmeht enzymatique atypique du
couple HA/HAase ainsi que quelgues rappels sur itgtique enzymatique de
Michaélis-Menten sont présentés par la suite. Uamidre partie résumant les
propriétés des polymeres associatifs ainsi querieipaux facteurs influencant la
formation des associations hydrophobes permettdisdater des nouvelles propriétés
du HA apportées par la modification chimique chaisi

|. Les glycosaminoglycanes

[.A. Définition et origine

Les glycosaminoglycanes (GAG) sont des hétéropotysaides situés
principalement dans la peau, le cartilage, lesaosprnée et sont constitués de chaines
de polymeres linéaires. La plupart sont synthétidéss I'appareil de Golgi des
cellules. Ces chaines sont composées de la répétie disaccharides contenant

toujours une hexosamine (Ponedel’ketal, 2007).
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Figure 1 : Formules chimiques des différents glycosaminoglycanes

Comme présentée par la figure 1, la famille des GAa@prend les GAG de
structure tels que le kératane sulfate, le derneatasfate, I'hnéparane sulfate, les
chondroitines sulfates 4 et 6 le HA et le GAG der&#on tel que I'héparane. Les
chondroitines sulfates, le kératane sulfate etyl@umonane ont des structures tres
similaires. Les cellules de plusieurs organes sfigént certains types de GAG. Les
chondroitines sulfates sont produites par des bibstes et ont été isolées pour la
premiere fois a partir de cornée bovine par Davideb Meyer (1954). Elles sont
largement distribuées dans les tissus et les fudks animaux. Le dermatane est
métabolisé a partir de chondroitine sulfate pamépisation qui convertit I'acide D-
glucuronique en acide L-iduronique. Le dermatarifatuest donc une forme dérivée
de la chondroitine sulfate et les deux types deexdmes disaccharidiques répétitives
peuvent se rencontrer sous forme de segments édtesur la méme chaine de
glycosaminoglycane. Il a été isolé pour la premfere par Meyer et Chaffee (1941) a
partir de peau de cochon. Les kératanes-sulfatesdas polysaccharides composés
de D-galactose et de N-acétyl-D-glucosamine (figlirelont la masse molaire varie

de 4.16 4 19.18 g.mol™. On le trouve en grande quantité dans la cornks etisques
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intervertébraux. L’héparane est un GAG hautemelffatey biosynthétisé par les
mastocytes, qui est notamment présent dans lelésieeins, le sang, les muscles et la
peau. Le HA, seul GAG non sulfaté est trés prédans la peau, I’humeur vitrée de
I'ceil et le liquide synovial. Il sera présenté damere plus développée par la suite.

|.B. Structure et propriétés biologiques

Des études structurales ont été réalisées sur S € montrent qu’ils
prennent des conformations hélicoidales avec deuwit disaccharides par pas
d’hélice selon les conditions expérimentales teji@s le pH ou la force ionique (Scott
et Tigwell, 1978 ; Atkingt al, 1980).

Les GAG ont de nombreuses proprietés mecaniquediabgiques
notamment lorsqu’ils se lient de fagon covalent& auotéines pour former des
protéoglycanes. Ces protéoglycanes participenbrgdhisation et a I'orientation des
fibrilles collagéniques (Scott al, 1995). Les fibrilles de collagene ainsi que les
protéoglycanes sont les constituants principaufadmatrice extracellulaire (MEC).
lIs forment un réseau au sein de la MEC (Sebtil, 1975 ; 1992). L’héparane est
également bien connue pour son activité anticoatglld.a glucosamine N-sulfatée
de I'héparine sert de site pour une liaison spguéfiavec I'antithrombine Ill, une
protéine du sang (Lindabkt al, 1994).

Il existe des enzymes capables de dégrader les G&n leur mode de
réaction, ces enzymes sont des polysaccharidesslyaspolysaccharides hydrolases.
Ce groupe d’enzymes inclut les héparines lyasBset, lll, les chondroitines sulfates
lyases ABC, AC et B et les hyaluronidases (Yamagatal, 1968). Ces enzymes
catalysent la rupture des liaisons glycosidiques@aG (Linhardtet al, 1992).

I.C. Modifications chimiques des glycosaminoglycanes

Des modifications chimiques possibles sont nomla®uwt peuvent apporter
de nouvelles propriétés physico-chimiques et biglogs et augmenter ainsi le
nombre d’'applications notamment dans le domainacakd

Afin d’obtenir des propriétés proches de celled’ldéparine, le groupement
N-acétyl des chondroitines sulfates et du dermagaliate peut étre remplacé par un
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groupement N-sulfate. La désacétylation est toabard effectué via I'action d’'une
hydrazine a 105°C. La réaction est suivie d’'undasation en utilisant un complexe
de triéthyl amine sulfatée en milieu alcalin (Nadkaet al, 1996). Des études
montrent que les chondroitines sulfates et les aenmes N-désacétylés peuvent se
lier avec la L-sélectine ce qui leur confere unevéaé anti-VIH et peuvent prévenir
une migration anormale des leucocytes dans lasstidg$araet al, 2003). Augmenter
le degré de sulfatation de I'héparane en la faisatdgragir sous forme de sel
d’ammonium quaternaire avec un exceés de pyriditfatée influence ses propriétés
anticoagulantes (Toidat al, 1999). En revanche, la désulfatation de I'hépaiastive
le facteur de croissance des fibroblastes ainsi lgqueghénomene de prolifération
cellulaire (Hareet al, 2003).

Des estérifications ont été réalisées sur les ifmmetcarboxyl et hydroxyl des
glycosaminoglycanes. Des biomatériaux, utiliséssdén domaine meédical, sont
préparés a partir d’esters de chondroitine sul&tel’héparane. Les esters sont
préparés par réaction avec l'acide cinnamiqueidd’d’irradiation UV (Takehis&t
al., 1998). Lorsque les fonctions hydroxyl sont acgl I'héparane est utilisé dans le
domaine cosmétique (Petitat al, 1990). Des études montrent (Baetual, 1993)
que I'héparane et le dermatane sulfate sous foresteds de butyrate et de caproate
ont une activité anti VIH.

Des modifications des groupements N-sulfate en pgoents amide sont
réalisées tout d’abord par réaction de N-désultateguivi par une acylation avec un
chlorure d’acide gras tel que I'acide oléique olmique. Les dérivés d’héparines
lipophiliques ont la capacité d’inhiber certainezymes (Moczaet al, 1991). Une
des méthodes la plus fréquemment employée pourehtion des dérivés amides de
GAG est leur mise en contact avec une amine pravexr présence de carbodiimide

agissant comme activateur de la réaction (Nakagitrad, 1995).
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Il. Le hyaluronane

[I.LA. Découverte et localisation du hyaluronane

[ILA.1. Origine et biosynthese du hyaluronane

Comme expliqué précédemment, le HA fait partie de famille des
glycosaminoglycanes. Meyer et Palmer purifient, rp@upremiére fois en 1934, le
hyaluronane a partir de 'humeur vitrée d’'ceil boyMeyer et Palmer, 1934) la
structure chimique exacte est déterminée en 19®is@man et Meyer, 1954 ; Jeanloz
et Flowers 1962 ).

Le HA est un des constituants majeurs de la MECtidsas de mammiféres.
Le processus de biosynthése du HA est effectugiveau de la membrane plasmique
par un groupe de protéines transmembranaires &6 hyaluronane synthases
(HAS). Trois hyaluronane synthases HAS1, HAS2, HABR8Lt identifiées et different
par leur fonction catalytique et par la masse meldes chaines de HA obtenues. La
masse molaire de HA synthétisé par HAS1 et HASZnegortante, d’environ 4.£0
g.mol* alors que HAS3 produit du HA d'environ 300 000 glin(Girish et al,
2007). Ces protéines synthétisent le HA a partirddex substrats : UDP acide
glucuronique (UDP-GIcA) et UDP N-acétyl glucosamifi¢DP-GIcNAc) selon la
réaction suivante :

n UDP-GIcA + n UDP-GIcNAc> [GIcA-B(1-3)- GIcNAc) + 2n UDP

Le schéma de la biosynthése du HA est réesumé figufe 2.

Hyaluronan

Plasma BEESEE

M+t

Figure 2 : Schéma de la biosynthese de hyaluronane

acide glucuronique:@ n-acétylglucosamine : W
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Le HA est donc formé par la répétition d’'un motikatcharide de base
constitué d'un acide D-glucuronique (GIcUA) lié €f1-3) a une N-acétyl-D-
glucosamine (GIcNAc). Ces motifs sont liés entre jgar des liaisong(1-4) (figure 3).
Une fois la synthése de la chaine de HA effectelée est extrudée a I'extérieur de la

cellule dans la MEC.

Acide B-D-glucuronique  N-acétyl-B-D-glucosamine
PHis
H o
CH:0H_0 FH H
HO H
I\\IH
H
H fo
CH
T —-Nn
GlcNAc GIcUA GIcNACc GlcUA

Figure 3 : Motif disaccharidique de répétition du HA (GIcNAc : N-acétyl-D-glucosamine ;
GIcUA : acide D-glucuronique)

Certains chercheurs émettent I'hnypothése que laluptmn de HA serait
apparue assez tard dans I'évolution (Lee et SE€0). Aucun gene codant pour une
protéine de HAS n’a été identifié chez les drosieghjAdamset al, 2000). Cependant
la production de HA est également détectée cheaimes bactéries telles que les
streptocoques ou certains virus. Les génes codantlps HAS pourraient avoir été
transmis horizontalement des pathologies versdesshinfectés (Yamada et Kawasaki,
2005).

Le HA f(t tout d’abord extrait de créte de coq @auadrdon ombilical mais les
quantités étaient faibles et la séparation du HAest protéines étaient trés couteuses.
Une avanceée significative a été réalisée en pradtuise HA par fermentation
bactérienne (Yamadet al, 2005). Cependant, la production de HA par ferateor
bactérienne engendre la formation d’exotoxineshgirdolysines rendant la purification
difficile et colteuse. Une étude montre que I'alQindorella est capable apres infection
par le virus PBCV-1 (souche Pbi et NC64A) de prosldians un temps limité du HA
(Graveset al, 1999). Des chercheurs utilisent ce principe poidggrer de facon stable
dans le génome de plantes vertes un acide nucléaglaamt pour HAS et ainsi permettre
la production de HA (Frohberg et Koch, 2006).
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II.LA.2. Biodégradation du HA

Chez les mammiféres, le HA est principalement ljoaldé par voie
enzymatique. Les enzymes participant a la biodégad du HA sont les
hyaluronidases, IB-glucuronidase et IB-N-acétyl-glucosaminidase. Ces enzymes sont
complémentaires puisque les HAases dégradent leélforte masse molaire et les
deux autres enzymes dégradent le HA dans le lysosonenlevant le sucre réducteur
terminal. La dégradation finale produit les sudreacétyl-glucosamine et l'acide D-
glucuronique (figure 4).

ENZYME
Hyaluronane  Hyaluronidase

l

*
& 334 B3l B-Glucuronidase
\v

*
. p4 Q B3. B-N-Acetylhexosaminidase

m

653. B-Glucuronidase
o
[]

Figure 4 : Schéma de la biodégradation par voie enzymatique du hyaluronane

II.A.3. Dégradation du HA par voies chimique et thermique

Une dégradation est également possible par des cote$ oxydantes
réactives. Ce mécanisme de dégradation est notammpliqué dans les processus
inflammatoires (Noble, 2002) (figure 5). Cette dtation produit des radicaux libres
en attaquant les fonctions hydroxyl. Soltgsal. (Solteset al, 2007) étudient ce
phénomene de dégradation en utilisant le peroxijfugtbgene ainsi qu'un métal de

transition qui catalyse la réaction.
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CARTILAGE

Figure 5 : Implication de la dégradation par des molécules oxydantes dans le phénomene
d’'inflammation

In vitro, en faisant varier des parameétres extetekssque la température et le
pH, il est également possible de dégrader le HAitaet Okamoto (1995) (Stest
al., 2007) ont étudié I'hydrolyse acide et basiqueHduet en ont déduit par analyse
RMN *3C les mécanismes. Tout d’abord, une dégradationohgitjue se produit de
maniere aléatoire le long de la chaine de HA ett@éne loi cinétique du premier
ordre. L’hydrolyse acide effectuée a pH proche deoficerne le sucre acide D-
glucuronique qui a une nature nucléophile alorslgugradation basique effectuée a
pH proche de 13 concerne sur le sucre N-acétylbglmine qui a une nature
électrophile. La coupure des liaisons glycosidiqees fait en une étape pour
I'hydrolyse acide alors que sous conditions aleaites coupures de liaisons se font
en deux étapes. Rehakoet al. (Rehakovaet al, 1994) étudient le traitement de
différents échantillons de HA dans une gamme deéeature allant de 60 a 90°C et
montrent une dégradation modérée du HA ainsi qu'@ugmentation de la

polymolécularité.
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[1.B. Méthodes de détermination de la masse molaire du HA

Pour caractériser les produits issus de la biod@égean, plusieurs techniques

existent et permettent de déterminer les masseaine®ldu HA, la masse molaire
moyenne en nombreMn), la masse molaire moyenne en maskhvj, la masse
molaire viscosimétriqueW/).

Une des méthodes les plus couramment employéesigtemminer lesMin et

Mwde polymeéres neutres ou de polyélectrolytes eshtamatographie d’exclusion
stériqgue (SEC), permettant une séparation de Ifédloen selon son volume
hydrodynamique, couplée a un détecteur réfractaqueétr(RI) ainsi qu'un détecteur
de diffusion de lumiére multi angles (MALLS) pouwitér un étalonnage préalable du
systéme (Adam et Gosh, 2001). Cette méthode patengéterminer la distribution de
taille de HA synthétisé par les HAS (Kumatial, 2006). Tranchepaiat al. (2006)
combinent le couplage SEC/MALLS avec la spectrométe masse pour déterminer
la masse molaire d’'une large gamme de fragmentdAlallant de 800 a 300 000
g.mol’. La spectrométrie de masse peut donc s'appliqleedétermination de masse
molaire de fragments courts de polysaccharidesl'évaluation de leur pureté. Pour
cela, deux technigues peuvent étre utilisées :NESI{ElectroSpray lonization-Mass
Spectrometry) (Priceet al, 1997) et MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization-Time Of Flight-Mass Spectrame(Shiller et al, 1999). Les
études précédentes menées au laboratoire montrdresq possible de déterminer la

Mn du HA en combinant également la SEC avec une rdétleolorimétrique. La
méthode colorimétrique, méthode simple a utilisst,basée sur le calcul du rapport
de la concentration massique en HA sur la condiémbramolaire d’extrémités
réductrices.

Lorsque la viscosité en solution du HA est élevigees différente de celle du

solvant, il est possible de déterminer Mv par une méthode viscosimétrique
(Anadereet al, 1979).

L’électrophorése capillaire, méthode fréquemmenplegee pour I'analyse
des GAGs comme la chondroitine sulfate et le demmatsulfate, présente des
applications en terme de détermination de massairaghais également en terme de

24



détermination de concentration de HA dans des pmépas pharmaceutiques
(Jackson, 1990).

[I.C. Propriétés physico-chimiques du HA

II.C.1. Principales caractéristiques physico-chimiques

La présence d’'un acide uronique dans l'unité détrépn du HA lui confere
des propriétés de polyélectrolyte et le rend penfisént soluble en milieu aqueux
neutre. Le pKa des acides glucuroniques est ddréade 2,9 (Berriaudt al, 1998).
Les charges portées par le HA conduisent a desagtiens a courte et longue
distance pouvant étre écrantées par la présentectittytes. Le HA est donc tres
sensible a la présence de sel en solution et au pH.

Rinaudoet al. (Rinaudoet al, 1993)ont évalué par couplage SEC/MALLS, la
longueur de persistanadu HA, en I'absence de répulsions électrostatiqaes)viron
7 nm. Cette valeur traduit un caractére semi-rigidda chaine macromoléculaire et

correspond aux valeurs prédites par modélisatiokécntaire (Haxaireet al, 2000).

[I.C.2. Propriétés rhéologiques

Le succes récent du HA tient a ses propriétés @lastiques. Depuis plus de
30 ans, de nombreux travaux ont porté sur I'étudeamportement rhéologique du
HA (Fouissacet al, 1992 ; Roureet al, 1996)ainsi que sur les différents parametres
tels que la concentration en polymere, la masseaimeplla température, la force
ionique, la nature des contre-ions et le pH quivpat influencer ce comportement
(Gibbsetal., 1968 ; Kobayastlet al, 1994).

[1.D. Conformation du HA

Il apparait que le HA présente en solution aqueunse structure secondaire
stabilisée par des liaisons hydrogene intramolé@esla Ces liaisons hydrogene
paralleles & l'axe de la chaine impliqguent les pemoents hydroxyl, N-acétyl et
carboxyl et lient les sucres adjacents (Sczttal, 1984). Le HA adopte une
configuration en hélice avec un certain degré gieité. En solution, aucune transition

conformationnelle hélice-pelote, avec du HA d’amgi bactérienne, n'a pu étre
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observée a ce jour. La transition conformationnptiar des solutions de HA issu de
créte de coq mise en évidence par changement dioipaatatoire spécifique et par
dichroisme circulaire (Hirano et Kondo, 1973 ; Hwaet Kondo-lkeda, 1974)eut
étre liée a la présence de protéines, toujoureptés dans le HA d’origine animale.
L’analyse de cette structure secondaire a mis elegee que I'hélice formée par le HA
fait apparaitre des « patch hydrophobes » (Sce®/)1 Cette structure pourrait étre la
base d’'une conformation tertiaire en solution. dé#f@rences de taille de chaines vont
induire des différences de structure. Le HA de emssolaires élevées reste cependant
une molécule trés hydrophile et peut étre consgdémmme une pelote hautement
hydratée. L'eau retenue au sein de la macromolgmdeure au HA un important
volume hydrodynamique. Lorsque les chaines de H#A sourtes (en dessous de 10
000 g.mot), elles se comportent comme des segments rigilemet al, 2006).

La RMN 'H et™*C a été utilisée pour tenter de définir la confdioradu HA
en solution aqueuse. L'utilisation de 'eau comrol/ant ne permet pas d’observer
facilement les groupes NH et OH directement impgjdans des liaisons hydrogene.
De ce fait, de nombreuses études ont été réalizdesle diméthylsulfoxide (DMSO)
deutérié. Les travaux de Cowmatal. (1984) ont suggéré que dans une solution de
HA l'addition d’eau dans le DMSO modifie les liars hydrogene. La liaison
hydrogene qui lie directement les groupes NH et E&CfRrait remplacée par une
molécule d’eau créant un pont entre le NH et le C@@Qure 6b) (Heatley et Scott,
1988). En 1984, Scott al. (1984)ont dénombré quatre liaisons hydrogene par unité

tétrasaccharidique
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Figure 6 : Structure secondaire du HA dans (a) du DMSO et (b) du DMSO contenant de
'eau (Heatley et Scott, 1988)

26



Les travaux de Scottt al. (1984) ont été corroborés par des analyses de
spectroscopie infrarouge qui ont permis de locallss ponts hydrogene intra et
interchaines ainsi que l'insertion des moléculesad’(Haxaire, 2000 ; Haxaiet al,
2003 ; Marechalet al., 2003). La spectrométrie infrarouge a mis égalénam
évidence le mécanisme d’hydratation et les changememnformationnels induits au
sein de la chaine par I'hydratation.

Almond et al. (1997 ; 1998 ; 2000; 2006) ont étudié la confdroma
d’'oligosaccharides en solution par simulation deasyique moléculaire ainsi que par
analyses RMN. Ills observent que les liaisons hyglnegintramoléculaires se
réarrangent rapidement et s’échangent avec lesconletéd’eau. Le modéle le plus
répandu du HA en solution est celui d’une hélicachastabilisée par un réseau de
liasisons hydrogene intramoléculaires dynamigueseenésidus adjacents : cette
structure, lui conférant le caractere semi-rigielt, présente dans les simulations de

dynamique moléculaire de Almormdal.

II.E. Fonctions biologiques et applications
II.E.1. Fonctions biologiques du HA natif

Sous sa forme native, c'est-a-dire ayant une massaire de plusieurs
millions de grammes par mole, le HA est présent@mcentration élevée dans les
tissus conjonctifs mous tels que la peau, le comiobilical, le liquide synovial et
I'humeur vitrée de I'eeil. Des quantités importardest également observées dans les
poumons, les reins les tissus des muscles.

Grace a sa structure, le HA contribue tout d’akotthydratation de la MEC.

Il assure un réle organisationnel au sein de la MBGe liant de fagcon spécifique ou
non & des cellules ou a d’autres composeés. Il neopat exemple I'organisation de
fibrines, de fibronectines et du réseau de collagém interagissant spécifiquement
avec plusieurs protéoglycanes comme l'aggrecarie eersicane (Nehls et Hayen,
2000). Le HA est également impliqué dans des phénem biologiques plus
complexes comme la migration et la prolifératioiutaire (Chajaraet al, 2003). Le
HA intervient dans ces processus par l'intermédiaifun groupe de protéines
appelées les hyaladhérines (Delpethal, 1993). Bien qu'actuellement le rble exact
du HA ne soit pas clairement identifié, il est comjue le HA est également impliqué
dans le phénomeéne de cicatrisation. Chen et Abalar{$999) suggerent que le HA
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intervient a chaque étape de la cicatrisationctiva la premiéere étape d’inflammation
et initie la réponse de cicatrisation. De plugjdsu de granulation formé par la suite,
est toujours trés riche en HA ce qui facilite lagration et la prolifération cellulaire
ainsi que l'organisation de la MEC.

Des augmentations de concentration en HA ont étérélées au
développement de certaines pathologies. Ce phérmmsnétudié dans le cas, par
exemple, de [larthrite rhumatoide et permet aus@®valuer le succés de
transplantation de foie ou de rein (Laurent et &rag992). Il est donc possible
d’utiliser le HA comme marqueur pour diagnostiqueertaines pathologies.
Lokeshwaret al. (2000) applique ce principe et montrent que laceatration en HA

est un indicateur dans le cancer de la prostate.

II.E.2. Fonctions biologiques des fragments de HA

La masse molaire du HA a son importance sur lestifmms biologiques du
HA. Elle peut déclencher des fonctions antagonistesnme par exemple
'angiogénese. Le HA de forte masse molaire inhideformation de nouveaux
vaisseaux sanguins (Deetlal, 1998) alors que les fragments de 4 a 25 disaicdsar
vont favoriser ce phénomene (West et Fan, 2002)prbeessus d’angiogénese est
détourné par les tumeurs cancéreuses pour leurefteeniiapport de nutriment et de
se propager dans le corps. Elles utilisent ce psue en produisant des
hyaluronidases qui catalysent la biodégradatiorHéu(Stern, 2008). Si le HA de
forte masse molaire est garant de tissus saimsgkence de fragments de HA est un

signal de disfonctionnement.

[I.E.3. Applications du HA

Dans le domaine cosmétique, le HA intervient danfotmulation de cremes
ou de gels en raison de ses propriétés hydratg¢Beesd, 1985). Du fait de ses
propriétés viscoeélastiques et de ses fonctiono@iglies remarquables (interactions
avec certaines protéines), le HA est principaleméisé dans le domaine biomédical
(Asari et Miyauchi, 2000).

Les recherches actuelles suggerent de nouvelldgapgms dont le traitement des

escarres chez I'adulte, du cancer ou du développefoetal humain. Négativement
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chargé, il attire une grande quantité de cationgdat N&) osmotiquement actifs, qui
eux-mémes attirent une grande quantité de molécldea (Alberts, 2008). Le fort
taux d’hydratation des gels de HA, associé a kacpositive de ce polysaccharide sur
la différenciation et la prolifération cellulairen font des matériaux de choix pour la
réparation de nombreux tissus, dont notamment da [ging et al, 1991 ; Burdet
al., 1991).

Grace a sa biocompatibilité, le HA présente deslitggaparticulieres pour la
libération contrblée de principes actifs (Yemnal, 2004 ; Brown et Jones, 2005). Les
propriétés du HA ont été mises a profit en ophtédigie (Goa et Benfield, 1994). En
effet, le HA est utilisé sous forme de gel, en taptagent protecteur, lors
d’'interventions en microchirurgie de l'oeil (Lisega 1990). Les principales
formulations de HA commercialisées pour ce typeppligations sont le Healen
(Advanced Medical Optics, Etats-Unis), I'Opegai®anten Pharmaceuticals, Japon)
et 'OpeganHb (Santen Pharmaceuticals, Japon).

Le HA est, de plus, utilisé dans le traitement gathologies ostéoarticulaires. Dans
ce cadre, des solutions visqueuses de HA sonségsi pour la viscosupplémentation
(Balazs et Delinger, 1993). En effet, I'arthrosesulée de la dégradation du liquide
synovial et en particulier du HA qui le compose. ligeiide synovial perd alors ses
propriétés rhéologiques. Chez une personne sa@lies«i apparaissent variables
selon les contraintes articulaires imposées auscoes mouvements lents et rapides.
La viscosité et I'élasticité sont complémentairedans les mouvements lents, le
liquide est plus visqueux qu’élastique et inverseians les mouvements rapides.
Le liquide synovial dégradé devient de moins ennsm@isqueux et perd son caractere
viscoélastique. Ce liquide une fois détérioré neejplus son réle de lubrifiant et
d’absorbeur de chocs articulaires et entraine aimsiinflammation et la dégradation
des différentes couches cartilagineuses. La vigmémentation consiste en
I'injection de HA dans une articulation arthrosigaén de restaurer les fonctions
lubrifiantes et protectrices en remplacant le HAédéré. Commercialement, on
trouve I'Arthrume (LCA, France), le Hyalgas(Fidia pharmaceuticals, Etats-Unis), le
Superarta (Seikagaku, Japon), Osteni{Chemedica AG, Allemagne), Sinowal
(Genévrier, Sophia Antipolis, France) et ViscosdalRB Chemedica International,

Suisse).
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[I.F. Modifications chimiques du HA

De nombreux travaux de recherche ont été consatrés modification
chimique du HA afin d’étendre les applications d@ #fans les domaines biomédical
et pharmaceutique. Le HA regroupe de nombreusqwiptés physico-chimiques et
biologiques. Contrairement aux protéines qui seatigent facilement, le HA peut
résister aux modifications chimiques sans perdee pepriétés biologiques. Pour
modifier chimiquement le HA, deux approches sontliées : la réticulation de HA et
les dérivés de HA par greffage.

[I.F.1. Réticulation du HA

Concernant la réticulation du HA, la plupart desthmées repose sur les
fonctions hydroxyl et carboxyl et selon deux sche&manéraux (Leach et Schmidt,
2004). Le premier consiste a faire réagir en unéesetape le HA et le réticulant. C’est
le cas des synthéses utilisant comme agent réitcutadiepoxy ou encore un divinyl
sulfone. Des études plus détaillées de la chimsediEpoxy montrent qu’a faible pH,
les composés diepoxy forment des liaisons ester lavi@nction carboxyl du HA alors
gu’a pH élevé des liaisons éther sont formées kgefonctions hydroxyl (Zhaet al,
2002). Les hydrogels préparés a partir de réticuannylsulfone tels que Hylan-B
(Biomatrix) peuvent avoir différentes propriétéscamiques selon les conditions de
réaction (Balazet al, 1991 ; Band, 1998). Comparé au HA natif, le gglal-B se
maintient plus longtempm vivo. Le second schéma est en deux étapes (figuré 7). |
s’agit de la synthese d’'un dérivé de HA qui estué par la suite. La photoréticulation
fonctionne selon ce schéma. Les dérivés méthaergdatHA vont se réticuler a la

longueur d’onde appropriée (Smedsl, 1999).
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II.F.2. Dérivés de HA par greffage

Concernant le greffage, de nombreuses étude®ndtiit a la synthése de trois
principaux types de dérivés (figure 8). Le HA étémtseul GAG non sulfaté, des
recherches ont rapidement été entreprises pouieéties propriétés qu’apportent
'ajout de groupements sulfate (Barbuati al, 1995 ; Suzukiet al, 2001). Cette
modification crée des dérivés de HA structurellenpeaches de I'héparine.

Une activation par un carbodiimide permet de r@&ddés fonctions carboxyl du
HA en fonction alcool primaire (Luit et Cui, 1996u encore d’obtenir des dérivés
hydrazide (Preswitch, 2001). Ce type de réactioires sensible au pH et peut former
selon les conditions un produit intermédiaire addunon réactif a partir de la fonction
carboxyl ce qui diminue le rendement.

Les dérivés estérifiés sont des produits plus egiet plus hydrophobes que le
HA non modifié (Campocciet al, 1998). Cette modification est généralement
effectuée via une étape d’alkylation au moyen dgéhures d’alkyle. Les taux
d’estérification de ces dérivés varient de 0 a 10Biia Advanced Polymers ont créé
une gamme d’esters de HA incluant des esters étffidgire 8) (Hyaff 7®) et benzylés
(Hyaff 11®) de HA. Ces esters peuvent prendre dewds de fibres, de membranes,
d'éponges ou de microsphéres. Des brevets ont sxpliquant des réactions
d’estérification a partir de HA sous forme de delmmonium pour le rendre plus
réactif. Della Valleet al. (1990) préparent par cette méthode une sérieetdede HA
avec des chaines alkyle qui varient de la chaieglel@ la chaine dodécyle avec de
faibles taux d'estérification. Zhang et James (20@&lisent le triméthylcétyl
ammonium comme groupe protecteur de la fonctioboat pour réaliser une réaction

d’estérification entre différents chlorure d’acieldes fonctions hydroxyl du HA.
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Figure 8 : Principales voies de modification chimique du HA par greffage : estérification,
amidation et sulfatation
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II.F.3. Applications des dérivés de HA

Une variété de biomatériaux a base de HA modifi¢eamployé avec succes
dans le domaine de la viscosupplémentation (Peyt983; Pozoet al, 1997 ;
Dausseet al, 2003). Les dérivés hydrazide de HA sont utilisalgour de la libération
contrblée de principes actifs (Preswitch, 2001).skHatant le HA pour obtenir des
structures chimiguement proches de I'héparinecdescheurs ont également obtenu les
propriétés anticoagulantes de I'héparine (Suetki, 2001).

Des recherches ont mis en évidence que les hydrdgeHA sont d’excellents
biomatériaux pour libérer des principes actifs ea dellules pour réparer les tissus du
cartilage. Des hydrogels de HA peuvent étre impknpour prévenir les risques
d’adhésions postopératoires qui empéchent unerisai@n correcte (Matsudet al,
1992). Davicet al. (2004 ; 2008) ont montré que les hydrogels de b des modéles
tridimensionnels adaptés pour I'étude des mécasismievasion des cellules

cancéreuses.

II.F.4. Applications et étude réalisées sur des esters de HA

Comparé a des biomatériaux utilisés classiquenasatdque les céramiques
poreuses de phosphate de calcium dans le domasrsulistituts de tissus osseux, les
matériaux Hyaff permettent la production de quéstiplus importantes de cellules
osseuses et de cartilage (Solchagaal, 1999). Lorsque des kératocytes et des
fibroblastes sont cultivés in vitro avec des Hyaftla crée des biomatériaux
semblables a la peau formant deux couches distirctdmage de I'épiderme et du
derme (Brunet al, 1998). Dans le paragraphe II.A.3. portant suddgradation du
HA, nous avons noté que le HA peut étre dégradédpar molécules oxydantes
pendant le processus d’'inflammation. Or, Mosatlgl. (2002) utilisent les propriétés
anti-oxydantes des esters de HA pour intervenis daphénomene d’inflammation.

Les esters de HA sont fréequemment utilisés comme bmnplant
postopératoires de différents domaines chirurgicea ils permettent d’'une part
d’obtenir des matériaux fibreux et d’autre pardsaée de vien vivo est plus longue
que celle du HA non modifie. Récemment, les esterslA Hyaff 11 100% benzylé

ont également trouvé une application lors de larostururgie des cordes vocales
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(Finck and Lefebvre, 2005 ; Finai al, 2009). Des études ont été réalisées sur le
cochon (Rousseaet al, 2004) et le lapin (Thibeaudt al, 2004) et montrent que la
guantité de HA estérifié diminue lorsque les cordesales sont blessées jusqu’a 15
jours apres le traumatisme. L’hypothese est quamigr du HA bio résorbable peut
favoriser le processus de cicatrisation. La miseplace du bio implant Hyaff est
présentée sur la figure 9.

Figure 9 : Fibres de HA estérifiés (Hyaff 11) dans la plaie microchirurgicale de cordes
vocales (Finck, 2008)

Les Hyaff sont employés dans le domaine de la gfigurhinosinusale et
comme pansement chirurgical et tampon nasal pomniteli les problemes
d’hémorragie (Miller etal., 2003) grace a la texture fibreuse et a la capacit

absorbante de ces matériaux.

lll. Les hyaluronidases

[lI.A. Origine et localisation des hyaluronidases

La régulation de la taille et de la concentratioes cchaines de HA est
principalement assurée par des enzymes : les byabases (HAases). La premiére
activité enzymatique de la hyaluronidase a ététiitlsam a partir d’extrait de testicules
de mammiferes.
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lII.A.1. Classification des hyaluronidases

Cette famille regroupe des enzymes capables digsmtéa rupture des liaisons
glycosidiques du HA, leur mécanisme dépendant de t@igine. La premiére

classification a été établie par Meyer en 1971 @1e$971) et est représentée sur la

figure 10.
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Figure 10 : Classification des HAases selon Meyer en 1971 (Botzki, 2004)

Le premier groupe correspond aux hyaluronates daglyhydrolases, les
hyaluronidases des mammiféres (EC 3.2.1.35). Cepgrdégrade les chaines de HA
en catalysant I'hydrolyse des liaisons glycosidgfe(1-4) donnant une extrémité
réductrice N-acétyl-D-glucosamine et fournissanimoee produit principal des
tétrasaccharides. Ces glycosidases ont une act&itda fois hydrolase et
transglycosidase. Ces enzymes dégradent non seuléenelA mais également les
chondroitines sulfates ainsi que le dermatanetsulf@s enzymes les plus connues de

ce groupe sont les HAases testiculaires, lysosangdlde venin d’abeille.

34



Le second groupe correspond aux hyaluronates Zugbjog/drolases (EC
3.2.1.36) que I'on trouve dans les glandes sabgaile sangsue et d’ankylostome. Ces
enzymes ont une activité hydrolytique comme le geowprécédent et catalyse
I'hydrolyse des liaisons glycosidiqugs (1-3) fournissant comme produit final un
mélange d’hexa et de tétrasaccharides.

Le dernier groupe rassemble les hyaluronates lyé8€s 4.2.2.1). Elles
catalysent la3 élimination des liaisons glycosidiquds (1-4) produisant des
oligosaccharides de HA ayant une insaturation &wgide D-glucuronique. Les
hyaluronates lyases ont été isolées a partir deooriganismes tels que des souches
bactériennes d€lostridium Micrococcus Streptococcuset StreptomycegSuzuki,
2002).

Les HAases peuvent donc étre également séparésugrgrandes familles :

les HAases procaryotes et les HAases eucaryotes.

[lI.LA.2. Les hyaluronidases eucaryotes

I11.A.2.a. Les HAases humaines

Concernant le génome humain, six genes ont étdifiésnpour coder les
hyaluronidases rassemblés en deux groupes. Traiesgeont regroupés sur le
chromosome 3p21.3 codant pour les HAases HYALL, HYAt HYALS3 et les trois
autres genes HYAL4, HYALPlet PH20/SPAM1 sont regemisur le chromosome
7931.3. Le gene HYALP1 ne produit apparemment aeiquiotéine (Csokat al,
2001).

HYALL1 est la premiere HAase humaine isolée a pddiplasma humain. Elle
est prédominante dans le plasma et I'urine. Elleagve & une concentration élevée
dans le foie, les reins, la rate et le cceur. Etdazalisée dans les lysosomes (Faist
al., 1997). La présence de HYALZ2 est également obsetta@s les principaux tissus.
La protéine HYAL2 est une protéine membranaire #ida membrane plasmique par
une glycosylphosphatidylinositol (GPI). HYAL1 et KAY2 sont responsables du
catabolisme du HA intracellulaire et extracellldafCsokaet al, 2001 ; Stern et
Jedrzejas, 2006). L’activité enzymatique pour HYARIHYAL?2 est optimale pour
un pH proche de 4. Cependant une faible activit@léectée pour la HYAL2 a pH
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physiologique. Ces deux protéines ont un réle cémphtaire sur le catabolisme du
HA. HYALZ2 catalyse la rupture des liaisons glycaogices de HA de forte masse
molaire pour obtenir des fragments de HA d’envig®h000 g.mot & la surface des
cellules. Les fragments de HA sont par la suitermlisés et dégradés par la HYAL1
pour obtenir des tétrasaccharides (Csatkal, 2001 ; Stern, 2004).

La présence de protéine HYAL3 est détectée damsdelle osseuse et les
testicules de mammiféres. Cependant aucune actindgmatique n'a été détectée en
utilisant les dosages classiques d’activité de AARgataet al, 2004). La protéine
HYAL4 serait une protéine membranaire présente dassmuscles et dans le
placenta. Une activité chondroitinase est déteti@ée aucune activité envers le HA
(Csokaet al, 2001 ; Rigderet al, 2004).

La protéine PH-20 peut étre a la fois sous form@rmééine membranaire et
sous forme de protéine soluble (Chat al, 2001). Sous forme de protéine
membranaire, elle est notamment présente a laceurfes spermatozoides de
mammiféres. Des activités enzymatiques sont obssraédes pH neutres comme a
des pH acides. Certains auteurs suggérent l'inticales deux domaines différents
de la protéine PH-20 (Yudiet al, 2001).

I11.A.2.b. La HAase testiculaire bovine

L’activité de la hyaluronidase testiculaire boves connue depuis longtemps
(Chain et Duthie, 1939) et des préparations de ldAavine et ovine sont employées
dans des applications thérapeutigues comme fadeutiffusion (Menzel et Farr,
1998). Meyeret al. (1997) observent des similitudes entre la HAasticidaire
bovine et la protéine humaine PH-20. La HAase dektire bovine est une endo-
glycanohyrolase (EC 3.2.1.35) et catalyse I'hydselges liaisons glycosidiqupél-

4) du HA. Elle dégrade également les chondroitéhe®t 6-sulfates ainsi que les
dermatanes sulfates. Takagakial. (1994) identifient par spectrométrie de masse le
tétrasaccharide comme le plus petit produit dedfblyse catalysée par la HAase

testiculaire bovine.
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I1I.A.2.c. La HAase de venin d’abeille

La HAase de venin d’abeille est un des principamxgosants actifs du venin
d’abeille. Elle facilite la pénétration du veninndale corps en dégradant le HA
présent dans la peau. Cette HAase est une hyatarghglycanohydrolase (EC
3.2.1.35). Elle contient 30% de similitude de sémee avec les HAases de
mammiféres et conserve les sites actifs (Gmadktat, 1993 ; Markovic-Houslegt
al., 2000), ce qui laisse supposer que les HAases alanmferes agissent par un
mécanisme catalytique similaire. Le profil pH de swtivité enzymatique montre un
maximum a 4,5 et également une activité plus faibleH neutre (Allaloufet al,
1975). Elle fat la premiére HAase analysée au nivesoléculaire par études
cristallographiques (Markovic-Housley al, 2000). Elle contient a I'état mature 349
acides aminés dont quatre résidus cystéine, imantedans la formation de ponts
disulfure, et quatre sites potentiels de N-glycasgh (Kemenyet al, 1984).

I11.B. Structure tridimensionnelle et mécanisme d’action des

HAases

A partir de la structure cristalline de la HAase \amin d’abeille et de la
HAase de guépe (Skost al, 2006), il est possible d’extrapoler les inforroas
obtenues sur les HAases de mammiféres. En plug diamologie de séquences, des
études de reconnaissance de repliements ont r@edésimilitudes structurales
permettant I'élaboration d’'un modéle tridimensidn@edrzejas et Stern, 2005).

Récemment, il s’est averé possible d’obtenir laicstre cristalline de la
HYAL1 (Chaoet al, 2007). Cette étude apporte de nouvelles infoonatconcernant
la structure et les fonctions des HAases. La siradridimensionnelle est représentée

sur la figure 11.
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Figure 11 : Structure tridimensionnelle de la HYAL1 (Chao et al., 2007)

La structure cristalline de la HYAL1 révele qu’eist composée d’un point de
vue moléculaire de deux domaines : un domaine ytefaé N-terminal et un plus
petit domaine C-terminal.

Les glycosidases agissent en général via un mécard&attaque nucléophile
qui résulte en une rétention ou une inversion dadigaration du carbone anomérique.
Ce mécanisme impligue un résidu glutamate commaealonde proton et la fonction
carbonyl de la N-acétyl-glucosamine du HA commedémghile. Le substrat participe
au mécanisme de sa propre catalyse. La premigoe étmsiste en la rupture de la
liaison glycosidiqueB(1-4) et au transfert d'un proton du résidu gluteemaers
'oxygene lié au carbone C4 du fragment de HA EbdPar la suite, une molécule
d’eau remplace le fragment de HA libéré. La lodien des sites actifs suggere que
le glutamate et la tyrosine polarise la molécuksad’ pour une attaque nucléophile sur
le C1 pour terminer I'hydrolyse (Chaa al, 2007). Cependant I'activité catalytique
des différentes HAases varient notamment en teerEHlet de masse molaire de HA
hydrolysé. Ceci peut étre expliqué par le fait gadains résidus a la périphérie des
centres actifs sont différents (Jedrzejas et SR05 ; Chaet al, 2007).
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[1I.C. Fonctions biologiques et applications thérapeutiques

En catalysant I'hydrolyse du HA, la HAase permeittd'abord d’augmenter
la perméabilité au niveau des tissus, de diminaewviscosité et d’améliorer la
diffusion de fluides injectés. La HAase peut étiiksée de maniére thérapeutique afin
d’améliorer la diffusion et donc l'efficacité d'uanesthésiant (Menzet al, 1998).

La HAase joue un role tres important dans la féatind. La HAase PH-20
est exprimée sous deux formes. La premiére esproiéine membranaire présente a
la surface de la téte acrosomale du spermatoziilgepermet de traverser la matrice
extracellulaire des cellules du cumulus riche en HA seconde forme, qui est une
protéine soluble, est exprimée dans les vésicule®samales. Elle catalyse
I'hydrolyse du HA dans la zone pellucide et permtspermatozoide d’accéder a la
membrane de I'ovocyte (Liet al, 1994).

Lors d’une étude sur des rats, Borelial. (1986) démontrent que la HAase
peut étre utilisée combinée avec de l'urokinaser pduminuer I'infarctus du
myocarde. La HAase est également utile dans desaidesm médicaux tels que
I'ophtalmologie, I'orthopédie et la chirurgie (Mezizt Farr, 1998).

Depuis plusieurs années, I'implication de la HAdaes le cancer est connue
mais les différents réles peuvent étre antagon{8t=n, 2005). Lors du cancer de la
prostate, il est constaté une augmentation de taecdration en HYALL1 dans la
vessie. HYALL est par conséquent utilisé comme oeugde cette maladie (Possaty
al., 2003 ; Lokeshwaet al, 2005 ; Aboughali@t al, 2006). En bloquant I'expression
de Hyall, une diminution de la proliféeration de lglels tumorales est observée
(Lokeshwaret al, 2005). Le virus JSRV (Jaagsiekte Sheep Retroviawrise un
cancer chez le mouton et est également pathogée lttomme (Wottonet al,
2005). HYALZ2 serait responsable du potentiel onoegée ce rétrovirus (Rai al,
2001). Cependant de récentes études montrent g@dHpeut assurer la fonction de
récepteur (Vigdoroviclet al, 2007). Le systeme HA/HAase est actif dans lestus
cancéreuses invasives de haut grade en produisarftayments de HA angiogénes

qui permettent aux tumeurs de se développer etigien{Stern, 2008).

39



La HAase peut aussi étre utilisée comme suppresketumeurs (Lokeshwar
et Selzer, 2009). Des études montrent que sond@®léavoriser ou de réduire la
croissance des tumeurs cancéreuses dépend de senttation dans les milieux
étudiés. Shuster et al. (2002) montrent une dironuile 50% du cancer du sein en

injectant de la HAase testiculaire bovine a uneceatration tres élevée.

[11.D. Mesure de son activité enzymatique

De nombreuses méthodes de dosage de l'activitéraatiue de la HAase ont

été mises au point au fil des années.

[11.D.1. Méthodes chimiques

Une des méthodes de dosages la plus employéemsirification des sucres
réducteurs. L’activité de la HAase est déterminéendniéere indirecte en quantifiant
le nombre de sucres réducteurs issus des coupesdsgsons glycosidiques (Meyer,
1947). Les extrémités réductrices N-acétylglucosanformées par la rupture des
liaisons glycosidiquef(1-4) peuvent étre quantifiées par la méthode Muigiaon
(1934). Il s'agit d'une méthode colorimétriqgue guiété optimisé par Reissef al.
(Reissiget al, 1955) et aussi modifiée afin d’estimer I'actividé la HAase dans le
plasma humain (Gacesat al, 1981 ; Muckenschnabekt al, 1998). Des
modifications plus récentes de cette méthode eneanbre amélioré I'utilisation
(Astériouet al, 2001 ; Takahaslet al, 2003).

En plus de ces méthodes plus classiques, il estipesle quantifier I'activité
de la HAase par des méthodes de chromatographigldigpu de perméation de gel
(Cramer et al, 1994 ; Vercruysseet al, 1994), par I'électrophorese capillaire
(Pattanaargson et Roboz, 1996) ou sur gel de pylgacide (lkegami-Kawai et
Takahashi, 2001) ainsi que des méthodes zymognagshiii€flander et Stegemann,
1968 ; Fiszer-Szafrz, 1984).
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[11.D.2. Méthodes physico-chimiques

Le HA en contact avec des protéines précipite &rtisa acide sous forme de
caillot. Le but est d’observer la modification at diminution du caillot lorsque ce
mélange est en contact avec la HAase (Robedsah, 1940). Une unité de HAase
correspond a la quantité d’enzyme nécessaire pounuer la masse du caillot de 0,4
mg de HA natif (Harris et Harris, 1950). Basé suméme principe de précipitation,
les mesures turbidimétriques sont ainsi possililestrouble mesurable en solution
diminue lorsque le HA est dépolymérisé. Le troubparait lorsque la masse molaire
du HA atteint 6 000 & 8 000 g.rfofRapportet al, 1950).

Il existe une technique de filage permettant deumsgda longueur maximale
de filament qui peut étre tracté a une vitesse édenAjouter de la HAase au milieu
diminue la capacité du HA a former des filamentar{tér, 1949). Cheet al. (2009)
montrent que I'ajout de HAase dans le fluide syabwiovin détruit la capacité a
former des filaments.

Des mesures viscosimétriques peuvent évaluer\igetie la HAase. L'unité
viscosimétrique de la HAase est définie comme lantjté de HAase capable de
réduire de moitié la viscosité du HA (Meyer et Raippl952).

[11.D.3. Méthodes biologiques

La HAase est utilisée de maniére thérapeutique petmnettre une meilleure
diffusion et absorption de produits injectés. Un&hode a donc été développée pour
évaluer la diffusion possible grace a la HAases'digit d’'injecter dans un méme
temps de la HAase et un colorant nécessaire paearadr I'étendu de la diffusion.
Cette méthode (Jacques, 1953) apporte des réstiémsproches des méthodes

viscosimeétriques et turbidimétriques (Humphreyaetgqlies, 1953).
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[II.E. Composés inhibant I'activité de la HAase

Les propriétés biologiques de la HAase sont varigesui conférent des
applications dans des phénomeénes biologiques iamisrtmais également dans
certaines pathologies. Il est donc utile lors deatees applications de la HAase
d’identifier des inhibiteurs potentiels. Les intédirs peuvent étre développés pour
avoir des applications comme contraceptifs, agantsmicrobien, anti-tumeur et
anti-venin (Mio et Stern, 2002).

Un des premiers inhibiteurs a tout d’abord été tifiéndans le sérum (Haas,
1946). Au cours des années suivantes, des étudedremio une augmentation
d’inhibiteurs dans le sérum en présence d’un catgigdoie (Snively et Glick, 1950),
et de maladies dermatologiques (Grais et Glick 8L9A partir de sérum de souris,
une glycoprotéine de forte masse molaire a étdefimant purifiée. Elle est capable
d’inhiber la HAase testiculaire bovine et la HAak® venin d’abeille et de serpent.
L’action de cette glycoprotéine dépend de la cotmaéon en protéase ainsi qu’en
magnésium et atteint un maximum d’inhibition emike6 et 8 (Mioet al, 2000).

Des composeés inhibant I'activité catalytique ddHase sont de différentes
natures chimiques : des glycoprotéines et compliséstifs issus de plantes (Girish
et Kemparaju, 2005 ; Machiad al, 2006), des GAG et polysaccharides (Salmen
al., 2005) et des composés organiques de synthésakiet al, 2005). Parmi les
polysaccharides et GAG, le plus connu et bien téraé est I'héparine qui est un
GAG sulfaté et chargé négativement. En modifiamh@juement la HAase, une étude
montre que I'héparine ne se lie pas au site deAlasid mais est en interaction avec les
groupements aminés a la surface de la HAase (Makdioet al, 2001). Certains
auteurs constatent que I'héparine est plus effisacéa HAase de venin d’abeille que
sur la HAase testiculaire bovine. L’héparane salfle dermatane sulfate ainsi que les
oligosaccharides de HA O-sulfatés peuvent égaleiméitié I'activité catalytique de
la HAase dans le sérum humain et la HAase de v@iiish et Kemparaju, 2005 ;
Toidaet al, 1999).
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L’acide ascorbique montre des propriétés inhiegienvers la HAase (Botzki
et al, 2004). Une structure cristalline d’'une HAase &asn présence dacide
ascorbigue montre qu’il se lie a la HAase au niveéatsite actif mais interagit aussi
avec sept autres résidus a la surface de la HAase.

Certains médicaments anti-inflammatoires tels ques Isalicylates,
'indométhacine et le dexamétasone peuvent exemeractivité inhibitrice envers la
HAase (Moi et Stern, 2002).

La HAase peut se trouver inactive lorsque son saf)de HA, est soumis a
des interactions de nature électrostatique. Leoshite, homopolysaccharide de
glucosamine chargé positivement peut interagir deddA chargé négativement et
empécher la HAase d’exercer son activité catalgtiffidenuziereet al, 2000). Selon
les conditions enzymatiques choisies, le HA peuwledgent étre inhibiteur de sa
réaction de dépolymérisation en interagissant deiéma électrostatique avec des
résidus de la HAase en dehors du site actif (Desehet al, 2008 ; Lenormanet
al., 2009 ; Vincenet al, 2009).

V. Le systéme enzymatique HA/HAase

IV.A. Rappel sur la cinétique enzymatique de Michaélis

Menten

IV.A.1. Principe de la réaction enzymatique

Considérons une réaction enzymatique au cours gleella une enzyme E,
catalyse la conversion d’'un substrat S, en un prd@luSelon le modéle décrit par
Michaélis et Menten (Michaélis et Menten, 1913}teeéaction enzymatique s’écrit

sous la forme :

k]_ k2
E+S ™= ES — ™ E+P
K1

ou ES est le complexe catalytique enzyme-substrét, &k, et k représentent les
constantes de vitesse des étapes élémentairesapé&’dimitante qui contréle

'ensemble de la réaction est souvent la deuxietapeé La mesure de la vitesse
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initiale satisfait la condition d’irréversibilit& elle est définie par la mesure dev at =
0. Pour une concentration d’enzyme donnée, nowsiloals la vitesse initiale pour

une concentration de substrat donnée en tracaoulde [P] = f(t) (figure 12)

[PT A

tangente a la courbe [P]=f(t)
au point (=0 : d[P]
dt
vitesse initiale

o
temps

Figure 12 : Evolution de la concentration en produit de réaction en fonction du temps de
réaction

La vitesse initiale de la réaction peut alors stécsous la forme :

Vi :Vm xi
Ko +[S]

avec :

Vm = k2 ><[EO]

Kn=(kytky)/ Tk

ou [S] représente la concentration en substratEglt Ih concentration totale en
enzyme.

L’allure de la courbe donnant I'évolution de léegse initiale en fonction de la
concentration en substrat, appelée substrat-dépeadabtenue selon I'équation est
représentée sur la figure 13.
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Vm

V2 2

Km [S]

Figure 13 : Evolution de la vitesse initiale en fonction de la concentration en substrat selon le
modele de Michaélis et Menten (1913)

La vitesse initiale augmente avec la concentragioisubstrat et tend vers une
valeur limite notée Vm qui est la vitesse maximalen est proportionnelle a la
concentration en enzyme. Cette vitesse est attiEirdque tous les sites catalytiques
sont occupés en méme temps. La constante de MighKéh, traduit la qualité des
interactions enzyme-substrat et sa valeur est égkleconcentration de substrat pour
lagquelle la vitesse initiale est égale a Vm/2 (fegi3). La valeur du Km varie avec les
enzymes, la nature du substrat, I'origine de I'eneyle pH, la température. Une
valeur de Km élevée signifie une faible associatoitre I'enzyme et son substrat

alors qu’un Km faible indique une forte association

IV.A.2. Méthodes de linéarisation

De nombreuses méthodes ont été publiées pour dramsf les données de
cinétigue enzymatique de facon a produire une iogldinéaire et faciliter ainsi
I'estimation des parametres de Michaélis et Mentenplus connue étant celle de

Lineweaver et Burk (1935) (figure 14).
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1/Vp
/ >
1/ Ky L/1S],
Figure 14 : Représentation de Lineweaver et Burk (1935)
Cette représentation modifie I'équation de la mangeiivante :
+
Vevx IS5 L1 Ke*Sl o y 1K 1) 1
Kn*+[S] Vi Vi x[Sl Vi Vo llSlh) Va

Il s’agit d’'une droite qui coupe I'axe des ordonm@e point 1/Vm et I'axe des
abscisses au point -1/Km.

Eadie (1942) et Hofstee (1959) publient respectergma représentation
suivante :

pente -Kpg

>
v/ 181

Figure 15 : Représentation de Eadie (1942) et Hofstee (1959)
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Cette représentation modifie I'équation de la mangtiivante :

V=V AT s V(K Sl xS, vi:—Km(Vi}vm
Ko +[S] [Sl,

m

Il s’agit d’une droite de pente —.Km qui coupe Bades ordonnées au point
vm.

Hanes et Woolf (1932) publient également une meghpdir linéariser les
courbes de substrat-dépendances (figure 16)

pente: 1/V

- K 5
M ISIU

Figure 16 : Représentation de Hanes-Woolf (1932)

Cette représentation modifie I'équation de la mangeiivante :

v IS v L[S
Vi_Vm Km+[S] Vl(Km+[S]0) Vm [S]O 2 Km+[S]O Vm V,

(Sl _ 1 e 1y Kan
> EVERRY, ([S]o)+v

1 m m

Il s’agit d’une droite de pente 1/Vm qui coupe Eattes abscisses au point —
Km.

a7



IV.B. Inhibition et évolution des paramétres de Michaélis et

Menten

Plusieurs substances peuvent moduler l'activitéymiatique de telle sorte
gu'elles influencent la fixation du substrat ae sittif ou son activité catalytique. Ces
substances qui réduisent l'activité enzymatique sppelées inhibiteurs. Il existe
plusieurs mécanismes enzymatiques d’inhibition dleai 1958 ; Dixon and Webb,
1979 ; Mikkelsen et Corton, 2004).

IV.B.1. Inhibition compétitive

Lorsque linhibition est compétitive, le substrat Bnhibiteur sont en
compétition lors de I'étape de fixation sur le sif. L'inhibiteur compétitif a une
structure semblable a celle du substrat et pefixeieau site actif, empéchant ainsi la
fixation du substrat. Cette inhibition donne le sr@sme suivant :

Ks ks

E+S —a=— ES —» E+P
_l_
I

-

El +8§ —» Pas de Réaction

Concernant les parametres de Michaélis Menten,nte attivité quand toute
'enzyme est sous forme de complexe ES reste imgghabe Km, en revanche est

augmenté avec la force de l'inhibiteur, par undiaat = (1 + [I]/Ki)

Kmapp = Kmx(l-'-mj = aKm
K

v = Ym<(Sl,
akm+[S],

L’analyse cinétique de l'inhibition compétitive damne représentation de

Lineweaver-Burk se présente de la maniere suiv@igiee 17) :
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1vg Croissante
(1]

@ = 1 (sans inhibition)

1/ Ve Pente = Ky / Vipa,
-7
P [1]
i a=14 =
N o / !
,
£ Fi _ -

11[S]
Figure 17 : Représentation de Lineweaver Burk en présence d’un inhibiteur compétitif

Lorsque la concentration en inhibiteur croit, t@utes droites coupent I'axe
des abscisses au point 1/Vm.

L'inhibition compétitive des enzymes est une sgeéouvent adoptée dans le
développement de médicaments et antibiotiques.

IV.B.2. Inhibition incompétitive

L'inhibiteur se fixe au complexe ES et non a l'eneyseule, pour former un

complexe ESI. Le modéle cinétique de 'enzyme &sgmce de I'inhibiteur est :
Kg k,

E+8S —= ES§ —» E+P
+

I

E

ESI — Pas de Reaction

Comme le montre le schéma réactionnel, ce typéithition influence d’'une
part la formation du complexe enzyme/substrat ragalement l'activité catalytique
de I'enzyme. Les paramétres Vm et Km sont diminués.

V K
Vinapp =, €t Kmapp = Tn:
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L’analyse cinétique de l'inhibition incompétitiveads une représentation de
Lineweaver-Burk se caractérise par des courbeshibition qui ont des pentes

identiques égale a Km/Vm (figurel8).

l.l'.l'g
Croissante

[

o'/ Vinay
-7
-‘.p‘. @' = 1 (sans inhibition)
'
”f ”’
s " -] Pente = Ky / Vi,
- - -~
7 #E g i1
f” .-"" /” u'=1+—?
- - -
- - -
."' -l" - 5
0 1/]5]
Figure 18 : Représentation de Lineweaver burk (1935) en présence d'un inhibiteur
incompétitif

IV.B.3. Inhibition non compétitive

Dans le cas de linhibition non compétitiveinhibiteur peut se fixer sur
'enzyme libre et/ou sur le complexe EEBinhibiteur ne se lie pas sur le site
catalytique mais ailleurs. Cette interaction avenzyme engendre une déformation
conformationnelle qui fait en sorte que, méme sidlestrat occupe le site catalytique,
I'enzyme est beaucoup moins efficace pour catalgseraction. Le modéle cinétique

de I'enzyme en présence de l'inhibiteur est :

Kg K,
E+S —a— ES —» E+P
+ 4
I I
EI ESI — Pas de Reéaction

50



Dans le cas le plus simple de ce type d'inhibition compétitive, L'inhibiteur
ne se fixe pas sur le site actif de I'enzyme ddimtelaction de l'inhibiteur avec
I'enzyme ne change pas son affinité pour le substomc son Km reste inchangé. La

vitesse maximale a laquelle I'enzyme peut opétaregendant réduite.

Vm

Vmapp:;
v <Vax IS
a K,+[S],

L’analyse cinétique de I'inhibition non compétitidans une représentation de
Lineweaver-burk est représentée sur la figure 19.

[IL,>[1],

L7 -
1/v
[1],>0
“1/K 1/[8]

Figure 19 : Représentation de Lineweaver-Burk en présence d’un inhibiteur non compétitif

Des courbes de type Lineweaver-Burk faite a deseamnations variables en
inhibiteur non compétitif donne des droites quiigeat I'axe des abscisses au méme
point, soit & Knqui est indépendant de l'inhibiteur mais croisexd des ordonnées a

des endroits différents car la présence de l'itduipiréduit le Vm.

IV.B.4. Inhibition mixte

Un cas un peu plus complexe est l'inhibition migte un inhibiteur réduit
I'affinité du substrat pour le site catalytique rétuit sa capacité de catalyser la

réaction quand le substrat occupe le site actifiméeanisme réactionnel est le méme
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que dans le cas de linhibition non compétitive.t@ee d’inhibition modifie a la fois

les parametres Km et Vm.

aK \/
Kmapp = .m et Vmapp = _rr:
a a
\Y S
\/i :?n":x - [ ]0
Ky +[Sho
a
vy
Croissante
[
YV
@/ Ve o = o' = 1lisans inhibition)
+
’ Pente = o Ky / Vi
Lo [
”’J” - =1 4+ .K;-..
- |
P 0
PR L N
,;F o K,
P
1] 1/]5]

Figure 20 : Représentation de Lineweaver burk en présence d’un inhibiteur mixte

Une courbe de type Lineweaver-Burk (figure 20) éexc a différentes
concentrations en inhibiteur mixte donne des dsoifei se croisent entre elles entre
I'abcisse (1/S) et l'ordonnée (1/V). Elles croiseapendant toutes l'‘abscisse et
l'ordonnée a des points différents puisque, aitakm et Vm, sont modifiés.

Pour identifier le type d'inhibition, nous pouvorgnc comparer les
paramétres Km apparent et Vm apparent obtenus arseély concentrations

d'inhibiteurs. Si 'un ou l'autre ou les deux paésres sont affectés, on pourra

conclure s’il s’agit d’un inhibiteur compétitif, compétitif, non compétitif ou mixte.

52



IV.C. Comportement atypique du systeme HA/HAase
IV.C.1. Premieres études enzymatiques du systeme HA/HAase

Lors des premieres études réalisées dans notrgpedcuuir la cinétique
d’hydrolyse enzymatique du HA catalysée par la HA&ssticulaire bovine, un
phénomeéne atypique est observé lié au changemdntaeionique (Astérioet al,
2006).

(a5}
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Figure 21 : Substrat-dépendance de HA catalysée par la HAase testiculaire bovine avec et
sans ajout de NaNO;.

[HAase] = 1g.L™ ; pH = 5 (Astériou et al., 2006)

La figure 21 présente les évolutions de deux sabd&pendances, 'une étant
réalisée avec ajout de sel pour fixer la forcedaridu milieu a 0,15 molitet 'autre
sans ajout de sel afin d’avoir une force ioniqueliss faible possible de I'ordre de 5
mmol.LY. Dans le premier cas (force ionique élevée), unpmtement classique de
type Michaélis-Menten est observé. Dans le casealuas faible valeur de force
ionique, des vitesses initiales nettement plusldailsont observées lorsque les deux
courbes sont comparées. De plus, aux faibles ctnatens de HA, la vitesse initiale
augmente puis au-dela d’'une certaine concentratioHA, la vitesse initiale chute et
se stabilise a une valeur tres proche de 0. Auggndoitement la concentration en

HA inhibe lactivité enzymatique de la HAase tesglare bovine. Ces premieres
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études montrent I'importance de la concentratiofi@net également en HAase pour
obtenir ce phénomene d’inhibition.

Différentes hypothéses ont alors été émises ponterted’expliquer ce
phénomene atypique observé uniquement lorsquerda fonique du milieu est trés
faible. Les phénoménes d’exclusion et d’inhibitpar exces de substrat ne permettent
pas de tenir compte des différences observéesiémrehangements de force ionique.
Tenir compte de la viscosité de la solution impaegadans le cas de HA natif, en
raison de masses molaires trés importantes, ng@lpas correctement I'ensemble
des résultats (Astériou, 2002). Pour expliguer bénpmene atypique, il a été
nécessaire de considérer un phénomene ou sontquaéplila force ionique, la

concentration en HA ainsi que la concentration dasé.

IV.C.2. Complexation non-spécifique HA-HAase

Notre équipe de recherche a alors émis I'hypothdsela formation de
complexes électrostatiques, non-spécifiques emtidA et la HAase, complexe du
type polysaccharide-protéine (Tranchepain, 2004&nocmand, 2007). Le terme
« non-spécifique » permet de préciser qu’il ne is’@gs d’'un complexe enzyme-
substrat et que le site actif de 'enzyme n’intentipas.

Une protéine modele, I'albumine de sérum bovin (B&Aété choisie pour
tester la capacité de complexation du HA avec de®ipes. Une fois montré que la
formation de complexes est possible, de la BSAagsité directement au milieu
réactionnel (figure 22) pour observer I'impact @¢ ajout sur la réaction d’hydrolyse
enzymatique catalysée par la HAase.
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Figure 22 : Evolution de la concentration en extrémités réductrices N-acétyl-glucosamine en
fonction du temps de réaction. Ajout & 50 min de BSA & 2g.L™.
[HA] = 0,73g.L™ ; [HAase] = 0,59.L™ ; pH = 4,85 (Deschrevel et al.,2008)

L’effet de I'ajout de cette protéine est immédiatpermet une augmentation
de la vitesse initiale de la réaction. Lorsque k& $& complexe a la BSA, I'enzyme
devient libre dans le milieu réactionnel et peun@uveau exercer son activité
catalytique (Deschrevett al, 2008). Des études plus détaillées du systeme BA-B
HAase montrent I'importance du rapport de concdiomade HA et de BSA sur
I'hydrolyse enzymatique (Lenormared al, 2009).
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Figure 23 : Superposition de BSA-dépendances a différentes concentrations en HA

BSA concentration (g.L ")

[HAase] = 0,5 g.L™" ; pH = 4 (Lenormand et al., 2009)
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Il est possible dobserver sur la figure 23 que rpahaque substrat-
dépendance, il existe un rapport de concentratign ddr BSA ou la vitesse

d’hydrolyse est maximale et donc la quantité d’enayibre est également maximale.
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Figure 24 : Substrat-dépendance de I'hydrolyse du HA catalysée par la HAase quand le

substrat est du HA complexé avec de la BSA au taux de complexation optimal
(Lenormand et al., 2009)

En tracant ['évolution des vitesses initiales ennctoon des points
correspondants aux rapports de concentrations eneH&n BSA optimaux, nous
obtenons la figure 24 qui montre que le systtmeB$A/HAase est un systéme de
type Michaélis Menten. Cela signifie que le systai/BSA/HAase se comporte
comme un systeme enzymatique classique dés lorsngue considérons comme

substrat le HA dans un méme état de complexatien Evprotéine.

IV.D. Etude enzymatique sur des HA modifiés

Les applications les plus fréquentes des dérivédAletant dans le domaine
médical, certaines études se sont penchées sigt kif la modification chimique du
HA sur sa biodégradabilité via I'action de la HAasa HAase utilisée pour ces tests est
le plus souvent la HAase testiculaire bovine. Beapcitudient cet effet en analysant le
produit final aprés incubation de quelques heurgduaieurs jours avec la HAase.
Hirano et al. (2005) montrent par électrophorese capillaireequirésence de HAase,
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aucun produit na été obtenu a partir de substtalement méthylé. En revanche, le
profil d’élution chromatographique du HA hydrolysar Lui et Cui (1996) montre une
dégradation partielle. Sadt al. (2007) démontre par la méthode de Reissig (1958) q
la sensibilité a la HAase des gels de HA réticdépend du degré de réticulation.
Zhong et al. (1994) ainsi que Micochovat al. (2007) suivent la cinétique de
dégradation enzymatique. Zhoagal. (1994) observent une cinétique de dégradation
d’autant plus lente que le taux de fonctions caybesgtérifiees augmente. Mlocolhova
et al. (2007) montrent que des éthers alkylés de HA somipletement dégradés par la
HAase, avec une cinétique de deégradation d'autdum fente que le degré de

substitution augmente.
V. Les polyméres associatifs

Les polymeres associatifs sont généralement dgspoeés amphiphiles. Dans
notre cas, ils sont constitués d’'un squelette nmotéculaire hydrophile sur lequel
sont greffés des groupements tres hydrophobes koydrophobie et la teneur
influencent les propriétés associatives (figure £8€s groupements hydrophobes sont
souvent des chainons alkyle (Shala&byal, 1991). En milieu aqueux, au dela d’'une
concentration d’agrégation critique, ces macromg&s vont donc s’associer pour
former des agrégats. Ces polyméres restent cepehgdrosolubles grace a leur
squelette hydrophile, c’est pourquoi le nombre dard applications (peintures,
cosmeétiques, composés pharmaceutiques, émulsjfiatabilisants...) a fortement
augmenté (Bockt al, 1988).

Groupement Squelette
hydrophobe ""-—- macromeleculaire

) / hydrophile

Figure 25 : Représentation schématique d’un polymeére associatif
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V.A. Associations hydrophobes

L’interaction entre I'eau et une substance hydrdyghanolécule généralement
apolaire ou peu polaire, met en jeu une énergigespondante a I'enthalpie libre de
transfertAGr d’'une petite molécule. D’apres les lois thermodyitames, nous avons :
AG, =AH, -TAS,

Directement reliée a I'effet hydrophobe, I'inteiact hydrophobe décrit la tres
forte interaction entre molécules non polaires @nt®n agueuse (Thanford, 1980).
La minimisation d’enthalpie libre correspond a unaimisation de la surface de
contact entre les parties hydrophobes et I'eantéraction entre deux segments
hydrophobes est plus élevée que celle entre deécoles d'eau a I'état gazeux.
L’interaction prépondérante en milieu aqueux ewuligex parties hydrophobes n’est
pas linteraction de type Van der Waals mais estéb@e a une restructuration du
réseau aqueuwx\§<0). L’interaction hydrophobe est donc une pradgrigduite par les

propriétés du solvant.

V.B. Parametres influencant I'établissement d’associations

hydrophobes

Le phénomene d’association qui existe dans le eagpdlymeres amphiphiles
en solution aqueuse est provoqué par l'effet hyldobp des segments apolaires qui
ont tendance a lI'agrégation avec expulsion desautdé d’eau qui les solvatent. Il a
lieu soit entre macromolécules différentes (assiocia intermoléculaires) soit, au
sein d’'une méme macromolécule (agrégations intréootdires). On obtient donc des
solutions micro ou nano hétérogenes et les zonkegien groupements apolaires qui
résultent de ces associations, sont considérés eoda® micro ou nano domaines
hydrophobes avec des tailles, des structures omeforvariées. De nombreux

parametres structuraux et physico-chimiques peemiette moduler ces interactions.
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V.B.1. La concentration en polymere

D’'une maniére générale, dans une solution aqueotenfent diluée, les
associations hydrophobes de type intramoléculag@st favorables, mais, avec
'augmentation de la concentration en polymere, #ssociations hydrophobes
intermoléculaires tendent a apparaitre. La conagotr en polymere est donc la clé
qui permet de favoriser les associations hydrophabterchaines (Shalabst al,
1991 ; Xieet al, 1996). Les polyméres ayant une forte tendancer@er des
associations intermoléculaires peuvent mener a toee forte croissance de la
viscosité de la solution lorsque la concentratinrpelymére augmente. A plus forte
concentration, on peut observer la formation d’ah ga figure 26 montre I'évolution

de la viscosité en fonction de la concentratiopaymere Cp.

Vizcoszité
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associatnf
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!

/ |
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i précursenr
/ P
/S
_——__'E{___-_
*
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Figure 26 : Evolution de la viscosité en fonction de la concentration en polymere

A partir d'une concentration critique en polyméieyiscosité de la solution
du polymere associatif devient tres supérieure Il cki polyméreprécurseur. En
effet, au dessus de cette concentration critiqggechainons hydrophobgassocient
en microdomaines ce qui créé un réseau réversittte &schaines. Les domaines
hydrophobes sombnstitués par la réunion des chaines alkyles tumagwe (Magnyet
al., 1992 ; Thuressoet al, 1994 ; Yektaet al, 1995 ; Simoret al, 2003).

En régime dilué, la viscosité de la solution deypwre associatif peut étre
inférieure a celle du polymére précurseur. Ce phidmz est expliqué par la présence
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de liaisons intramoléculaires qui entrainent unefawonation plus compacte de la
chaine du polymére modifié. Il est a noter que,rges polymeres ayant une forte
tendance pour les associations de type intraclaipeuvant conduire a la formation
de polymeres micelles constituées d’'une simplenehaiacromoléculaire, la viscosité
des solutions aqueuses est bien plus faible mémedss tres fortes concentrations
en polymere (Boclt al, 1988 ; Aubryet al, 1994).

V.B.2. La force ionique

Pour les polyméres neutres, une légére augmentalgora viscosité est
observée lors de l'ajout de sel (McCormiek al, 1988 ; Picton, 1995). Les

interactions hydrophobes sont en effet renforcémslgs effets de " salting out "
(diminution de la solubilité des chaines hydropltsobe milieu salin).

Dans le cas ou la chaine hydrophile est un polyélgte, les associations
hydrophobes rentrent en compétition avec les rémds électrostatiques. Le
comportement des solutions de polyélectrolytesaatfs est donc trés influencé par
un changement de force ionique. Le comportemenméieu salin résulte d’un
equilibre entre I'écrantage des répulsions életdatogies lié a 'augmentation de la
force ionique conduisant a une contraction des nelsaide polymeéres, et un
renforcement des liaisons hydrophobes de type iateintramoléculaire. Ainsi,
I'association des parties hydrophobes est favorpaiela baisse de la densité de
charge de la chaine de polyélectrolyte (Briggsl, 1992 ; Binana-Limbelet al,
1993), I'élévation de la force ionique de la salati(Pfeiffer, 1990 ; Magnt al,
1994), 'augmentation du caractére hydrophobe dyétectrolyte, 'augmentation de
la flexibilité du polyélectrolyte (Gouanwet al, 2001).

En milieu dilué, il est généralement observé umairition de la viscosité
lorsque la force ionique augmente. En milieu seihiégl la viscosité croit en fonction
de la force ionique en raison de la création dfactdons intermoléculaires.
Kawakamiet al. (2006) arrivent aux mémes résultats en utilisanat autre technique
la spectrométrie de fluorescence. lls ont obsene& diminution du rapport/is du
pyréne (intensité relative de la premiére et dedsieme bande de vibration) avec

'augmentation de la concentration en sel.
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V.B.3. Etude viscosimétrique

V.B.3.a. Rappel théorique

La viscosimétrie tient une place importante daétitie hydrodynamique des
solutions macromoléculaires (Rotureztual, 2005). Elle est généralement étudiée en
fonction des deux parametres vus précédemmertanieentration en polymeére et la
force ionique du milieu. Elle est reconnue commmé des propriétés différenciant
les composés macromoléculaires des autres moléorgasiques. Dans une solution
ou les particules sont grandes par rapport aux cul@é de solvant, I'écoulement de
la suspension est perturbé. La présence de casupestde grandes tailles provoque
un accroissement de la viscosité par rapport atasblpur {)-no) et donc du temps
d’écoulement de la solution @t Afin d’évaluer la perturbation liée aux parties)

indépendamment du milieu dispersant, on définiglamdeurs suivantes :

R/
0
7 =1

0

la viscosité relative 7, =

la viscosité spécifiquer,, =

. N n
la viscositeé réduite 77,4 :%

la viscosité intrinseque[r] = Iing(%)

V.B.3.b. Détermination de la viscosité intrinseque

De nombreuses études viscosimétriqgues sont rémlisae les polymeres
associatifs et plus particulierement les polyétdgtes hydrophobisés (Pelletiet al,
2000 ; Simoret al, 2003 ; 2005 ; Rotureaet al, 2006 ; 2007 ; Ventest al, 2006 ;
Souguiret al, 2007 ; 2009 ; Coline¢t al, 2009). La détermination de la viscosité
intrinseque permet notamment d’identifier la natunmea et/ou intermoléculaire des
interactions hydrophobes et ainsi de donner desrrdtions sur I'organisation en

solution des polyélectrolytes avant et apres hylobsation.
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Dans le cas des solutions diluées de polyméresaseat de polyélectrolytes
en présence de force ionique suffisante, la varnadie la viscosité peut étre exprimée
par la relation d’'Huggins (1942) :

n=1ny _Ts _
=[71+K,[7]°Cp+...
n,Cp  Cp

En extrapolant la droite obtenue a concentratidle nili est possible d’obtenir
la viscosité intrinséque ainsi que la constante uddins Ky dépendant des
interactions polymere-polymére et polymére-solvant.

Dans le cas de polyélectrolytes, lorsque les apalgent réalisées dans 'eau
pure, la détermination de la viscosité intrinsequest plus possible par cette
représentation car dans ces conditions de megure,g'agit plus d'une droite. Ceci
est di a Jleffet polyélectrolyte. Le comportementydiodynamique des
polyélectrolytes differe de celui des polymerestremu La viscosité réduite des
polyélectrolytes augmente rapidement avec la diufLin et al, 2000 ; Antoniettiet
al., 1997). L'origine de l'effet polyélectrolyte edttrédbuée a I'expansion des chaines
de polymeéres liée aux forces électrostatiques siymd intramoléculaires (Nishids
al., 2001 ; Carvalheet al, 2003). Aux faibles concentrations en polyélegtel les
contre-ions forment un nuage diffus autour de lacnoraolécule. Les forces
coulombiennes entre les charges portées par laek#int trés fortes, il s’ensuit une
dilatation de la chaine qui se traduit qualitatieetnpar une augmentation de la
viscosité réduite.

Pour déterminer la viscosité intrinseque, deuxtiggla empiriques peuvent
étre utilisées, la relation de Fuoss (1948) etlation de Fedors (1979).

La relation de Fuoss (1948) s’exprime de la manssiivante :

Cp_1
/7_5,;, = m + B\/C_p

la viscosité intrinseque s’obtient par extrapolatidle la droite représentant
Cp

=f(/Cp).
,75p

B dépend de la constante diélectrique du solvaxiedta force électrostatique entre
segments.
La relation de Fedors (1979) est obtenue par nuadifin de la relation

d’Eilers (1941) et s’exprime de la maniere suivante
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;zix(i_ij
2(ne =) [71 \Cp Cm

Une droite est obtenue en tra(;amliz f(i

2 =) Cp

viscosité intrinseque. Cm est la concentrationquré correspondant a un arrangement

). La pente est l'inverse de la

des sphéres selon un réseau cubique centré. Pospheres dures, Cm a une valeur
proche de 0,74 (Hone#t al, 2004).

V.B.4. La température

La formation des associations hydrophobes peutegwait dépendre de la
température. Cependant l'effet de ce parametradiéfgtiie a prévoir et il semble
dépendre du systeme étudié. Certaines étudeséeslsur des dérives hydrophobes
d’acide polyacrylique et de copolymeéres de poly@syd’'éthylene et de propyléne
(Padmanabhat al, 2005) ainsi que sur des dérivés de polyacrylapmlgacrylamide
(Podhajeckaet al, 2007) montrent que 'augmentation de la tempéeatavorise les
associations hydrophobes. Ercektnal. (2006) montrent que I'’hydrophobisation du
chitosane stabilise les interactions entre desukes mimant la membrane plasmique
et le chitosane a des températures plus élevées @autres cas, la diminution du
nombre et de la durée de vie des associations plgdbes est constaté lors d’études

sur des dérivés de polyacrylamides (Volgdral, 1998 a ).

V.B.5. La répatrtition des groupes hydrophobes

La répartition des groupes hydrophobes le longaddhéiine de polymere a une
grande importance sur les propriétés des polyrmargiphiles. Certaines études ont
montré que la répartition des groupements hydrophamn blocs (Hilet al, 1993 ;
Volpert et al, 1998) favorise les propriétés associatives deiégnarplus marquée

gu’une répartition statistique le long de la chaiegolymere.
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V.C. Comportement en solution de HA hydrophobisés

L’influence des parametres vus précédemment atathéé dans le cas de
solution de HA hydrophobisé. Les groupements hylaobpes ont été greffés sur la
fonction carboxyle du HA (Pelletieat al, 2000 ; Creuzeet al, 2006 ; Levasseur,
2006) ainsi que sur les fonctions hydroxyle (Zhabhglames, 2005 ; Mravest al,
2008 ; Chytil et Pekar, 2009).

Pelletieret al. (2000) ont immobilisé de longues chaines alkylE2aet 18
atomes de Carbone sur le HA et créent ainsi degegéamphiphiles dont le caractéere
hydrophobe a été mis en évidence en régime diluévisaosité capillaire et par
spectroscopie de fluorescence. Par rapport au goe/précurseur, des structures plus
compactes sont obtenues par des interactions hyolbeg intramoléculaires. Ceci est
indiqué par la diminution de la viscosité intringéqLes liaisons hydrogéne entre la
fonction carboxyl et la fonction amide, rendanHA plus rigide (Scotet al, 1997)
disparaissent avec le greffage de chaines alkylgpeemettent des interactions
hydrophobes de type intramoléculaires. Ces interastsont renforcées en présence
de NaCl. Creuzett al. (2006) ont greffé des chaines alkyle de 8 a 1B6aras sur des
dérivés de HA modifiés avec de l'acide adipique. thmportement associatif
important est constaté a partir des chaines alit§tg/le et dodécyle. Des analyses
rhéologiques montrent qu’'en présence de sel, unpodement de type gel est
observé avec des jonctions liees aux interactigasophobes peu stables dépendant
de la température et de la contrainte appliquéefluence de la concentration en sel
est importante pour contréler la balance entrerégailsions électrostatiques et les
interactions hydrophobes.

De nouveaux dérivés de HA synthétisés par uneiogade silylation (Zhang
et James, 2005) permettent d’améliorer I’hydropbadiaméliorent sa solubilité dans
les solvants organiques. Chytil et Pekar (2009)aibtarier la masse molaire du HA
précurseur, le degré de substitution ainsi querigueur de la chaine alkyle. L’étude
des propriétés physico-chimiques des dérivés dalél&hytil et Pekar (2009) montre
une activité de surface pour tous les HA modifigker auto association en agrégats
de type micelle. Contrairement aux dérivés utilidarfonction carboxyl, ces dérivés

ont la méme rigidité et la méme conformation queldenon modifié. En conservant
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la fonction carboxyle intacte, les liaisons hydnogg sont conservées. Les dérives les

plus substitués ont les conformations les plus cmt@s.
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MATERIELS ET METHODES
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|.  Produits utilisés et préparation des solutions

[.A. Solutions méres de HA

Deux lots de HA natif d’origine bactérienne (HTLUg@res) ont été utilisés

pour produire les fragments utilisés au cours dgasail. Le lot PHlOQGSOSWv =

2,0 16 g.mol%) a permis de produire les fragments de faiblessesmolaires et le lot

H1017 (Mw = 2,1 16 g.mof?) de produire les fragments de fortes masses reslair
Le HA natif lyophilisé est conservé a -20°C. It pssé et rapidement mis en solution,
a cause de sa grande hygroscopie, dans un voleaa Willi-Q adéquat pour que sa
concentration massique soit de 10 f.Cette solution mére est placée sous agitation
mécanique pendant plusieurs heures puis a 4°C penda nuit afin d’éliminer les
bulles qui se sont formées au cours de la miseo&rtian. La solution mere est

fractionnée et congelée a -20°C.

|.B. Solutions meres de HAase

Deux produits différents contenant les enzymes iébsd ont servi a la
réalisation de ce travail. La poudre de venin diébéyophilisé (Sigma V3375, lot
46H0399) contenant la HAase de venin d’abeflgis mellifera (EC 3.2.1.35) a
permis d’hydrolyser le HA natif et de produire lEagments de HA. La poudre
lyophilisée contenant la HAase testiculaire bowdeetype IV-S (EC 3.2.1.35) (Sigma
H3884, lot 082K057) a permis de réaliser I'étudel’'tigdrolyse enzymatique des
fragments de HA estérifies. Ces produits sont adésigpar la suite sous le nom de
HAase de venin d’abeille et HAase testiculaire heviLes poudres sont conservées a
— 20°C. Des tests effectués sur des solutions greazonservées a 4°C ou a -20°C
montrent que I'activité enzymatique est significathent modifiée a lissue des
stockages. La solution d’enzyme est donc prépaséee javant son utilisation en
dissolvant la HAase dans I'eau Milli-Q. La solutiohtenue est placée sous agitation
magnétique. Selon les conditions de I'étude, ledeHa solution est ajusté avec une
solution d'acide chlorhydriqgue (HCI) (Sigma H702@u avec une solution
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d’hydroxyde de sodium (NaOH) (SDS 1040517). Le rpklre utilisé (Metrohm
632) est muni d'une électrode de verre (Radiom&terytical XC161).

|.C. Solutions meres de chlorure de sodium

Certaines études ont nécessité la présence deuhlde sodium (NacCl) (
Prolabo 27 810.295) afin d'imposer une force ioeigu milieu. Pour ajuster la force
ionique, des solutions meéres de NaCl tres conaehsént préalablement préparées.

Ces solutions sont conservées a 4°C.

ll. Protocole d’estérification des fragments de HA

Pour modifier chimiquement les fragments de HA;8action choisie est une
réaction de substitution nucléophile bimoléculaif®2) faisant intervenir la
macromolécule de HA et différents halogénoalcanestades longueurs de chaine
alkyle variables. Les différentes étapes de la fizadion chimique sont résumées sur

la figure suivante.

HACOO™ Na*+R-SO;  H*—> HACOOH+R-SO; Na*

<+— HA-Na HACOOH + TBA*HO — HACOO~ TBA*+H,0
<“— Résine g
6 TBA-OH —>|—, Thermosat
S - ermostal
Pompe & 7.00 DMF > a circulation
vide HA-TBA & gireuat
0 000 0
0 0.
— I\ Solution
1614 cm* de HACOOH

\ 1735 cmt
/

hs

HACOO™ TBA* +R-X—> HACOO-R+TBA* X ~
<«—T—— NaCl ou MilliQ /
<« - 71
«“« —————= o‘/ 4
4 < milieu Thermostat Thermostat
-« - i a circulation a circulation
- > réactionnel T=50¢ T=50¢
« -
« - —
-« -
HA-TBA+halogénoalcane Solution de HA-TBA
% dans DMF

Figure 27 : Représentation schématique des différentes étapes de I'estérification
des fragments de HA.
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Avant I'étape de synthese proprement dite, le HA sglobir plusieurs étapes
de préparation. Sous forme de hyaluronate de so(HACOONa), le HA subit une
premiére étape d’acidification (HACOOH) sur uneénmésacide échangeuse de cations
(Bayer Lewatit OC 1211) de capacité totale de 2védgents molaires par litre. 150
mL de résine conditionnée sous forme acide sopbdsis sur un fritté (XX1504702)
placé sur une fiole a vide. Apres avoir substies ibns sodium par des protons, le
HA est ensuite neutralisé par une solution aquelesdase forte, I'hydroxyde de
tétrabutylammonium (TBA-OH) (Sigma-Aldrich 17878-@ 40% massique. Le
hyaluronate de tétrabutylammonium (HATBA) est cdégmiis lyophilisé.

Concernant I'étape de synthese, le HATBA, désgprme nucléophile, est
dissous dans du diméthylformamide (DMF) & une coimagon de 30 g.t. Selon le
taux d’estérification souhaité, une certaine gisérde I'halogénoalcane choisi est
ensuite ajoutée. Le processus de substitutionegl@fthaine alkyle sur le nucléophile,
le groupe partant étant I'halogénure. La réacti@ffectue sous hotte en réacteur
double enveloppe fermé, thermorégulé a 60°C periinsous agitation magnétique.
La solution est ensuite dialysée (Spectra/Por MWBDA0-8000) contre une solution
de NaCl de 0,2 mol:t pendant deux jours, de facon & remplacer les T@#" par
les ions N3, puis contre de I'eau Milli-Q jusqu’a ce que l'ede dialyse ait une
conductivité inférieure & AS.cm’. La solution est finalement congelée puis

lyophilisée.

lll. Caractérisation chimique et physico-chimique d u

HA et de ses esters

[II.A. Spectroscopie infrarouge (IR)

Cette technique d’analyse est utilisée pour suarraodification chimique des

fragments de HA permettant de produire des estekAd
[lI.A.1. Principe

Dans les molécules organiques, les atomes sordniés eux par des énergies
de liaisons caractéristiques de chaque type dmhaiCes énergies sont sensibles aux
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radiations électromagnétiques qui vont provoqusrrmeuvements entre les atomes et
entrainer des vibrations dans la molécule : défoamarotation, étirement ce qui
traduira une absorption de I'énergie recue. Le doenlR ou s’effectuent les analyses
est 'R moyen, de longueurs d’onde comprises ehfiect 25um ce qui correspond a
des nombres d’ondes compris entre 4000 et 406 €rs radiations sont absorbées
par la molécule en tant qu’énergie de vibration éuolaire et ces absorptions sont
guantifiées. La vibration des liens polarisés ihdigis bandes intenses, contrairement
aux liens non polarisés qui sont peu ou pas visithila lumiére est réfléchie selon les

lois classiques de I'optique géométrique.

Onde évanescente
250 nm - 750 nm

/ Echantillon

Source IR ; y AN IA\ IA\ IA\ IA\ IA\ IA\ IA\ 7\ : Détecteur IR

.
AV A VAR VAN VA VA VAN VA VAN V AN V 4

Cristal

Figure 28 : Représentation schématique du principe de la réflexion totale atténuée en
spectrophotométrie infrarouge

La figure 28 présente le mode de réflexion utipséir les analyses : le mode
ATR (Attenuated Total Reflexion). Le phénomene édexion est perturbé par
I'existence d’'une onde transversale appelée « an@gmescente » qui pénétre de
guelques micromeétres dans I'échantillon qui seveoen contact avec le cristal dans
lequel se produit la réflexion interne. Lorsquechiantillon absorbe la lumiéere, une
partie de I'énergie lumineuse est retenue par -celed la réflexion totale est atténuée.
Ce systéeme permet d'analyser I'échantillon tel lg@st sans conditionnement
préalable.

[1I.A.2. Protocole

L’appareil utilisé est un spectrophotométre a timmsée de Fourrier (Perkin
Elmer, 2000 FT-IR). Une petite quantité de HA lyiigk est placé directement sur le
cristal de germanium. Les paramétres choisis soatrésolution de 8 cthet une

accumulation de 64 spectres. Les spectres sotédaar le logiciel OMNICE 5.1.
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[11.B. Résonance Magnétique Nucléaire du proton (RMN)

Cette technique a été utilisée pour détermineralex td’estérification des

fragments de HA estérifiés.

[11.B.1. Principe

La résonance magnétique est une technique de cpambie applicable aux
particules ou ensemble de particules atomiquestayarspin non nul. Lorsque les
noyaux de ces particules sont placés dans le chmagnétique d’'un aimant tres
puissant, ils peuvent s’orienter dans ce champdswis le méme sens que celui-ci soit
dans le sens contraire avec une différence d’émek@ principe de résonance est le
suivant : lorsqu’un noyau possédant un moment nmagreeest situé dans un champ
magnétique fixe et est soumis a une excitation mbgue périodique, son
comportement est influencé par celle-ci a une #éga bien déterminée. Ce
comportement se manifeste par des effets de résenancléaire que I'on peut
mesurer et dont la courbe de variation en fonctlena fréquence d’excitation est

appelée raie de résonance.

[11.B.2. Protocole

L’appareil utilisé un Brucker Advance 300 MHz. 5mg HA lyophilisé sont
mis en solution dans 1 mL de® (Merck S4027028) et pour chacun il a été effectué
une accumulation de 64 spectres, soit un tempsgdisiion de 8 minutes. Ces

spectres sont ensuite traités informatiquement Eviegiciel 1D WINNMR.

[11.C. Dosage conductimétrique

Les taux d'estérification des fragments de HA miéhyont été déterminés
selon la méthode d’Eyler (Eyler, 1947). Les dosageso-basiques sont suivis a
I'aide d'un conductimétre Radiometre CD810 (Tacl)sd® mg de HA estérifié sont
dissout dans 50 mL d’eau Milli-Q. 46,5 mL de ceftdution sont introduits dans un
réacteur thermorégulé a 25°C et maintenus sousatiagitmagnétique et sous flux
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d’azote constant. Dans ce réacteur est égalemaumiéa),5 mL de solution de NaOH
a 0,1 mol.L* rendant le milieu basique et permettant d'avoirtés les fonctions
carboxyl sous forme carboxylate. Le dosage s’affegbar ajouts successifs de
volumes constants de 20 de solution de HCI T&mol.L™.

Le dosage est répété deux fois afin de vérifieepaoductibilité des mesures.

Conductivité (m$S)

V e (ml)

Figure 29 : Courbe de dosage conductimétrique de pullulane effectuée a 25C.

La partie 1 correspond a la neutralisation de Bsxde soude, la partie 2 au
dosage des fonctions carboxylate et enfin la p&rtid’exces de HCI.
Les intersections des trois droites obtenues péentetle déterminer le volume

d'acideAV = V2-V1 nécessaire a la neutralisation des fonctions cgtatexet ainsi de

calculer le nombre de moles de fonction carboxylatgo = Cycy X 4V
M

T — diss X nCOO—

B m+ (nco& (Ml -M diss))

Avec T : taux d’estérification

m : la masse de HA estérifié a doser

Mgiss: masse molaire d’une unité dissacharidique dendlestérifié (401 g.md)
M, : masse molaire d’'une unité dissacharidique decBtarifie
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[11.D. Analyse par couplage SEC ou AF4/MALLS

[11.D.1. Chromatographie d’exclusion stérique (SEC)
[11.D.1.a. Principe

La chromatographie d’exclusion stérique est unértiegie basée sur la
séparation de macromolécules en fonction de lailies La phase stationnaire est
constituée d'un gel de polymeére réticulé et gonftésentant des pores de taille
variables. Les macromolécules qui migrent danset@gec I'éluant vont étre plus ou
moins retenues en fonction de leurs dimensionsabumes hydrodynamiques (Y.
Les plus volumineuses n'ayant pas acces aux pseesnt éluées rapidement alors
gue les molécules de taille plus petites seroatdéges par le plus grand volume offert
par les pores. Une détection appropriée (réfract@rdéfferentiel, UV, MALLS...)
permet alors de visualiser et/ou de quantifierréetfionnement. Cette technique est
donc basée sur les seuls effets stériques et yenpod doit étre inerte vis-a-vis de la
phase stationnaire, car toute interaction de nathmmique ou physique fausse la

mesure du volume d’élution et peut endommager llznoe.

[11.D.1.b. Appareillage

Le dispositif expérimental comporten dégazeur (ERC-413), une pompe (LC

10 Al Shimadzu) a un débit de 0,5 ml.ﬁ?inun préfiltre de porosité 0,4&m, une
vanne d’injection Rhéodyne (boucle d’injection 100), deux colonnes TSK-gel
PWxI G2500-G4000 (Interchim). Ce dispositif commteégalement un réservoir
d’éluant LiING; 0,1 mol.L™.

l11.D.2. Fractionnement par flux force flux croisé (AF4)
[11.D.2.a. Principe
Le systeme de fractionnement flux force, tout comimechromatographie

d’exclusion stérique, est une technique qui perdeeséparer les macromolécules en

fonction de leur taille ou volume hydrodynamique.
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Channel Flow
e 4
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Separation

Figure 30 : Représentation schématique du principe de la séparation en
fractionnement flux force.

Comme le montre la figure 30, la séparation s'¢ffealans un canal fin dans
lequel il y a une fuite d’éluant qui crée un chan force transversale. Le flux
laminaire transporte I'’échantillon le long du canaé champ de force est appliqué
perpendiculairement au sens d’écoulement et peaimsitla séparation.

Le systeme que nous utilisons est une séparatiagh o&F la forme du canal
d’écoulement est asymétrique. Dans ce cas, laa@pas’effectue en trois phases : la
phase d’injection ou le champ de force est applidméhase de relaxation ou les
molécules sont poussées vers la membrane toutaemh ®intenues dans la zone
d’injection induisant une séparation verticale aeslécules selon un gradient de
taille, et la phase délution ou le flux laminaipgésentant un profil de vitesse
parabolique est actif et le champ de force trarsalarst réduit. Les petites molécules
se situant dans la zone ou la vitesse d’élutiofaeptus importante seront éluées en

premier.

[11.D.2.b. Appareillage

Le dispositif de séparation est le modéle Wyatipgsel 3 équipé d’une vanne
d’injection Rhéodyne (boucle d’injection 1@d). Les dimensions du canal sont 30
cm de long, 4 cm de large et 2pfh d’épaisseur. La membrane est constituée de
cellulose (Nadir Reg) avec un seuil de coupure @€d0 g.mof. Le flux laminaire
est régulé par une pompe LC 10 Al Shimadzu. Tout est piloté par le logiciel
Wyatt Eclipse 3 correspondant.

Afin de pouvoir comparer nos systéemes, nous aveéa$ise le programme

présenté dans le tableau suivant
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Start time Duration Mode X Start X End

0.00 3.00 Elu 0.00 0.00
3.00 1.00 Elu 0.10 0.10
4.00 3.00 Elu 1.10 1.10
7.00 1.00 Foc

8.00 2.00 Foc+Inj

10.00 3.00 Foc

13.00 3.00 Elu 1.10 1.10
16.00 10.00 Elu 1.10 0.10
26.00 3.00 Elu 0.10 0.10
29.00 10.00 Elu 0.10 0.00
39.00 10.00 Elu+Inj 0.00 0.00

Detector Flow 1.00
Focus Flow. 2.20
Inject Flow 0.20

Tableau 1 : Programmation des flux utilisés pour l'analyse de fragments de HA
précurseur et esterifiés.

[11.D.3. Diffusion statique de la lumiere

La diffusion de la lumiére est une technique paligcement adaptée pour la
caractérisation des polymeres en solution diludle. iermet d’accéder a la masse
molaire moyenne en masse, mais renseigne égalauetd forme et la dimension
des chaines. Schématiquement, lorsque la lumiéeeagit avec la matiere, il y a
établissement d'un dipdle électrique temporaire. dijgble oscille a la fréquence
incidente et réémet ainsi la lumiére dans diff@@smtirections de I'espace. Nous nous
intéresserons ici uniqguement au cas ou la lumiémei &@mise possede la méme

fréequence que la lumiére incidente.

Rappel théorigue :

Une macromolécule, d’une solution suffisammentéhlypour qu’elle puisse
étre considérée comme isolée, diffuse dans toeseditections de I'espace lorsqu’elle
est soumise a un rayonnement lumineux. Par la prnseompte de la dépendance
spatiale de l'intensité de lumiére diffuséd,f), la diffusion élastique permet la

détermination des propriétés statiques des macemulels telles que la masse molaire
moyenne en masseMv), le second coefficient du viriel Q\ou encore le rayon de

giration moyen (Rg) (cf. figure VI-6).
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Figure 31 : Représentation schématique du principe de la diffusion de la lumiére

L’intensité diffusée est en fait la somme de I'mgié diffusée par le solvant et
par le polymere, soit :

AI(6.1) =1(6.r) —1(6.1)
On définit le rapport de Rayleigh, parametre ird@fant de la distance de

solute solution solvant

mesure de l'intensité diffusée :
 AI(B.r)
I,

Avec IO: intensité du faisceau incident et r : distanabdérvation

AR,

Dans les conditions précédemment définies, le napj@oRayleigh s’écrit :

AR, — 2ring ( dn )
2N, ldc
/»'0._1 .p;

a

Cp Mw.(1+ cos26)

Avec n: indice de réfraction du solvant
XO: longueur d’onde du faisceau incident
Na: nombre d’Avogadro

Cp : concentration en polymere
dn/dc: incrément d’'indice de réfraction du polymére

Mw : masse molaire moyenne en poids du polymere.

En absence de contribution horizontale a I'inténdiffusée et en considérant
la présence d’interactions entre les moléculesdiss (propriétés thermodynamiques
de la solution), la théorie des fluctuations peraiekprimer les caractéristiques des

macromolécules. La relation donnant le rapport d@létgh s’écrit alors :
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AR — 412 n; ( dn ] Cp

e .T
AN, dCp 1—+24 Cp +34, (p+
Iw

Avec A2 et A3 les second et troisieme coefficients du Viriel

On simplifie cette expression en intégrant les pa@tees fixes dans une constante,
ainsi :
K.Cp |

SEP 04, Cp 34 Cp
AR& Mw 2P 3. P

4720 ’
Avec: K = ;4r rjo . cn ]
;LO A "a de )

A dilution infinie, le terme en ,3Adu développement du Viriel est négligeable et cette

relation permet donc d’accédeMw et A2.

Cette relation n’est valable que dans la mesurelesu macromolécules
diffusantes sont optiquement isotropes, c'est & thrsque leurs dimensions sont
négligeables devant la longueur d’onde incidente geatique Rg < 1¢/20). Les
macromolécules ne diffusant pas la lumiere symétrigent dans toutes les directions
de I'espace, il faut introduire un facteur correcppelé aussi facteur de formed)P(
pour un anglé quelconque, le rapport de Rayleigh est réduitrgpport a sa valeur

théorique, du facteur de forme défini par :

16 7]
PO)=1- ﬁﬂg 2 sin2 2
37; 2
Ainsi I'expression générale devient :
Pl N
KCp :( 1 124, Cp)
AR, Mw P(Q)
Pour de faibles valeurs @lel/P@) peut s’écrire :
1 16720 — . 60
— =1 +Lj?°.Rg_.sml—
P(6) 322 i 2
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On obtient ainsi la relation générale de la ditbasie lumiere

KC 1 l6z2n. Re.> . 6 i
P — + 2" "o : - sm*—+24,Cp+....
AR, Mw Mw 2 )

22
34,

Ainsi, en tracant la fonction :

KCp

= f(sm Eg + k.Cp)

g -

26
—— + kC
sin2

Figure 32 : Représentation du diagramme de Zimm (1956)

k étant une constante arbitraire, on obtient lgmisme de Zimm (1956) (figure 32).

Une double extrapolation a concentration et & amglls permet d’accéder aux

grandeursMw, A2 etRg.
Matériels :
Les mesures de diffusion de la lumiére ont été iseéed avec un

spectrophotometre DAWN EOS (Wyatt Technology coBanta Barbara, Californie,
Etats Unis). Ce systeme, équipé d'une source l@sgxs 30 mWwW 7(0:690 nm) et

d’une cellule K5 de 5QL, permet de mesurer simultanément I'intensitéudiée a 18
angles différents (diffusion de la lumiere multigées-MALLS), dont 15 sont
accessibles en milieu aqueux (compris entre 1466f)1grace a des photodiodes

-1
installées a des angles fixéme valeur de dn/dc de 0,150 mlg été utilisée pour tous

nos échantillons.
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[11.D.4. Couplage SEC ou AF4/MALLS

Le spectrophotometre DAWN EOS-MALLS, lié par unleré optique (angle
N° 11-110°) a un module de diffusion de la lumiguasi-élastique (QELS Wyatt) est
placé en sortie des dispositifs SEC ou AF4 déprigsédemment, suivi d’'un détecteur
réfractométrique différentiel RID 10A Shimadzu (DRI

La triple détection permet de déterminer en contipour chaque volume
d’élution, la masse molaire, le rayon de giraticsi Rg>30 nm), le rayon
hydrodynamique et la concentration de chaque traale polymere séparée dans les
colonnes chromatographiques ou par le fractionnéperflux force. L’ensemble des
acquisitions est collecté et exploité par le lagidhstra 5. La masse molaire d’'une
espece isomoléculaire de faible concentration lefnoie & tout moment par la droite
d’exploitation a angle nul du diagramme de Zimmn{#i, 1956), grace aux
photodiodes détectant simultanément lintensitéfudde aux différents angles
compris entre 14° et 160°. La pente de cette dippéenet d’accéder au rayon de
giration quand la diffusion est anisotrope (R@/20). Il est possible d’atteindre les
masses molaires moyennes en nombre et en poids qires l'indice de
polymolécularité de I'échantillon en intégrant dgaité du signal.

Cette technique de couplage permet donc de s'afiianl’un étalonnage et
d’obtenir des masses molaires absolues en ne @samaigue I'incrément d’indice de

réfraction dn/dc.
l11.D.5. Préparation des solutions

Les solutions sont préparées en dissolvant lesnieats de HA précurseurs et
estérifiés dans I'éluant LiN$0,1 mol.L%. Elles sont par la suite agitées doucement
pendant 24h avant analyse. Toutes les solutionspéalablement filtrées sur filtre
0,45 um. En analyse par couplage SEC/MALLS, les concéatrs sont de 1 gt
pour les fragments de faibles masses molaires €;5lg.L"* pour les fragments de
fortes masses molaires. En analyse par couplagd4.S, les concentrations sont
de 0,75 g.L%.
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lII.E. Analyse par spectrométrie de masse
lIl.E.1. Electrospray

La spectrométrie de masse en mode électrospray gappliquer a la
détermination de la masse molaire des courts fratgnde polysaccharides et a
I’évaluation de leur pureté.

[ll.E.1.a. Principe

Un échantillon est introduit dans un capillairegélalans un champ électrique.
Le champ électrique intense appliqué a la sortieajillaire provoque la formation
d’'un nuage de gouttelettes chargées qui traversiemiltanément un gradient de
champ électrique et un gradient de pression dandiréction de I'analyseur du
spectrometre de masse. Pendant ce transport,lla das gouttelettes diminue par
évaporation du solvant due a des explosions « nthiBnnes » successives (divisions
spontanées de la gouttelette chargée, provoquéesingacharge surfacique trés
élevée) (figure 33).

N,
Contre électrode Echantillonneur

(qq10V)
Céne de
Taylor Bourgeonnement
des gou(telettes
Nz
E hantill
chantillon ]

en solution ':‘>, 0
N, pompage

+4000 V
Pression atmosphérique
0 T
LS

Evapovatlon

ooOo

N

Vide poussé
(10 mbar)

Fission des m%
gouttes a la n+
limite de Raylelgh [M + n H]
Formation d’ions désolvatés par
répétition des 2 processus
précédents

Figure 33 : Représentation schématique du principe du processus de I'électrospray
(Gaskell et al., 1997)

L’application d'une pression a l'entrée du capilaipeut faciliter la
nébulisation, suivant le débit utilisé et la comipos du solvant (Whitehouset al.,
1985). De plus, un flux de gaz (de l'azote en géihést appliqué a l'interface du

capillaire pour aider a I'évaporation du solvanesLions formés sous pression
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atmosphérique sont alors canalisés par un ensedrddbantillonneurs, c’est-a-dire
un ensemble d'orifices sous pompage, vers I'analysa regne un vide poussé. Les
ions formés en mode positif sont des especes sesoluvent multiprotonées.

Les spectres présentent généralement un ensemipiesdeorrespondant aux
ions multichargés de type [M+nH]ou M est la masse molaire de la molécule
analysée, n, le nombre de charges portées parmetézule ionisée et H, le proton
parfois remplacé par un autre cation. L'appardlisét est une source ESI (Esquire
LC, Brucker Daltonics).

I1l.E.1.b. Protocole

Les solutions a analyser sont des milieux réacatarprélevés en fin
d’hydrolyse enzymatique catalysée par la HAasectdaire bovine. 2uL de milieu
réactionnel sont prélevés et ajoutés a un mélaagdulL d’eau Milli-Q et 100uL

de méthanol.

[ll.E.2. MALDI-TOF

[ll.E.2.a. Principe

Il s’agit de la désorption-ionisation laser assspar matrice (MALDI). Un
faisceau laser (laser azote,337 nm, impulsion 4 ns) vient frapper une matrice
approprié contenant la molécule a analyser afinonier le mélange
matrice/échantillon cocristallisé sur une surfacgatique la cible. Les molécules de
matrice absorbent I'énergie transmise par le |lasers forme de photons UV,
s'excitent et s'ionisent. L'énergie absorbée pandtrice provoque sa dissociation et
son passage en phase gazeuse. Les molécules deenmatisées transferent leur
charge a I'échantillon. L'expansion de la matrictaéne I'échantillon au sein de la
phase gazeuse dense ou il va finir de s'ioniser.

L'ionisation de I'échantillon a donc lieu soit ddasphase solide avant la
désorption, soit par transfert de charge lors diisimms avec la matrice excitée aprés
désorption. Elle conduit a la formation d'ions mcmargés et multichargés de type
[M+nH]™, avec une nette prépondérance pour les monochéigd® 8). L’appareil

utilisé est un tofSpec E (Micromass, Manchester)
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Figure 34 : Représentation schématique du principe du processus de MALDI

Cette technique est complétée par un analyseungstee vol (MALDI-TOF)
qui consiste a mesurer le temps que met un ioreléeéc préalablement par une
tension, a parcourir une distance donnée. Le rapmasse sur charge (m/z) est
directement mesurable a partir du temps de vol.

[11.E.2.b. Protocole

Les solutions analysées sont des prélevementstigdeen fin d’hydrolyse
enzymatique catalysée par la HAase testiculairénieov

La matrice utilisée est préparée a partir de 2,5 digcide 2,5-
dihydroxybenzoique (DHB) (sigma G 5254) dissoussdai5 L d'eau Milli-Q
(qualité HPLC, Carlo Erba France) et ifl5 d’acétonitrile (qualité HPLC, Carlo Erba
France). Un mélange deu2 de prélevement et del2. de matrice est déposé sur une
cible en acier et cristallisé sous vide.

Le mélange utilisé pour la calibration en modeegifon est composé de
leucine-enképhaline de neurotensine, du fragmei8918e I'ACTH (Adréno Cortico
Trophic Hormone) et d’insuline (Sigma-aldrich). @Qba composeé, dont la masse

molaire est connue, a une concentration dmal.L™.
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lIl.F. Analyse viscosimétrique

lII.F.1. Principe du viscosimetre de type couette

Les mesures ont été effectuées sur un viscosimdettgpe Couette (LowShear
30 - Contraves) composé de deux cylindres coaxéntse lesquels est disposée la
solution. Le cylindre extérieur (godet), thermaostaburne de fagcon uniforme avec
une vitesse angulaire (gradient de cisaillemereiau préalable. L'appareil mesure
alors la valeur du couple résistant nécessaire pmintenir immobile le cylindre

intérieur qui tend a étre entrainé par les forces frdttement. Ce couple est

directement relié a la viscosité apparente dellgtisa par la formule suivante :

C (rf-r}
/7 =
8m°LN{ r/r?

Avec 17 = viscosité apparente [Pa.4];= la longueur du cylindre immergée dans le
liquide;
N = le nombre de tours par unité de temps du cyliedtérieur.

La géométrie utilisée a les dimensions suivante$ (6 mm, $=6 mm et L=20
mm) (figure 35) :

COUPLE C,
B

Solution a étudier

Figure 35 : Représentation schématique d’un viscosimetre de type couette.
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[1l.F.2. Protocole

Les analyses sont effectuées a deux températufésedies (25°C et 37°C)
régulées au moyen d’'un bain thermostaté. Les mesome été effectuées, apres
environ 5 minutes de thermostatation, sur le plateawtonien. Avant chaque mesure,
la géométrie ainsi que le godet sont rincés a IMali-Q filtrée sur 0,45 um. Les
solutions de fragments de HA estérifiés ou non po@parees et agitées pendant 24h
avant analyse. Le pH de ces solutions est ajuétgai addition de HCI 0,1 mol’L

[11.G. Analyse par spectrophotométrie de fluorescence

Cette technique permet de déterminer la présencemagodomaines
hydrophobes dans les solutions de fragments de stéyités en étudiant le spectre

d’émission du pyréene.
[11.G.1. Principe

En spectroscopie de fluorescence, les especetosiatabord excitées de leur
état fondamental vers un des nombreux niveaux tdmmaels des niveaux
électroniques, par absorption d'un photon. Lesisiofis avec les autres molécules
induisent une perte d'énergie vibrationnelle paumblécule excitée, jusqu'a atteindre
le niveau vibrationnel le plus bas de [Iétat étmuue excité.
La molécule se relaxe ensuite dans un des étattioibnels de I'état fondamental en
émettant un photon. Lors de ce processus, les phattuiérent différentes énergies,
et par conséquent différentes fréquences. Par smalle ces fréquences en
spectroscopie de fluorescence, les différents niede vibration peuvent étre
déterminés. Les différentes fréquences de lumiaedscente émise par I'échantillon
sont mesurées avec une lumiére excitée gardéegadon d'onde constante. Ceci
permet d’obtenir le spectre d’émission de la mdEquar I'enregistrement de la
somme de la lumiére de fluorescence émise a tbegeséquences comme fonction
de la fréquence d'une lumiere incidente monochrigmat L'appareil utilisé est un

spectrophotometre fluoromax-4 (Horiba Jobin Yvon)
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[11.G.2. Protocole

Une solution de pyréne de concentratiorf hibl.L™* est tout d’abord préparée
dans I'acétone. 1QL de solution sont placés dans un flacon pour éxag@cétone.
10 mL d’eau Milli-Q sont ensuite ajoutés permettdiobtenir une solution de pyrene
dans I'eau & une concentration dé°1fol.L™". Le spectre d’émission du pyréne dans
I'eau est réalisé dans les conditions suivantes :

Excitation 332 nm ; fente 1,5

Emission 350-450 nm ; fente 1,5

Le spectre d’'une solution de pyréne dans I'eaismoantre les 5 pics caractéristiques
du pyrene (figure 36).

Pyrene dans l'eau

7,00E+06

“«—
6,00E+06 - 372 nm
5,00E+06 -
I3
4,00E+06 - 383 nm

3,00E+06 -

—— Solution de pyrene 10-6M

Intensité (arbitraire)

2,00E+06 -

1,00E+06 -

0,00E+00 T T T T T T T T T
350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450

Longueur d'onde (nm)

Figure 36 : Spectre d’émission du pyrene dans I'eau Milli-Q

Qualitativement, le rapport d’intensité des picst13 (k/l3) peut étre utilisé
comme une mesure de I'étendue des interactione &grdipdles et les états excités
singulets du pyrene. Lorsque la solubilité du pgrést la plus faible, la valeur
théorique du rapport est de 2 (KalyanasundaranTaochas 1977).

Des solutions de HA précurseurs et estérifiés, fi@rdntes concentrations,
sont préparées et agitées magnétiguement pendardavaft analyse en ajoutant du

pyréne.
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V. Méthode d’étude de I'hydrolyse enzymatique

Les cinétiques d’hydrolyse du HA catalysée par ksask sont suivies par
deux méthodes: le dosage colorimétrigue des ek@&mréductrices N-
acétylglucosamine (GIcNAc) et la chromatographiexdlusion stérique avec
détection réfractométrique (SEC/DRI). Les cinétgjusont suivies au minimum
pendant trois heures et une douzaine de prélewsmnsent effectués afin d’obtenir
une grande précision sur la vitesse initiale d’byybe, ainsi que des informations sur

I'allure de la cinétique dans son ensemble.
IV.A. Dosage des extrémités réductrices N-acétylglucosamine

IV.A.1. Préparation du milieu réactionnel

Les réactions d’hydrolyse enzymatique du HA catsgspar la HAase se
déroulent dans des réacteurs en verre munis d'oulele paroi et thermostatés a 37°C
par circulation d’eau.

Une solution de HA de concentration souhaitée esigrée par dilution de la
solution mere de HA dans de I'eau Milli-Q. Un carta&olume de solution mére de
NaCl est ajouté pour obtenir une concentration de5 Gnol.L* dans le milieu
réactionnel. Le pH de chaque solution est ajusté de I'acide chlorhydrique (Sigma
H 7020) ou de I'hnydroxyde de potassium (Merck 13%H0500) a différentes dilutions
selon le pH que nous souhaitons obtenir, en utilisen pH-métre (Metrohm 632)
équipé d’'une électrode de verre (Radiometer AradijtiXC161). Ensuite, la solution
diluée de HA est placée sous agitation magnétigg® (ours par minute) dans un
réacteur thermostaté a 37°C, pendant une duréemalmi de dix minutes. Le
chronometre est déclenché lorsqu’'un aliquot deolatien concentrée d’enzyme

ajustée au pH voulu est introduit, marquant amsidbut de la cinétique.
IV.A.2. Protocole

Cette méthode, basée sur la réaction de MorgamHEI€I83), autorise le suivi

de la réaction d’hydrolyse du HA catalysée par labk en quantifiant, via une
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intensité de coloration, les extrémités réductriG&sNAc libérées apres hydrolyse du
HA dans le milieu réactionnel (Reissg al.,1955). Le tétraborate de potassium et le
diméthylaminobenzaldéhyde (DMAB) en sont les résctlO0 mL de solution de
tétraborate de potassium & 0,8 mdl.k'obtiennent en dissolvant 4,94 g d'acide
borique (Sigma B-7660) et 1,98 g d’hydroxyde deapsium (Prolabo 26 657.298)
dans de 'eau. Cette solution se conserve 15 pdfC. Une solution mére de DMAB
& 100 g.[* est obtenue & partir de 5 g de DMAB (Sigma D-83fld3ous dans 6,25
mL d’acide chlorhydrique & 12 mol’i(Sigma H-7020) et complétée & 50 mL avec de
I'acide acétique glacial (Sigma A 6283). Cette Holuse conserve 1 mois a 4°C.
Environ 15 minutes avant d’étre utilisée, cetteiSoh mére est diluée au 1fi8dans

de I'acide acétique glacial, donnant la solutidie.fiCelle-ci se dégrade rapidement a
température ambiante.

Le dosage s’effectue en prélevant un échantillon286 uL du milieu
réactionnel et en le placant dans un tube a essaieere contenant 5QL de
tétraborate de potassium. Le tube est alors aggcéndes a I'aide d'un vortex, puis
placé exactement 3 minutes dans un bain-marie &Cl06t enfin ramené a
température ambiante par immersion dans de I'easdefrau moins 20 minutes. 1,5
mL de la solution fille de DMAB sont alors ajoutdse tube est agité au vortex
pendant 5 secondes et placé a 37°C pendant 15awiri# solution est ensuite placée
dans une cuve spectrophotométrique jetable, etiquias de 1 cm de trajet optique et
un spectre d’absorbance est réalisé entre 4000etmOpour chaque échantillon traiteé.
L’absorbance est lue, avec comme référence de, l&eBaide d’un spectrophotometre
UV / visible (KONTRON, UVIKON 860) relié par une terface a un micro-
ordinateur permettant la sauvegarde des donnéegrdtaitement ultérieur.

Au cours du dosage, I'ajout de tétraborate de patasameéne I'échantillon a
un pH alcalin (proche de 9), ce qui stoppe la réacenzymatique d’hydrolyse.
L’enzyme est ensuite dénaturée de fagon irrévergiat le chauffage a 100°C. Le pH
alcalin permet également la formation d'un complexatre le tétraborate de
potassium et la N-acétyl-glucosamine de I'extrém@@uctrice de la chaine de HA
(figure 37).
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N-tcetylglucosamine at the reducing end
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Mécanisme de la réaction de Morgan-Elson montrant les différentes

étapes allant de la formation d'un dérivé furannose avec l'extrémité réductrice

obtenue aprés coupure enzymatique de la chaine de HA (Takahashi et al., 2003)

Le DMAB réagit ensuite avec ce composé pour forareicomplexe coloré.

Une température de 37°C et un milieu acide sontssaires au développement de la
coloration. A la fin de la réaction d’hydrolysesléongues chaines de HA ont été
hydrolysées en petits fragments. La concentraiitadd des extrémités réductrices de
chaines est potentiellement d’autant plus impogtajute la concentration initiale de

HA est plus élevée. Il apparait que pour une cdanagon en HA supérieure & 1 gL

I'absorbance mesurée pour les échantillons préleméén de réaction d’hydrolyse

lorsque la réaction est totale se situe en dehordamnhaine de validité de la loi de

Beer-Lambert. Il s’avere donc nécessaire de pracadane dilution des 200 uL

prélevés du milieu réactionnel des lors que la entration massique du HA dépasse

1g.L%
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IV.A.3. Analyse du signal

Il a été montré par notre équipe (Astéraiial.,2001) que I'absorbance a 585
nm résulte en fait de deux contributions distincteme premiere colorimétrique,
directement liée a la concentration d’extrémité@uofrices GICNAc, et une seconde
turbidimétrique indépendante de la concentraticextiémités réductrices mais liée
aux complexes HA-protéines qui se forment en mikeide, lors de I'ajout de la
solution acide de DMAB pendant le dosage. Pour tifiemcette part turbidimétrique
du signal brut d’absorbance a 585 nm, des spedtmbsorbance entre 400 et 700 nm
sont réalisés pour chaque échantillon prélevé awsatune cinétique d’hydrolyse du
HA et traité selon le protocole de Reissig. Leypesposition (figure 38) montre la
présence d’'un double pic entre 450 nm et 650 nrhldermaxima se situent a 544 nm
et 585 nm et qui correspond au complexe coloré éaamec les extrémités réductrices
GIcNAc.
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Figure 38 : Superposition des spectres d'absorbance des échantillons de milieu
réactionnel traités par la méthode de Reissig a différents temps de réaction.

Au cours de I'hydrolyse enzymatique du HA, la carication d’extrémités
réductrices augmente, ce qui se traduit par unmantation de I'intensité du double
pic. En dehors du domaine [450-650] nm, I'absorkaéolue également au cours du
temps et révele de la turbidité. Cette turbiditéstexsur tout le domaine de longueurs
d’onde mais n’est clairement discernable qu’en deltu domaine du double pic

d’absorbance. Chacune des parts colorimétriquarkidimétrique peut étre estimée
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(Astériouet al.,2001) en linéarisant chaque spectre entre 450tr8B@&nm (figure
39).

Absorbance
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part colorimétriqu

part turbidimétrique
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Longueur d'onde (nm)

Figure 39 : Décomposition du signal de Reissig a 585 nm en parts colorimetrique et
turbidimetrique.

L’équation de la droite ainsi obtenue permet decrmiéiner la valeur de
'absorbance a 585 nm imputable & la turbidité. daat colorimétrique est alors
calculée en soustrayant cette absorbance de tidrldéidiabsorbance brute mesurée a
585 nm. Chaque cinétique d’hydrolyse enzymatiquéldupeut donc étre suivie par
colorimétrie, puisqu’une fois I'absorbance bruteat@posée (figure 40), le signal
colorimétrique est directement proportionnel adacentration molaire des extrémités
réductrices GIcNAc. Cette proportionnalité est déteée grace a un étalonnage

approprié.

91



1.0

09 —e— part turbidimétrique
—8— part colorimétrique
absorbance totale

08 .

Absorbance a 585 nm

0 50 100 150 200
Temps (min)

Figure 40 : Evolution de I'absorbance totale a 585 nm et de ses parts turbidimétrique
et colorimétrique au cours de la cinétique d’hydrolyse du HA catalysée par la HAase
suivie par la méthode de Reissig.

IV.A.4. Etalonnage de la méthode

L’étalonnage de la méthode est réalisé avec desiau de GICNAc, dont les
concentrations massiques sont comprises entré@ ef.L'* soit, entre 0 et 9,04 10
mol.L™}, préparées par dissolution de GIcNAc (Sigma A $624ns de I'eau. Les
échantillons de 200 pL de chaque solution sont soam protocole de la méthode de

Reissig décrit précédemment.
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Figure 41 : Etalonnage de la méthode Reissig a l'aide de solutions de N-
acétylglucosamine.
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La droite de régression obtenue (figure 41) a |gouation :
Asss= 1810 x[GIcNA]

Asgs étant I'absorbance colorimétriqgue a 585 nm et INBic], la concentration
molaire de GIcNAc.

Il a été observé qu’'un tel étalonnage de cette odketlle dosage est biaisé du
fait de l'utilisation de la GIcNAc en tant que molde étalon (Levasseur, 2001;
Shimada et Matsumura, 1980). En effet, dans la cotdéde HA, la GIcNAc est liée
en position 3 a du GIcUA. Cette substitution enifms 3 fait que le signal
colorimétrique obtenu avec de la GIcNAc d’'une exité de chaine de HA est plus
intense que celui obtenu avec la GIcNAc libre : desfficients d’extinction molaire
sont différents ; il est donc nécessaire d’applique facteur de correction de valeur
1,63. Ainsi, la concentration molaire d'extrémitéductrices GIcNAc, [ER], qui

correspond aussi a la concentration molaire denekade HA, s’obtient par :

Asgs
ERl=———F—
[ER 18x10° x 163

La correspondance entre I'absorbance colorimétrigasurée a 585 nm et la
concentration molaire d’extrémités réductrices G\cNétant établie, il est alors
possible de représenter toute cinétique en termggollition soit de I'absorbance
colorimétrique a 585 nm, soit de la concentratiaiaime d’extrémités réductrices (ou

de chaines de HA) en fonction du temps. En outb@naissant la concentration

massique de HA ([HA]) la masse molaire moyenne en nomive, des chaines de

HA de chaque échantillon prélevé du milieu réactapeut étre obtenue par :

7 - [HAIn
[ER]

L’évolution de Ma peut donc aussi étre suivie en fonction du tenipgddolyse.
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IV.A.5. Exploitation des données cinétiques : lissage des cinétiques
d’hydrolyse enzymatiques

Cette partie présente un modele permettant de liessemble des points de
la cinétique par une loi mathématique afin de déieer la vitesse initiale
d’hydrolyse a partir des données expérimentalaseities au cours d’une hydrolyse
enzymatique du HA, il est possible de construirestCen effet uniquement a l'instant
initial de la réaction que les milieux réactionngtsmt complétement caractérisés et ne
different I'un de l'autre que par le parametre @&ud.a vitesse initiale permet de
comparer des cinétiques entre elles. Une moddlisale la cinétique d’hydrolyse du
HA a donc été proposée (Vincesit al., 2003) dans le but de déterminer, de fagon

précise et reproductible, la vitesse initiale daqtke cinétique.

Lorsqu’il s’agit d’'une réaction enzymatique, laegse de réaction est liée a la
probabilité de rencontre entre I'enzyme et son sabsDans le cas du HA, les
résultats expérimentaux montrent des cinétiquesntay@ne allure de type
exponentielle démontrant que le substrat réel pastla chaine de HA mais la liaison
B(1-4) hydrolysable (Vincerdt al, 2003).

Selon une cinétigue de premier ordre, la vitesséydiblyse est
proportionnelle a la concentration molaire dessbas (1-4) des chaines de HA
potentiellement hydrolysables, [S], et s’exprimghaque instant, t, selon :

dis]

a - xS

k étant la constante de vitesse de la réaction.

Puisqu’a chaque fois qu’une liaisf(ilL-4) est hydrolysée, une nouvelle chaine
de HA est produite, la vitesse de réaction peutsiag®xprimer en terme de

concentration molaire de chaines de HA [Ch], selon

diCh _ _d[S]
dt

=k x[CH] x Ne
dt

N étant le nombre de liaisons potentiellement hydadbles par chaine de HA.

Pour exprimer I'évolution de la concentration deides de HA en fonction du

temps, il convient d’exprimer )N Considérons qu'au temps t les chaines de HA
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posseédent un nombre moyen de disaccharides N. learvBl peut se déduire du
nombre total de disaccharides, Mans un milieu réactionnel de volume V, ainsi que
de la concentration de chaines de HA.

N Mo
[CH xV

Les interactions entre le HA et le site actif deHAase de type testiculaire
engagent cing unités disaccharidiques (Emtstal.1995). Ainsi, contrairement a
I'enzymologie classique, I'hnydrolyse d’une liaisp(l-4) par cette enzyme conduit a
la diminution de 5 unités substrat car les liaisf(ls-4) localisées au niveau des
extréemités des deux nouvelles chaines de HA isdeebhydrolyse ne sont plus
hydrolysables (Vincergt al.,2003). Il en résulte que le nombre Nc de liaigé(is4)
potentiellement hydrolysables par chaine de HAcgate a (N-4).

o N
[Ch] xV

La vitesse de réaction d’hydrolyse s’exprime sékguation suivante :

ﬂQﬂ=kqpmx( No -4j=k{?ﬁ—4qcmj
dt [Ch] xV v

ou encore, en séparant les variables

NOT&Zkth

— —=4x[Ch
\Y [Ch
En intégrant cette équation, I'expression de laceatration de chaines de HA

en fonction du temps fait apparaitre I'aspect exptiel de la cinétique :

No
4x\V

[Chl; :( _[Ch]oj x(1-e*)+[Chl,

[Ch]; et [Ch] étant respectivement les concentrations de chaleesA a
l'instant t et & l'instant initial. Cette derniégguation peut s’écrire de fagon plus
synthétique selon :

[Ch], = A, x L-e™")+[Ch],
Ao étant la concentration maximale de chaines de WA pguvent étre

produites puisqu’il est possible d’assimiler cetncentration a la concentration
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maximale de liaisong(1-4) hydrolysables par 'enzyme &}, ka constante de vitesse
apparente de la réaction.

Des études menées au sein méme de notre équipeli€pmiret al, 2004) ainsi que
d’autres rapportées dans la littérature (Eehstl., 1995 ; Payaet al.,1993) indiquent
que la vitesse d’hydrolyse enzymatique du HA catdypar la HAase est plus faible
pour les oligosaccharides. Par ailleurs, il a évétné (Cramer, 1994 ; Tranchepain
al., 2004) que le Km (constante de Michaelis) diminoesque la taille des
oligosaccharides de HA augmente, indiquant queotestante d’association HAase-
HA augmente. La modélisation des cinétiques parsomeme de deux exponentielles
traduit I'existence de deux contributions, 'unegmminante en début de réaction
lorsque le HA est constitué de longues chaine&udte retrouvée tout au long de la
cinétique quelle que soit la longueur des chainedAl.

[Ch], = A x(1-™)+ A, x[1- ™" ) +[CHh],

A.et k étant respectivement la concentration maximalehlddnes de HA produite
par hydrolyse enzymatique et la constante de @tpesr la premiere contributionp A
et k, leurs équivalents pour la seconde contributioonsiérant cette derniére

équation, le lissage des points expérimentaux rgigd2) apparait pleinement

satisfaisant.
1000 —
900
800
700
" 600 7
o .
£ 500
o .
& 400 - s
= 7 o
300 5 ¢/
200 3 ¢
100
0 - T T T N T T T N T T T N T T T
0 50 100 150 200
Temps (min)

Figure 42 : Lissage bi-exponentiel d'une cinétique d’hydrolyse du HA natif catalysée
par la HAase.
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Ce modele bi-exponentiel a donc été retenu etsétipour lisser chaque
cinétique d’hydrolyse afin d’en extraire, par détien a l'instant initial, la vitesse
initiale d’hydrolyse (Vincengt al.,2003).

IV.B. Suivi cinétique par couplage SEC/DRI

IV.B.1. Principe

Fondée sur le principe de séparation de moléculdsrestion de leur volume
hydrodynamique au travers d'un gel chromatographigiécrit précédemment
(lll.D.1.a), la chromatographie d’exclusion stérique perngeséparer un melange de
molécules de HA différentes par leur taille. Airgil’aide d’'un détecteur approprié,
dans notre cas un détecteur réfractométrique, ofil gte répartition des masses
molaires du HA est obtenu en fonction du volumelutién. En effet, grace a
plusieurs échantillons standards de HA préparéklaratoire (Tranchepaiat al.,
2006), dont la masse molaire a été déterminéeggaethniques de spectrométrie de
masse et d’analyse SEC/MALLS/DRI décrites danspli&sédents paragraphes, un
étalonnage spécifique au HA des colonnes chromepbgiues de notre systéeme
SEC/DRI a pu étre effectué. Cet étalonnage permetlier le volume d’élution du

HA a sa masse molaire.
IV.B.2. Appareillage

La chaine de chromatographie est constituée ea d@ém réservoir d’éluant,
d’'une pompe HPLC (Kontron, HPLC pump 420) dontébitlest fixé a 0,5 mL.min
! d'une vanne d'injection (Rhéodyne) dont la boutiejection est de 100 pL, de 2
colonnes chromatographiques en série Toso-Haas,-geEBKRW. G2500-G4000
maintenues a 37 °C dans un four (Cro-cil) et d'étedteur réfractométrique (ERC
inc. ERC-7515A) relié a un micro-ordinateur powchjuisition et la sauvegarde des
données qui peuvent étre ainsi traitées numériquepae la suite.

L’éluant chromatographique, une solution de nitdgesodium & 0,1 mol},
est préparé par dissolution de 8,5 g de Nafolabo 27 950.298) dans de I'eau

avec un volume final de 1 litre. Son pH est ajust® a l'aide d’'une solution
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d’hydroxyde de potassium (Merck 1.05033.0500) deceatration égale & 1 mot'L
L’éluant est ensuite filtré sur une membrane deogitd 0,22 um (Nalge Company,
DS0215-4020) puis dégazé sous vide.

Les échantillons de HA a injecter ont une concéismamassique maximale de 0,2

g.L™. Les dilutions éventuelles sont réalisées avéadté décrit précédemment.
IV.B.3. Préparation des solutions

Nous savons que pour stopper la réaction enzynstigupH du mélange
réactionnel doit rapidement étre amené a un pHgbasiJusqu'a présent, pour les
analyses chromatographiques, un échantillon deu208u mélange réactionnel était
prélevé et ajouté a 50L d’ammoniaque et placé au bain-marie & 100°C pen8a
minutes afin de stopper quasi-instantanément leticdad’hydrolyse enzymatique. La
concentration du HA était ensuite amenée a 0,2 gdr dilution de I'échantillon dans
I'éluant chromatographique, puis une injection daCDRI était effectuée pour
'analyse. Nous avons souhaité simplifier le protec et avons injecté des
prélevements de milieu réactionnel qui ont subi despes décrites précédemment

excepteé I'ajout d’'ammoniaque.

—— NHgz+chauffage
I B RTET chauffage

ddp (mV)

'2 T T T
1200 1400 1600 1800

temps d'élution (s)

Figure 43 : préléevement de milieu réactionnel de HA estérifié hydrolysé pendant 2h et
de HAase effectué avec et sans ajout d’ammoniaque
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La figure 43 montre qu'avec et sans ajout d’amnuumea les profils
chromatographiques obtenus sont identiques. ll@st possible d’arréter la réaction

enzymatique uniquement par chauffage a 100°C pé3daum.

IV.B.4. Etalonnage du dispositif

Dans la chromatographie d’exclusion stérique, lanfamonation de la
macromolécule est un paramétre important a premgirecompte. Ainsi, deux
molécules de méme masse molaire mais présentantahdgrmations différentes
auront des temps d’élution différents. Pour obteld@rmaniere fiable et précise la
masse molaire du HA dans nos échantillons, il estessaire de calibrer notre
dispositif de chromatographie avec quelques édlargi standards de HA de
difféerentes masses molaires. Les masses molairesédeantillons étalons sont
déterminées par couplage SEC/MALLS/DRI. Les écHant de HA sont ensuite
injectés en SEC/DRI afin de connaitre leur tem@sution chromatographiques. Les
temps d’élution au sommet de pic sont relevésrdtiaia corrélation entre le temps
d’élution par SEC/DRI et la masse molaire corresiaoh aux sommets de pics peut

étre effectuée. L’étalonnage suivant est obtemqui@ 44) :
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Figure 44 : Etalonnage du dispositif de chromatographie SEC/DRI

Cette droite a pour coefficient de corrélation ¢&#99 et pour équation :

logMn=-3,9110° x tempgl'élution+10,47
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PARTIE RESULTATS
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|.  Production de fragments de hyaluronane par voie
enzymatique

Cette premiére partie détaille, tout d’abord, laatsigie employée afin
d’obtenir a partir de HA natif des fragments de H& masse molaire souhaitée. La
réaction enzymatique HA/HAase étant bien maitrés@eésent dans notre laboratoire
(Tranchepain, 2004) (Levasseur, 2006), nous clsaisgs de réduire la masse molaire
du HA par hydrolyse enzymatique catalysée par laas®d Nous détaillerons les
principaux parametres influencant cette réactiomsiaique les conditions
expérimentales que nous avons choisies pour pedesr fragments qui serviront a
nos études. Ces fragments seront par la suite sslpour mettre en évidence les
avantages du procédé enzymatique et pour avoir ¢awactéristique physico-

chimique.
[.A. Parametres influencant la réaction enzymatique

Les différentes études fondamentales réaliséesabardtoire ont montré
I'importance de certains parametres expérimentalsxque le choix de la HAase ainsi
gue sa concentration, la concentration en HA, leepkh force ionique. La meilleure
combinaison de ces parametres nous a permis diok#enquelques heures des

fragments de HA de taille souhaitée.

[.LA.1. Choix de I'enzyme

Les études menées jusqu’a présent au laboratdirét@méalisées en utilisant
la HAase testiculaire bovine. Le phénomeéne de cexapion entre le HA et la HAase
testiculaire bovine a déja été mis en évidencederses différentes études et de fagon
tres marquée (Asteriou, 2006 ; Deschrevel, 2008hpkmand, 2008).
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Figure 45 : Profil chromatographique de HA natif bactérien aprés 48h d’hydrolyse
enzymatique catalysée par deux HAase : testiculaire bovine et venin d’abeille. Conditions
enzymatiques choisies [HA] = 3,5 g.L™" ; [HAase] =0,25g.L" ; pH =4

La figure 45 présente des résultats obtenus ap&sh 4d’hydrolyse
enzymatique avec deux types de HAase. Nous nogsrdadans des conditions qui
favorisent la complexation électrostatique, c'edir@ une concentration élevée en
HA et faible en HAase ou encore un rapport HA/HAa@sevé ainsi qu’une faible
force ionique. Nous allons ainsi pouvoir étudienfluence de la provenance de la
HAase sur la complexation électrostatique. Noustmns qu’en utilisant la HAase
testiculaire bovine, la masse molaire obtenuered’fiydrolyse est de 15 000 g.ripl
alors que si nous utilisons la HAase de venin diehda masse molaire obtenue est
de 1000 g.mét. Cette derniére valeur de masse molaire indiqa@res la littérature,
la fin de la réaction d’hydrolyse enzymatique, tedeslire un mélange de tétra- et
hexasacharides de HA (Meyer et Rapport, 1952). Bassonditions expérimentales,
le HA n'a pas pu étre totalement hydrolysé lorsquais utilisons la HAase
testiculaire bovine. La complexation électrostatigampéche d’hydrolyser totalement
le HA. Nous remarquons que dans ces conditions rempgtales, la réaction
d’hydrolyse est prédominante sur la réaction depteration dans le cas de la HAase

de venin d’abeille. Le choix de cette enzyme est @pproprié lorsque la masse
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molaire que nous souhaitons obtenir est faible ayague nous sommes dans des

conditions ou la force ionique est faible.

[.A.2. Influence de la concentration en HA et en Haase

Les deux figures nous permettent d’'observer I'iefice de la concentration en

HA (Figure 46) et en HAase (Figure 47) sur I'hnygsd enzymatique.

30
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Vi (pmol.L™".min™")
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5 e [NaNO,J=0mol.L™
A [NaNO,]=0,15mol.L ™

[HA] (gL ™)

Figure 46 : Substrat-dépendance de la réaction d’hydrolyse du hyaluronane catalysée par
la hyaluronidase de venin d’abeille 0,2 g.L™* dans du tampon phosphate 5 mmol.L™ , avec
la concentration de NaNO; nulle ou égale a 0,15 mol.L?, a pH 4.

N W w S
(6] o ol o
| | |
[ )

Vitesse initiale (umol.L™-.min™})
N
a1l o
L

=
o ol o
| |

T T

1 2
[HAase] (g.L'l)

o

Figure 47 : Enzyme-dépendance a pH 4 et en présence de force ionique pour une
concentration de HA de 3,5 g.L™ (Tranchepain, 2004)

104



Ces essais sont réalisés avec du HA natif bactéoen la masse molaire
moyenne en poids avoisine 2°IPmol” et de la HAase de venin d’abeille. Lorsque la
force ionique est fixée a 0.15 mof.Lla substrat-dépendance (Figure 45) est de type
Michaélis-Menten jusqu’a une concentration en HA & g.I* et I'enzyme-
dépendance (Figure 46) présente une évolutiontdssés initiale linéaire en fonction
de la concentration. En revanche, en absenceldanseomportement atypique est
observé. Tout d'abord, sur toute la gamme de cdret@n en HA utilisée, nous
observons une vitesse initiale de réaction plusldagu’avec une force ionique de
0,15 mol.L . De plus, lorsque nous augmentons la concentr&iphiA, la vitesse
initiale de réaction augmente jusqu’a atteindremaximum et diminue. Le méme
type de courbe est observé pour une force ionioée f1 0,15 mol.t.Ce phénoméne
est attribué a de la complexation électrostatigxistant entre le HA, qui est un
polyanion a ce pH, et la HAase chargée positivemé@wec ajout de sel, ce
phénomeéne est également observé mais de facon maineiela de 3,5 gL L'ajout
de sel n'est probablement pas suffisant pour éerdas charges négatives du HA
ainsi que les charges positives de la HAase.

I.A.3. Influence de la force ionique

Nous avons vu l'importance de la force ionique Idesla réaction et des
phénomenes qui lui sont associés. Il est donc swgaie important d’étudier

I’évolution de la vitesse initiale de réaction endtion de la force ionique.
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Figure 48 : force ionique-dépendance de la réaction d’hydrolyse du HA & 1 g.L™
catalysée par la HAase de venin d’abeille & 0,2 g.L™. (Levasseur, 2006)
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La figure 48 montre un effet significatif de la derionique sur la réaction
d’hydrolyse avec une activité enzymatique maxinpar des concentrations en sel
comprises entre 0,15 et 0,45 mdl.lAu-dela de ce domaine, nous observons qu’'une
augmentation de la force ionique tend a diminueritesse initiale d’hydrolyse. Un

exces de force ionique ne semble pas favoriseditlyse enzymatique du HA.

I.A.4. Influence du pH

La figure 49, présentant la pH-dépendance de lasd/Aaec une force ionique
fixée & 0,15 mol.L}, montre que la vitesse initiale d’hydrolyse eskimele pour une
gamme de pH acide centrée autour de 4.
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Figure 49 : pH-dépendance de la réaction d’hydrolyse du HA 1 g.L™ catalysée par la

HAase de venin d'abeille 0,2 g.L™ avec une concentration en NaNO; égale & 0,15
mol.L™ (Levasseur, 2006)

Dans cette gamme de pH, la complexation électigematpeut cependant
exister car le pH est au-dessus du pKa de la famaarboxyl qui est de 2,9 dans le
cas du HA (Berriaud 1998). Cette valeur est beguqaus faible que celles des
acides carboxyliques classiques (pKa entre 4 etL®)HA est donc sous forme
carboxylate. Nous sommes également en dessous datipié a 6,8 de la HAase
(Astériou, 2002), donc sous forme de sel d’'ammonalrargée positivement. Ceci
montre l'importance de fixer la force ionique siusosouhaitons minimiser le
phénomene de complexation lors de I'étape de ptmdude fragments de HA. Il est
également intéressant de noter qu’en dessous dqitdu dessus de pH 6, la vitesse
initiale est tres faible.
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I.B. Procédé d’arrét de la réaction enzymatique

Pour mettre au point une méthode de productiomadgrfents de HA de masse
molaire souhaitée aussi précise et reproductibke mpssible, il est nécessaire que
I'arrét de la réaction soit rapide et total. Lorsquous réalisons nos tests cinétiques,
c'est-a-dire que nous sommes a I'échelle du nridililes prélévements de milieu
réactionnel sont chauffés a 100°C quelques minafiesde stopper la réaction. Le
chauffage n’est plus envisageable pour des volyhesimportants. C’est pourquoi
une étude a été réalisée afin de déterminer unieoaétrapide permettant l'arrét de la

réaction.

Cinétique apH 4
— —= —  Cinétigue aprés ajustement a pH 2
- Cinétique aprés réajustement a pH 4

600

500 —

400 —

300 —

200 —

[ER] (umol.L™")

I I I I I I I
0 30 60 90 120 150 180

Temps (min)

Figure 50 : Test de dénaturation & pH 2 de la HAase de venin d'abeille. [HA] = 1 g.L™,
[HAase] = 0,2 g.L™" Superposition de 3 cinétiques : cinétique suivie a pH 4 ; aprés 20
minutes de réaction a pH 4, pH ajusté a 2 ; apres 20 minutes de réaction a pH 4, puis
40 minutes a pH 2, pH réajusté a 4 (Levasseur, 2006).

L’étude de la pH-dépendance nous a montré qu’'esodesde pH 3, la vitesse
initiale de la réaction d’hydrolyse est quasi null®bjectif de I'étude présentée sur la
figure 50 est de se placer a pH 2 lorsque nous astouls stopper la réaction
enzymatique. Cette figure nous montre qu'a pH 2¢étion est stoppée et de fagon

irréversible car méme en réajustant le pH a 4¢dation ne redémarre pas. La HAase
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est irréversiblement dénaturée entrainant une mertson activité enzymatique. En
acidifiant notre milieu réactionnel pour atteindne pH de 2, nous avons un moyen
instantané de stopper de maniere définitive latigac’hydrolyse enzymatique sans
modifier le HA.

I.C. Récupération des fragments de HA par précipitation

alcoolique

Il est & présent nécessaire de récupérer les fragnide HA du milieu
réactionnel et de les purifier en les séparantadelAase. Le procédé utilisé est un
procédé d’'extraction alcoolique en milieu aqueukdgol/eau : 80/20) contenant du
NaCl a 0,15 mét afin de faciliter la précipitation des fragmenestdA par « salting
out ». Le rapport éthanol/eau choisi est le rappptimal, c'est-a-dire qu’il permet la
précipitation maximale des fragments. Cependaestiimportant de noter que plus la
masse molaire des fragments de HA est faible, lplpsécipitation est difficile.

Figure 51 : Précipitation de HA hydrolysé par réaction enzymatique. Conditions de

précipitation : éthanol/eau (80/20) (v/v) avec [NaCl] = 0,15 mol.L" dans la phase
aqueuse.

Aprés inactivation de la HAase par acidification mhilieu réactionnel, une

quantité de NaCl est ajoutée pour ajuster la fmuoigue & 0,15 mol.t dans le milieu

réactionnel. Le volume nécessaire d’éthanol estit@jpar la suite. Le mélange
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représenté par la figure 51 est laissé une nuitGapuis filtré sur bichner afin de
récupérer les fragments de HA, sous forme de gphres de la HAase qui est soluble
dans le mélange eau/éthanol. Le précipité est remisolution dans un minimum
d’eau milli-Q pour étre par la suite dialysé afigloniner le sel en excés utilisé pour

la précipitation.

[.D. Production de fragments de faible masse molaire
(20 000 g.mol™* <Mn< 50 000 g.mol™)

I.D.1. Conditions enzymatiques choisies

A partir des connaissances obtenues au cours ugssétntérieures menées au
laboratoire sur des systémes HA/HAase, nous dewd@ierminer les conditions
d’hydrolyse permettant d'utiliser le HA natif a umm®ncentration la plus élevée
possible afin de produire des fragments en grandantge, d'utiliser une
concentration en HAase aussi faible que possibtauae d’'une part du co(t élevé de
I'enzyme et d’autre part afin de faciliter I'élindtion de I'enzyme. Il est également
nécessaire d’avoir une cinétique ou la vitessedttlyse est assez faible au moment
de stopper la réaction afin d’obtenir une masseaimelde HA la plus reproductible

possible.

—e— [HAase] = 0,01 g.L*
—=— [HAase] = 0,02 g.L !
—A— [HAase] = 0,03 g.L *

le+5 4

Mn (g.mol )

le+4 \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

temps de réaction (min)

Figure 52: Evolution de la Mn du HA déterminée par la méthode de Reissig, lors de
I'hydrolyse du HA natif & 5 g.L™" catalysée par la HAase de venin d'abeille a différentes
concentrations, avec une concentration de NaCl 2 0,15 mol.L* et & pH 4.
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La masse molaire des fragments de HA que nous goobaobtenir étant
faible, nous choisissons de nous placer a pH 4egti comme nous l'avons vu
précédemment (partie A. 4.), proche du pH optimum et une concentration a€IN
de 0,15 mol.L* pour fixer une force ionique permettant une gandmeitesse initiale
de réaction optimale (partie A. 2.). Pour respecter les criteres en termes de
concentration du substrat et de I'enzyme, nous ftietwisi une concentration en HA
égale a 5 g.t. Au dela de cette concentration, la viscosité si#stions initiales de
HA devient trop importante et des problemes d’hoémgité et d’agitation peuvent
apparaitre. La figure 8 présente des cinétiqués téalisées pendant trois heures pour
choisir la concentration de HAase la mieux appémriA une concentration de 0,01
g.L, nous n'obtenons pas la masse molaire souhaitédépart dans le temps de
I'étude. En augmentant la concentration & 0,02G8 6.L*, nous atteignons la masse
molaire souhaitée au bout de deux heures. De lplustesse d’hydrolyse atteinte est
tres faible. Nous conservons donc la concentrakiomplus faible des deux nous
permettant d’atteindre 20 000 g.nfolLes conditions de I'hydrolyse enzymatique
pour la production de fragments de HA dont la masskire est centrée sur 20 000
g.mofl’ont donc été définies ainsi :

[HA] =5 g.L* ; [HAase] = 0,02 g.I* ; [NaCl] = 0,15 mol.[* ; pH = 4

Pour confirmer les résultats obtenus par la méthdde Reissig, des

prélevements de milieu réactionnel ont été analyaésouplage SEC/RI.

.......... lh hydr0|yse
54 | eme——— 2h hydrolyse
——eamee 3h hydrolyse
=3
< 4 R A
G R RN
§ > .i." i \'\\'
g 3 H J 2\
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Figure 53 : Profils réfractométriques du HA déterminée par SEC/RI, lors de 'hydrolyse du
HA natif & 5 g.L™" catalysée par la HAase de venin d'abeille & 0,02 g.L™", avec une
concentration de NaCl & 0,15 mol.L™ et & pH 4.
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La figure 53 présente les signaux réfractométriqgubtenus a partir de
prélevements de milieu réactionnel effectués tode=s heures de la réaction
d’hydrolyse dans les conditions choisies précédemn@es signaux nous montrent
qu’aprés 2 heures de réaction, la vitesse d’hydeotiiminue de fagon importante car
I'écart entre les signaux a 2 et 3 heures de waast faible. Ceci confirme les

résultats obtenus par la méthode de Reissig.

Temps d'hydrolyse 1h 2h 3h
Mn par SEC/RI (g.mol®) | 46000 | 21700 | 19 600
Ip 3,4 2,5 1,7
Mn par Reissig (g.mol™®) | 41 000 19 500 17 000

Tableau 1: Evolution de la Mn du HA déterminée par SEC/RI et par la méthode de
Reissig, lors de I'hydrolyse du HA natif & 5 g.L™ catalysée par la HAase de venin d’abeille
40,02 g.L™, avec une concentration de NaCl & 0,15 mol.L™ et & pH 4.

Le tableau 1 montre que les valeurs Ma obtenues par couplage SEC/RI
sont trés proches de celles obtenues par la métm&eissig. La faible différence de
masse molaire entre les prélevements effectués at 22h de réaction confirme

également la faible vitesse de réaction.

Dans I'étape de production destinée a obtenir uwnentifé importante de
fragments pour les études suivantes, nous avolseut,25 g de HA natif soit 125
mL de solution mére & 10 g'L. 7,5 mL de solution de NaCl & 5 mof,L5 ml de
solution de HAase & 1 g'iet 112,5 mL d’eau milli-Q & pH 4. La réaction essuite
stoppée en ajoutant 6 mL d'acide chlorhydriqgue &mal.L"* nous permettant
d’atteindre un pH égal a 2, puis nous ajoutons 4l,02d’éthanol pour obtenir le

précipité précédemment décrit.
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signal RI, LS (unité arbitraire))

I.D.2. Analyse des fragments de HA obtenus

Deux productions de fragments de HA ont été réadisgt des analyses par
SEC/MALLS ont été effectuées apres purification pegcipitation alcoolique. Une
solution de 1 g.I' de chaque production de HA a été injectée en mli&O; 0,1

mol.L™t.

Production Production
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Figure 54 : Profils d’élution réfractométrique (proportionnel & la concentration) et de diffusion
de lumiére (909 (proportionnel a la concentration et a la masse molaire) de fragments de HA

produits par hydrolyse enzymatique [HA] = 1 g.L™* en milieu LINO; 0,1 mol.L™

Le signal LS observé par la figure 54 indique lgésence dans les deux
échantillons analysés de deux populations. La poesele la premiére population
située vers les plus faibles volumes d’élutiontest peu marquée pour la production
1 et davantage visible pour la production 2. Cpttamiere population n'apparait pas
sur le signal Rl de chacune des productions. lldoac présence d’'une tres faible
quantité d’agrégats. La deuxieme population éle¥s ies volumes d’élution les plus
forts, est visible sur les signaux LS et RI. La>deme population constitue la
majorité du produit pour les deux productions asédyg. L'analyse du signal RI
permet de vérifier que 85% du produit injecté ac@éactérisé. De telles pertes sont
classiques dans des analyses de ce type et negt@mbipas d'une rétention

particuliere du produit.
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Production 1  |Production 2
Mn (g.mol™) 28 200 22 600
Mw (g.mol™) 40 900 39 900
Ip 1,5 1,8

Tableau 2 : Détermination de la Mn, Mw et Ip obtenues par analyse SEC/MALLS des
productions de fragments de HA de faibles masses molaires

Intégration de la population majoritaire : production 1 entre 11,5 et 14,6 mL ; production 2
entre 14,1 et 18,9 mL

La Mn est l[égerement plus élevée que celle déterminéadks analyses des

prélevements des cinétiques test et l'indice dgmolécularité est plus faible. Cet
écart deMn s’explique trés probablement par le fait que Ecpmitation alcoolique ne

permet pas de précipiter les chaines de HA lesptites. LaMn obtenue est donc
tres proche de celle souhaitée au départ.
Une fois les fragments de HA purifiés et caracéisls seront utilisés pour

étre modifiés chimiqguement par un procédé d’estatibn.

|.E. Production de fragments de Mn forte > 300 000 g.mol™

I.E.1. Conditions enzymatiques choisies
Nous avons réalisé des cinétiques tests afin derrditer les conditions

enzymatiques adéquates pour obtenir des fragmenktAdde masse molaire élevée

proche de 300 000 g.mblCes essais sont résumés dans la figure 55.
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Figure 55: Evolution de la Mn du HA déterminée par la méthode de Reissig, lors de
I'hydrolyse du HA natif & 5 g.L™" catalysée par la HAase de venin d’abeille a différentes
concentrations et a pH 4.

La concentration de HA reste la méme que précédemmar elle doit
toujours étre la plus élevée possible pour augmentemaximum la production. Le
pH est également conservé proche du pH optimurra'dse a 4. Il nous reste donc
a fixer la concentration en sel et en HAase. Noasis, tout d’abord, choisi de ne pas
ajouter de sel au milieu réactionnel afin de dimreinle plus possible la vitesse de
réaction car la masse molaire que nous souhaitordigue une trés faible
dégradation du HA natif. La figure 55 nous montuélagest également nécessaire de
diminuer de fagon importante la concentration enab#® A une concentration de
2.10% g.L'* en HAase, la masse molaire souhaitée est obtenbeuwd d’environ deux
heures de réaction. La vitesse de réaction d’hydeoést faible mais il est cependant
difficile d’atteindre un palier avec des masses ames aussi importantes. Les
conditions de I'hydrolyse enzymatique pour la pretchn de fragments de HA dont la
masse molaire est centrée sur 300 000 g-amildonc été définies ainsi :

[HA] =5 g.L™" ; [HAase] = 0.002 g.'; [NaCI] =0 ; pH = 4

Lorsque nous passons a |'étape de production, anwss utilisé, pour obtenir
une quantité importante de fragments pour les étsdevantes, 1,25 g de HA natif
soit 125 ml de solution mére & 10 g,15 ml de solution de HAase & 0,1 .kt 120
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ml d’eau milli-Q a pH 4. La réaction est donc stéepen ajoutant 6 mL d’acide
chlorhydrique & 0,1 mol:t nous permettant d’atteindre un pH de 2, puis nous
ajoutons 2,19 g de NaCl pour atteindre une conagotr de 0,15 mol.t: nécessaire
pour I'étape de précipitation. Enfin, nous ajoutdn@6 L d’éthanol pour obtenir le
précipité précédemment décrit.

|.E.2. Analyse des fragments de HA obtenus
Des analyses par SEC/MALLS/RI ont été effectuéagsapurification par

précipitation alcoolique des fragments de HA. Uoleition de 0,5 g.I' de HA a été
injectée en milieu LIN®0,1 mol.L™.

1.0 0 -~ le+7

....... signal LS
signal RI
masse molaire

— le+6

signal RI LS (unité arbitraire))
masse molaire (g.mol )

T T T T le+5
12 14 16 18

volume d'élution (mL)

Figure 56 : Profil d’élution réfractométrique et de diffusion de lumiere (909 de fragments
de HA obtenus par hydrolyse enzymatique [HA] = 0,5 g.L™ en milieu LiNO3 0,1 mol.L™
Intégration entre 12,5 et 15 mL

La figure 56 montre une seule population. Commeégmémment I'analyse du
signal Rl permet de vérifier que 85% du produieat¢ a été caractérisé. Les valeurs
obtenues en terme de masse molaire sont les sesvalin = 494 000 g.mat ; Mw
= 618 000 g.mot; Ip = 1,3. LaMn obtenue est plus élevée que celle souhaitée
déterminée lors des cinétiques test. Cet écamplastimportant que I'écart observé
lors de la production des fragments de 30 000 g'mbpeut étre expliqué par le fait
que la vitesse de réaction d’hydrolyse était tnoypartante pour obtenir une bonne

reproductibilité de masse molaire au moment depstiola réaction d’hydrolyse.
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Ces fragments de HA purifiés et caractérisés sarmdifiés chimiqguement

par une méthode d’estérification.

Il. Synthése et caractérisation chimique des esters

de hyaluronane

[I.A. Conditions de synthese des esters de hyaluronane

Des études précédemment menées au laboratoirepcerné I'estérification
de la fonction acide carboxylique de fragments dedd 30 000 g.mél (Levasseur
,2006). Les premiers résultats étant intéressaintspus est apparu important de
poursuivre dans cette voie et d'estérifier égaléntes fragments de HA de masse

molaire plus élevée pour étudier I'influence deted¥in. Nous avons donc choisi
d’estérifier nos fragments de 30 000 g.that de 500 000 g.md) que nous
nommerons respectivement dans la suite de ce mandsc30 et HA 500, avec des
chaines alkyle allant du méthyle I'octyle et erséat varier le taux d’estérification.
La voie de synthese utilisée est décrite en détaik la partie Matériels et Méthodes.

Les principales étapes de cette synthése sonesupar spectrométrie infra rouge.
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Figure 57 : Spectres FT-IR de fragments de HA sous forme solide résumant les principales
étapes de la méthode d’estérification

a : précurseur sous forme acide

b : précurseur sous forme de sel de tétrabutylammonium (TBA)

c : forme estérifiée

La figure 57 présente les spectres FT-IR du HA tw@s trois grandes étapes
de la méthode d’estérification utilisée. Nous vén§ tout d’abord, la présence de la
fonction acide carboxylique en observant un picac#ristique situé a 1728 &m
(spectre A). Aprés passage des fragments de HA 8@ €A 500 sodique sur une
résine échangeuse de cations :

résine —SO,H
HA—COONa > HA —COOH + résine —SO,Na

La neutralisation par hydroxyde de tétrabutylammoniest également
vérifiée par la présence d’'une bande caractéristitpula fonction carboxylate située a
1614 cni (spectre B) et par la disparition de la bande #28%kcni* :

HA—COOH + TBAOH ——> HA —COOTBA + H,0
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De plus, nous constatons la présence des cat@rebutylammonium en
observant des bandes caractéristiques du CH adkyte 2880 et 2960 ch Enfin, la
derniere étape, c'est-a-dire I'étape d’estérifaraist visualisée par la présence de la

bande caractéristique de la fonction ester situl3& cnit (spectre C) :

HA—COOTBA + R—X — HA —COOR 4 TBAX

Enfin nous constatons aussi I'efficacité de laydialpuisque nous observons
la disparition des bandes correspondant aux idrabtéyl ammonium. Cette méthode
nous a permis d’évaluer qualitativement la reusiatéestérification des fragments de
HA.

[1.B. Détermination du taux d’estérification des fragments de
HA

Pour déterminer les taux d’estérification des fragta de HA 30 et HA 500,
nous avons privilegié des méthodes n’utilisant gee de produit car les quantités
d’esters synthétisées sont assez faibles. Elles gamprises entre 100 et 150 mg
selon les esters. Nous envisageons donc de déwrmeirtaux d’estérification par
RMN. Cette méthode non destructible ne nous fdliset que 5 mg d’échantillon.
Des spectres RMNH ont été réalisés sur chacun des esters et peésdrs pics
caractéristiques du HA estérifie. Un exemple dectspede chaque chaine alkyle

greffée, est présenté sur la figure 58.
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Figure 58 : Spectres *H-RMN dans le D,O d’esters de HA méthylé (A), éthylé (B), butylé (C)
et octylé (D), [HA]=5g.L™".
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A partir de ces spectres, il est possible de deter le taux d’estérification
des esters de HA par étalonnage interne en effgictaarapport entre I'intégration
d’un pic de référence du HA et celle d'un pic dladormation de I'ester. Le pic de
référence choisi est le singulet situé a 2 ppmespwndant au groupement Cie la
fonction N-acétyl glucosamine car cette fonctioest’pas modifiée par la réaction
d’estérification. Le pic di a la formation de l'estest le triplet correspondant au
groupement Ckisitué pour la chaine éthyle a 1,3 ppm, pour ldnghautyle a 0,9
ppm et pour la chaine octyle a 0,8 ppm. Concerleachaine méthyle, le singulet
correspondant au groupement £ébt trées déblindé par rapport a ceux des autres
chaines alkyle puisqu’il est directement lié a yg&ne. Il est situé vers 3,8 ppm dans
la zone des protons polysaccharidiques. Il n’est garfaitement isolé et cela rend
I'intégration de ce singulet trés imprécise. D’astchercheurs (Hiranet al. 2005)
ont utilisé cette méthode pour déterminer le talestdrification d’esters de HA
fortement méthylés allant jusqu'a 100%. Cependhmtei peut s’agir que de taux
d’estérification approximatifs puisqu’il est appatifficile d’obtenir une intégration
correcte du singulet. Les taux d’estérification ptes deux esters méthylés seront
donc déterminés par un dosage conductimétriqueiearg la méthode d’Eyler (Eyler
et al. 1947), méthode de routine employée au laboratélle .nécessite trois fois plus
de produit que la RMN soit environ 15 mg par dos&gtte méthode nous permet de
doser, par ajout d'acide chlorhydrique, les fonwi@arboxylates non estérifiées et
donc d’obtenir indirectement le taux des fonctiesterifiées. Les taux d’estérification

obtenus pour I'ensemble des esters préparés samhés dans le tableau 1

120



“ Taux Taux
Fragments Type de chaine A g
de HA reffée d'estérification d'estérification
9 souhaité obtenu (£ 5%)
méthyle* 40% 44%
40% 41%
éthvle 60% 54%
HA 23 y 80% 67%
95% 75%
butyle 40% 41%
octyle 40% 40%
5% 4%
10% 13%
tyl
HA 28 octyle 0% o0,
40% 38%
méthyle* 40% 41%
éthyle 40% 42%
butyle 40% 41%
HA 500 5% 3%
10% 13%
octyle
20% 20%
40% insoluble

Tableau 3 : Taux d’estérification des esters de HA obtenus par RMN et par conductimétrie
(*) pour la chaine méthyleet comparaison avec les valeurs souhaitées.

Pour les valeurs de taux d’estérification souhaigggre 10 et 40%, les valeurs
obtenues expérimentalement sont trés proches ts cgluhaitées. Pour les taux les
plus faibles, les valeurs obtenues sont plus faiblezeci peut étre expliqué par les
faibles volumes de solution d’halogénure d’alkyiduits par la faible valeur de taux
d’estérification souhaitée. L'incertitude assocéees faibles volumes est importante.
Nous observons également que pour les taux superieut0%, les valeurs sont
inférieures a celles souhaitées probablement diedhydrolyse partielle pendant la
dialyse.

Concernant la masse molaire des fragments de HAisésti pour
I'estérification, nous constatons qu'il est possitilestérifier des chaines de HA 500 a
des taux importants proches de ceux souhaités.dtenir des spectres RMIM de
qualité comparable a ceux obtenus pour les fragnglus courts, nous avons di
augmenter le temps d’accumulation. Nous remarqugue jusqu'a un taux

d’estérification de 20% en chaine octyle, I'estbteau est soluble dans I'eau, ce qui
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signal RI (unité arbitraire)

est nécessaire pour effectuer I'étude de la réadioydrolyse enzymatique catalysée
par la HAase. Tous les esters synthétisés a partfA 500 sont solubles dans I'eau

excepté le HA 500 C8 40% que nous avons synthet#gs pas utilisé pour la réaction

enzymatique.

Caractérisation physico-chimique des esters de

HA

Dans cette troisieme partie, nous allons caraeteles différents échantillons

présentés dans le chapitre précédent par chromaptugrd’exclusion stérique (SEC)

ou par flux-force couplé a deux détecteurs de siifiu de la lumiére multi angle
(MALLS) et réfractométrique différentiel (DRI).

[lI.LA. Analyse par couplage SEC/MALLS

llI.A.1. Esters obtenus a partir de HA 23 et HA 28

Les analyses sont effectuées sur colonne TSK-GetlPMés résultats vont

étre étudiés en fonction du taux d’estérificatiorde la longueur de la chaine alkyle

pour les différents esters.
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Figure 59 : Profils d'élution réfractométriques (A) de diffusion de lumiere (909 (B)
distribution des masses molaires (C) déterminés par SEC/MALLS/RI , [HA] =1 g.L™,
en solution dans 'eau milliQ filtration 0,45 pm

La figure 59 est décomposeée en trois parties. ltaepa présente les signaux
réfractométriques (DRI) proportionnels a la concaian en esters de HA. La partie
B présente les signaux de diffusion de lumiére (w8portionnels a la masse molaire
et a la concentration. La partie C présente l'dévwoh des masses molaires
déterminées pour chaque fraction préalablementr&épgaar chromatographie. Les
signaux LS mettent en évidence dans tous les élibastl'existence de deux
populations. Ceci nous permet de comparer leslprairomatographiques des esters
de HA éthylés a 41 ; 54 ; 66 et 75% avec celuirdgrhent précurseur HA 23. Pour
les taux d’estérification allant de 40% a 66%, dgydation 1 est située entre 9 et 12
mL et la population 2 est située entre 12 et 16sonlle signal de LS (figure 59 B). La
réponse du signal DRI (figure 59 A) présente ungespopulation entre 12 et 16 mL.
La population 2 représente donc la majorité dehBétillon injecté. La présence de la
population 1 indique une quantité négligeable ddggts pour le HA 23 ainsi que pour
les esters comparés. Les calculs de masses madairété effectués uniquement sur
la population 2 entre 12 et 16 mL (tableau 4 d&qage suivante).

Pour les taux d’estérification inférieurs a 75%, peofils DRI sont quasiment
superposables au HA 23 précurseur avec une légargdtion de la réponse vers les
volumes d’élution plus faibles. L'analyse du sigm2Rl nous permet de vérifier
gu’'entre 80 et 83% du produit est analysé ce quintreoque ces analyses sont
représentatives des échantillons.
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La réponse DRI du HA 23 L£75% differe de facon importante de ceux des

autres esters éthylés puisque la population 1 ajigur le signal RI. Ce signal a été

analysé et les résultats sont les suivantén = 3,2.16 g.mol* (¥10%) ; Mw =
5,2.16 g.mol* (+15%) ; Ip = 1,6 (+18%). Ce signal représented¥produit analysé.
Nous attribuons cela a la présence dagrégats ®rpar des associations
hydrophobes de type intermoléculaire en quanteézasnportante pour apparaitre sur
la réponse DRI. De plus, I'évolution de la masselam® ne se superpose pas
parfaitement avec celles des autres esters et écungseur. Elle est légerement
supérieure ce qui montre une structure plus corepaets populations 1 et 2 n’étant
pas parfaitement séparées, il est possible qu'aitdefquantité des agrégats soient
analysée dans la population 2 ce qui engendrepait dne augmentation importante
de la Mn et de la Mw. Nous observons également goa)me pour les autres
échantillons, I'évolution de masses molaires njga$ linéaire en fin d’élution en

raison des trés faibles réponses des détecteurs.

Fr?jgemHeAr\lts Mn (g.mol ) | Mw (g.mol ™) Ip DPN apparent
HA 23 22 600 39 900 1,8 56
HA 23 C, 41% 25 000 37 900 1,5 62
HA 23 C,54% 25 600 36 700 1,5 64
HA 23 C, 66% 29 000 37 500 1,3 72
HA 23 C, 75% 43 000 81 100 1,9 107

Tableau 4 : Détermination de la Mn, Mw et Ip des populations 2 obtenues par analyse
SEC/MALLS des fragments d’esters de HA de faibles masses molaires
Les masses molaires reportées dans le tableau #rembiue la méthode

d’estérification n’est pas dégradante puisque [Ba De sont pas inférieurs a celui du
fragment précurseur de HA. L'augmentation des valexpérimentales delin et de

DPn provient de la tendance de ces esters & I'atjodg Concernant lediw, les

valeurs expérimentales obtenues sont identiquda a@aleur du précurseur excepté
I'échantillon le plus substitué. Ces résultats mamt que d'augmenter le taux
d’estérification en chaines éthyle n’induit pas dbangement important de

comportement du HA en solution jusqu’a 66%.
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Dans le cas du HA 23,75%, les masses molaires moyennes sont surestimées
de facon importante en raison de la présence djatg€ll est donc difficile, dans ce
cas d’accéder a la masse molaire de la chaineisolé

Cette étude permet de conclure que pour observerchangement de
comportement en solution, il est nécessaire diadtei un taux d’estérification de 75%
en chaines éthyle. La présence d’associations pldb®s devient tres importante et

induit la formation d’agrégats volumineux.

[11.A.1.b. Influence du taux d’estérification (chaine octyle)
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Figure 60 : Profils d’élution réfractométriques (A) et de diffusion de lumiere (909 (B) avec
la distribution des masses molaires (C) déterminés par SEC/MALLS/DRI , [HA] =1 g.L™,
en solution dans I'eau milliQ filtration 0,45 um

La figure 60 est décomposée de la méme maniérgrpeedemment. Nous

pouvons comparer les profils chromatographiques$ralyment HA 28 précurseur et
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ceux estérifiés en chaines octyle a 3% ; 13% ; ©8%ous récupérons environ 80%
de I'échantillon et 38% en chaines octyle ou nespérons 35% de I'échantillon. Les
signaux LS (figure 60 B) des esters sont transld&éS mL vers les faibles volumes
d’élution indiquant 'augmentation des volumes lpadimamiques. Nous observons le
méme phénomene de translation sur les réponsesgd@Risters (figure 60 A) avec un
comportement tres proche pour les trois taux d'dsid@tion de 3%, 13% et 18%.
Ceci montre que la formation d’agrégats volumingigure 60 C).

Le HA 28 G 38% a un comportement différent. Son signal Rkpde un pic
majoritaire situé a un volume d’élution plus éleygée pour les autres esters. Nous
observons également un épaulement a des volumdstiahé plus faibles. En
parallele, nous observons que les valeurs donnaedapdistribution des masses
molaires sont trés supérieures non seulement @ésadli précurseur mais également a
celles des autres esters. Ceci suggere la formdignégats de masse molaire élevée
mais trés compactes.

Les calculs de masses molaires ont donc été réaistée 12 et 15 mL pour
les HA octylés et entre 15 et 18 mL pour le HA 28cpirseur et sont résumés dans le

tableau 5.
Fragments B B

dge HA Mn (g.mol %) | Mw (g.mol ) Ip DPN apparent
HA 28 28 200 (8%) 40200 (7%) | 1,4 (10%) 70

HA28 Cg3% | 27500 (20%) | 45000 (18%) | 1,6 (27%) 68

HA 28 Cg13% | 38800 (21%) | 50100 (11%) | 1,3 (22%) 94

HA 28 Cg 18% | 38500 (29%) | 52400 (29%) | 1.4 (41%) 92

HA 28 C338% | 4 200 000 (2%) | 4 600 000 (2%) | 1,1 (3%) 9611

Tableau 5 : Détermination de la Mn, Mw et Ip obtenues par analyse SEC/MALLS
des fragments d'esters de HA de faibles masses molaires

Jusqu’a 18% d’estérification en chaines octyle, Vialeurs deMn et Mw
augmentent Iégérement lorsque le taux d’estérifinaaugmente mais restent proches
de la valeur obtenue pour le précurseur.

Cependant, lorsque le taux d’estérification deviemortant comme dans le

cas du HA 28 €38%, lesMn et Mw obtenues sont surestimées de facon importante.

Il est donc impossible, dans ce cas d’accédemngakse molaire de la chaine isolée. Il
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apparait qu'en augmentant le taux d’estérificagonchaine octyle les interactions
hydrophobes de type interchaines soient prédongaant

llLA.1.c. Influence de la longueur de la chaine alkyle

Les figures 17 A, B et C permettent de comparetadméme maniére que

précédemment les esters de HA G, C, et G greffés a 40% avec le précurseur.
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Figure 61 : Profils d’élution réfractométriques (DRI) (A) et de diffusion de lumiere (LS) 90°
(B) avec la distribution des masses molaires (C) déterminés par SEC/MALLS/RI , [HA] =1
g.L'l, en solution dans 'eau milliQ filtration 0,45 pm
Les signaux LS (figure 61 B) mettent en évidenamsdtous les échantillons,
I'existence de deux populations. La population ritre29 et 12 mL) sur le signal LS
n'apparait pas sur le profil DRI (figure 61 A). Egvanche, la population 2 (entre 12
et 16 mL) sur le signal LS présente un signal DRhhdentifié. La population 2

représente donc la majorité de I'échantillon irjedta population 1 montre une
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quantité négligeable d’agrégats pour le HA 23 ajju& pour les esters. Les calculs de
masses molaires ont été effectués uniquement Exiee 15 mL.

Concernant les esters méthyl, éthyle et butyleptedils Rl sont quasiment
superposables au HA 23 précurseur avec une treeelé@nslation du signal vers les
volumes d’élution les plus faibles. L’analyse dgnsil Rl nous permet de vérifier que
comme pour le précurseur plus de 85% du produiamslyse excepté dans le cas du
HA 23 C8 40% ou seulement 33% du produit est agalya majorité de I'échantillon
a donc été retenu a la filtration et correspondes abjets de trés grandes tailles (>
0,45um)

Les profils Rl et LS du HA 23 £10 différent de facon importante de ceux des
autres esters. lls sont translatés d’environ 2 rats \les faibles volumes d’élution.
L’évolution de la masse molaire ne se superposayes celles des autres esters et du
précurseur. Les valeurs obtenues sont donc beaytosiglevées que celle des autres
échantillons. L'augmentation trés importante d&taainsi que la Mw est attribuée a
des associations hydrophobes. Ces associationalpentent de type intermoléculaire
a engendré des agrégats en quantité importargst donc impossible dans le cas de

cet ester d’obtenir IMn et Mw de la chaine isolée.

Fragments ; ;
dge HA Mn (g.mol ™) | Mw (g.mol ) Ip DPN apparent
HA 23 22 600 39 900 1,8 56
HA 23 C; 44% 22 800 40 400 1,8 57
HA 23 C, 41% 25 000 37 900 15 62
HA 23 C441% 21 000 29 900 1,4 51
HA 23 Cg 40% 123 000 199 700 1,6 282

Tableau 6 : Détermination de la W, Mw et Ip des populations 2 obtenues par
analyse SEC/MALLS des fragments d’esters de HA de faibles masses molaires

Les valeurs expérimentales tn et Mw obtenues sont proches de la valeur
du précurseur. Ces résultats montrent que d’esteléf HA avec des chaines,©; et
C4 a un taux d’estérification proche de 40% n’inchas de changement important de
comportement en solution.

Nous constatons une différence importante de esypour le HA 23 C8 38%
et le HA 28 G 40%. Pour ces systemes tres agrégatifs, les aésulépendent tres

fortement des conditions de mise en solution ed®filtration.
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[11.A.1.d. Bilan

Cette étude a mis en évidence l'influence de lglenr de la chaine alkyle
ainsi que celle du taux d’estérification. Il semfléun changement de comportement
soit induit par la valeur de la balance hydrophpephile. Dans le cas d’'un fragment
de HA d’environ 30 000 g.md] les interactions hydrophobes interchaines améaent
formation d’agrégats en quantité non négligealjparéir de 40% en chaine octyle ou
pour 75% en chaine éthyle. L'estérification avee whaine octyle engendre des
agrégats de masse molaire plus importante queutessachaines alkyle utilisées. La
chaine octyle favorisant davantage les associatigdsophobes, les conformations
obtenues semblent plus compactes.

Les agrégats n'ayant pu étre séparés des chabiéssisles masses molaires

de celle-ci n'ont pu étre déterminées avec prégisio

lII.A.2. Esters obtenus a partir de HA 500

Des analyses par couplage SEC/MALLS similairesllaceffectuées avec les
esters de faibles masses molaires ont été réaksgdss esters préparés a partir du
précurseur de HA 500 en utilisant les colonnes TBK-PWHxI. L'influence de la
longueur de la chaine alkyle et du taux d’esté&ifan en chaines octyle est étudiée en

analysant les profils chromatographiques.

[1I.A.2.a. Influence du taux d’estérification (chaine octyle)
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Figure 62 : Profils d’élution réfractométriques (A) et de diffusion de lumiere (909 (B) avec
la distribution des masses molaires (C) déterminés par SEC/MALLS/RI , [HA] = 0,5 g.L™,
en solution dans I'eau milliQ filtration 0,45 um

* probléme de saturation du signal LS

Sur la figure 62 B, nous observons une importa@pemse en LS aux faibles
volumes d’élution pour les trois échantillons magifmontrant la présence d’agrégats
volumineux. Si nous observons la réponse DRI aéeo¢figure 62 A), nous
constatons I'apparition d’'une réponse lorsque Il tdestérification augmente. Les
masses molaires correspondantes (figure 62 Cltssnimportantes mais ne peuvent
pas étre calculées en raison de la saturationigiesus LS.

Si nous observons a présent la réponse DRI desesspéuées aprés 11 mL,
nous constatons une translation vers les plusefaibblumes d’élution donc vers les
plus forts volumes hydrodynamiques. Cette trammsiatis’accompagne d’une
augmentation des masses molaires. Nous avons dnpdu de chaines isolées dans
ces systémes ou l'auto association est prédominante

Nous avons choisi, pour tous les esters octylésl@erminer les masses
molaires entre 11 et 13 mL de volume d’élution aison de la saturation du signal

LS. Ces résultats sont présentés dans le tableau 7.
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quantité détectée

Fr%gem: Ets Mn (g.mol %) Mw (g.mol ™) Ip DPN apparent ~ parle
réfractometre
HA 500 494 000 (9%) 618 000 (7%) 1,3 (11%) 1232 87%
HA 500 Cg 3% 485 000 (25%) 532 000 (18%) 1,1 (30%) 1200 73%
HA 500 Cg 13% 510 000 (35%) 874 000 (37%) 1,7 (40%) 1235 61%
HA 500 C5 20% | 9700 000 (2%) 15200 000 (3%) | 1,6 (4%) 23261 46%

Tableau 7 : Détermination de la Mn, Mw et Ip des HA 500 octylés obtenues par analyse
SEC/MALLS des fragments d’esters de HA de fortes masses molaires entre 11 et 13 mL

L’analyse des fragments de HA 50Q 86 et HA 500 @ 13% montrent des

valeurs deMn identiques a celle du précurseur HA 500. Les valebtenues pour

les Mw augmentent avec le taux d’estérification. Conaarie HA 500 G 20%, la

Mn est trés élevée par rapport au précurseur HA BARjue la capacité a I'auto

association interchaines pour cet échantillonatbji impossible d’obtenir les masses

molaires des chaines isolées dans le cas de Ile8t&00 G 20%.

détectée diminue avec l'augmentation du taux distgtion.

volumineux sont retenus lors de I'étape de filtnati

La taille des agrégats étant de plus en plus éldaéguantité d’échantillon

Ces agrégats
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signal RI (unité arbitraire)

[11.A.2.b. Influence de la chaine alkyle ajoutée
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Figure 63 : Profils d’élution RI (A) et LS (909 (B) avec la distribution des masses molaires
(C) déterminés par SEC/MALLS/RI , [HA] = 0,5 g.L™, en solution dans I'eau milliQ filtration
0,45 pm

* probléme de saturation su signal LS

Les signaux LS (figure 63 B) observés pour les diilians estérifiés sont
translatés par rapport au HA 500 précurseur a oksmes d’élution plus faibles.
Nous observons le méme phénomene de translatiana&ysant les signaux DRI
(figure 63 A). En parallele, les masses molairetermies (figure 63 C) sont plus
importantes que celles du HA 500 précurseur. Tadi ¢ndique la formation
d’agrégats volumineux. Les profils DRI indiquenteqces agrégats se compacifient
puisque lorsque la longueur de la chaine alkylarenge, le profil DRI se déplace
vers les volumes d’élution plus élevés. Nous avdéterminé les masses molaires
entre 10 et 13 mL en raison de la saturation dpenges LS. Les résultats sont

résumés dans le tableau 8.

132



quantité
Fr%%mHegts Mn (g.mol ) Mw (g.mol ) Ip DPN apparent ditaef ;[:' ©
réfractometre
HA 500 494 000 618 000 1,3 1232 87%
HA 500 C; 41% 900 300 920 000 1,0 2262 70%
HA 500 C; 42% 1200 000 1 700 000 1,4 2978 63%
HA 500 C, 41% 517 000 842 000 1,6 1246 42%

Tableau 8: Détermination de la Mn, Mw et Ip obtenues par analyse SEC/MALLS des
fragments d’esters de HA de fortes masses molaires (entre 10 et 13 mL)

Les valeurs deMn et Mw obtenues des HA 500,@1% et HA 500 €42%
sont beaucoup plus élevées que pour le précuideus observons également que les
quantités d’échantillon détectées par le réfractoen@iminuent lorsque la longueur
de la chaine alkyle augmente. Ces deux phénomade&gieént donc la présence de
plus en plus importante d'agrégats provenant d@asons hydrophobes
interchaines. En revanche, pour le HA 5004@%, la taille des agrégats étant trop

importante, la majorité d’entre eux a été reterardegfiltre.

I1I.A.2.c. Bilan

Ces résultats nous montrent qu’avec des HA de fplds masse molaire, la
tendance a l'agrégation est favorisée. Les intenaethydrophobes apportées par
I'ajout de chaines alkyle sont de type intermolatel puisque les masses molaires
obtenues sont nettement supérieur au HA précurseontrairement aux esters
préparés a partir des HA 23 et HA 28, des changentencomportement induits par
les interactions hydrophobes se produisent detukaqourte chaine alkyle et des les
plus faibles taux d’estérification. De plus, augteerle taux d’estérification ou la
longueur de la chaine alkyle semble donner destates plus agrégées.

Les agrégats étant difficilement séparables de$nebaisolées, les masses

molaires de celles-ci n’ont pu étre déterminées @vécision.
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[11.B. Analyse par couplage AF4/MALLS

Pour certains esters de HA, notamment ceux prégapzstir du précurseur
HA 500, I'importante présence des agrégats ne rog&s permis d’obtenir une
séparation correcte des différentes populationsepités en solution. Pour tenter une
séparation entre les agrégats et les chaines $salési qu'une caractérisation de ces
différentes espéces, nous avons choisi d’analysesystemes en utilisant un systeme
de séparation flux-force dont les capacités deraéipa des polyméres amphiphiles
sont reconnues (Simoet al, 2003). Il est important de rappeler que l'orde d
séparation est inversé par rapport a la SEC. Lpéces les moins volumineuses

sortent en premier. Les résultats obtenus soniméssur la figure suivante.
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Figure 64 : Profils d’élution réfractométriques (A) et de diffusion de lumiére (909 (B) avec
la distribution des masses molaires (C) déterminés par AF4/MALLS/RI ,
[HA] = 0,75 g.L, en solution dans I'eau milliQ filtration 0,45 um
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La figure 64 présente, comme précédemment dansade du couplage

SEC/MALLS, les profils réfractométriques (figure 84 les profils de diffusion de

lumiére a 90° (figure 64 B) et I'évolution de la $sa molaire en fonction du volume

d’élution (figure 64 C). Nous observons deux popaies : avant 32 mL, les chaines
de HA ou de HA estérifies isolées et aprés 32 nd_deaines de HA ou de HA

estérifies agrégées. La tendance a I'agrégatioooegbrme aux données précédentes,

c'est-a-dire d’'apres les signaux LS, faible pouHke 500 précurseur et fort pour le
HA 500 G 41%.

Les masses molaires obtenues avant 27 mL sontpagdes pour les deux

échantillons. Ceci indique la présence de chakwéeas. La forte déviation observée

ensuite confirme la présence d’agrégats comme e tableau suivant.

quantité
Fragments Mn (g.mol ) Mw (g.mol ) | DPn détectée
de HA 9. 9. P apparent par le
réfractometre
HA 500 476 000 (15%) 535 000 (16%) 1,1 (22%) 1187 85%
502 000 (47%) 1 300 000 (29%) 2,7 (56%) 1261 55%
HA 500 C; 41%
19 000 000 (29%) | 41000 000 (41%) | 2,2 (50%) 47 382 1%

Tableau 9 : Détermination de la Mn, Mw et Ip des populations 1 et 2 obtenues par analyse

AF4/MALLS des fragments d’esters de HA de fortes masses molaires

Le tableau 9 résume les valeurs de masses moti#tesminées a partir des
fractogrammes précédents. Les masses molairesuast@our le précurseur HA 500
sont tres proches des valeurs obtenues par couB&g@MALLS. De plus, la
quantité d’échantillon détectée par le réfractomeatst semblable a la quantité

analysée par couplage SEC/MALLS. Nous pouvons ehit® que la méthode de

séparation est adaptée au HA. Les valeurMde confirment la forte tendance de cet
ester aux associations interchaines de nature plydbe apportée par I'estérification.
Néanmoins, Il a été possible de déterminer les esas®laires de I'ester HA 500, C
41% et donc de séparer de facon satisfaisantegl€gyats de masse molaire trés
élevée et les chaines isolées. Les valeurs de magseaires des chaines isolées nous
montrent que la méthode d’estérification utiliséesh pas dégradante méme en
utilisant des précurseurs de masse molaire plugéle

Il n'a cependant pas été possible de réaliser éparation correcte dans le cas

des autres esters de HA entre les agrégats ehdé@ses isolées. De plus, les quantités
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d’échantillons détectées par le réfractometre (%)LAe sont pas représentatives des

especes preésentes en solution.

[11.C. Caractéristiques viscosimétriques des esters de HA

Dans cette partie, I'influence de I'estérificatiiongueur de la chaine alkyle
et taux d’estérification) est étudiée sur la visigogles solutions d’esters de HA a
l'aide d’'un viscosimeétre de type couette (Contrakesr Shear LS30). Nous avons
étudié les esters préparés a partir du précurs@ub®d car pour ceux préparés a
partir des HA 23 et 28, les viscosités obtenuesosd avérées trop proches de la
viscosité de I'eau pour en établir une variatiori@iction de la concentration.

Nous avons choisi d’analyser les parametres visgsiques en fixant le pH
des solutions & 4 et en fixant une gamme de coratimt allant de 0,1 & 2 gL De
plus, les études sont réalisées dans I'eau mikii@i que dans NaCl 0,15 mof-L
Ces conditions expérimentales sont celles utilispesr I'étude de [I'hydrolyse

enzymatique des esters de HA catalysée par la HAase

l11.C.1. Analyses effectuées a 25C

[ll.C.1.a. Etude du régime des différents esters de HA en solution

dans 'eau pure

100 7

HA 500
HA 500 C, 41%

HA 500 C, 42%
HA 500 C, 41% =06

® énmno
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10 4
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0.1 10

[HA] (g1 ™)

Figure 65 : Evolution de la viscosité spécifique en fonction de la concentration pour les
esters de HA préparés a partir de HA 500

136



La figure 65 présente I'évolution de la viscosipg&dfiqgue en fonction de la
concentration en HA 500 et en esters HA 5@ 8%, HA 500 G 42% et HA 500 ¢
41%. Elle nous permet d'observer que cette vanagst linéaire quelque soit la
chaine alkyle ajoutée. Les pentes de ces droitesldwaleur est proche de 0,5 sont
caractéristiques de solutions de polyélectrolyteségime semi dilué non enchevétré
(Don, 2008).

chaine alkyle
greffée Cy Cz Ca Cs
taux d'estérification 0 41% 42% 41% 3% 13% 20%
Nspe az2 g.L'l 16,40 6,00 1,61 1,15 0,32 0,31 0,20

Tableau 10 : Détermination de nspe & une concentration fixée a 2 g.L™" pour
I'ensemble des esters préparés a partir de HA 500

La viscosité spécifique des esters octylés état proches de la viscosité
spécifiqgue de l'eau il n'a pas été possible d’excedr I'évolution en fonction de la
concentration. C’est pourquoi nous avons décidéedeouper dans le tableau 3 la
viscosité spécifique a une concentration fixe pchaque ester. Ceci nous permet de
comparer I'ensemble des esters préparés. Nousatonstque la viscosité spécifique
diminue lorsque la longueur de la chaine alkylenzergge. Dans le cas de la chaine
octyle, la viscosité spécifique diminue égalememrsdue le taux d’estérification

augmente.
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[11.C.1.b. Détermination de la viscosité intrinseque dans I'eau pure
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Figure 66 : Evolution de la viscosité réduite en fonction de la concentration pour les
esters de HA préparés a partir de HA 500 (représentation de Huggins)

L’évolution de la viscosité réduite des differeathantillons en fonction de la
concentration dans l'eau est typique d'un polyétdgte : la viscosité réduite
augmente lorsque la concentration diminue. Cegipdigue par 'augmentation, a trés
faible concentration, des forces de répulsionsedes charges négatives portés par les
fonctions carboxylates du HA et provoquant aingxfiansion des chaines de
polymére. Nous observons également que l'estdiificades fragments de HA
diminue ce phénomene d’expansion. En estérifiamt0%, nous masquons une
quantité relativement importante de charges négmtice qui peut expliquer cette
diminution. Ce phénoméne a été observé par Drag&hieici (2001) lors de leur
étude sur des polyélectrolytes cationiques hydrbpioNous remarquons aussi que
I'expansion semble diminuer lorsque la longueutadehaine alkyle augmente a taux
d’estérification constant en raison de l'augmentatdu caractere hydrophobe. Les

associations hydrophobes intrachaines en miliew ailasquent I'effet polyélectolyte.
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Il n'est pas possible de déterminer la viscositériseque des échantillons par
cette représentation. Nous avons donc choisi depxésentations classiques : la

représentation de Fuoss ainsi que la représen@giéredors.
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Figure 67 : Représentations de Fuoss (A) et de Fedors (B) pour les esters de HA préparés
a partir de HA 500

Les deux méthodes de linéarisation représentéeslasdigure 67 nous
permettent d’obtenir des droites pour 'ensemble efders étudiés. Ces deux modéles
semblent étre applicables dans le cas de nos system régime semi dilué non
enchevétré. Il est donc possible d’accéder a [zosite intrinseque et de comparer les
valeurs obtenues par les deux méthodes. Les valieurdscosités intrinséques sont

résumées dans le tableau 3.

Fuoss Fedors
g™ | [nl(g™ Cm
HA 500 50,00 10,60 0,33
HA 500 C; 41% 16,70 6,85 0,50
HA 500 C, 42% 2,38 1,41 1,33
HA 500 C,4 41% 1,52 0,85 1,79

Tableau 11 : Détermination de la viscosité intrinséque ([n]) pour les esters de HA
préparés a partir du HA 500 ainsi que pour le précurseur HA 500

Nous constatons une différence entre les viscositéaseques obtenues par
les méthodes de linéarisation de Fuoss et de FéHardifférence des valeurs est

importante. Il a déja été montré que la déternmomadie la viscosité intrinseque par la
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méthode de Fuoss pour des pectines donnait desrvaarestimées (Michett al,
1984). Les résultats de Cohetnal. (1988) montrent que I'équation de Fuoss n’est pas
adapté aux faibles concentrations en polymeresurBatiet al. (2006) utilisent un
polysaccharide neutre pour réaliser une comparastne la méthode de Huggins et
celle de Fedors. Leurs études ont montré que lesingade viscosités intrinseques
déterminées par la méthode de Fedors pour desadestramphiphiles sont tres
proches de celles obtenues par la représentatioHudgins. Ces représentations
restent cependant empiriques, et traduisent ursgatee qui est la méme pour les
deux méthodes. Quelque soit la représentation,idaosité intrinseque diminue
lorsque la longueur de la chaine alkyle ajoutéemmge en fixant le taux
d’estérification a 40%. La viscosité du HA précunsest liée a la présence de liaisons
hydrogene entre le groupe carboxylate et le grauqaeétyl via une molécule d’eau
(Heatley and Scott 1988). Ces liaisons sont d’aytéus présentes que les solutions
analysées sont préparées dans I'eau pure. Estéefidonctions carboxyl diminue le
nombre possible de liaisons hydrogene et diminure d viscosité. Cette diminution
de la viscosité intrinseéque peut également signifiee diminution du volume
hydrodynamique par associations hydrophobes intiesulaires. Souguiret al.
(2007) réalise une étude viscosimetre dans l'eae pi¢ carboxyméthylpullulane
hydrophobisés par du diméthylaminopropylamine enstate également une
conformation plus compacte par rapport a son psecur

De plus, nous constatons une augmentation du p&ex@e en parallele de la
diminution de la viscosité intrinseque. Cette augtaton signifie la formation de
structures plus compactes avec l'augmentation derigueur de la chaine alkyle.
D’aprés les études de Rotureat al. (2006), le paramétre Cm est lié a la

concentration d’agrégation lorsqu’il s’agit de pores amphiphiles.
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I1I.C.1.c. Etude du régime des esters de HA dans NaCl 0,15 mol.L™
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Figure 68 : Evolution de la viscosité spécifique en fonction de la concentration pour
les esters de HA préparés a partir de HA 500
En présence de 0,15 mof.lde NaCl, nous observons comme précédemment
une variation linéaire de la viscosité spécifigunef@nction de la concentration quelle
que soit la longueur de la chaine alkyle ajout@s. V‘aleurs de pente, qui varient de

1,1 a 1,5 sont caractéristiques de solutions amedilué (Utracki, 1963).

chaine alkyle greffée C: C, Cs Cs
taux d'estérification 0 41% 42% 41% 3% 13% 20%
Nspe@2g.L™ 1,96 | 1,50 | 0,59 041 | 0,23 0,17 0,14

Tableau 12 : Détermination de nspe & une concentration fixee a 2 g.L™ pour
I'ensemble des esters préparés a partir de HA 500

Comme dans le cas des analyses effectuées danspliga, les viscosités
spécifiqgues du HA 500 £41% ainsi que les esters octylés sont trop faiplas
obtenir une évolution en fonction de la concertraten HA. Nous pouvons
néanmoins les comparer & une concentration fix@ gal'*. Tout d’abord, nous
constatons qu’en présence de NaCl, les viscogi@sifgjues sont logiquement plus
faibles que dans I'eau pure en raison de I'écranthes charges. En les comparant, il

est important de remarquer que, comme dans leesasalutions préparés dans I'eau

141



pure, la viscosité spécifique diminue lorsque lagleeur de la chaine alkyle ajoutée
augmente. Pour les esters octylés, nous remargégakement que la viscosité
spécifiqgue diminue lorsque le taux d’estérificatamgmente pour les mémes raisons

gue précédemment.

111.C.1.d. Détermination de la viscosité intrinséque dans NaCl 0,15 mol.L™*
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Figure 69 : Représentation de Huggins pour les esters de HA préparés a partir de
HA 500

En présence de 0,15 mof.lde NaCl, nous n'observons plus d’augmentation
de la viscosité réduite lorsque les concentratiensHA estérifiés ou non diminuent.
Les effets polyélectrolytes sont supprimés paolajde force ionique. Il est donc
possible de déterminer dans le cas du HA 500 pséaurinsi que des deux esters HA
C;: 41% et HA 500 €42% les viscosités intrinséques en utilisant pagsentation de

Huggins. Les résultats obtenus sont résumeés daabléau suivant

Huggins Fedors Fuoss
[nl (L.9™) K [nl (L.g™) [n]
HA 500 0,72 0,24 0,87 1,84
HA 500 C; 41% 0,46 0,66 0,55 0,89
HA 500 C, 42% 0,08 1,60 0,13 0,27

Tableau 13 : Détermination de la viscosité intrinséque ([n]) pour les esters de
HA préparés a partir du HA 500 ainsi que le précurseur

142



Le tableau 13 nous montre qu’en fixant le taux tdescation a 40%, les
viscosités intrinséques diminuent lorsque la longude la chaine alkyle ajoutée
augmente. Ceci suggére une diminution du volumeddythamique. Simoret al.
(Simon et al, 2003) observent de la méme maniére une diminud®rviscosités
intrinséeques des carboxyméthylpullulanes hydropdésbipar des chaines octyle
lorsque le degré de substitution augmente. Palleti al. (Pelletier et al. 2000)
montre qu’en régime dilué, les interactions hydadps intramoléculaires entre les
chaines alkyle sont favorisées dans NaCl 0,15 middé plus la représentation de
Huggins nous permet d’accéder au paramegird_& valeur obtenue pour le HA 500
précurseur est une valeur classique pour un beasINous observons que sa valeur
augmente lorsque la longueur de la chaine alkyeté¢ augmente. Bien que les
chaines alkyle ajoutées soient courtes, les irttersc polymere-polymeére sont
accentuées et les interactions polymeére-solvanindiemt. Le taux d’estérification
élevé permet ces associations hydrophobes. Lesédsrite viscosité ont également
été linéarisées selon les méthodes de Fuoss etdies En accord avec Roturestu
al. (2006), en présence de sel les représentatiolsiggins et de Fedors donnent des
résultats proches.

[11.C.2. Analyses effectuées a 37C

Les mémes analyses viscométriques ont été réakpéidsant la température a
37°C. Ceci nous permet de nous rapprocher davauat@geonditions utilisées pour

I'étude de I'hydrolyse enzymatique.

[1l.C.2.a. Etude du réaime des esters de HA dans I'eau pure
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Figure 70 : Evolution de la viscosité spécifique en fonction de la concentration pour les
esters de HA préparés a partir de HA 500
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Comme pour tous les polyméres non LCST, nous obserdes viscosités
plus faibles a 37°C qu'a 25°C. A cette températamys observons également une
variation linéaire de la viscosité spécifique endiion de la concentration en HA
estérifié ou non. Les pentes de ces droites domalaur est proche de 0,5 sont
caractéristiques de solutions de polyélectrolyteségime semi dilué non enchevétre.
Ne pouvant pas observer I'effet de la concentrgtiour le HA 500 ¢ 41% et les HA
500 octylés. Nous choisissons de comparer I'enseidd fragments de HA préparés
a partir du HA 500 a une concentration fixe. Lesut&ts sont résumés dans le tableau

suivant.
chaine alkyle
greffée Cs Co Ca Ce
taux d'estérification 0 41% 42% 41% 3% 13% 20%
Nspe az g.L'l 9,62 3,80 1,38 0,61 0,05 0,06 0,04

Tableau 14 : Détermination de nspe & une concentration fixée a 2 g.L pour
I'ensemble des esters préparés a partir de HA 500

Le tableau 14 présente des viscosités spécifiquas dgninuent avec
'ensemble des échantillons analysés lorsque nauss rplagons a 37°C. Nous
observons également la méme tendance qu'a 25%,acttire, une diminution de la
viscosité spécifique lorsque la longueur de lammhaikyle ajoutée augmente. Pour les
esters octylés, une diminution de la viscosité ifpée est a noter lorsque le taux

d’estérification augmente.

[11.C.2.b. Détermination de la viscosité intrinseque dans I'eau pure
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Figure 71 : Evolution de la viscosité réduite en fonction de la concentration pour les
esters de HA préparés a partir de HA 500 (représentation de Huggins)
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La figure 71 présente I'évolution de la viscoséduite selon la représentation

de Huggins. L'augmentation de la température dym®induit une diminution de la

viscosité réduite en fonction de la concentratidaffet polyélectrolyte trés marqué

pour le HA 500 précurseur est a nouveau observ€@.3.a diminution de cet effet

polyélectrolyte est mise en évidence lorsque lguear de la chaine alkyle augmente.
Pour déterminer la viscosité intrinseque des édiarg HA 500, HA 500 @ 41% et

HA 500 G 42%, nous avons alors utilisé les méthodes davrisetion de Fuoss et

celle de Fedors. Les résultats sont résumés dafiglees et tableau suivants.
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Figure 72 : Représentation de Fuoss (A) et de Fédors (B) pour les esters de HA
préparés a partir de HA 500

Les deux équations utilisées permettent I'obtentlendroites pour les trois
échantillons analysés. Il est donc possible d’aecédx viscosités intrinséques et de
comparer les valeurs obtenues par les deux méthGéesvaleurs sont résumées dans

le tableau suivant.

fuoss Fedors
[n] [n] Cm
HA 500 26,3 16,9 0,44
HA 500 C; 41% 6,25 3,71 0,87
HA 500 C, 42% 3,11 1,26 1,49

Tableau 15 : Détermination de la viscosité intrinseque ([n]) pour les esters de
HA préparés a partir du HA 500 ainsi que le précurseur

Le tableau 15 présente un écart important entrevédsurs de viscosités
intrinséques déterminées par I'équation de Fuosellts obtenues par I'équation de

Fedors. La tendance reste cependant la méme. tasitis intrinseque diminue de
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facon importante lorsque la longueur de la chaikgleaaugmente. Nous pouvons
remarquer que la diminution est tres marquée datvaleur obtenue pour le HA 500
précurseur et les deux esters analysés. En paratiels observons également une
augmentation du parameétre Cm lorsque la longuela deaine alkyle augmente. Les
valeurs de Cm obtenues a 37°C sont plus élevéesdiies obtenues a 25°C. Ceci
suggere qu’en augmentant la température d’anatyaes obtenons des structures plus
compactes qu'a 25°C. Il est probable que les amsons hydrophobes soient

favorisées en augmentant la température.

111.C.2.c. Etude du régime des esters de HA dans NaCl 0,15 mol.L*
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Figure 73 : Evolution de la viscosité spécifique en fonction de la concentration pour
'ester de HA C; 41% préparés a partir de HA 500

La figure 73 montre une variation linéaire entreviscosité spécifique et la
concentration en polymére. Les pentes des drolisEnoes sont comprises entre 1,6
et 1,7. Cette valeur de pente est caractéristiqueedolution en régime dilué. L'ajout
de NaCl diminuant davantage la viscosité spécifigoeis ne pouvons pas tracer cette
évolution pour I'ensemble des esters. Les viscosstgecifiques de I'ensemble des
esters a une concentration de 2 gdont résumés dans le tableau suivant afin d’étre

compare.
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chaine alkyle
greffée Cy Co Cs Cs
taux d'estérification 0 41% 42% 41% 3% 13% 20%
Nspe az2 g.L'1 2,01 0,93 0,33 0,23 0,12 0,09 0,08

Tableau 16 : Détermination de ns, @ une concentration fixée a 2 g.L™ pour 'ensemble
des esters préparés a partir de HA 500

Le tableau 16 nous présente des viscosités spéesfiglus faibles lorsque les
solutions sont préparées dans NaCl 0,15 rifole plus, nous montrons comme
précédemment une diminution de la viscosité sppafilorsque a la fois la longueur

de la chaine et/ou le taux d’estérification augment

111.C.2.d. Détermination de la viscosité intrinséque dans NaCl 0,15 mol.L™

1.0

® HAS500
091 | m HA500C,41%

0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2

[HA] (g1 )
Figure 74 : Evolution de la viscosité réduite en fonction de la concentration pour les
esters de HA préparés a partir de HA 500 (représentation de Huggins)

La figure 74 montre que la représentation de Hugdinéarise de fagon
correcte les valeurs de viscosités obtenues. Nouggns donc accéder a la viscosité
intrinséque pour le HA 500 précurseur ainsi quer p@tiA 500 G 41%.
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Huggins Fedors Fuoss
[n] (Lg™) Kk (g™ | [nl(Lg?
HA 500 0,49 0,79 0,55 1,55
HA 500 C;41% 0,12 10,9 0,19 0,61

Tableau 17 : Détermination de la viscosité intrinséque ([n]) pour les esters de HA
préparés a partir du HA 500 ainsi que le précurseur

Nous observons que la viscosité intrinseque dimiotsue nous estérifions
le HA 500 avec 41% de chaines méthyle. En paralleleaugmente de facon tres
marquée. La valeur de;klevient particulierement élevée lorsque nous autmnera

température. La représentation de Fedors est &aawen accord avec d’Huggins.

[11.C.3. Bilan des analyses viscosimétriques

Cette étude nous a montré que quelque soit la tetypé ou la force ionique
des solutions préparées, la présence de chaings alkdifie la conformation du HA
en solution diluée. Nous avons constaté une dinanude la viscosité intrinseque
accompagné d’'une augmentation du paramétre Cnmuétedans I'eau pure et dg k
déterminé en milieu salin lorsque la longueur decHaine alkyle augmente. Une
diminution de la viscosité intrinséque ainsi qu'umementation de Cm suggere une
diminution du volume hydrodynamique et donc unacdtire tres compacte avec une
augmentation dekqui montre le renforcement des interactions pohgapdlymeére.
De plus, les résultats obtenus d’'un point de vugascopique par le couplage SEC/
MALLS ainsi que la turbidité des solutions confem la présence d’associations
hydrophobes interchaines. Il est donc probable nquahoisissant un taux
d’estérification de 40%, il y ait compétition enlgon entre les associations
hydrophobes de type intramoléculaire et intermd&m; ceci formant des espéeces
tres compactes en solution. Aux faibles concemtnatétudiées, la transition entre ces
associations est difficile a obtenir. Ceci peutggrgr que la viscosité intrinseque
déterminée pourrait ne pas correspondre aux madéomes isolées. Des
comportements similaires ont déja été observés gautres polymeres amphiphiles
(Glinel et al, 2001 ; Simoret al, 2003).

La force ionique ainsi que l'augmentation de la génature accentue les

phénomeénes déja observés dans I'eau pure et a PBfiEtier et al. (2000) montrent
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2.0

1.6
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que les structures obtenues pour des HA hydropéskssnt plus compactes que

celles des alginates hydrophobisés a méme degnébdétution.

[11.D. Inclusion d’une sonde hydrophobe dans les solutions
d’esters de HA

Nous avons souhaité étudier par la suite le réllmad®ncentration en ester de
HA sur I'hydrophobie du systéme. Pour cela, nousnavréalisé des analyses par
fluorescence en utilisant comme sonde hydropholpgriene. Cette sonde est connue
pour étre sensible a la polarit¢ de son microenviement (Kalyanasundaram et
Thomas, 1977). Le rapport des intensités du preatidu troisieme pic vibronique du
spectre d’émission de fluorescence du pyrene eattésistique du changement de
polarité du milieu. La gamme de concentration éediarie de 0,001 gla 2 g.I*

afin de se placer dans les conditions utilisées p@wde de I'’hydrolyse enzymatique.

[11.D.1. Esters obtenus a partir de HA 23 et 28

I11.D.1.a. Influence du taux d’estérification

(A) (B)
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Figure 75 : Evolution du rapport I,/l; du spectre d’émission de fluorescence du pyréne en
fonction de la concentration pour les esters octylés (A) et éthylés (B) de HA préparés a partir

de HA 28 et HA 23

La figure 75 présente I'évolution du rapport/ld4 en fonction de la
concentration en esters octylées (A) et éthylés @) HA. Concernant le HA
précurseur, nous observons une Iégére diminutiooed@pport pour les plus fortes

concentrations en HA, c'est-a-dire au-dessus dé1 ga diminution de ce rapport
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marque la présence de microdomaines hydrophobes leou pyrene est
préférentiellement soluble. Cette légere diminutiaax concentrations les plus
élevées peut s’expliquer par 'augmentation destehs » hydrophobes (Scett al,
1992) du squelette du HA ou des liaisons hydrodeémeant des agrégats de chaines
de HA. Concernant les esters éthylés de HA, unendimon du rapport ifl3 est
observée a partir de 66% d’estérification en chaétieyle. Elle débute a une
concentration plus faible que pour le HA précurselast-a-dire & partir de 0,5 @.L
La mise en évidence d’'un changement de conformatidumit par les plus forts taux
d’estérification confirme les résultats obtenus ldes analyses chromatographiques.

En augmentant le taux d’estérification en chaineyl®, le rapport ifl3
diminue. Entre 13 et 18% de taux d'estérificatida, diminution du rapport
d’intensités commence a une concentration pludefajbe pour les chaines éthyle,
c'est-a-dire 0,25 git La diminution est davantage marquée lorsque lex ta
d’estérification atteint 38% et elle commence d&4 @.L .

Le caractere hydrophobe et la formation de micraaloes hydrophobes sont
montrés pour les esters HA 23 ©5% et HA 28 @ 38%. De plus, la concentration en
ester est un parameétre important puisqu'en l'augamn nous augmentons le
caractére hydrophobe. Des études similaires ontéatiisées en présence de 0,15

mol.L™* de NaCl. Ceci ne semble pas accentuer le phénoméne

[11.D.1.b. Influence de la longueur de la chaine alkyle

2.0

1.8 4 ——
16 A
. N E
AN
®
S 144 \i
12]|—*— HAazs \
' —=—— HA23C,44% \
— —e—— HA23C,40% i
104 | #eeee Ao HA 23 C, 40% -EY
—%-—- HA23C,40% X
0.8 T T T T
0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10
-1
[HA] (g.L ™)

Figure 76 : Evolution du rapport I;/I; du spectre d’émission de fluorescence du pyréne en
fonction de la concentration pour les esters de HA préparés a partir de HA 23

Nous avons également étudié I'influence de la coimagon sur des esters de

HA en faisant varier la longueur de la chaine akyla figure 76 nous montre une
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diminution marquée du rappoitlk uniguement pour I'ester HA 23;@0%. Il semble
donc qu’en fixant le taux d’estérification a 40%jdut de chaines méthyle, éthyle ou
butyle n’'induit pas d’associations hydrophobes eangjté suffisante pour former des
microdomaines hydrophobes pouvant solubiliser teps.

[11.D.2. Esters obtenus a partir de HA 500

[11.D.2.a. Influence du taux d’estérification
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Figure 77 : Evolution du rapport I;/I; du spectre d’émission de fluorescence du pyréne en
fonction de la concentration pour les esters de HA préparés a partir de HA 500

La figure 77 nous présente I'évolution du rappefi Idu spectre d’émission
de fluorescence du pyréne en fonction de la coref@m en esters préparés a partir
de HA 500. Cette figure nous permet d’étudier liehce du taux d’estérification en
chaines octyle sur la polarité des solutions pé&gsar

Tout d’abord, nous observons que comme dans |'é&iud#aire réalisée avec
les précurseurs HA 23 et HA 28, le rappaftsldiminue Iégerement pour les plus
fortes concentrations dans le cas du précurseus®0A

Concernant les esters octyles de HA, nous obserdessdiminutions du
rapport {/13 plus marquées que pour les esters octylés homedoda plus faibles
masses molaires. Dés 3% d’estérification en chaihgde le rapport chute a partir de
0,1 g.L'* jusqu’a une valeur de 1,2. Pour les esters HA G§A3% et HA 500 ¢
20%, la diminution marquée du rapport d’intensa@parait a une concentration plus

faible & partir de 0,01 glet atteint une valeur de 0,5. Cette valeur esalaur la
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plus faible que peut atteindre le rapport. D’agfedyasundaranet al. (1977), cette
valeur est atteinte dans le cas ou le pyréne esblaition dans un solvant apolaire tel
que le perfluorométhylcyclohexane. Ceci nous indida présence importante de
microdomaines hydrophobes des les plus faibles westérification et a des
concentrations faibles également. Il semble qu'egneentant la masse molaire du
fragment de HA précurseur nous ayons modifié I'nrg@ion des chaines pour les
interactions hydrophobes. Etant donné les faibtesentrations a partir desquelles
ont lieu la diminution du rapport/l; ainsi que les faibles valeurs obtenues pour les
plus hauts taux d’estérification, nous pouvons espp la présence d’associations

hydrophobes de type intra- et intermoléculaires.
[11.D.2.b. Influence de la longueur de la chaine alkyle
2.2
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Figure 78 : Evolution du rapport I;/I; du spectre d’émission de fluorescence du pyréne en
fonction de la concentration pour les esters de HA préparés a partir de HA 500

La figure 78 nous montre qu’en se placant a un thestérification de 40%, la
diminution du rapportill; est tres importante quelque soit la longueur dehkine
alkyle ajoutée. Cette diminution est davantage ratcée lorsque avec I'augmentation
de I'nydrophobie de la chaine alkyle. La diminutida rapport apparait pour de
faibles concentrations en esters de HA, a partd,f& g.I. Les valeurs atteintes par
le rapport /I3 sont beaucoup plus faibles que celles atteintas tacas des esters
préparés a partir du précurseur HA 23. Pour lesregtrésentés par la figure 78, les

plus courtes chaines alkyle ajoutées induisentndiesodomaines hydrophobes. En
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augmentant la masse molaire du précurseur et leeotmation en HA estérifié, nous

augmentons la tendance aux associations hydrophobes
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V. Influence de [Iestérification du HA sur son

hydrolyse enzymatique

IV.A. Comportement de la méthode de Reissig vis-a-vis des

esters de HA

La méthode de Reissig (1955) est la principale ouhanalytique utilisée
dans ces travaux pour suivre la cinétique de lati@ad’hydrolyse enzymatique du
HA catalysée par la HAase. Comme expliqué de mampkrs détaillée dans la partie
Matériels et Méthodes (IV.A.), cette méthode smgtiptométrique, adaptée lors
d’études précédentes a nos analyses (Ast@tial, 2001), permet de quantifier la
formation d’extrémités réductrices N-acétyl-glucogze (ER) formées, c'est-a-dire
de quantifier I'apparition de sucres réducteurs lde I'hydrolyse enzymatique des
liaisons ((1-4). Cette quantification est possible via uneitdr d’étalonnage.
Cependant, concernant la droite d’étalonnage, rems détaillé dans la partie
Matériels et Méthodes les différences de pentergues observons entre la courbe
obtenue pour la N-acétyl-glucosamine libre et cebdéeenue pour le HA. Cifonelkt
al. (1957) ont étudié I'influence de la position d’'usigbstitution de I’hexosamine sur
le produit coloré obtenu par la méthode de Morgmmi et montrent qu’une
substitution en position 3 augmente l'intensitdaleouleur alors qu’une substitution
en position 4 ne produit aucune couleur. La pasitie la substitution est donc
importante. Dans le cas du HA, la substitution lhexosamine est en position 3 et
nous observons le méme phénomene d’augmentatitanadelleur par rapport a la N-
acétyl-glucosamine libre. Nous avons tout d’abdfdotué un étalonnage de chacun
des fragments de HA précurseur. Pour suivre latigieé d’hydrolyse des fragments
de HA par la méthode de Reissig, il est nécessgieequelque soit la masse molaire
du HA, la réponse spéctrophotométrique, c'est@-da pente de la droite
d’étalonnage soit la méme. L'objectif des analysewantes est de vérifier que la
pente de la droite d’étalonnage de chacun des fratpmprécurseurs est identique.
Chaque échantillon subit les difféerentes étapda decthode de Reissig. Seule la part

colorimétrique du signal de Reissig, directemempprtionnelle a la concentration
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Absorbance a 585 nm

molaire des extrémités réductrices N-Acétyl-glucoise, est représentée sur les

différents graphiques. Les figures suivantes mtése les résultats obtenus.

(A) (B)
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Figure 79: Courbes d'étalonnage de la méthode de Reissig réalisées pour les
précurseurs HA 28 (A) et HA 500 (B) solubilisés dans 'eau pure.

La figure 79 présente I'évolution de I'absorbancg&8& nm en fonction de la
concentration en HA. Les variations de concentngtionassiques en HA sont
identiques pour le HA 28 et le HA 500 c'est-a-diie 0,1 g.[' & 1 g.I*. Nous
choisissons d’exprimer la concentration en mbl.lcar elle correspond ainsi a la
concentration d’extrémités réductrices N-acétyleghkamine ([ER]), espece dosée par
la méthode de Reissig. Les concentrations en ERnsdarellement plus faibles dans
le cas du HA 500 puisque la masse molaire estfpltis. La figure montre que les
pentes des droites d’étalonnage, soit les coeffisiel’extinction molairese, sont
identiques pour les deux fragments précurseurs lBAeRHA 500. Ces résultats
permettent de vérifier que quelque soit la massdaieo du HA la réponse
colorimétrique est identique d’environ 3000 uA.thal

Si la position du substituant est importante, laureachimique du substituant
pourrait I'étre également. En estérifiant I'acideiayironique, nous modifions la
nature chimique du substituant de la N-acétyl-gtaooine. Nous avons donc voulu
étudier l'influence de I'estérification sur la métle de Reissig. Les résultats obtenus

sont résumes sur les graphiques suivants.
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Figure 80 : Courbes d’étalonnage de la méthode de Reissig réalisées pour les esters
de HA 28 solubilisés dans I'eau pure
(A) variation de la longueur de la chaine alkyle

(B) variation du taux d’estérification en chaines éthyle
(C) variation du taux d’estérification en chaines octyl

Les courbes d’étalonnage présentées par la figure idliquent des

changements de coefficient d’extinction molaireosel'ester de HA analysé. Les

courbes d’étalonnage sont rassemblées sur trgiigrees en fonction de la longueur

de la chaine alkyle (figure 80 (A)), en fonction thux d’estérification en chaines

éthyle (figure 80 (B)) et octyle (figure 80 (C)).ols observons que le coefficient

d’extinction molaire augmente lorsque la longueearla chaine alkyle augmente et

lorsque le taux d’estérification en chaine étlodenctyle augmente.
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Des essais ont été réalisés dans les mémes cosdifiee précédemment avec

les fragments HA 500 estérifiés. Les résultats sssumés sur la figure suivante
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Figure 81 : Courbes d’étalonnage de la méthode de Reissig réalisées pour les esters
de HA 500 solubilisés dans I'eau pure

(A) variation du taux d’estérification en chaines octyl

(B) variation de la longueur de la chaine alkyle

Les courbes d’étalonnage de la figure 48 differsglon I'ester HA 500
analysé. Sur la figure 81 (A), nous observons aedficients d’extinction molaire
tres élevés par rapport a celui du précurseur. Damras des HA 28 octylés, nous
observons une augmentation du coefficient d’extmctmolaire lorsque le taux
d’estérification augmente. Cependant, contraireraece que nous observons dans le
cas des HA 28 octylés, les coefficients d’extinttinolaire pour les HA 500 octylés
varient peu en fonction du taux d’estérification @rmaines octyle. La figure 81 B
montre une augmentation du coefficient d’extinctioolaire lorsque la longueur de la
chaine alkyle augmente. Cette variation est la mgoe dans le cas des HA 23
estérifiés. Selon une étude menée précédemmenndarsequipe (Levasseur, 2006),
le coefficient d’extinction molaire d’'un HA estédéfse décompose en deux parties :
une contribution correspondant a une extrémitéateide N-acétyl glucosamine liée a
un acide glucuronique non estérifiy)(et une seconde contribution correspondant a
une extrémité réductrice N-acétyl-glucosamine &éen acide glucuronique estérifié
(e1). La valeur de g; est différente selon la longueur de la chaine allgil son
importance sur la valeur finale dest liée au taux d’estérification.

L’estérification influence donc la réponse du poil® vue de I'absorbance

pour le composé coloré de la méthode de Reissigatizre chimique du substituant
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en position 3 de la N-acétyl-glucosamine influetecéormation du complexe coloré.
Il était donc nécessaire d’effectuer un étalonname chaque ester pour pouvoir par
la suite convertir les résultats d’absorbance alsezn concentrations d’extrémités

réductrices ([ER]) et également en masse molaire.

IV.B. Influence de I'estérification sur I'hydrolyse enzymatique
a concentration en HA fixe

Nous savons d’apres la littérature (Hiragtoal, 2005) que lorsque le HA est
estérifie a 100% en chaine méthyle, la HAase tdsire bovine ne peut catalyser son
hydrolyse. Le HA reste alors intact. Connaissamtcde comportement de la HAase
vis-a-vis d’'un HA totalement estérifié, il est ird8sant d’étudier son comportement
vis-a-vis d’'un HA partiellement estérifie avec ddwines alkyle différentes. Avec
I'étalonnage correspondant a chaque ester de HAs pouvons a présent étudier
I'impact de l'estérification sur la réaction d’hydyse enzymatique catalysée par la
HAase testiculaire bovine. Nous allons étudier tbabord I'effet de la longueur de la
chaine alkyle puis I'effet du taux d’estérificatiem fixant pour chaque réaction les
conditions enzymatiques suivantes :

[HA] =1 g.L*; [HAase] = 1 g.[* ; [NaCl] = 0,15 mol.L* ; pH = 4

IV.B.1. Influence de la longueur de la chaine alkyle

Nous avons tout d’abord testé les esters méththglés, butylés et octylés a
40% préparés a partir du HA 23 puis ceux prépapasta du HA 500 et avons étudié
leur influence sur I'hydrolyse enzymatique cataéyg@r la HAase. Nous souhaitons
savoir via ces analyses si seule I'estérificatien’dcide glucuronique du HA influe
sur I'hydrolyse enzymatique ou si le choix de |aicke alkyle peut également avoir

son importance. Les cinétiques obtenues sontmikesesur les figures 82 et 83.
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Figure 82 : superposition de suivis cinétiques d’ hydrolyse enzymatique du précurseur HA 23
réalisées sur les esters méthyle, éthyle, butyle et octyl exprimés en [ER] (A) et en Mn (B).
[HA] =1 g.L"; [HAase] =1 g.L™; [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4
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Figure 83 : superposition de suivis cinétiques d’ hydrolyse enzymatique du précurseur HA 500
réalisées sur les esters méthyle, éthyle et butyle exprimés en [ER] (A) et en Mn (B).
[HA] =1 g.L"; [HAase] =1 g.L™; [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4

Les figures 82 et 83 présentent les cinétiquesnolet pour les fragments de
HA 23 et HA 500 a un taux d’estérification fixé @ve@on 40%. Sur les figures 82 (A)
et 83 (A), les courbes sont tracées en termes deentration molaire d’extrémités
réductrices N-acétylglucosamine ([ER]) formées aurg de I'hydrolyse en fonction
du temps de réaction. Comme expliqué de facon ld&alans la partie Matériel et
Méthodes (paragraphe IV.A.4), ces courbes songseltat de la conversion des
valeurs d’absorbance, obtenues lors de I'analysetgphotométrique, via les droites
d’étalonnage réalisées pour chaque ester. Lesefig8R (B) et 83 (B) présentent

I'évolution de Mn en fonction du temps de réaction correspondant auxbes
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précédentes. Les allures des courbes obtenuedesdingures 82 et 83 sont identiques
a celles obtenues dans les études précedentessraentboratoire pour du HA natif
ainsi que pour des fragments (Tranchepatnal, 2006). Cela signifie que nous
observons une courbe de cinétique en deux patteegremiére partie montre une
augmentation rapide de la concentration en extésmiéductrices au début de la
réaction puis celle-ci s’infléchit et tend verspadier qui indique la fin de I'’hydrolyse.
Concernant le HA 23 précurseur (figure 82 (A))cdamcentration d’extrémités
réductrices augmente rapidement pendant enviramiB0tes, puis au-dela, la vitesse
de formation des extrémités réductrices ralentifag®n importante. Concernant les
esters de HA correspondants, la premiere partie deurbe s’étend sur 15 minutes
environ soit deux fois moins de temps que dansatedu précurseur HA 23. Les
courbes tendent par la suite vers des paliers. Nbssrvons que ces paliers se situent
a des niveaux différents. La valeur de conceninataextrémités réductrices atteintes

par ces paliers diminue lorsque la longueur dénédane alkyle augmente. La figure 82

(B) montre en paralléle des paliers correspondandea valeurs deMn qui
augmentent avec la longueur de la chaine alkyle.

Concernant le précurseur HA 500 (figure 83 (A)aubmentation de la
concentration en extrémités réductrices de la prampartie de la courbe apparait
plus lente que dans le cas du HA 23. Elle s’étamd5® minutes environ puis tend
vers un palier. Concernant les esters de HA 580piemieres parties de courbes sont
obtenues dans un temps de plus en plus courtrsoiba 25 minutes pour le HA 500
C1 41%, et environ 10 minutes pour le HA 500 42% et le HA 500 €41%. Les
paliers sont donc atteints de plus en plus rapidéniNous observons également que,
comme dans le cas des fragments de HA 23, lesrpaliteignent des valeurs de
concentration d’extrémités reductrices plus faibltesque la chaine alkyle est plus
longue. Les esters HA 500,@2% et HA 500 ¢ 41% se stabilisent a des valeurs
particulierement basses. En paralléele, la figuréEB3nontre que les paliers atteignent
des valeurs de Mn augmentant avec la longueur deslme alkyle.

Sachant que chaque fragment étudié dans cette mattiestérifié a 40% en
chaine alkyle, la diminution d’extrémités réduascau bout de trois heures
d’hydrolyse enzymatique devrait étre la méme poemsemble des esters. Cette
diminution devrait étre de I'ordre de 40% car I'gme n’hydrolyse pas les liaisons

B(1-4) adjacentes aux acides glucuroniques esteriigit 40% de ces liaisons.
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Cependant, les résultats ne montrent pas des saldextrémités réductrices

identiques pour chaque ester. Les valeurs d’extésmiéductrices et donc de Mn

dépendent du choix de la chaine alkyle. L'augmantade la longueur de la chaine

alkyle induit une diminution des extrémités rédieets en fin d’'analyse. Cette

diminution est davantage marquée lorsque la masdaine du fragment précurseur

est plus forte.

L’ensemble des courbes des figures 82 et 83 (A§ digsé par la méthode de

lissage bi-exponentielle détaillée dans la partiatévlel et Méthodes (paragraphe

IV.A.5). Ceci nous a permis de déterminer la vieegstiale pour chaque courbe.

Nous avons tracé I'évolution de la vitesse initiale fonction de la longueur de la

chaine alkyle. Nous avons également tracé en pkrdkévolution de la Mn obtenue

au bout de 3 heures d’hydrolyse enzymatique entifomde la longueur de la chaine

alkyle. Ces résultats sont réesumés sur la figuraste.
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Figure 84 : Evolution de la vitesse initiale d’hydrolyse et de la Mn en fonction de la longueur
de la chaine alkyle pour les esters de HA 23 (A) et de HA 500 (B)
[HA] =1 g.L":[HAase] =1 g.L™; [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4

La figure 84 montre que la vitesse initiale (Vipsique laMn évoluent en

fonction de la longueur de la chaine alkyle pogrdsters de HA 23 et de HA 500.

Nous observons tout d’abord que la vitesse initiigorécurseur HA 500 est environ

deux fois plus faible que celle du HA 23. Lors duétude précédente menée au

laboratoire (Deschrevett al, 2008), il a également été observé que les viesse

initiales sont maximales pour des masses molaieesld comprises entre 20 000

g.mol* et 200 000 g.mdl Au-deld, la vitesse initiale diminue et attemmnhoitié de la
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valeur maximale pour un fragment de 500 000 g'mGE phénoméne est attribué a la
formation de domaines d’exclusion au sein de laéowe de HA lorsque la masse
molaire de celle-ci devient importante.

Concernant les esters de HA, nous observons émses tendances quelque
soit le précurseur. La figure 84 présente une dition de la vitesse initiale ainsi
gu’'une augmentation de la Mn au bout de trois ledeeréaction lorsque la longueur
de la chaine alkyle augmente. Nous constatons 'gsggfification induit une géne
augmente davantage avec l'augmentation de la lamglesla chaine alkyle. Diminuer
la vitesse initiale, c’est a dire ralentir la ciqée de réaction ne permet pas
d’atteindre au bout de trois heures de réaction coecentration d’extrémités
réductrices environ égale a 60% de celle obtenue lpofragment précurseur HA 23
ou HA 500.

IV.B.2. Influence du taux d’estérification (chaines éthyle et octyle)

Il est intéressant, a présent, d'étudier I'influerdu taux d’estérification en
utilisant des esters avec des longueurs de chailkgke tres différentes : chaines

éthyle et octyle. Les précurseurs HA 23 et HA 2B8tdes fragments issus de deux

productions enzymatiques de fragments et ont Vs trés proches qui sont
respectivement de 22 600 et 28 200 g:mdlous avons réalisé des essais avec les
esters de HA 23 éthylés et HA 28 octylés dans Iémes conditions enzymatiques

que I'étude précédente. Les résultats sont résamrdss figures suivantes.
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v HA23Cy41%
8e-4 20000 1 A B HA23Cj54%
A
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a ded A HA23Cy75% £ 100007
2e-4 1 5000 -
0 4 , , , , 01— : ; , ,
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temps de réaction (min) temps de réaction (min)

Figure 85 : superposition de suivis cinétiques d’hydrolyse enzymatique du précurseur HA 23
réalisées sur les esters éthylés exprimés en [ER] (A) et en Mn (B).
[HA] =1 g.L"; [HAase] =1 g.L™; [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4
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Figure 86 : superposition de suivis cinétiqgues d’hydrolyse enzymatique du précurseur HA 28

Les précurseurs HA 23 et HA 28 ont des comportesnemétiques tres

similaires c'est-a-dire une premiere partie ou dragntation de la concentration

molaire en extrémités réductrices est rapide pan8@nminutes puis la vitesse

diminue pour tendre vers un palier.

Nous observons que, comme précédemment, les codédseesters de HA 23

et HA 28 (figures 85 (A) et 86 (A)) atteignent, pltapidement que leur précurseur,

un palier indiquant la fin de la réaction. La hautdu palier diminue lorsque le taux

d’estérification augmente. Dans le cas des estegdés ou les taux d’estérification

varient de 3% a 38%, la hauteur des paliers dinmhpeogressivement. En revanche,

pour les esters éthylés ou les taux d’estérificati@rient entre 40% et 75%, la hauteur

des paliers est trés faible. En paralléle,ﬁs obtenues au bout de trois heures de

réaction (figure 85 et 86 (B)) augmentent lorsqutalix d’estérification augmente.
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Figure 87 : superposition des suivis cinétiques d’hydrolyse enzymatique réalisés sur les esters
éthylés et octylés exprimeés en [ER].
[HA] =1 g.L": [HAase] =1 g.L™; [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4

La figure 87 présente la superposition sur la méigere des cinétiques
d’hydrolyse enzymatique réalisées pour les estitndés et octylés. En superposant
ces cinétiques, nous constatons une diminutionatiarpde fin de réaction et donc de
la concentration en extrémités réductrices en fonatu taux d’estérification bien que
les chaines alkyle soient différentes. Cependacdasedu HA 28 €38% est différent.
La valeur d’extrémités réductrices atteinte au lmmutrois heures de réaction pour cet
ester est tres proche de la valeur atteinte pRAI23 G, 75%. Le cas particulier du
HA 28 G 38% montre a nouveau I'importance du choix deofeglieur de la chaine
alkyle.

A partir du lissage bi-exponentiel des courbesidétitjues des esters éthylés
et octylés, nous avons déterminé les vitesseslestide réaction d’hydrolyse. Nous

avons suivi I'évolution de la vitesse initiale emné€tion du taux d’estérification ainsi

gue celle de lavin obtenue au bout de trois heures de réaction. éssltats sont

résumes sur la figure 88.
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Figure 88 : Evolution de la vitesse initiale d’hydrolyse et de la Mn en fonction du taux
d’estérification pour les esters de HA 23 éthylés et octylés
[HA] =1g.L";[HAase] =1 g.L™; [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4

Nous observons que, quelque soit la chaine alkiddiée, la vitesse de

réaction diminue et laMn augmente (figure 88) lorsque le taux d'estérifarat
augmente. La diminution de Vi est plus importanisdiue le taux d’estérification est
supérieur a 40% méme pour des chaines alkyle cooaimme la chaine éthyle. La
vitesse initiale est réduite environ de 10 fois PdQ% d’estérification en chaines
éthyle. Cependant elle est réduite déja de 2 fes 396 d’estérification en chaines
octyle. En paralléle, laMn atteint 12 000 g.mdlpour 75% d’estérification en chaine
éthyle et 11 000 g.molpour 38% d'estérification en chaine octyle soie uMn 10
fois supérieure a la Mn des précurseurs au botrbdeheures d’hydrolyse. La chaine
octyle ayant un effet plus marqué sur I'’hydrolyseus avons estérifié des fragments
de HA 500 en chaines octyle et nous avons effdetumémes analyses de cinétiques.

Les résultats sont résumes sur la figure 89.
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Figure 89 : superposition de suivis cinétiques d’'une hydrolyse enzymatique du précurseur HA

500 réalisées sur les esters octylés exprimés en [ER] (A) et en Mn (B).
[HA] =1 g.L": [HAase] =1 g.L™; [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4

Avec les fragments de HA 500 octylés, nous obsergure les courbes de
cinétiques atteignent rapidement des paliers iradigla fin de la réaction d’hydrolyse
(figure 89 (A)). La hauteur du palier diminue longqle taux d’estérification
augmente. La hauteur du palier est tres faible3#esl’estérification en chaine octyle.

La réaction se stabilise a une concentration dexités réductrices d’environ 2:40

mol.L soit uneMn de 5 000 g.mdl (figure 89 (B)), c'est-a-dire 2 fois plus que lors
de I'hydrolyse du précurseur HA 500. Nous tracamnme dans les cas précédents,

d’'une part I'évolution de Vi, déterminée par lissagi-exponentiel, et d’autre part

I'évolution de laMn obtenue au bout de 3 heures de réaction en fondtiotaux

d’estérification en chaine octyle. Les résultats $é6sumeés sur la figure 90.
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Figure 90 : Evolution de la vitesse initiale d’hydrolyse et de la Mn en fonction de la longueur de
la chaine alkyle pour les esters de HA 500 octylés
[HA] =1 g.L";[HAase] =1 g.L™; [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4 66
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Les vitesses initiales présentées par la figurdi®@nuent en fonction du taux
d’estérification. Elle est divisée par six entreHA 500 précurseur et le HA 500;C
3% et est divisée par dix pour le HA 5092D%. L’effet de I'estérification en chaines

octyle sur la vitesse initiale est plus marquéesdarcas des esters de HA 500 (figure

89) que dans le cas des esters de HA 28 (figu®B4Les Mn obtenues au bout de
3 heures de réaction augmentent avec l'augmentatiotaux d’estérification. De

plus, les valeurs sont plus importantes dans lelea®sters de HA 500.
IV.B.3. Bilan

Nous avons montré que l'estérification influence fdeon significative la
cinétique d’hydrolyse enzymatique. Modifier la ftino carboxylate ralentit la
cinétique en apportant une géne dés l'instantaieitde la réaction. Les conditions
enzymatiques choisies sont favorables pour obtemér vitesse initiale de réaction
élevée. Cependant, nous avons constaté que lessesteinitiales diminuent
rapidement lorsque la longueur de la chaine aleyllersque le taux d’'estérification

augmentent. Il est également important de noterlgge€oncentrations d’extrémités

réductrices ou lesMn obtenues en fin d’analyse ne sont pas proportiemau taux
d’acide glucuronique estérifié. La longueur de Faioe alkyle ainsi que le taux
d’estérification induiraient un comportement enusoh qui génerait davantage la

HAase que l'estérification seule.

IV.C. Influence de la concentration en HA sur la cinétique de

I’nydrolyse enzymatique de HA estérifiés

Dans cette partie, Nous avons choisi d’observeroligion de la vitesse
initiale de la réaction d’hydrolyse en faisant eala concentration en HA estérifié ou
non estérifié, et ainsi obtenir pour chaque estersubstrat-dépendance. Il est apparu
que le taux d’estérification est un parameétre irtgrar De plus la chaine octyle est
celle qui donne les effets les plus marquées deplies faibles taux d’estérification.

C’est pourquoi, cette étude a été réalisée swediess octylés de 0% a 40% préparés a
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Figure 91 : superposition de suivis cinétiques d’hydrolyse enzymatique du précurseur HA 28 a

différentes concentrations de HA exprimés en [ER] (A) et en Mn (B).
[HAase] = 0,1 g.L™: [NaCl] = 0,15 mol.L™* ; pH = 4
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Figure 92 : superposition de suivis cinétiques d’hydrolyse enzymatique du précurseur HA 500

a différentes concentrations de HA exprimés en [ER] (A) eten Mn (B)
[HAase] = 0,1 g.L™ : [NaCl] = 0,15 mol.L™* ; pH = 4
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La figure 91 présente les suivis cinétiques dedtblyse enzymatique du
précurseur HA 28 catalysée par la HAase réalighféentes concentrations initiales
en HA. La figure 92 présente les suivis cinétiquégisés dans les mémes conditions
que dans le cas de la figure 91 pour le préculd@ub00. Les cinétiques suivies par
la méthode de Reissig permettent de les exprimeéereme d’'une part d’évolution de
concentrations d’extrémités réductrices N-acétylghamine formées ([ER]), c'est-a-
dire en concentration de liaisons glycosidiqi$-4) hydrolysées en fonction du
temps de réaction et d’autre part en terme d’éimiude Mn en fonction du temps.

Ces courbes de cinétiques sont lissées au moyanadigle bi-exponentiel
(Vincentet al, 2003) décrit plus en détail dans la partie Matéret Méthodes. Ceci
permet d’accéder a la vitesse initiale de la réactt d’obtenir son évolution en
fonction de la concentration en HA soit une sulbstégendance. Nous allons ainsi
pouvoir étudier une substrat-dépendance pour chdeardeux HA précurseurs HA
28 et HA 500.
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Figure 93 : Comparaison des substrat-dépendances de la réaction d’hydrolyse des
précurseurs HA 28 et HA 500 catalysée par la HAase
[HAase] = 0,1 g.L™ : [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4

La figure 93 permet d’observer que les substraeddances ont une allure de
type Michaélis et Menten (1913) c'est-a-dire queaigmente de facon hyperbolique
avec la concentration en HA jusqu’a une valeur tBmiDans cette gamme de

concentration en HA et étant en présence de 0,15 thae force ionique, nous
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n'observons pas de phénoméne de complexation eédéatique entre le HA et la
HAase qui se manifeste dans le cas du HA natifup&r diminution de Vi pour les
concentrations les plus élevées en HA (Asterio)620Deschrevekt al, 2008 ;
Vincent et Lenormand, 2009). Ce phénoméne n’est dms prédominant sur la
réaction d’hydrolyse dans nos conditions expérimlest Elles nous permettent
d’accéder aux deux constantes de Michaélis, Iasdtenaximale (Vm), et la constante
de Michaélis (Km). Comme expliqué dans la partigibgraphique, chaque couple
Vm, Km est caractéristique d'un systéme enzymeisatbglans des conditions
données.

Il est tout d’abord intéressant de remarquer qudlufe des substrat-
dépendances differe lorsque la masse molaire duestAdifférente avant hydrolyse
enzymatique. Les vitesses initiales obtenues peuiA 500 sont plus faibles que
celles obtenues pour le HA 28. Bien que les comutienzymatiques choisies soient
différentes, cette observation est en accord agegébsultats réalisés a pH 5 lors de la
these de F. Tranchepain (Tranchepain, 2004 ; Degehet al, 2008). En terme de
masse molaire, le HA 28 est situé dans une zorexniédiaire ou des valeurs
importantes de vitesses initiales sont associaas rpprochement dans I'espace du
substrat, c'est-a-dire, des liais@{4-4) (Tranchepain, 2004). La concentration locale

en sites sécables est plus grande que celle giegxbur les chaines tres courtes. Le

HA 500 est situé dans la derniére zone, au-desans din de 90 000 g.mdi, ou la
vitesse initiale diminue car a partir de cette reas®laire, il se crée des domaines
d’exclusion rendant moins accessibles certainésoha(3(1-4). De plus, la pente au
début de la courbe est plus faible pour le HA 508 cglle de la courbe du HA 28.

A partir de ces courbes, nous pouvons accéder auples Vm, Km par deux
méthodes. La linéarisation est la méthode la phageanement utilisée. Il existe trois
types de linéarisation : la linéarisation de Linawer-burk (Lineweaver et Burk,
1934) de Hanes-Woolf (Hanes, 1932) et de Eadig¢ddofEadie, 1942 ; Hofstee,
1959).

170



Lineweaver-burk Hanes et Woolf

1.6e+5 1.6e+5
® HAZ28 ® HAZ28
1.4e+5 -| m HA500 r2 0.99825 1.4e+5 | ®m HAS500
1.2e+5 — 1.2e+5 —
1.0e+5  1.0e+5 rz 0.9998
5 8.0e+4 — % 8.0e+4
6.0e+4 L i
r2 0.99312 6.0e+4
4.0e+4 — ../././o 4.0e+4 — r2 0.99871
2.0e+4 - 2.0e+4 /
0.0
| | ‘ ‘ | 0.0 — \ \ \ \

0 5 10 15 20 25
1/[HA]

00 05 10 15 20 25

Eadie-Hofstee [HA] (g.L )
6e-5
[ }

5e-5 — rz 0.97771
— )
\n ® HAZ28
E 4e-5 | m HAs00
S
1 3e-5
IS
£ 2e5
> rz 0.99532

le-5 \

0 T T 1

0.0 2.0e-4 4.0e-4 6.0e-4
VIl[HA]

Figure 94 : Linéarisation des substrat-dépendances des précurseurs HA 28 et HA 500 par les
méthodes de Lineweaver-burk, de Hanes-woolf et de Eadie-Hofstee.

La figure 94 rassemble les trois méthodes de lisgt#on les plus utilisées.
Elles sont employées dans le cas des substrat-dipess des HA 28 et HA 500.
Pour chaque linéarisation et quelque soit le psmur étudié, les valeurs des
coefficients de corrélation obtenus sont corrdtdsious permettent de confirmer que
la cinétique de la réaction d’hydrolyse enzymatigueHA catalysée par la HAase
obéit bien au modele établi par Michaélis et Mer{fid13).

Ces différentes représentations facilitent la daeieation des parametres de

Michaélis. Cependant, ces représentations manqdenprécision. En effet, la
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représentation de Lineweaver-burk donne davantagepaitance aux valeurs
expérimentales obtenues pour les faibles concemigaten HA (Dowd et Riggs,
1965). Or, il s’agit des vitesses initiales lessplaibles par conséquent possédant les
incertitudes les plus grandes. Les représentatieriSsadie-Hofstee ainsi que celles de
Hanes-Woolf ne modifient qu'un seul axe par rappauk substrat-dépendances,
diminuant les incertitudes. Cependant Vi apparaiies deux axes de la courbe donc
cette méthode est plus sensible aux erreurs dereméds$anes-Woolf serait le meilleur
compromis avec une distribution plus équilibrée ge#e de Lineweaver-burk et
moins sensible aux erreurs de mesure que celle adiedHofstee. La meilleure
approche actuellement consiste a utiliser un lebicgapable de déterminer
précisément I'équation de la courbe de substragmidgnce par régression non

linéaire. Nous pouvons donc résoudre cette équatioiéterminer les parametres Vm

et Km.
Valeur de Vm (mol.L " min '1) et Km (g.L '1)
Lineweaver-burk Hanes-Woolf Eadie-Hofstee regressio  nnon linéaire
HA 28 Vm =5,7e-5 Vm =5,7e-5 Vm = 5,6e-5 Vm =5,7e-5
Km = 0,05 Km = 0,05 Km = 0,04 Km = 0,05
HA 500 Vm = 1,4e-5 Vm = 1,4e-5 Vm = 1,5e-5 Vm = 1,4e-5
Km=0,11 Km=0,11 Km =0,12 Km = 0,12

Tableau 18 : Comparaison des valeurs des parameétres de Michaélis obtenus par différentes
méthodes de linéarisation et de régression non linéaire

Le tableau 18 résume les valeurs obtenues popal@snétres de Michaélis en
utilisant les différentes méthodes de linéarisaéibde régression non linéaire. Pour le
HA 28 comme pour le HA 500, les valeurs obtenuedgsadifférentes méthodes sont
tres proches les unes des autres. Le tableau iuendependant des différences en
fonction de la masse molaire du fragment de HA ymssur. Le paramétre Vm
diminue lorsque la masse molaire augmente et all@arle paramétre Km augmente
lorsque la masse molaire augmente. L'augmentateoiKm est également observée
dans les études citées préecédemment menées a pidrigtiepain, 2004). Le pH ne
modifie pas les repliements de la chaine de HAdguient important pour le HA 500
rendant certaines liaisorf¥1-4) inaccessibles a I'hydrolyse enzymatique @astant
initial et ne permet donc d'accéder qu'a un Km appa Concernant Vm, le
comportement est difféerent selon le pH. En effets Ide I'étude a pH 5 réalisée

précédemment (Deschrevedt al, 2008), a des valeurs de masse molaires
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équivalentes, les valeurs de Vm sont tres proddass notre cas, Vm est environ six
fois plus faible pour le HA 500 que pour le HA Z&ette différence de comportement
en fonction du pH peut provenir des faibles valedgsVm obtenues a pH 5 ou la
vitesse de réaction d’hydrolyse enzymatique n’astrpaximale.
IV.C.2. Substrat-dépendance des fragments de HA octylés préparés a
partir de HA 28

IV.C.2.a. Détermination des paramétres de Michaélis

Une série d’hydrolyses enzymatiques a été réatieae chaque ester octylé de
HA 28 de 3% a 40% en utilisant les mémes conditadmséaction que dans le cas du
précurseur HA 28. Nous avons ainsi obtenu une matbd$pendance pour chaque

ester afin de la comparer au précurseur. Les edsubnt présentés dans la figure

suivante.
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Figure 95 : Comparaison des substrat-dépendances de la réaction d’hydrolyse des
esters octylés préparés a partir du HA 28 catalysée par la HAase
[HAase] = 0,1 g.L™"; [NaCl] = 0,45 mol.L™" ; pH =4

La figure 95 indique que, dans cette gamme de cirat®n, toutes les
substrat-dépendances obtenues pour les esters dmiHAle type Michaélis-Menten
comme pour le HA 28 précurseur. Afin de pouvoir ¢esnparer nous avons tracé
I'évolution des vitesses initiales en fonction decbncentration en substrat qui est
dans ce cas la concentration en liaigdfis4). Ces concentrations sont calculées pour

chaque ester en tenant compte du taux destérdicatn chaines octyle. Nous
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observons que 3% d’estérification en chaines ochyddifient de facon importante la
courbe de substrat-dépendance par rapport au peécuHA 28 et qu'elle évolue
encore davantage lorsque nous augmentons le tagtédfication en chaines octyle.
Les vitesses initiales mesurées diminuent de faigoportante lorsque le taux
d’estérification augmente deés le plus faible tavestdrification. Nous observons
eégalement une diminution de la pente de début deolarbe lorsque le taux
d’estérification augmente. Ces changements de esusbnt les mémes que ceux
observés lorsque la masse molaire du HA augmeatmdthode de détermination des
parametres michaéliens par régression non linégmat la plus précise, nous la
choisissons pour obtenir les parameétres propresague substrat-dépendance. Ces

résultats sont présentés dans la figure 96.
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Figure 96 : Evolution des parametres michaéliens Km et Vm déterminés par

régression non linéaire en fonction du taux d’estérification en chaines octyle du HA

La figure 96 montre I'évolution des parametres diehdélis Km et Vm en
fonction du taux d’estérification en chaines octfe®us observons une diminution
tres marquée de Vm dés le plus faible taux d'ditation suivie d’'une diminution
plus lente lorsque le taux d’estérification augreeille est réduite de moitié a partir
de 3% d’estérification et divisée par six lorsqueis atteignons 40% d’estérification.
En paralléle, nous observons une augmentation déokggue le taux d’estérification
augmente. Ce paramétre augmente de maniéere juddfifad’estérification en chaines
octyle. L’estérification influence donc I'étape t@mation du complexe spécifique

enzyme-substrat et I'étape de catalyse.
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Les parametres Vm et Km évoluent de la méme mamjeeslorsque nous
avons comparé les parameétres de Michaélis du HAet28u HA 500. Nous en
déduisons que le nombre de liais@{&-4) hydrolysables a I'instant initial diminue
lorsque le taux d’estérification augmente. Il eg€iessant de tracer a nouveau les
substrat-dépendances précédentes en fonction cententration en liaisor{$(1-4)
hydrolysables a l'instant initial et donc d’élimmles parties estérifiées. Pour obtenir
ces concentrations, nous avons soustrait a la waleudépart le pourcentage de
liaisons(1-4) adjacente a un monosaccharide glucuronigtéifs, correspondant
au taux d'estérification, ces liaisons adjacentespouvant étre estérifiées. En ne
conservant que les parties hydrolysables, les Viailent étre identiques pour une

concentration de liaisof(1-4) donnée. Ces résultats sont résumés dargule f07.

6e-5
%51 ® HAZS
R v HA28Cg3%
—
' 4e5 1 B HA28Cgl3%
€ ¢ HA28Cg18%
= 3e5 - A HA28Cg40%
—
° v
_Lf/ 2e-5 A
>
le-5 A
0 T T

0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
[B(1-4)] hydrolysable

Figure 97 : Comparaison des substrat-dépendance de la réaction d’hydrolyse
catalysée par la HAase des esters octylés préparés a partir du HA 28 aprés

correction de la concentration en liaisons 3(1-4)
[HAase] = 0,1 g.L™"; [NaCl] = 0,45 mol.L™" ; pH =4

La figure 97 présente I'évolution, pour chaque restetylé de HA, de la
vitesse initiale en fonction de la concentration liamsons (3(1-4) hydrolysables a
I'instant initial. Nous constatons que l'alluresdepurbes de substrat-dépendances des
différents esters de HA est trés peu modifiée parcorrection apportée a la
concentration en substrat. Nous avons déterminéowveau les parametres de

Michaélis a partir de ces nouvelles données. Lesnénsont pas modifiées par ce
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changement de concentration. Nous observons cepemid@hangement au niveau du

Km. Les résultats sont résumés dans le tableaarsuiv

HA28Cg3% | HA28Cg13% | HA28 Cg18% | HA 28 C540%

Km avant correction

(mol.L Y 2,0e-4 6,0e-4 7,5e-4 1,2e-3

Km aprés correction

(mol.L .1) 1,9e-4 5,2e-4 6,0e-4 7,3e-4

Tableau 19 : Comparaison des valeurs du paramétre Km obtenues avant et aprés correction
de la concentration en substrat

Le tableau 19 montre une diminution des valeursKae lorsque nous
appliguons une correction a la concentration erstsabqui tient compte du taux
d’estérification. Cette diminution est plus marqupeur les plus hauts taux
d’estérification. Cependant les valeurs de Km soujours plus élevées que la valeur
obtenue pour le précurseur excepté dans le casAdR8H 3% ou la valeur de Km
est trés proche de celle du précurseur qui est3l&af mol.L™ . Il ne s'agit donc pas
seulement d’'une diminution de la concentration ebsgat. Les monosaccharides
glucuroniques estérifiés interagissent avec la leAassqu’ils modifient I'affinité de
la HAase pour son substrat.

Lors d’'une réaction enzymatique, une espece cagkbtéduire la vitesse de
réaction et de modifier les parameéetres de Micha®ls et Km est appelé un
inhibiteur. Les esters de HA que nous soumettdasréaction d’hydrolyse catalysée
par la HAase modifient les parametres de Michaéiis et Vm et la diminution de
substrat due a l'estérification n’explique pas tésultats que nous obtenons. Le
substrat de la réaction d’hydrolyse enzymatiquéldicatalysée par la HAase étant la
liaison 3(1-4), nous pouvons envisager que la liaigdfi-4) adjacente a un
monosaccharide glucuronique estérifié, donc le tsatomodifié se comporte comme
un composé inhibant la réaction d’hydrolyse. Augteeite taux d’estérification en
chaines octyle revient donc a augmenter la coratgr en inhibiteur. Il existe
plusieurs types d’inhibition et il est possibled#germiner de quel type d’inhibition il
s'agit en observant I'évolution des parameétres dehkElis ainsi que I'évolution des
linéarisations de Lineweaver-burk des substratdgmeces des fragments HA 28

octylés. L’évolution des linéarisations est prégergur la figure 98.
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Figure 98: Linéarisation par la méthode de Lineweaver-burk des substrat-
dépendances de HA 28 octylés. Le second graphique est un zoom de la partie

entourée.
[HAase] = 0,1 g.L™"; [NaCl] = 0,45 mol.L™" ; pH =4

Dans le cas d’une inhibition compétitive, seul Egmetre Km est modifié.
Dans le cas d’'une inhibition non compétitive, skulparamétre Vm est modifié
(Dixon et Webb, 1979 ; Mikkelsen et Corton, 20043. figure 98 confirme que les
parametres michaéliens Km et Vm sont modifiés. kimeodifié puisque la pente des
droites augmente avec le taux d’estérificatioreefin est modifié puisque les droites
ne coupent pas I'axe des ordonnées a la méme vhlearinhibition conduisant a une
diminution de Vm ainsi qu’'une augmentation de Krh @se inhibition mixte. En

modifiant les deux parameétres de Michaélis, I'iindim mixte implique a la fois des
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effets catalytiques et spécifiques (Bunting et Myd®©73 ; Cornish-Bowden, 1974). Il
existe deux types d’inhibition mixte : I'inhibitiomompétitive-non compétitive et
I'inhibition compétitive-incompétitive. D’aprés Kkdlution des paramétres de
Michaélis (figure 98), nous sommes en présenceedinhibition compétitive-non
compétitive. En effet, 'augmentation de Km indiquee compétition entre les
liaisons modifiees et non modifiées lors de la fation du complexe spécifique
enzyme-substrat ce qui est caractéristique deilbitibn compétitive. De plus, pour ce
type d’inhibition, l'inhibiteur posséde une struawchimique trés proche de celle du
substrat ce qui est le cas dans cette étude pulagiisson3(1-4) est uniguement
modifiée par I'estérification en chaine octyle sacide glucuronique. La diminution
de Vm montre une inhibition non compétitive. Erhaoies du site actif, d’autres
domaines de la HAase ont une affinité avec le sabstodifié. Ceci suggere que les
domaines hydrophobes formés par [estérification dstectés par analyse
SEC/MALLS et analyse de fluorescence créent desrdntions avec des parties
hydrophobes de la HAase qui ne font pas partieitduastif. En augmentant le taux
d’estérification, nous augmentons la quantité dmaloes hydrophobes et donc la
possibilité d’'interagir avec les parties hydrophole la HAase. Il existe donc une
complexation non spécifique entre le HA partiellaiestérifié et la HAase de type
hydrophobe. En utilisant une autre enzyme, lesrant®ns hydrophobes entre
I'enzyme et le HA estérifié peuvent conduire a desultats différents. Hiranet al.
(Hirano et al, 2005) réalisent une réaction enzymatique entreldtnon modifié et
une chondroitine lyase ainsi que la méme réactiagreatique avec comme substrat
du HA méthylé. En comparant les valeurs des parasiéle Michaélis obtenus pour
les deux réactions, ils observent une diminutiola fais de Vm et de Km. Dans cette
étude, les auteurs concluent que les interactigasophobes entre la chondroitine
lyase et le HA méthylé diminuent la valeur de Kmaslinteractions hydrophobes qui
existent entre le HA méthylé et la chondroitine siafavorisent la réaction
enzymatique. Dans le cas de la HAase, il a déjd@tontré, comme nous I'avons vu
dans le chapitre |, qu’il existe une complexatiom spécifique de type électrostatique
entre le HA et la HAase qui inhibe I'activité de Hsdase (Astériouet al, 2005 ;
Lenormand, 2007 ; Deschrevel al, 2008). Nous pouvons en conclure que la
complexation non spécifique, quelle soit électriogtee ou hydrophobe, diminue

I'efficacité catalytique de la HAase.
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IV.C.2.b. Evolution de la Mn en fin d’analyse cinétique

A partir des séries de cinétiques d’hydrolyses evatigues réalisées pour
chaque ester octylé de HA 28, il est possible diétul'influence de la concentration
en HA octylé sur laMn obtenue au bout de trois heures d’hydrolyse endgoe La
Mn au bout de trois heures de réaction a été détéaren utilisant la méthode de
Reissig pour chaqgue concentration de HA et cetbduéon est suivie en fonction du

taux d’estérification. Les résultats sont préseatgda figure 99.
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Figure 99 : Comparaison des Mn obtenues en fin de réaction d’hydrolyse catalysée
par la HAase des esters octylés préparés a partir du HA 28
[HAase] = 0,1 g.L™"; [NaCl] = 0,45 mol.L™" ; pH =4

La figure 99 permet d’'observer une augmentatioradieln au bout de trois

heures de réaction lorsque le taux d'estérificatemmgmente. Nous observons

€également que jusqu’a un taux d’estérification 8&len chaines octyle, lain est
guasi constante lorsque la concentration en HA amggn Ceci nous montre que, pour

les faibles taux d’estérification, tout comme ptaiprécurseur, la concentration n’est
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pas un parametre qui influe sur Mn obtenue au bout de trois heures de réaction. En

revanche, pour le HA 28 ¢C40%, La Mn au bout de trois heures d’hydrolyse
augmente de facon importante lorsque la concentratst au-dessus de 0,6 G.1A

une concentration de 1 g'Lelle est environ 1,5 fois plus importante qué §,L".

De plus la valeur de Mn atteinte (environ 15 000 g.mbl montre que la masse
molaire n’a été divisée que par deux en moyennagmport a la masse molaire du
fragment de départ.

Dans cette gamme de concentration, nous avonsvebkes des analyses par
SEC/MALLS (paragraphe IIl.A.1.b.) et par fluorescen(paragraphe IIl.D.1.) la
présence d’interactions hydrophobes entre les ekala HA. Ceci nous montre qu’en
plus des phénoménes liés aux interactions hydrashplEcédemment décrites lors de
I'étude des paramétres de Michaélis, I'estérifmatpeut induire des conformations
des chaines de HA dans I'espace qui excluent negdiaison$3(1-4) non modifiées
les rendant ainsi inaccessibles a la HAase dansoleditions enzymatiques que nous
avons choisies pour cette étude. En augmentaohieeatration en HA estérifie, nous
augmentons la probabilité de formation d'interatsiohydrophobes de type
intermoléculaire, donc le nombre de liaisds(@-4) non hydrolysables. Tout ceci

provogue une hydrolyse trés partielle au bout dis treures d’hydrolyse.
IV.C.3. Substrat-dépendance des HA octylés préparés a partir de HA 500
IV.C.3.a. Détermination des paramétres de Michaélis
La conformation en solution des HA estérifiés iefigant la réaction
d’hydrolyse enzymatique catalysée par la HAase,snauons souhaité eétudier
'influence de la masse molaire du fragment de H#&cprseur. Des séries de

cinétiqgues enzymatiques ont été réalisées pouHfe$H00 octylés dans les mémes

conditions réactionnelles que dans I'étude dépréeedemment pour le HA 28.
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Figure 100 : Comparaison des substrat-dépendances de la réaction d’hydrolyse

catalysée par la HAase des esters octylés préparés a partir du HA 500

[HAase] = 0,1 g.L™"; [NaCl] = 0,45 mol.L™" ; pH =4

(A) : représentation classique des substrat-dépendances

(B) : représentation des mémes substrat-dépendances avec une échelle
logarithmique pour I'axe des ordonnées

Les figures 100 (A) et (B) permettent de compaesr substrat-dépendances
obtenues pour les esters octylés de HA 500. Nossrebns tout d’abord que I'allure
des courbes differe en fonction du taux d'estaifan. Les vitesses initiales
diminuent avec 'augmentation du taux d’estérifimaten chaines octyle. En prenant
I’échelle logarithmique a la place de I'échellegliire pour agrandir la partie basse du
graphique (figure 100 (B)), nous observons un catepwent non michaélien
contrairement au HA 50053% et au HA 500 précurseur. Au lieu d’obtenir atigr,
la vitesse initiale diminue pour les plus grandalewrs de concentrations. Il est donc
possible de déterminer les valeurs des paramégddichaélis par régression non
linéaire uniquement pour le HA 500 et pour le HAOSQ 3%. Pour les deux autres

esters octylés, il n’est pas possible de les obtemilissant directement la courbe

expérimentale obtenue.
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Figure 101 : Substrat-dépendance des HA 500 Cg 13% et 20% avec lissage des
points expérimentaux et obtention des courbes de Michaélis-Menten
correspondantes

Pour obtenir les paramétres de Michaélis correspaisd aux substrat-
dépendances des fragments de HA 5Q018% et 20%, nous avons utilisé un
programme mis au point lors des études menéesastonhplexation électrostatique
existant entre le HA et la HAase (Vincaattal, 2009). Ce modele montre I'existence
d’'une compétition entre la part liee a la compl@ranhon spécifique et la part liée au
comportement de type Michaélis Menten. La courberale est la résultante de ces
deux phénomenes qu'il est possible de décompost#rématiquement. La premiére
partie est liée uniquement a la réaction qui periraditention de la substrat-
dépendance de type Michaélis-Menten. La deuxiemigepest liée au phénoméne de
complexation. Ce programme peut étre utilisé dasisencas puisque, comme nous
'avons montré dans les paragraphes précédenixiste une complexation non
spécifique de type hydrophobe entre le HA estéeifila HAase. La géne apportée par
I'hydrophobie des chaines alkyle peut donc étmmiéke via le programme et nous
permettre d’obtenir uniquement la substrat-dépecelade type Michaélis-Menten.
Nous pouvons par la suite déterminer les paramekeeMichaélis Vm et Km. A
présent, il est possible de comparer les paramdteslichaélis de I'ensemble des

esters octylés HA 500 avec leur précurseur.
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Figure 103 : Evolution des parameétres michaéliens Km et Vm déterminés par
régression non linéaire en fonction du taux d’estérification en chaines octyle du HA
500

La figure 103 indique que les parametres michagl@&mluent de la méme
maniere que dans le cas des esters octylés de HNa2B observons une diminution
de Vm ainsi qu'une augmentation de Km lorsque I td'estérification en chaines
octyle augmente. Le parameétre Vm devient tresdaibpartir de 13 % d’estérification
(facteur 4 entre 3% et 13%). En parallele, nousesims une augmentation
importante de Km a partir de 13% d’estérificatidvugmenter la masse molaire du
fragment précurseur de HA ne modifie pas I'évoluties paramétres michaéliens. En
revanche cela accentue le phénoméne qui tend aubmia vitesse initiale de la
réaction d’hydrolyse en favorisant les interactibiyslrophobes. Comme montré par
les analyses de fluorescence, les microdomainesoplydbes semblent étre plus
importants lorsque la masse molaire du HA précurssuplus forte pour les greffons
octyle. Les interactions hydrophobes créées pardsence des greffons alkyle jouent
donc un réle important dans la diminution de lactgéé de la HAase lors de la

réaction d’hydrolyse.

183



IV.C.3.b. Evolution de la Mn de fin d’analyse cinétique

Nous pouvons également étudier I'influence de laceatration en HA octylé

sur la Mn obtenue en fin d’hydrolyse enzymatique pour chagter de HA 500. Les

résultats sont résumeés sur la figure 104.
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Figure 104 : Comparaison des Mn obtenues en fin de réaction d’hydrolyse catalysée
par la HAase des esters octyleés préparés a partir du HA 500
[HAase] = 0,1 g.L™"; [NaCl] = 0,45 mol.L™" ; pH =4

Nous observons sur la figure 104 que Wn en fin d’hydrolyse est plus
élevée avec le plus fort taux d’estérification. Navions déja observé cet effet de
I'estérification lors de I'étude décrite précédenminsur les HA 28 octylés. Méme
lorsque la masse molaire du fragment de HA préoursst différente, 'augmentation
du taux d’estérification en chaines octyle conduitne plus faible hydrolyse au bout
de trois heures d’hydrolyse enzymatique. Cependaohtrairement a [I'étude
précédente, deés le plus faible taux d’estérifiecatimus remarquons que la Mn en fin

d’hydrolyse est importante avec I'augmentationaedncentration en HA octylés ce

qui n’est pas le cas pour le HA 500 précurseurugiaentation deMn observée est
quasi linéaire pour le HA 500s3% et le HA 500 €13%. Concernant le HA 500;C
20%, 'augmentation de la Mn est quasi linéairgjua 1 g.L*, puis nous observons
une augmentation plus prononcée a 2'gMous avons observé ce phénoméne pour
le HA 28 mais lorsque le taux d’estérification emaines octyle atteignait 40%.

Lorsque le fragment précurseur est le HA 500, umi tHestérification plus faible en
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chaines octyle suffit pour affecter tres fortemimgdrolyse en donnant une faible

réduction de laMn. Nous pouvons en conclure qu’en utilisant un fraghde HA de
masse molaire plus forte, nous accentuons I'hydsbgh qui inhibe [Iactivité
enzymatique. Ces résultats sont en accord aveanalyses réalisées par couplage
SEC/MALLS (lllLA.1.c.) et par fluorescence (lll.D)2 ou la formation de
microdomaines hydrophobes de type inter et intrémdéire est favorisée avec des

HA hydrophobisés de plus forte masse molaire.

IV.C.4. Mécanisme mis en jeu dans l'inhibition de I'activité
enzymatique

Nous avons déterminé lors de I'étude sur les satbdépendances réalisées

avec les HA 28 et les HA 500 octylés ainsi queubiét sur lesMn en fin d’hydrolyse
que des interactions hydrophobes existant en salyieuvent étre de deux types.
Elles peuvent exister au niveau des chaines demgody créant des conformations
plus complexes en solution via des associationsofpyabbes intra et/ou interchaines.
Ces conformations peuvent rendre inaccessible HAase des liaison§(1-4) non
modifiées.

Hors du site actif, des interactions peuvent égatgraxister entre les chaines
de HA estérifiées et les parties hydrophobes delAase, ne lui permettant pas
d’effectuer I'étape de catalyse qui suit I'étapefdemation du complexe spécifique
enzyme-substrat.

De plus, les courbes de substrat-dépendances desOBIA; 13% et HA 500
Cs 20% présentent une diminution de la vitesse Ieitiarsque les concentrations en
HA sont les plus élevées. Ce phénomene, déja absensque le HA se lie de fagon
non spécifigue a la HAase par des liaisons éldetigges, montre que la
complexation non spécifique rend la HAase catalgigent inactive (Astérioet al,
2005 ; Deschrevedt al, 2008). Nous avons souhaité savoir si la dimowutle la
vitesse initiale aux plus fortes concentrations estisée par une complexation
enzyme-substrat non spécifique ou par une confasmaius complexe des chaines

polysaccharidiques en solution, défavorable adatrén d’hydrolyse enzymatique.
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Figure 105 : Suivi chromatographique de la cinétique d’hydrolyse enzymatique du
HA 500 Cg 20% catalysée par la HAase.
[HA] =2 g.L"; [HAase] =0,1 g.L™" ; [NaCl] = 0,15 mol.L™" ; pH = 4

La figure 105 présente la réaction d’hydrolyse dh 500 C8 20% catalysée
par la HAase et confirme la faible réactivité dentyme. Nous avons choisi la
réaction d’hydrolyse enzymatique de cet ester pletle s’arréte rapidement au bout
de deux heures & une masse molaire trés élevé®QD85.mof"). Nous allons réaliser
une nouvelle fois cette réaction en ajoutant au bleudeux heures du HA 500 non
estérifié & une concentration de 0,5 f.lLe but est de vérifier si 'enzyme est
toujours active en hydrolysant les fragments de 398 précurseur. Les résultats de

cette étude sont présentés sur la figure 106 .
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Figure 106 : Suivi chromatographique de la cinétique d’hydrolyse enzymatique du
HA 500 Cg 20% catalysée par la HAase aprés ajout a 2h de réaction de HA 500
précurseur non estérifié 4 0,5 g.L™

[HA] =2 g.L"; [HAase] =0,1g.L™" ; [NaCl] = 0,15 mol.L™" ; pH = 4

La figure 106 montre tout d’abord comme mélangeoiénen trait plein noir,
le HA 500 précurseur et le HA 5003 20% avant hydrolyse enzymatique afin de
suivre I'évolution de la réaction sur ces deux sabs au cours du temps en suivant
leur déplacement chromatographique. Nous constafjoasoncernant le HA 500;C
20%, le pic chromatographique conserve le méme ged'glution quelque soit le
temps de prélevement. Il n’évolue plus au courgadeoisieme heure d’analyse. La
réaction enzymatique pour ce substrat est bloqueésqye sa masse molaire ne
change plus. En revanche, le pic chromatographicpreespondant au HA 500
précurseur évolue et se déplace vers les tempstidiélles plus élevés aprés avoir été
ajouté au bout de deux heures. Ceci signifie qeefi@gments de HA 500 non
estérifies sont hydrolysés pendant le temps dealyae. Cette analyse permet de
confirmer que bien que la réaction avec le subktFab00 G 20% soit bloquée a une
masse molaire forte, l'activité catalytique de Pgme est conservée puisqu’elle est
capable d’hydrolyser les fragments HA 500 précusseajoutés au cours de la
réaction. L’arrét rapide de la réaction dans ledagdA 500 G 20% ne peut donc
pas étre expligué par une complexation non spéefige nature hydrophobe

empéchant la HAase d’exercer son action catalytigge interactions hydrophobes

187



Mn (g.mol '1)

prédominantes sont celles existant au sein dedmelde polymére de type intra et/ou
intermoléculaire. Ces interactions conduisent a woaformation des chaines

polymére en solution complexe et plus compactajaeninaccessible a la HAase une

partie des liaisonB(1-4) hydrolysables.

IV.D. Etude du produit obtenu en fin d’hydrolyse enzymatique

Dans les travaux menés au laboratoire sur le HAmodifié, la méthode de
Reissig et la chromatographie d’exclusion stérigneuni d'un détecteur
réfractométrique (SEC/RI), préalablement étalonrsmnt généralement associées
pour étudier la cinétique d’hydrolyse enzymatique HIA catalysée par la HAase

(Tranchepairet al, 2006).
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Figure 107 : Cinétique hydrolyse enzymatique du HA 28 catalysée par la HAase suivi par la
méthode de Reissig et par couplage SEC/RI
[HA] = 0,5g.L" ; [HAase] =0,1g.L™"; [NaCl] = 0,15 mol.L™" ; pH =4

Les profils chromatographiques obtenus sont homegy€Rigure 107 (B)) a

tous les temps de prélévement. Les résultats Ma obtenus par la méthode de
Reissig (figure 107 (A)) et par le couplage SECQRgure 107 B) sont tres proches.
Nous avons souhaité associer de la méme maniedelssméthodes afin d’étudier la
cinétiqgue d’hydrolyse enzymatique des fragmentdHdeestérifiés catalysée par la
HAase. Les analyses suivantes ont été réaliséds stagment HA 28 €13%. Les

résultats sont resumes sur la figure 108.
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Figure 108 : Cinétique hydrolyse enzymatique du HA 28 Cg 13% catalysée par la HAase suivi
par la méthode de Reissig et par couplage SEC/RI
[HA] = 0,5g.L™" ; [HAase] =0,1 g.L™" ; [NaCl] = 0,15 mol.L™" ; pH = 4

La figure 108 (B) présente des profils chromatofigpes hétérogenes
contrairement au précurseur HA 28. Dans ce caydiesirs de Mn obtenues par la
méthode de Reissig et par le couplage SEC/RI siffigrehtes. Il semble que les
chaines de HA estérifié ne soient pas toutes hysites de la méme maniére. Afin
d’expliquer ces différences, nous avons souhaitgagnir davantage sur la répartition
des chaines alkyle le long de la chaine de HA. dgantition des chaines alkyle
pourrait expliquer I'hétérogénéité des chaines d& d¢btenue apres hydrolyse
enzymatique. Afin de montrer cette possible hé#&négé, nous avons reproduit une
hydrolyse du HA 23 et HA 28 ainsi que leurs homalegy estérifiés. Les résidus de
I'hydrolyse ont été séparés en taille par la chtographie d’exclusion stérique, puis
chaque fraction a été étudiée par spectrométriraagse MALDI-TOF et electrospray

pour obtenir la structure chimique des produitadix
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IV.D.1. Analyses par SEC/RI et par spectrométrie de masse
IV.D.1.a. Conditions enzymatiques

Les conditions enzymatiques adéquates pour cetige aioivent permettre
d’arriver dans un temps raisonnable a une hydrotgtssde des fragments de HA
analysés. Nous savons que la présence de forcguenainsi qu'un rapport
[HAase]/[HA] important augmentent la vitesse dectiéa d’hydrolyse (paragraphe
I.LA.3). Nous avons donc choisi les conditions enaijques suivantes :

[HA] =1 g.L?; [HAase] = 3 g.[* ; [NaCl] = 0,15 mol.L} ; pH = 4
Ces conditions d’hydrolyse enzymatique sont endaitées sur les fragments

de faibles masses molaires estérifiés ainsi quiesyorécurseurs HA 28 et HA 23.
IV.D.1.b. Analyse du précurseur HA 28
La réaction d’hydrolyse est suivie par un systenge athromatographie

d’exclusion stérique étalonné avec une gamme aioigres de HA comme détaillée

dans la partie Matériels et Méthodes (IV.B.4.).
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Figure 109 : Hydrolyse enzymatique du fragment précurseur HA 28 suivie par SEC/RI
[HA] =1 g.L"; [HAase] =3 g.L™ ; [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4

La figure 109 nous permet d’observer I'évolutionl'tigdrolyse enzymatique.
Nous constatons tout d’abord que, comme nous lbastions, la vitesse de réaction
est rapide puisque au bout d’'une heure d’hydrolgsmélange d’oligomeéres obtenu

correspond, d’aprés I'étalonnage du systéme SE@/RHh mélange d’hexa- (HAet
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de tétrasaccharides (HAde HA. Il s’agit du mélange final décrit classapuent dans
la littérature (Meyer, 1971). Cependant en poussutita réaction nous observons la
diminution de I'épaulement correspondant a I'herebaride de HA jusqu'a sa

disparition compléete observée au bout de quatreskeu

DHB + HA4 Scr:20000 Ext:19950 Fes:16000 Lsr :50/50 Det : 1700
Pse:2800 Ref:26000 Samp Po:
16-DEC-1908
0812011 1 (0.064) Sm (Mn, 1x1.00); Sb (1,2.00 ) TOF LD
100 ) 799.2 25

821.2
843.2

8082 o523 10190 1049.4
9124
: 9884
)A bf 9404{ 9663 | 10763 11075

WWM boot !Wm b

— Dale
775 800 825 900 950 975 1000 1025 1050 1075 110[1

Figure 110 : HA 28 hydrolysé pendant 4h analysé par spectrométrie de masse MALDI-TOF
[HA] =1 g.L"; [HAase] =3 g.L™ ; [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4

L’analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF djprélévement de
I'hydrolyse enzymatique effectué au bout de quatares de réaction (figure 110)
confirme les résultats obtenus par SEC/RI. En effette analyse montre la présence
uniqguement de tétrasaccharides dont les valeursctésistiques de rapport
masse/charge (m/z) sont respectivement 799 [M%N&]1 [M-H+2Na] et 843 [M-
2H+3Na]. Ces valeurs de rapport m/z sont en accord aweétdees similaires sur la

dégradation enzymatique partielle de HA (Sakai, 7200
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Figure 111 : Schéma de la fragmentation en ions négatifs du tétrasaccharide de HA

L’analyse de cet échantillon par spectrométrie dssa electrospray en mode
négatif nous a permis de fragmenter l'ion négaiifespondant au tétrasaccharide de
HA et de vérifier qu'il s’agit de cet oligosacchdai Nous avons réalisé un schéma de
fragmentation (figure 111) en détaillant tous lessi obtenus. La fragmentation
provient tout d’abord de la rupture des liaisonggsidiques ce qui est caractéristique
des sucres (Domon et Costello, 1988). Chaque sudieensuite une perte d’eau issu
des fonctions hydroxyl ou carboxyl selon le sudrerin des pertes des fonctions
carboxyl ou N-acétyl.

Ces analyses nous montrent qu’il est possible, daos conditions,
d’hydrolyser les fragments de HA au-dela du mélaggaimolaire d’hexa- et de
tétrasaccharides décrit dans la littérature (Meyai, 1971; Ernset al.,1995).
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IV.D.1.c. Analyse des fragments de HA 23 et 28 estérifiés a taux
d’estérification fixé a 40%

Les HA estérifiés préparés a partir des précurseé&r23 et HA 28 ont été
hydrolysés par voie enzymatique dans les mémesitmomsl réactionnelles que
précédemment. Les analyses par couplage SEC/Rarespectrométrie de masse
MALDI-TOF et electrospray vont permettre d’étudsrles produits finaux varient
selon le taux d’estérification et/ou selon la loagude la chaine alkyle greffée. Des
prélevements de milieu réactionnel sont effectuwéges les heures et analysés par
couplage SEC/RI. Au bout de quatre heures, noussetvons plus d’évolution de la
réaction d’hydrolyse. Le prélevement effectué autlole quatre heures de réaction est
analysé pour chaque ester de HA par spectrométneasse MALDI-TOF.
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Figure 112 : HA 23 C, 40% hydrolysé pendant 4h analysé par spectrométrie de masse
MALDI-TOF. [HA] =1 g.L™ ; [HAase] = 3g.L" ; [NaCI] = 0,15 mol.L* ; pH = 4

La figure 112 présente I'analyse réalisée dansatedu HA 23 @ 40%. Les
résultats obtenus pour cet ester sont les mémestpasi les esters estérifies a 40%
guelque soit la longueur de la chaine alkyle aputie la chaine éthyle a la chaine
octyle. Les spectres sont cependant plus complpxesians le cas du HA 28 ou HA
23 non estérifie. Nous observons deux oligosacdbarde HA : HA et HAs. Nous
avons résumeé dans le tableau suivant les résutatnus pour tous les HA 23

estérifiés a 40%.
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rapport m/z

HA, non estérifié HA , mono estérifié
[M+Na]+ [M-H+2Na]+ [M-2H+3Na]+ [M+Na]+ [M-H+2Na]+ [M-2H+3Na]+
HA 23 799 821 843 / / /
HA 23 C, 40% 799 821 843 827 849 /
HA 23 C4 40% 799 821 843 856 878 /
HA 23 C5 40% 799 821 843 912 934 /
rapport m/z
HAs mono estérifié
[M+Na]® | [M-H+2Na]" | [M-2H+3NaJ"
HA 23 / / /

HA 23 C, 40% 1206 1228 1250

HA 23 C;40% 1234 1256 1279

HA 23 C5 40% 1290 1312 1334

Tableau 20 : Analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF des oligosaccharides HA,, HA,
estérifie et HAg estérifié issus de I'hydrolyse des fragments de HA 23 estérifies a 40%
hydrolysés pendant 4h

[HA]=1g.L"; [HAase] =3 g.L" ;[NaCl] = 0,15 mol.L™" ; pH = 4

Le

tableau

20

nous

permet

d’observer

la présencmultsinée

d’'oligosaccharides de HA estérifiés et non est&gifiCeci confirme tout d’abord que
la liaison ester n'est pas rompue avant la fin'lodrolyse des fragments de HA.
Bien que I'hydrolyse enzymatique soit réalisée a4oHh liaison ester est conservée
sur les produits de fin de réaction. De plus, lealyses de spectrométrie de masse
montrent que la présence de greffons hydrophobe®difié le produit final de la
réaction d’hydrolyse enzymatique. En effet, I'efiéation des fragments de HA a
40% ne permet pas une hydrolyse enzymatique tpiakgue nous observons des
oligosaccharides HAqui ne sont pas observé lors de I'hydrolyse coteplies
précurseurs HA 23 et HA 28. En revanche, quelaikla longueur de la chaine
alkyle les produits finaux de la réaction enzymagigont les trois mémes oligomeres

pour chaque ester analysé c'est-a-dire, HMA 4 estérifie et HA estérifié. A 40%
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d’estérification, la longueur de la chaine alkylmfiuence pas le produit final de la

réaction enzymatique.

IV.D.1.d. Saponification des fins de réaction des esters de HA 23 et 28

Nous savons d’apres I'étude des produits finaux fdegments estérifies a
40%, qu’il peut y avoir des oligosaccharides efési Par conséquent, les
prélévements de milieu réactionnel sont tout d’dts@ponifies (pH 10 pendant 24h)
afin de pouvoir les analyser par couplage SEC/Rie tbis saponifié, les masses
molaires des oligosaccharides peuvent étre détéemen absence d’interactions

hydrophobes a partir d’'un étalonnage réalisé avex aligoméres purifiés de HA

(paragraphe 1V.B.1 Matériels et méthodes).

10 7 fin de réaction HA 23 C ,40%

— — fin de réaction HA 23 C , 40% saponifié

ddp (mV)

1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

temps d'élution (s)

Figure 113: HA 23 C, 40% hydrolysé pendant 4h et saponifié 24h & pH = 10. Prélevement
analysé par couplage SEC/RI. [HA] =1 g.L™" ; [HAase] =3 g.L™"; [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH =4

La figure 113 nous présente le préléevement de uikactionnel du HA €
40% hydrolysé pendant quatre heures et saponifigjueiant la solution a pH = 10
pendant 24h a température ambiante. Nous obsestorie chromatogramme apres
saponification un pic majoritaire correspondant’@igosaccharide HA Apres

saponification, il apparait un épaulement suppléaien par rapport au profil non
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saponifié. D’apres la droite d’étalonnage, le tengpélution de cet épaulement
correspond a l'oligosaccharide BALe profil chromatographique montre donc la
présence de deux tailles d'oligosaccharides étAdAs. De plus, nous savons, d’'aprés
les analyses réalisées par spectrométrie MALDI-TQFil y avait des oligoméres
estérifies HA dans les produits finaux des fragments HA 2340% esteérifiés. Les
analyses chromatographiques ainsi que les angbgsespectrométrie de masse étant
concordantes, nous pouvons conclure que les consditile saponification choisies

sont adaptées pour obtenir les oligosaccharidesignifiés.

IV.D.1l.e. Analyse des fragments de HA 23 et 28 estérifies a taux
d’estérification variable

Nous pouvons également étudier l'influence du tdiestérification qui peut
avoir une influence sur le produit final de la @t puisqu’en modifiant le taux
d’estérification, nous modifions le nombre de lis 3(1-4) hydrolysables. Pour
réaliser une étude en fonction du taux d’estétificanous allons hydrolyser par voie
enzymatique les fragments de HA 23 a différentx tdiestérification en chaines
éthyle et HA 28 a différents taux d’estérificatien chaines octyle. Les résultats des
profils chromatographiques avant et apres sapatidic montrent également que
lorsque les oligosaccharides sont estérifiés, Eumps d’élution sont décalés vers des
temps plus longs en raison d’interactions avec Hasp stationnaire. Nous avons

appligué cette méthode de saponification a toupri&gevements.
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Figure 114 : HA 28 a taux d’estérification variable en chaines octyle hydrolysés pendant
4h puis saponifiés et analysés par couplage SEC/RI. [HA] =1 g.L™"; [HAase] = 3 g.L*;
[NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4

La figure 114 présente I'évolution du produit firdihydrolyse enzymatique
en fonction du taux d’estérification en chaineylectPour les trois esters octylés de
HA, nous observons en fin d’hydrolyse un pic magrée correspondant au HA&t un
épaulement correspondant au ¢A&n diminuant le taux d’estérification en chaines
octyle, nous obtenons les mémes produits en figditlyse. L’aire des pics diminue
fortement avec 'augmentation de la longueur ddfgnealkyle. Il est possible que la
méthode saponification soit moins efficace aveccleaines alkyle les plus longues.
Cependant, différents essais de saponificatiorétintéalisés et au-dela de pH 10, les

chaines de HA sont dégradées.
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Figure 115 : HA 28 C; estérifiés a 10% et 20% hydrolysés pendant 4h puis analysés
par spectrométrie de masse electrospray en mode négatif.
[HA]=1g.L"; [HAase] =3 g.L" ;[NaCl] = 0,15 mol.L™" ; pH=4

La figure 115 nous présente les analyses par speé€trie de masse
electrospray pour les HAg.0% et HA G 20%. Les pics prédominants pour les deux
spectres correspondent au HAon estérifie de rapport m/z 797 et au sHAono
estérifié de rapport m/z 869. Nous n’observonsdastre taille d’oligosaccharide.

Nous analysons par la suite des fragments de HAntaykes taux

d’estérification plus élevés. Les fragments de HAe3térifies en chaines éthyle a

40%, 66% et 75% sont hydrolysés, saponifiés etyadalpar couplage SEC/RI.

ddp (mV)

12

— HA 23 avant hydrolyse
—— HA 23 hydrolysé
10 HA 23 C,40%

HA 23 C, 66%
— HA23C,75%

1200 1400

1600 1800 2000

temps d'élution (s)

Figure 116 : HA 23 & taux d’estérification variable en chaines éthyle hydrolysés pendant
4h puis saponifiés et analysés par couplage SEC/RI.
[HA] =1 g.L": [HAase] =3 g.L™ ; [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4
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La figure 116 présente I'évolution du produit fird I’hydrolyse enzymatique
pour différents taux d’estérification en chainds/ke. L’analyse par couplage SEC/RI
montre des différences importantes lorsque noumantpns le taux d’'estérification.
Au-dessus de 40% d’estérification en chaine éthHifigdrolyse enzymatique n’est
que partielle avec une teneur en 4 HAs faible et fonction du taux d’estérification
est supérieur a 40% et qu’il augmente. Les pic®mhatographiques obtenus sont
hétérogénes et présentent certains épaulementguamdi des masses molaires

majoritaires.

HA 23 C, 66% | HA 23 C, 75%
épaulement1 | 16 000 g.mol™ 16 000 g.mol™
épaulement 2 8 600 g.mol™ 8 600 g.mol™
épaulement 3 5100 g.mol™ /
épaulement 4 HA, HA,

Tableau 21 : Masses molaires des épaulements obtenus a partir de I'analyse par couplage
SEC/RI des fragments de HA 23 C, 66% et 75% hydrolysés et saponifiés

Le tableau 21 résume les masses molaires obtenudgigant I'étalonnage de
notre systeme chromatographique en utilisant Igp$ed®elution au sommet de chaque
épaulement. Les deux premiers épaulements sont comaux esters HA 23,66%
et HA 23 G 75%. Nous observons que le HA 23 €5% posséde un épaulement
supplémentaire situé vers 1730 s qui corresponteamasse molaire plus faible. Cet
épaulement indique que plus le taux d'estérificatiest important, moins les
fragments de HA sont hydrolysés. Nous obtenonseéuait dans le cas de ces deux
esters de faibles quantités de HAui diminue lorsque le taux d'estérification

augmente.
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Figure 117 : HA 23 estérifiés en chaines éthyle a 66% et 75% hydrolysés pendant 4h
puis analysés par spectrométrie de masse electrospray en mode négatif.
[HA] =1 g.L": [HAase] =3 g.L™ ; [NaCl] = 0,15 mol.L™ ; pH = 4

Il ne nous est malheureusement pas possible dserapar spectrométrie de
masse les masses molaires les plus élevées quebseiyons par chromatographie
SEC/RI afin de vérifier si ces fragments sont &@#6ér Cependant La spectrométrie
de masse par electrospray (figure 117) nous indayeésence de HMAon estérifié

et mono estérifié.

IV.D.1.f. Analyse des fragments de HA 500 estérifiés

Nous avons également réalisé des essais similaves les fragments
estérifiés préparés a partir du précurseur HA 5@@sdles mémes conditions
enzymatiques que celles utilisées pour les fragga@atmasses molaires plus faibles.
Des essais ont été réalisés sur les fragments KWACE@1%, G 42%, G 41% et G
20%.

HA500 G 41% |

All, 0.0-0.7min (#2-#21) Intens.
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Figure 118 : HA 500 estérifiés en chaines méthyl, éthyle, butyle et octyle hydrolysés
pendant 4h puis analysés par spectrométrie de masse electrospray en mode négatif.
[HA]=1g.L"; [HAase] =3 g.L" ;[NaCl] = 0,15 mol.L" ; pH=4

La figure 118 présente les analyses obtenues ptremétrie de masse
electrospray des produits de fin de réaction pesifiagments de HA 500 estérifiés a
40% en chaines méthyle, éthyle et butyle et a 20%haines octyle en se limitant aux
fractions de faibles masses molaires. Les ionsifeags obtenus correspondent a des
oligosaccharides HA HA, estérifies et HA estérifies. Il s’agit des mémes
oligosaccharides que ceux obtenus lors de I'hydmbompléte des HA 23 et HA 28.
La masse molaire du fragment de HA avant hydrolysepas d’influence sur les

produits finaux de la réaction d’hydrolyse enzymaé catalysée par la HAase.

IV.D.2. Hypotheses sur la répartition des chaines alkyle sur les
fragments de HA

Les données de la littérature sur I'incapacité Aaabk a hydrolyser les liaisons
B(1-4) adjacentes a un monosaccharide glucuronisiiéei®e ainsi que les oligomeres
obtenus par hydrolyse enzymatique des fragmentblAlecatalysée par la HAase
(analyse chromatographique et spectrométrie de enassis permettent d’émettre
certaines hypothéses sur la répartition le lontaddaine de HA avant hydrolyse.

Les fragments non estérifiés étudiés ont un mashatharidique de 401
g.mol’. D'aprés les masses molaires déterminées parageiSEC/MALLS pour les
fragments précurseurs, les HA 23 et 28 possedspectivement 60 et 70 motifs en
moyenne sur leurs chaines. A partir de ces donpéades taux d'estérification
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déterminés par RMN, nous pouvons tenter de schgéendthydrolyse enzymatique

des fragments estérifiés en répartissant les chaikgle selon deux hypotheses.

(A) (B)

Figure 119 : Représentation schématique de I'hydrolyse enzymatique d'un fragment
de HA estérifié avec deux répartitions possibles des chaines alkyle. Exemple d’'un
fragment estérifié a 50%. — liaison glycosidique B(1-4).

La figure 119 présente les deux hypothéses sugépartition des chaines
alkyle le long du fragment de HA estérifié a 50%. thaine (A) nous montre une
représentation statistique associée a un mécard&tiglation aléatoire et la chaine
(B) une représentation en blocs associé a un ngroari’alkylation coopératif. Nous
savons tout d’abord, grace aux résultats obtenuslps précurseurs HA 23 et HA 28,
que le produit final de la réaction d’hydrolyse kesHA;. Nous envisageons donc sur
les fragments schématisés des coupures de liaighysosidiques tous les
tétrasaccharides. Dans le cas de la représentstaistique, tous les oligoméres
obtenus seraient estérifiés. Dans le cas de laéseptation en blocs, nous
obtiendrions des oligomeres non estérifiés et ongue chaine totalement estérifiée.
En effet, certaines recherches (Hiraed al, 2005) montrent que la HAase
n’hydrolyse pas le HA totalement estérifié.

Nous pouvons comparer les résultats que nous aidet® facon théorique
avec ceux obtenus expérimentalement. Lors de ldlyde des fragments de HA
estérifiés, nous avons également constaté la présEnHA non estérifié méme dans

le cas des fragments ayant le taux d’estérificaioplus élevé c'est-a-dire 75% en
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chaine éthyle. L'obtention d’oligoméres non esiésifprouve que les fragments de
HA ne peuvent pas étre estérifies de maniere hongogeédonc statistique. Il semble
donc que la répartition des chaines alkyle se caghyer d’'une répartition en bloc. Ceci

pourrait expliquer le caractére associatif impdrtabservé lors des analyses de
fluorescence pour le HA 23 et HA 28 octylé des 4d%stérification si les chaines

alkyle ajoutées sont proches les unes des autres.

Cependant, il ne peut pas s’agir d’'une répartitaalement en bloc car nous
obtenons expérimentalement des oligomeéres dg rA@noestérifiés ce qui n'est pas
compatible avec une répartition en bloc (tableau €@la montre que le mécanisme
est intermédiaire et qu’'il existe un caractere @wvafif plus important lorsque la
chaine alkyle est plus longue, c'est-a-dire lorsspre caractére hydrophobe est plus
intense. Nous savons que la HAase, pour effectuercemplexe spécifique avec le
substrat et donc effectuer la réaction d’hydrolydeit se fixer sur cing unités
disaccharidiques (Ernst al, 1995). Notre étude montre que la HAase, est dajmkb
se fixer sur des motifs contenant une fonction @aybestérifice.
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CONCLUSION GENERALE
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Ce travail de recherche porte sur la préparatida earactérisation chimique
et physico-chimique de dérives amphiphiles de fregs de HA pour étudier
I'influence de la balance hydrophile/hydrophobe BjLnous avons synthétisé des
fragments de HA portant des chaines alkyle de lenget en proportions variables.
Ce travail se poursuit par une étude cinétiquélgellolyse enzymatique des dérivés

de HA préparés catalysée par la hyaluronidase.

Une synthese bibliographique présente tout d’abesdiombreuses propriétés
des deux macromolécules utilisées dans ce travailHA et la HAase ainsi que
I'intérét de modifier chimiquement le HA en lui appant de I'hydrophobie. Les
propriétés biologiqgues du HA sont a l'origine devettses applications dans les
domaines médical et cosmétique et varient selandase molaire du HA. Dans ce
contexte, nous avons choisi de modifier du HA péaction de substitution
nucléophile semblable a une réaction d’estérificatLes fragments utilisés pour cette

modification ont une masse molaire d’environ 30 86800 000 g.mdl

Afin de réduire la masse molaire du HA aux valessshaitées, nous avons
employé comme technique I'hydrolyse enzymatiquealgsée par la HAase. Les
theses précédentes (Astériou, 2002 ; TranchepalQ4 2 Levasseur, 2006 ;
Lenormand, 2007) ainsi que ce travail permettenbida connaitre les parametres
influencant la réaction : la concentration en HAeatHAase, la force ionique ainsi
que le pH. Ces diverses connaissances ont permojstimiser le protocole de
production. Les deux HAases étudiées par notrepégsont la HAase testiculaire
bovine et la HAase de venin d’abeille qui appartert au groupe des hyaluronates 4-
glycanohydrolases et qui catalysent I'hydrolyse ld@sons3(1-4) du HA. Toutes les
deux ont la capacité de former deux types de cormaplavec le HA. Le complexe
spécifiqgue de type enzyme-substrat (ES) est ndoegsaur activer I’hydrolyse alors
que le complexe non-spécifique de nature électigata entre le HA et la HAase
inhibe la réaction d’hydrolyse. Pour réaliser nosdpictions de fragments, le choix
s'est porté sur la HAase de venin d’abeille powutdle la réaction d’hydrolyse
enzymatique est prépondérante devant la réacti@momglexation. De faibles masses

molaires de I'ordre de 30 000 g.ritoét de fortes masses molaires de I'ordre de 500
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000 g.mof* en Mn sont produites afin d’obtenir des comportet:menzymatiques trés
différents.

La réaction utilisée pour modifier chimiqguemerg feagments de HA est une
substitution nucléophile bimoléculaire entre leougrements carboxylates d’'une
chaine de HA et un halogénure d’alkyle. Cette réact’effectue dans le DMF a
60°C pendant 24h. Par cette méthode, nous avoésfiéstes fragments de HA en
greffant des groupes alkyle allant du méthyle &tye. La détermination du taux
d’estérification est possible de maniére préciseRdMN *H pour la plupart des esters
de HA excepté dans le cas du greffage de la chaiéthyle ou la méthode
conductimétrique est employée. Afin de conserveRMN *H comme méthode de
détermination du taux d’estérification pour le fgge de la chaine méthyle, il serait
intéressant d’envisager une détermination indirenteonservant les contre ions TBA
visibles en RMN. Une large gamme de taux d’estaifon est obtenue allant de 3% a
75% selon la chaine alkyle pour les fragments dedeAnasses molaires faibles et de
3% a 40% pour les fragments de masses molairesriampes. Afin de ne conserver
que les polyméres hydrosolubles, le HA 50040%, n’étant pas soluble dans I'eau,

n'a pas été davantage étudié par la suite.

Le comportement physicochimique des esters de H&éaétudié via des
analyses de séparation par couplage SEC/MALLS/DAH4/MALLS/DRI, par
viscosimétrie ainsi que par fluorescence. La préselagrégats est mise en évidence
par 'ensemble des techniques utilisées. Les ptmpar de ces agrégats varient selon
la chaine alkyle, le taux d’estérification et lagsa molaire du HA choisi. Pour les
fragments de HA de faibles masses molaires, lestgés d’agrégats deviennent
importantes pour les esters de HA greffés en chadotyle et pour I'ester HA 23,C
75%. Dans ce cas, les interactions mises en jeiudsotype intermoléculaire entre les
chaines alkyle greffées. La probabilité d'interacthydrophobe augmente donc avec
le taux d’estérification et la longueur de la cleaatkyle. L'effet agrégatif s’accentue
avec l'augmentation de la masse molaire des fratpram HA puisque les agrégats
sont observables en quantité importante des leepcésde 40% de méthyle dans le
cas du HA 500. La présence de chaines alkyle neotificonformation du HA en
solution diluée. Pour les deux tailles de fragmemtitisés, les chaines de HA
hydrophobisés forment des structures plus compacfes leur précurseur.

L’augmentation de la masse molaire des fragmentsHA8einduit en plus des
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interactions hydrophobes intermoléculaires exisgntdes interactions de type
intramoléculaire. L’augmentation de la températirei que la force ionique ne font
qgue renforcer le phénomeéne de compacité des chdmd$A étudiées. Elargir la
gamme de concentration étudiée et ainsi comprdadremportement en solution des

HA hydrophobisé pour chaque régime serait intéragsar la suite.

L’hydrolyse enzymatique des différents esters depreparés ainsi que des
précurseurs a été suivie par la méthode de Rassigchromatographie par couplage
SEC/RI pour obtenir les cinétiques. Dans le cabsldunon modifié, les valeurs de Mn
obtenues aprés hydrolyse sont semblables par lesrdéthodes ce qui n’est pas le
cas pour les HA estérifiés. La présence d’hydrophebr les chaines de HA crée des
interactions non spécifiques avec des parties pyaroes de la HAase hors du site
actif ainsi que des interactions spécifiques détavies a I'étape d’hydrolyse qui suit.
Une inhibition de nature mixte se met en place. dhes, les conformations tres
compactes des HA hydrophobisés empéche la HAasedtlar a des segments de la
chaine de HA pouvant étre hydrolysés. Les intavastihydrophobes inhibent donc
partiellement I'activité catalytique de la HAasenuoe le font dans certaines
conditions les interactions électrostatiques (Desdi et al, 2008, Lenormanet al,
2009). L'activité de la HAase est donc sensibleifiérénts types d’interactions.
Cependant, alors que les interactions électrosigigpeuvent rendre la HAase
totalement inactive, les interactions hydrophobegpéchent I'hydrolyse totale des
fragments de HA estérifiés mais ne la rendent pastive vis-a-vis de HA non
estérifié présent dans le méme milieu.

Une étude approfondie du produit final d’hydrolykess esters de HA ainsi que
des fragments de HA précurseurs a été réalisée.

Concernant les HA non modifiés, les études réaigeésqu’a présent sur le
produit final de I'hydrolyse enzymatique présentute le HA comme produit
majeur de cette réaction accompagné d'une quaimipbrtante de HA (Meyer,
1971 ; Roderet al, 1989 ; Payaret al, 1993 ; Kakisakiet al, 2010). Payaret al.
(1993) montrent que la proportion de HAt HAs varie selon les conditions de
réaction d’hydrolyse et Kakisakt al. (2010) démontrent que le HAst un substrat
de la HAase testiculaire. Ceci suggéere que le méldA, et HAs ne correspond pas
au produit final de la réaction d’hydrolyse catalyspar la HAase. Notre étude du

produit final met en évidence que pour I'hydrolgles fragments précurseurs HA 23,
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HA 28 et HA 500, le produit final obtenu est uniquent du HA. Il est probable
gu'utiliser des fragments de HA au lieu de HA npgfmette d’obtenir le produit final
de la réaction enzymatique. En effet, Tranchepairale (2006) montrent que le
comportement cinétique du couple HA/HAase est difié selon la masse molaire du
HA utilisé comme substrat. La vitesse initiale pétte plus rapide lorsque les
fragments ont des masses molaires plus faiblegpard

Concernant les esters de HA, cette étude permebrigure que la répartition
des chaines alkyle le long de la chaine de HA eifestue pas de maniére homogene.
Nous avons également mis en évidence qu’il existecaractére associatif lors de
I'étape d’estérification. Ce caractere associasif @pendant de la longueur de la
chaine alkyle et du taux d'estérification choise mmécanisme de répartition des
chaines alkyle est donc intermédiaire. Les esterdAl préparés présentent donc une
hétérogénéité de la répartition des chaines allkygs.chaines alkyle étant proches
dans l'espace, les associations hydrophobes swaotigaes ainsi que la formation
d’agrégats observés lors des analyses précédeatedpartition hétérogéne ainsi que
les nouvelles conformations dues aux interactigiisdphobes ne permettent pas a la
HAase d’effectuer une hydrolyse compléte des fraumele HA. Des études ont
permis d’observer dans le cas de chitosanes alkyle@ la présence simultanée
d’interactions électrostatique et hydrophobe crée si/stemes interagissant de facon
plus stable avec des membranes mimant la membiasenigue. (Erceleret al.,
2006). Il serait donc important de réaliser desd&su cinétiques d’hydrolyse
enzymatique des esters de HA sans ajout de sel ldanslieu réactionnel afin
d’'observer l'influence de la présence simultanéateractions électrostatiques et
hydrophobes sur la réaction enzymatique.

Ce travail de recherche s’inscrit dans une étudeidmup plus large qui va de
I'aspect chimie et physicochimie avec le HA et séigosaccharides au domaine
médical. L'activité de la HAase contréle la balamsdre les longues et les courtes
chaines de HA et celles-ci pourraient étre présetaes les tissus avec des inhibiteurs
qui permettraient alors I'activité ou l'inactivitde 'enzyme. Cependant, méme si
quelques activités inhibitrices de la HAase ontdgtectées (Mio et Stern, 2002), les
structures moléculaires et les mécanismes d’acteminhibiteurs de la HAase sont
trés peu connus. Les fonctions biologiques du Ha#ntétiées a sa taille de chaine,
controler l'activité de la HAase signifierait faveer certaines fonctions et inhiber les

autres. Les premiéres études effectuées au labverata collaboration avec le
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laboratoire MERCI sur les esters de HA (Levass006) ont montré une influence
de [lestérification sur les phénomenes d’invasiamdrale et de prolifération
cellulaire. Le HA estérifié par des chaines octyld0%, composé le plus riche de
notre gamme en microdomaines hydrophobes, dimimgmfisativement le potentiel
invasif et le potentiel de prolifération des ckdhicancéreuses. L’hydrolyse partielle
de ce HA octylé, montrée dans notre étude, ne ggvased obtenir les tailles de HA

nécessaires a ses phénomenes biologiques.

Des perspectives plus générales sont envisagealgadir de ces travaux de
recherche. Il serait intéressant d’étudier davant@gphénoméne de complexation
hydrophobe mis en évidence entre le HA hydrophokiséa HAase dans le but
d’obtenir des inhibiteurs. Daviet al. (2004 ; 2008) ont montré que les hydrogels de
HA sont des systemes appropriés a I'étude de eultetlulaire. En préparant des
hydrogels a partir d’esters de HA, des structuriBntensionnelles contenant des
hétérogénéités par la présence de microdomaine®phyabes se formeraient. Ces
hydrogels seraient plus ou moins sensibles a Viaétide la HAase. Des micro-
hétérogénéités de leurs propriétés permettraiesdldment de limiter la diffusion
d’especes favorisant la prolifération cellulaireesC microdomaines pourraient
également étre utilisés pour piéger des molécularophobes actives sur les
processus biologiques. Il serait alors possibletudiér leur influence sur les

mécanismes de différenciation ou de prolifératielutaire.
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Résumé

Grace a son ensemble unique de propriétés phykinteues, le hyaluronane
(HA) est utilisé dans I'élaboration de biomatériabkalgre son utilisation dans de
nombreuses applications médicales, ses domaingplidation peuvent étre plus
vastes en modifiant chimiquement ses groupementgionnels afin de modifier et
contréler ses propriétés physico-chimiques.

L’objectif de cette étude a été d’étudier l'activide la hyaluronidase (HAase)
sur le HA hydrophobiqguement modifié a différentsixtad’estérification et avec
différentes longueurs de chaines alkyle. Les fragsde HA sont obtenus par voie
enzymatique catalysée par la HAase. L’estérificatdans le diméthylformamide
implique la formation d’'un sel de tétrabutylammanisuivie d’'une réaction avec un
halogénure d’alkyle. Les HA hydrophobisés sont ssuen I'action de la HAase
testiculaire bovine qui appartient a la méme clagse les HAases humaines. Les
cinétiques d’hydrolyse sont étudiées via la déteatidn de la vitesse initiale
d’hydrolyse et la masse molaire des HA hydrophabigtenus en fin d’analyse. En
modifiant le taux d’estérification et la longueue da chaine alkyle, la balance
hydrophile/lipophile est modifiée et des interacichydrophobes apparaissent. Nos
résultats ont montré qu’il n'est pas possible gdaudAase de dégrader totalement les
HA hydrophobisés. De plus, L'analyse des HA hydaipkés hydrolysés par la
HAase a permis d'étudier la répartition des grougeis esters le long de la chaine de
HA.

Mots clés: Hyaluronane, Hyaluronidase, association hydrbpho cinétique
d’hydrolyse enzymatique

Abstract

Because of its unique physicochemical propertigalunonan (HA) is used to
build biomaterials. Despite the utilization of HA many medical applications, its
field of applications can be further broadened bynedification of its numerous
functional groups to change and control physicodbehproperties.

The aim of this study was to examine the hyalurased(HAase) activity on
HA hydrophobically modified HA with various degree$ esterification and alkyl
chain length. HA fragments were obtained by kiradlyecontrolled HA enzymatic
hydrolysis. The esterification involved generatioh tetrabutylammonium salts of
HA in dimethylformamide, and its subsequent reactivith alkyl halide.
Hydrophobic HA were submitted to bovine testicutekase action which belong to
the same class as human HAase. The hydrolysisi¢ésnetre studied measuring the
initial hydrolysis rate and molecular weight of thedrophobic HA at the end of the
analysis. To vary the degree of esterification tinedalkyl chain length, the lipophilic-
hydrophilic balance was modified and hydrophoberextion appears. Our results
obtained indicated that HAase is not able to degradally the hydrophobic HA
studied. In addition, the analysis of hydrophobis kydrolysed by HAase allowed to
investigate the distribution of ester groups albi#gchains.

Keywords : Hyaluronan, Hyaluronidase, hydrophobic assomisti enzymatic
hydrolysis kinetics
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