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) Préambule

Au fil des derniéres décennies, la microfluidique en gouttes s’est développée. Cette
méthode de miniaturisation, dans laquelle deux phases non miscibles (eau/huile) sont
utilisées pour former des gouttes, est utilisée pour I'analyse et la détection de molécules et
biomolécules. Elle a ainsi émergé en tant que technologie d’intérét en biologie, notamment
pour I'étude de la génomique et de la transcriptomique, et pour 'observation de cellules
isolées dans des gouttes d’eau dans une phase huileuse, permettant d’identifier des variations
au sein d’ensembles de cellules d’une méme population. Cette technique présente également
un intérét important pour I'étude des protéines et de la sécrétion cellulaire, I’'encapsulation
en gouttes formant un milieu clos permettant d’accumuler facilement les molécules
sécrétées. L'ensemble des applications développées nécessitent la formation de gouttes de
méme taille et stables dans le temps. Cela est permis par I'utilisation de tensioactifs, qui vont
se placer a l'interface huile/eau des gouttes. Ces tensioactifs présentent un potentiel encore
peu exploité, en effet leur présence a l'interface des gouttes forme une surface exploitable

pour interagir de maniére sélective avec le contenu encapsulé.

Les travaux décrits dans cette these ont porté sur le développement de
fluorotensioactifs pré-fonctionnalisés pour transformer l'interface interne des gouttes en
surface fonctionnalisée capable d’interagir avec le contenu des gouttes, pour développer ainsi
des applications en microfluidique en gouttes. Plus précisément, les travaux vont décrire la
synthese, caractérisation chimique et physique de nouveaux tensioactifs portants des
azotures sur leur tétes hydrophiles. L'étude de leurs capacités a former des interfaces
fonctionnalisées par des anticorps a été adressée et une nouvelle méthode d’'immunoessai a

I'interface huile/eau des gouttes a ainsi été développée.

Ce manuscrit de these est divisé en plusieurs parties. L'introduction générale va
présenter les concepts sur lesquels les travaux de cette thése ont été développés : tout
d’abord, la microfluidique en gouttes et ses applications principales, suivi de diverses
méthodes de détections de protéines en gouttes. Ensuite, les tensioactifs sont définis et ceux
couramment utilisés en microfluidiques en gouttes sont décrits. Enfin les diverses stratégies
utilisées en microfluidique en gouttes pour fonctionnaliser I'interface des gouttes sont

présentées. Aprés cette introduction, les objectifs définis de thése sont expliqués, puis les

11



travaux réalisés sont discutés en deux parties différentes. La premiére partie décrit la mise en
place d’une nouvelle méthode d’immunoessai en goutte reposant sur l'utilisation de
tensioactifs pré-fonctionnalisés pour transformer la surface interne des gouttes en surface de
capture d’analyte. Puis la deuxiéme partie va discuter du développement d’une nouvelle
famille de tensioactifs et d’anticorps conjugués afin de déterminer les parametres structuraux
impliqués dans la capacité a fonctionnaliser la surface des gouttes et a produire des émulsions

stables. Enfin le bilan des travaux de cette these est réalisé dans la conclusion générale.
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II)  Introduction

1. La microfluidique en gouttes
1.1.  Généralités

La microfluidique est une science qui étudie le comportement de fluides dans des
canaux a I'échelle micrométrique. Un de ses sous-domaines est la microfluidique en gouttes,
dans lequel deux phases non miscibles sont utilisées pour produire des gouttes du femtolitre
au microlitre dans des canaux de puces microfluidiques.>? L’émulsion formée est composée
d’une phase encapsulée ou disperse (dans les gouttes) entourée d’une phase continue (autour
des gouttes). Généralement, et notamment pour les applications biologiques, la phase

disperse est une phase aqueuse, et la phase continue une phase huileuse (Figure 1).134

A) huile B) eau

Figure 1: Exemples d’émulsions. A) Eau dans Huile ; B) Huile dans Eau

Utiliser la microfluidique en gouttes dans les applications biologiques permet notamment :

- L'utilisation de faibles volumes d’échantillons, et un controle fin du volume des
gouttes. Cela permet une quantité restreinte de réactifs en goutte et la concentration
des événements a observer dans ces volumes faibles

- Un haut débit de production et d’analyse des gouttes

- Un ratio surface/volume des gouttes important

- Favoriser le mélange de plusieurs phases miscibles, contrairement aux systemes
microfluidiques classiques en flux continu, et également de diminuer les risques de
contamination inter-expériences, grace a 'utilisation d’une phase continue %°

- Séparer des réactifs, réactions ou espéces chimiques ou biologiques et d’effectuer

simultanément de nombreux essais et analyses 2

Les gouttes formées peuvent également étre manipulées apres production, par

exemple pour y ajouter des réactifs, par fusion avec une autre goutte ou pico-injection d’une
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phase miscible.>® Les gouttes peuvent également étre fragmentées, subdivisant leur contenu,
ou encore observées et triées, pour isoler des sous-population de gouttes.3> Pour la plupart
des applications, un élément central est nécessaire : une monodispersité de la taille/volume

des gouttes.”

1.2.  Formation de gouttes
1.2.1. Concept

La formation de gouttes en microfluidique est permise par la rencontre de deux phases
non miscibles, générant une tension de surface/tension superficielle (y). Cette force exprimée
en mN.m? (force par unité de longueur) quantifie le coQt énergétique de création d’une
interface. Pour réduire la tension superficielle, la phase disperse se déforme et se segmente
en gouttes dans la phase continue, la forme sphérique des gouttes permettant de minimiser

la surface de contact entre les phases.?

Dans les systémes microfluidiques, la formation des gouttes peut étre caractérisée par

le nombre capillaire (Ca) (sans unité), selon I’équation :

Avec U la viscosité dynamique de la phase continue (Pa.s ou N.s.m?2), V la vitesse de
I’écoulement (m.s), ety la tension superficielle (N.m). Le nombre capillaire représente donc
le rapport entre les forces visqueuses et les forces de surface (tension superficielle) entre les
phases. Lorsque le nombre capillaire est faible (< 0.01), I'effet de tension domine sur les forces
de viscosité et favorise la formation de gouttes controlée par la géométrie des canaux
microfluidique immédiatement lors du contact des deux phases.** En revanche un nombre
capillaire élevé signifie que la force de viscosité domine, défavorisant la formation de gouttes
bien définies et monodisperses, en favorisant I'étirement puis le cisaillement de la phase
disperse au contact de la phase continue.”! Le nombre capillaire et le débit des phases sont

deux éléments importants pour définir la fréquence de production des gouttes et leur taille.?

Les techniques manuelles d’agitation et de mixage des phases non miscibles
conduisent a 'obtention d’émulsions polydisperses, tandis que I'utilisation de systemes de
canaux microfluidiques peut permettre d’aboutir a la production d’émulsions formées de

gouttes homogeénes monodisperses. La mono ou polydispersité des gouttes est définie par le
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calcul du coefficient de variation (C.V) du volume des gouttes, obtenu en divisant I'écart-type
de la distribution du diametre ou volume des gouttes par le diametre ou volume moyen des
gouttes. Les émulsions produites par des systémes de microfluidigue en gouttes ont

généralement un C.V bas, inférieur a 5%.13

Parmi les méthodes utilisables pour obtenir des gouttes, on retrouve les systemes de
production passifs et actifs. Ces systemes de production de gouttes monodisperses sont
souvent associés a l'utilisation de tensioactifs ou de nanoparticules solides, pour diminuer la
tension de surface entre les phases, permettant de réduire le risque de fusion des gouttes

(coalescence).t41>

Les systémes de productions passifs reposent sur le débit des phases et la géométrie
et structure des canaux microfluidiques pour former des gouttes.'® Parmi les géométries de
canaux les plus courantes se trouve la jonction en T, le co-flow, ou le flow-focusing (Figure 2).
Les systemes de productions actifs ajoutent aux géométries employées dans les méthodes
passives I'utilisation d’un stimulus externe : électrique, magnétique, vibrationnel, thermique,
permettant de varier facilement la taille des gouttes durant la production sans toucher aux

débits des deux phases.!!

Plusieurs autres parametres vont également influencer la formation des gouttes, comme
la mouillabilité de la phase continue sur les parois des canaux ou encore la concentration de

tensioactifs.l”

1.2.2. Géomeétries de production :

(a) (b) (©)

oo B O O

Figure 2: Principales géométries de production de gouttes utilisées : (a) : Jonction en T ; (b) Flow-focusing ; (c) : Co-flow.
Adapté de 4

Dans les systémes en jonction en T (Figure 2, A) les deux phases se rencontrent a une
jonction avec un angle de contact a 90°. Les systemes flow-focusing (Figure 2, B) séparent la
phase continue en deux, qui vont entourer et compresser la phase disperse arrivant en
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perpendiculaire. Enfin, dans la géométrie co-flow (Figure 2, C) le canal de phase disperse est
inséré dans le canal de phase continu, et la phase disperse est injectée dans la phase

continue.%11.18

Dans ces trois géométries de canaux, la formation des gouttes peut se faire selon trois
régimes : « squeezing », « dripping » ou « jetting », en fonction de la valeur du nombre
capillaire et du débit des phases.'%121%22 Un nombre capillaire faible conduit lors de la
rencontre des deux phases a I'accumulation de la phase disperse a 'embouchure des canaux,
puis a lI'isolement d’une goutte (de la largeur des canaux) causée par un effet de pression et
de tension superficielle (« squeezing »). Un nombre capillaire plus élevé conduit a la formation
d’un filament de phase disperse dans la phase continue, et a la formation de gouttes plus

petites que les canaux par cisaillement du filament (« dripping », « jetting »).%?

Chaque géométrie a ses avantages et inconvénients, notamment sur la facilité de design
des canaux, la taille du motif, ou la dispersion des gouttes formées. Les géométries en jonction
en T et en flow-focusing vont par exemple permettre de produire des émulsions avec des
gouttes monodisperses, tandis que le systéeme co-flow va favoriser le «jetting», qui
complexifie la production de gouttes homogénes.* Nous avons utilisé dans nos travaux une
géométrie en flow-focusing, qui est une des géométries les plus communes permettant un
bon contrdle de 'uniformité de volume des gouttes. De plus, le méme motif peut permettre
de produire des gouttes de différents volumes (toujours monodisperses), selon les parametres

de production employés.*?3

1.3.  Manipulation des gouttes

AV N

Melange

Fusion

e

Division

Incubation Réinjection Encapsulation
/1n nn{
Picoinjection Tri Espacement

Figure 3: Méthodes employables pour manipuler les gouttes. Adapté de °
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1.3.1. Principales méthodes utilisées pour manipuler les gouttes

Le tableau suivant décrit les principales méthodes utilisées pour manipuler et observer les

gouttes apreés production (Figure 3,Tableau 1). Plusieurs méthodes, telles que la pico-

injection, I’encapsulation de cellules dans des gouttes, ou encore la détection dans les gouttes

ont été utilisées au cours de mes travaux de thése, et vont étre détaillées dans les paragraphes

suivants.

Tableau 1 : Méthodes de manipulation de gouttes aprés production

Procédé

Application(s) et Méthode(s)

Mélange

L’'homogénéité des gouttes est nécessaire pour avoir des émulsions
uniformes. Or les flux laminaires en microfluidique ne favorisent pas
I’'homogénéisation du contenu des gouttes, lors de la production ou
aprés fusion ou pico-injection par exemple. L’homogénéisation du
contenu des gouttes peut étre favorisée par méthode passive (
géométrie de canaux (serpentins, Figure 3)*%) ou par mélange actif
(chauffage, ondes acoustiques...)1%2>26

Division

Le volume des gouttes peut étre réduit aprés production, en divisant
des gouttes meéres en gouttes filles (Figure 3). Cette division peut
permettre d’extraire une partie du contenu des gouttes pour analyse
ou observation, ou pour augmenter le nombre de gouttes afin
d’effectuer différents essais ou analyses. La division peut étre faite de
maniére passive, en réinjectant des gouttes dans une jonction en T, la
vitesse des gouttes et la géométrie des canaux entrainant une
division.?” Les gouttes peuvent également étre divisées via une
méthode active (par exemple avec des ondes acoustiques)?®

Fusion/coalescence
controblée

Le volume des gouttes peut étre augmenté apres production, par
fusion de plusieurs gouttes (Figure 3). Cette opération peut permettre
d’initier des réactions par la mise en contact du contenu de deux types
de gouttes différentes, ou étre utilisée pour diluer le contenu des
gouttes. La fusion peut étre réalisée de maniére passive, avec le contact
physique de deux gouttes suivies de leur fusion (au moment du contact
ou au moment de la séparation des deux gouttes).>112°31 |3
coalescence controlée peut-étre inefficace lors de [l'utilisation de
tensioactifs. Des méthodes de coalescences actives existent pour cela,
en déstabilisant I'interface de gouttes proches pour entrainer leurs
fusion (potentiel électrique,3%3® ondes acoustiques, chauffage
localisé)3*3>
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1.3.2. Pico-injection des gouttes

Un autre moyen pour ajouter du contenu a une goutte déja formée est la pico-injection
(Figure 4). Cette méthode repose sur le méme principe que la fusion active par
électrocontrole. Des gouttes sont réinjectées, et lorsqu’une goutte passe devant le pico-
injecteur, un champ électrique est appliqué, déstabilisant I'interface, en méme temps qu’une
phase aqueuse arrive a son contact, par une jonction en T, permettant I'entrée de la phase
aqueuse dans la goutte. Cette méthode ne permet d’injecter dans la goutte qu’un volume

limité, mais évite de devoir recourir a la production de différentes gouttes pour leur fusion.®3¢

stored drops lfluid to inject

PR —
t
spacer oil @ injec Ed drop
; electrodes 1_00 um

Figure 4: Picoinjection de gouttes. Adapté de ©

1.3.3. Encapsulation, incubation et immobilisation des gouttes

La microfluidique en gouttes est particulierement adaptée pour I’étude de cellules uniques
permettant d’identifier des hétérogénéités au sein de populations cellulaires. Pour cela,
chaque cellule doit étre observée indépendamment, il est donc nécessaire de pouvoir
encapsuler dans les gouttes une seule cellule. L’encapsulation cellulaire est généralement
faite de maniere passive, avec les cellules dispersées arbitrairement dans la phase aqueuse

(Figure 5). La distribution des cellules dans les gouttes est déterminée par la loi de Poisson :

Avec k le nombre de cellules dans la goutte, et A le nombre moyen théorique de cellules par
gouttes.3”38 Le facteur A dépend de la concentration de cellules dans la phase aqueuse avant
encapsulation et du volume moyen des gouttes. Par exemple, pour A = 1, c’est-a-dire pour un
nombre moyen théorique de 1 cellule par goutte, la répartition d’occupation des gouttes
donne environ 58% de gouttes vides, ~37% de gouttes contenant une cellule, et ~26% de
gouttes contenant deux cellules ou plus. Généralement, le taux d’encapsulation est calculé

afin d’obtenir uniqguement des gouttes vides ou contenant une seule cellule (A < 0,1). Cela
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résulte néanmoins en la production d’'un grand nombre de gouttes vides, ce qui diminue le

débit des analyses.?®

Figure 5 : Encapsulation de cellules suivant une distribution de Poisson. Pour éviter plus d’une cellule par goutte, le facteur A
est fixé a 0,1, résultant a environ 10% de gouttes occupées. Adapté de 3°

Différentes autres méthodes passives et actives ont été mises au point pour augmenter
le nombre de gouttes contenant des cellules sans pour autant augmenter le taux de multi-
encapsulation. Par exemple, il est possible d’ordonner les cellules avant la formation des
gouttes, permettant de réduire fortement les gouttes vides ou contenant plusieurs cellules,
avec jusqu’a 80% de gouttes occupées par une seule cellule.3”404! Ces systémes nécessitent
cependant un débit suffisamment rapide et des canaux suffisamment longs pour I'alignement

des cellules ainsi que des concentrations élevées de cellules dans la phase aqueuse.

D’autres méthodes sont utilisables pour permettre I'encapsulation mono cellulaire,
comme la division de gouttes pour passer d’une encapsulation multi-cellules a mono-cellules,
ou l'utilisation de méthodes d’encapsulation actives, dans lesquels les gouttes se forment lors
de la détection d’une cellule.3”427%4 |’encapsulation passive peut également étre couplée avec

un tri de gouttes, pour isoler les gouttes contenant une cellule et éliminer les autres.*

Aprés une encapsulation ou une production de gouttes, I'observation de ce qui se
passe dans leur contenu nécessite souvent plusieurs minutes, heures voire jours. Pour cela les
gouttes peuvent étre collectées lors de la production et incubées en dehors d’une puce de
microfluidique, puis réinjectées dans une autre puce ou étre utilisées pour d’autres tests.*6-48
Il est également possible d’utiliser des puces contenant des lignes de délais permettant de
contenir les gouttes, d’incorporer des réservoirs de gouttes dans les puces ou encore d’inclure

dans les puces des piéges, qui permettent un suivi individuel des gouttes.?11:4%:50
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1.4. Détection et tri des gouttes

Apres production, les gouttes peuvent étre analysées et potentiellement triées. Les
méthodes d’analyse doivent étre rapides afin d’étre compatibles avec le haut débit offert par
la microfluidique en gouttes. La majorité des méthodes employées en routine sont des
méthodes de détection optique, mais il existe également des méthodes non optiques, comme

I’électrochimie, la spectrométrie de masse, ou la résonance magnétique nucléaire (RMN).1?

1.4.1. Détection optique

Les gouttes peuvent étre directement observées par microscopie optique en champ clair.
Cela permet notamment d’observer leur taille, couleur, apparence, permettant de suivre des
réactions ou des phénomeénes colorimétriques ou d’ajuster les paramétres de production.!
Cependant, la méthode la plus classique d’analyse des gouttes est la microscopie par
fluorescence, qui permet une lecture rapide et sensible du contenu des gouttes, adaptée au
criblage a haut débit.>>>7 D’autres méthodes de détection optique ne reposant pas sur la
présence de molécules fluorescentes ou absorbantes sont utilisables, comme la spectroscopie
Raman, ou la spectroscopie Raman exaltée par effet de surface, qui sont des techniques dans
lesquelles I’échantillon est excité par une longueur d’onde d’excitation et la lumiere diffusée

est analysée.>®

1.4.2. Méthode de détection non optique

En dehors des systemes de détection optique, d’autres méthodes d’analyse sont possibles,
comme la spectrométrie de masse, permettant l'ionisation et la fragmentation d’analytes
pour leur analyse, et sont utilisables sur des molécules organiques comme sur des
biomolécules de haut poids moléculaire.>® Il est également possible d’utiliser des méthodes
de détection par RMN ou par électrochimie, I'interaction entre la goutte et une électrode
générant un signal électrique détectable et variable selon la taille, vitesse et contenu de la

goutte.60-62,

1.4.3. Tri

Les gouttes peuvent également étre triées, pour isoler des sous-populations de gouttes
d’intérét. Le tri peut se faire de maniére passive ou active et va se faire dans des puces
possédant plusieurs canaux de sortie pour séparer les gouttes. Le tri passif va dépendre de la

géométrie des canaux de la puce de tri (taille, positionnement), ou des propriétés des gouttes
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(taille, tension de surface, viscosité).?3%6 Les méthodes actives de tri sont plus diverses, et
plusieurs types de forces externes sont utilisables : ondes acoustiques, champs magnétiques,
électriques, variation thermique ou de pression (Figure 6).1° De maniére générale, le tri se fait
dans une puce possédant une fourche en Y, avec deux canaux de dimension différents. Par
défaut, les gouttes vont passer par le canal présentant la résistance hydraulique la plus faible.
Lorsqu’une force extérieure est appliquée, la goutte ciblée va étre poussée dans le deuxieme

canal et isolée.®’

Figure 6: Schéma d'un tri de gouttes. Les gouttes sont réinjectées, espacées, analysées dans des canaux a géométrie en Y. En
cas d’absence de tri, les gouttes se dirigent vers le canal présentant la résistance hydraulique la plus faible (gouttes bleu clair).
En cas de gouttes « positive » (ici en bleu marine), une force extérieure (électrique, magnétique, acoustique ...) est appliquée,
entrainant la goutte vers le second canal, le canal de tri.
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1.5. Applications de la microfluidique en gouttes

1.5.1. Chimie

La microfluidique en gouttes peut étre utilisée pour effectuer des réactions chimiques,

chaque goutte pouvant étre considérée comme un réacteur individuel. Cela permet un

contréle fin de nombreux parametres expérimentaux :

Concentration en réactifs
Volume expérimental
Température et échanges thermiques

Durée de la réaction et mise en contact contrdlée des réactifs.

De plus, les gouttes offrent un rapport surface sur volume important, permettant si nécessaire

de maximiser les interactions avec I'interface. La compartimentalisation permet également de

favoriser les phénomenes de diffusion dans la goutte par rapport a une réaction en ballon

réactionnel classique.>%® Ces avantages ont été exploités en synthése organique,®®~’2? pour

effectuer du criblage de conditions réactionnelles en consommant peu de matériel,”® ou

encore pour la synthése de nano et microparticules.*74-7¢

1.5.2. Biologie

La microfluidique en gouttes a également de nombreuses applications en biologie, tels

que:

L’étude de la génomique et de la transcriptomique 7778

L’étude du métabolisme cellulaire 7°

L’étude et la détection de protéines 77

L’évolution dirigée d’enzymes *>1116
La détection de métabolites ou le dosage de petites molécules 688083

Le criblage de molécules actives (par des tests de toxicité par exemple) 848

Il s’agit également d’une technique parfaitement adaptée pour I'étude de cellules isolées par

sa capacité de compartimentalisation. Les principales applications existantes sont présentées

ci-dessous, de maniére non exhaustive.
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1.5.2.1. Etude des acides nucléiques

La détection et la quantification d’ADN et d’ARN sont tres largement utilisées en
recherche, et également pour des techniques de diagnostic, comme illustré ces derniéeres
années avec le COVID. Une méthode incontournable pour I’étude de I’ADN est la réaction de
polymérase en chaine (PCR), développée dans les années 1980.8¢ Cette méthode permet
I’'amplification de ’ADN permettant sa détection et quantification. L’ARN peut également étre
étudié de la méme facon par RT-PCR, ’ARN étant pris en charge par une rétrotranscriptase
pour donner un brin d’ADN complémentaire (ADNc), puis le processus de PCR classique est

appliqué.?’

Cette technique a été interfacée avec la microfluidique en goutte sous forme de PCR en
goutte, et sous forme de PCR numérique en goutte (ddPCR, droplet digital PCR). L’échantillon
est ainsi fractionné en millions de gouttes, permettant de passer d’une réaction dans un
contenant a plusieurs millions de réactions en paralléle. Le fractionnement peut étre effectué
de telle maniére que statistiquement, les gouttes sont vides ou contiennent un seul
exemplaire d’ADN, résultant a la fin de I'expérience en des gouttes non fluorescentes ou
fluorescentes. La fraction de gouttes fluorescentes par rapport aux gouttes non fluorescentes
permet de quantifier la quantité initiale d’ADN, en se passant de courbe d’étalonnage, et
permet la détection de séquences rares ou de mutations grace a sa sensibilité.®8® Cette
technique de ddPCR a été développée par la suite pour pouvoir effectuer des analyses
multiplexées, c’est-a-dire I'analyse simultanée de différents génes/mutations/brins d’ADN a
partir du méme échantillon, en utilisant des panels de sondes fluorescentes spécifiques a
chaque séquences a amplifier.#”°%°1 Cette technologie est disponible commercialement, chez

BioRad ou Stilla Technologies.>%%%3

L’étude de I'expression de I’ADN et de I’ARN par PCR peut également se faire directement
a partir de cellules isolées permettant d’observer I’'hétérogénéité d’expression de genes au
sein de population cellulaire, d’identifier des sous-types et des marqueurs spécifiques, ou
encore des mutations rares. Dans ce cas, les cellules sont encapsulées puis lysées dans les
gouttes, libérant le génome et le transcriptome, qui vont ensuite pouvoir étre amplifiés.
Cependant, les réactifs de lyse cellulaire, le lysat et les protéines libérées peuvent inhiber les

réactions de PCR.?*°% Pour contrer cela, il est possible de diluer le contenu des gouttes,
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d’utiliser un tampon de lyse alcalin, ou d’utiliser des protéases pour digérer le lysat, puis les

inactiver par chauffage avant la PCR.%*%

Enfin, la PCR peut étre également utilisée pour effectuer le séquencage complet du
transcriptome de cellules isolées. Ces techniques sont décrites en détails dans la littérature,
et reposent sur la co-encapsulation dans les gouttes de billes portant des oligonucléotides
barre-codés ayant une séquence de capture poly-Thymidine (poly-T). Lors de la lyse cellulaire
et libération des ARNm, ceux-ci vont s’hybrider sur les oligonucléotides barre-codés par leur
gueues poly-Adénosines (poly-A). Aprés séquencage, le barre-codage permet d’individualiser
chaque ARNm amplifié et attribuer le transcriptome a chaque cellule individuelle. Deux
grandes techniques existent pour cela: InDrop et DropSeq.”®°”°® Ces procédés sont
commercialisés par 1CellBio et Dolomite Bio, et une technique mixte de ces deux méthodes a

été commercialisée par 10X Genomics.%®

1.5.2.2. Etude du métabolisme cellulaire

Le métabolisme cellulaire peut aussi étre étudié sur cellules isolées en gouttes, permettant
par exemple d’identifier des cellules cancéreuses au sein d’une population. Del Ben et
collaborateurs ont développé un systeme dans lequel des cellules sont encapsulées dans des
gouttes avec du glucose et un fluorophore pH dépendant. La consommation du glucose
entraine la sécrétion de lactate, acidifiant les gouttes, diminuant le pH et entrainant un signal
de fluorescence permettant d’identifier et de trier les gouttes contenant des cellules

cancéreuses.’”®

1.5.2.3. Etude des protéines

La microfluidique en gouttes a également été utilisée pour I'étude des protéines,

notamment :

La cristallisation de protéines, en criblant des conditions pour faciliter la formation de

cristaux %°

- Lexpression et la synthése de protéines, en encapsulant des mélanges de transcription
et traduction avec des plasmides ou des ADNc 100,101

- L'étude de l'activité d’enzymes en encapsulant les enzymes et leur substrats a

différentes concentrations 92102103

- L’évolution dirigée d’enzyme
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L’objectif de I’évolution dirigée d’enzymes est de faire muter le gene d’une enzyme d’intérét
afin d’améliorer ou modifier ses propriétés, puis de sélectionner les variants d’intéréts.1%
L'utilisation de la microfluidique en goutte pour ces tests permet d’avoir un haut débit
d’analyse et de conserver ensemble le géne et la protéine produite, de I’encapsulation a

I'isolement des variants.>4105

En plus de ces différentes applications, la détection de protéines s’est largement

développée en microfluidique en gouttes.

2. Détection de protéines en microfluidique en gouttes
2.1.  Introduction a la détection de protéines

La détection des protéines présente plusieurs difficultés : les protéines n’ont pas de
motifs universels, contrairement aux ARNm et leurs queues poly-A, ce qui complique la mise
au point d’'une méthode générale de détection ou de capture. De plus, il n’est pas possible de
les amplifier directement, contrairement au transcriptome et au génome, ce qui rend leur
détection plus difficile, notamment pour les protéines faiblement exprimées 10610
Cependant, contrairement aux ARNm, une partie des protéines (protéines membranaires et

sécrétées) peuvent étre étudiées sans nécessité de lyser des cellules.1%

De nombreuses techniques existent pour I'analyse de protéines, comme par exemple
les immunoessais, I’électrophorése en gel, la cytométrie ou la spectrométrie de masse.110-113
Cependant I’étude de protéines au sein d’échantillons complexes s’avere limitée, en termes
de sensibilité, spécificité, volume d’échantillon, difficultés techniques.'**!%> De plus, pour
I’étude de protéines issues de cellules, les techniques usuelles vont généralement nécessiter
un ensemble de cellules et vont mesurer I'expression protéique sur une population globale,
rendant invisible I'hétérogénéité au sein de cette population, et ne permettant pas de
détecter les cellules et protéines rares. L’analyse de I'expression protéique sur cellule isolée

est donc nécessaire pour identifier des cellules rares pouvant avoir des réles importants dans

les mécanismes physiopathologiques.t6117

L'inconvénient principal pour I'étude des protéines sur cellule isolée, ou la détection
spécifique de protéines au sein d’'un échantillon biologique est que les protéines d’intérét
peuvent avoir une abondance faible. Il est donc nécessaire d’avoir des outils sensibles, une

capacité de travail a haut débit et la capacité de reconnaitre spécifiquement une variété de
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protéines.’® De plus, une partie des protéines produites par les cellules sont sécrétées, et
peuvent avoir des roles majeurs, par exemple dans la signalisation et prolifération cellulaire,
dans I'immunité ou encore comme biomarqueur de pathologies.'®1??2 Les méthodes
classiques d’analyse de protéines découplent les protéines sécrétées des cellules sécrétrices.
Utiliser des méthodes d’analyse sur cellule isolée en gouttes permet de réassocier protéine

sécrétée et cellule.123

La microfluidique en goutte présente ainsi plusieurs avantages pour la détection de
protéines, issues de cellules isolées ou de divers milieux : haut débit d’analyse, miniaturisation
des échantillons, sensibilité de détection. De plus, pour I'analyse de protéines sécrétées,
I’encapsulation de cellules en gouttes permet également d’avoir un milieu clos et isolé, dans
lequel une incubation peut avoir lieu, entrainant I'accumulation des protéines. L'effet de
miniaturisation et d’accumulation des protéines permet ainsi aux analytes d’atteindre un seuil
de détection impossible a atteindre en analyse sur gros échantillons.?®'24 La microfluidique
peut également permettre d’avoir un lien direct entre génome, transcriptome et protéome

sur cellules isolées.®®
Différentes méthodes sont utilisables pour la détection de protéines en gouttes, dont :

- La détection par amplification d’oligonucléotides
- La détection par I'activité de la protéine cible

- Les immunoessais en gouttes

2.2. Analyse des protéines par amplification d’oligonucléotides

Des techniques utilisant les bases de la cytométrie en flux (liaisons d’anticorps marqués
a des protéines membranaires)'?® et de la trancriptomique en gouttes ont été développées
pour permettre I'étude de I'expression de protéines de surface cellulaire (Figure 7). Ces
méthodes permettent d’associer la détection de protéines (détection ciblée) avec I’étude du
transcriptome (non ciblée) des cellules. Stoeckius et al., Peterson et al. ou encore Shahi et al.
ont publié en 2017 des techniques (CITE-Seq, REAP-Seq, Abseq) dans lesquelles I'analyse du
transcriptome est couplée a de la détection de protéines en utilisant des anticorps spécifiques
des protéines ciblées fonctionnalisés par des étiquettes ADN (Figure 7). Ainsi chaque anticorps
est identifié par une séquence d’ADN spécifique.0”126127 Ces anticorps vont marquer les

cellules en se liant aux protéines de surface qu’ils ciblent. Ensuite, les cellules sont encapsulées
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en gouttes avec des billes portant des oligonucléotides barre-codés. Aprés lyse des cellules,
les ARNm et les étiquettes ADN (couplés aux anticorps) sont libérés dans les gouttes et sont
capturés par les oligonucléotides barre-codés et amplifiés par PCR. Ainsi la présence des
protéines cibles est détectée par le séquencage des étiquettes ADN qui étaient liées aux
anticorps spécifiques. Ces techniques permettent d’avoir au final, pour chaque cellule, la
détection de différentes protéines (multiplexage) et simultanément une analyse du
transcriptome cellulaire. Ce type de technique est également disponible et distribué
commercialement, par 10X Genomics par exemple.’® Pour toutes ces méthodes, le facteur
limitant pour la détection simultanée de plusieurs protéines membranaires est la nécessité
d’avoir des anticorps capable de se lier aux protéines ciblées. De plus, seules les protéines
membranaires sont détectables, et le marquage des protéines a lieu avant I’encapsulation en
gouttes. Ces méthodes ont cependant I'avantage de ne pas étre limitées par le nombre de

cibles simultanément détectables, contrairement a la cytométrie.

(a) CITE-seq (b) REAP-seq

1 Immunostaining (in bulk) D Immunostaining (in bulk)

__________ -5 3

A ',—r]l_—ndh LUTTITTTIDAAAAAAA
i
L

e DNA-tagged antibody

mRNA ,~mRNA

Y ,;‘/ Only membrane proteins ' Only membrane proteins

Figure 7: Illustration du marquage des protéines de surface par les techniques CITE-seq et REAP-seq. Un anticorps ciblant la
protéine de surface est conjugué a un brin d’ADN portant un barre-code, un site pour PCR, et une queue polyA. Aprés marquage
et lavage du milieu pour éliminer les anticorps résiduels, les cellules sont encapsulées individuellement dans des gouttes avec
des billes barre-codées, comme dans les analyses en gouttes de séquencgage du transcriptome. L’amplification du brin d’ADN
liee a I'anticorps permet d’identifier la présence de la protéine membranaire sur la cellule. Ces techniques permettent
d’associer I'analyse du transcriptome et des protéines de surface cellulaire. Adapté de %

2.3.  Détection de protéines par activité enzymatique
2.3.1. Détection directe

La détection et le dosage de certaines protéines comme les enzymes peuvent
également se faire en suivant leur activité enzymatique. Par exemple, Yu et al.*?® ont
développé en 2017 une méthode de détection de métalloprotéase (MMP-9), une protéase

extracellulaire, en cellule isolée avec un peptide FRET (portant un couple de molécules
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fluorophore/quencher).12°=131 En cas de sécrétion de MMP-9 par les cellules en gouttes, les
métalloprotéases vont cliver le peptide, séparant le fluorophore et le quencher, entrainant
I’apparition d’un signal de fluorescence quantifiable. Cette technique permet ainsi d’observer
la sécrétion de chaque cellule individuellement et de maniére rapide (en 30 minutes), avec

une limite de détection inférieure autour de 4 nM (17 attomoles par goutte de 4.2 nL).

2.3.2. Détection indirecte

Le suivi de I'activité catalytique d’enzymes a également été utilisé pour I'isolement
d’hybridomes produisant des anticorps monoclonaux inhibant une enzyme cible. El Debs et
al. ont développé en 2012 un systeme dans lequel des hybridomes sont encapsulés et incubés
en gouttes avec I'enzyme ciblée par les anticorps sécrétés. Aprés incubation les gouttes ont
été fusionnées avec des gouttes contenant le substrat peptidique pro-fluorescent de
I’enzyme. En cas de sécrétion de I'anticorps par les hybridomes, 'activité catalytique de
I'enzyme est bloquée, empéchant le clivage du substrat et I'apparition d’un signal de
fluorescence. Les gouttes présentant donc une faible fluorescence sont ainsi les gouttes
« positives » pour la sécrétion des anticorps. Leur méthode a conduit au tri des gouttes et
donc des cellules selon I'intensité de leur signal de fluorescence, pour isoler les hybridomes
sécrétants d’interét.!3? Cette méthode a permis de détecter des sécrétions a partir de 20

ug/mL d’anticorps (soit environ 130 nM, environ 100 attomoles par goutte de 685 pL).

Ces méthodes de détection en gouttes par suivi de I'activité enzymatique permettent
ainsi l'analyse de la sécrétion de chaque cellule individuellement, contrairement aux
méthodes équivalentes en microplaques. De plus, ces méthodes nécessitent un nombre
restreint de réactifs, par rapport aux autres méthodes de détection (amplification
d’oligonucléotides, immunoessais). Cependant la molécule de détection utilisée, le peptide

clivable pro-fluorescent, doit étre spécifique de I'enzyme a détecter.
2.4.  Les Immunoessais et leurs applications en microfluidique en gouttes

2.4.1. Contexte et principe

Les immunoessais, et notamment les ELISAs (Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay) et
ses dérivés sont des méthodes extrémement utilisées pour la détection de protéines depuis
les années 1950s.133134 Ces méthodes sont considérées comme le gold-standard de la

détection de protéines,'3> et reposent sur I'utilisation d’anticorps (Ab), qui vont se lier de
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maniére sélective et spécifique a leur cible par interaction paratope (Ab)/épitope (Ag). Les
immunoessais peuvent étre utilisés pour détecter la présence d’anticorps (Ab) et/ou
d’antigénes (Ag) spécifiques.'3® Parmi les immunoessais existants, I'un des plus spécifique est
I'immunoessai avec formation d’un immunosandwich ou immunocomplexe (Figure 8).137:138
Dans ce type d'immunoessai, un antigéne est reconnu au niveau de deux épitopes différents
par deux anticorps, I'un de capture I'autre de détection résultant en un « sandwich »
Ab/Ag/Ab. Cette technique est la plus utilisée pour la détection de protéines, et est considérée
comme la plus sensible. Elle nécessite néanmoins d’avoir deux anticorps capables de cibler
deux antigénes différents sur la protéine cible.'3” Un systéme rapporteur attaché a I’anticorps
de détection permet de détecter la formation du complexe immun et donc la présence de
I’analyte cible.'3” Cette méthodologie peut également étre adaptée en remplacant I'anticorps
de capture par un antigéne, qui va étre reconnu par un anticorps (I'analyte dans cette
situation), et un deuxiéme anticorps (anticorps de détection) reconnaissant I'analyte va

former le complexe immun.138

\W(/ Anticorps de capture Antigéne

Systeme rapporteur :

Anticorps de détection * Enzyme, fluorophore

Figure 8: Immunoessai sandwich. A) Une surface est recouverte d’anticorps de capture ciblant un épitope d’un antigéne cible.
B) L’épitope de I’antigene ciblé est détecté par les anticorps de capture, liant I’antigéne a I’anticorps en surface. C) Un anticorps
de détection, reconnaissant un autre épitope de I’antigene ciblé, se lie a I'antigene, formant un immunocomplexe Ab/Ag/Ab.
L’anticorps de détection est fonctionnalisé par un systéme rapporteur, permettant de détecter la formation de
I'immunosandwich sur la surface de capture.

Le systéme rapporteur présent dans les ELISAs est une enzyme, liée a I'anticorps de
détection. Apreés liaisons des anticorps a leur cibles, I'ajout du substrat de cette enzyme dans
le milieu entraine sa consommation et la formation d’un signal détectable, souvent
fluorescent ou colorimétrique.’3713% Le systéme rapporteur des immunoessais a depuis
évolué, et les anticorps de détection sont souvent directement conjugués a un fluorophore. Il

est également possible d’effectuer des immunoessais sans surface de capture ; dans ces cas
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le complexe formé va pouvoir étre détecté en séparant les complexes et les réactifs libres par

électrophoreése ou a travers une membrane.!3®

Les immunoessais et les ELISAs sont des méthodes de détection de protéines
hautement spécifiques et assez sensibles pour la détection de protéines (> pM) sauf celles de
tres faible abondance (< pM). Ils nécessitent néanmoins des volumes d’échantillons et de
réactifs importants (50-100 uL),'*° et des étapes de lavages nécessaires pour éviter un bruit
de fond causé par la présence d’anticorps de détection non liés, augmentant ainsi la durée de
I’analyse.’®® La miniaturisation des immunoessais offre de nombreux avantages pour la
détection de protéines, que ce soit au sein d’un échantillon biologique, d’un échantillon
provenant d’'un ensemble de cellules, ou pour de la détection de protéines sur cellule isolée.
141 a miniaturisation des essais permet notamment de réduire les volumes de réactifs utilisés.
Passer de puits contenant des dizaines de microlitres a des puits ou gouttes de I'ordre du nano,
pico ou femtolitre permet de pouvoir amplifier la sensibilité et ainsi détecter le signal de
I’anticorps de détection en cas de présence de I'analyte.’*® La miniaturisation permet
également de diminuer la durée des essais et d’augmenter les débits d’analyses. De plus,
réduire les volumes permet d’améliorer le ratio surface de capture / volume d’échantillon,

augmentant ainsi la sensibilité et la limite de détection de la méthode.

En paralléle de la miniaturisation des volumes, des billes fonctionnalisées ont été
développées comme surface de capture remplagant la fonctionnalisation de surface des puits
de microplaques ou des puces microfluidiques. Cela permet selon le nombre de billes utilisées
un contrdle du nombre d’anticorps de capture et une augmentation importante du ratio

surface de capture/volume, et donc la sensibilité des essais.4>143

2.4.2. Développement des immunoessais en gouttes avec détection par fluorescence
2.4.2.1. Détection de protéines isolées

La combinaison de la microfluidique en goutte et des immunoessais sur billes
fonctionnalisées a permis la miniaturisation et simplification de la détection de protéines.

L'immunoessai peut se faire en une seule étape, directement dans les gouttes (Figure 9).
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A) B)

O Bille fonctionnalisée par des anticorps de capture

Anticorps de détection marqué par un fluorophore

Antigéne

Figure 9 : Principe de I'immunoessai en gouttes : A) Une bille fonctionnalisée par des anticorps de capture est encapsulée dans
une goutte contenant I'antigéne cible et des anticorps de détection fluorescent ciblant également I'antigene. B) L’antigene est
capturé par les anticorps de capture et se relocalise sur la bille. L’anticorps de détection reconnait aussi I'antigéne et se
relocalise également, formant un spot de fluorescence intense sur la bille.

Tang et al. ont décrit en 2016 une méthodologie d’'immunoessai permettant la
détection d’un protéine, la protéine C réactive (CRP), en encapsulant dans des gouttes une
bille fonctionnalisée (~10 um) par des anticorps de capture, un analyte cible (CRP) et des
anticorps secondaires fluorescents. Aprées incubation les gouttes sont analysées a un débit de
500 Hz. En cas de présence de I'analyte, celui-ci se relocalise sur les billes, et entraine la
relocalisation de I'anticorps fluorescent, formant un spot fluorescent plus intense que la
fluorescence basale dans les gouttes. De plus, I'intensité de fluorescence sur la bille varie en
fonction de la concentration en analyte.'#* Leur test en goutte a mis en évidence une limite
de détection basse et une gamme dynamique dans la centaine de pM avant que le signal de
détection ne diminue. Cela est causée par I'effet postzone, qui indique un excés d’analyte par

rapport aux anticorps de capture, et donc une saturation des anticorps de capture sur la bille.

Cette méthode présente ainsi plusieurs avantages par rapport a un immunoessai

classique en microplaque :

- Diminution du volume d’échantillon et de réactifs (1/10 par rapport a un ELISA classique),

- Eviter des étapes de lavage

- Accélérer la vitesse du test (par deux, 1 h d’incubation avant que le signal de fluorescence
soit stable contre 2 h en moyenne en plaque) du fait du volume réduit et donc de la
diffusion de I'analyte dans le milieu plus faible

- Sensibilité dix fois plus élevée qu’un test en plaque et une fréquence d’analyse plus

importante, de 500 Hz.
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De plus I'analyse ne dépend plus que de la relocalisation de I'analyte et de I'anticorps
fluorescent, et ne nécessite plus un temps supplémentaire de clivage de substrat
fluorogénique par une enzyme. L’absence d’étape de lavage peut toutefois étre également
considérée comme un inconvénient, car elle résulte en un bruit de fond des anticorps de
détection non liés. Il est donc nécessaire d’avoir suffisamment d’analyte cible et de
relocalisation des anticorps de détection sur la surface de capture pour distinguer un signal
positif. De plus I'intensité du signal de fluorescence peut varier selon la localisation de la bille

dans la goutte par rapport au plan focal du laser de détection.?*

2.4.2.2. Détection de protéines sécrétées
e Utilisation de billes fonctionnalisées

Les immunoessais en gouttes ont également été développés pour identifier des cellules
sécrétrices. Comme évoqué précédemment, les gouttes forment des milieux clos dans
lesquels des protéines sécrétées peuvent s’accumuler et atteindre rapidement un seuil de
détection, permettant d’associer cellule et protéines sécrétés et ainsi de trier, isoler et
récupérer des cellules sécrétrices, offrant une alternative aux méthodes de cytométrie de flux

et aux techniques de dilution limites.'#

Konry et al. ont par exemple décrit une méthode en 2011 pour la détection
d’interleukine sécrétée ¢ et Mazutis et al. en 2013 ont publié une méthodologie pour la
détection et le tri d’hybridomes sécrétant des anticorps monoclonaux (anticorps de souris)
(Figure 10). Dans leur stratégie, les débits et les taux d’encapsulation sont réglés pour produire
des gouttes de 50 pL et encapsuler un maximum d’une cellule et une bille par goutte. La bille
(6 um) est utilisée comme surface de capture et pour cela elle est fonctionnalisée par des
anticorps (anti-Fc de souris) capturant ainsi les anticorps sécrétés. La capture est détectée par
des anticorps secondaires (anti-Fab de souris) marqués par un fluorophore et présents en
solution, qui vont se lier a I'immunocomplexe sur la bille, formant ainsi un spot de
fluorescence dans la goutte au niveau de la bille. Une fois incubées les gouttes sont réinjectées
et triées selon leurs signaux de fluorescence a une fréquence de 200 Hz.!*> Dans cette
méthode, la bille fonctionnalisée peut se lier a un maximum théorique de 100-150 nM
d’anticorps de capture (5-7.5 attomoles), et environ 220 nM d’anticorps de détection sont
utilisés (11 attomoles), permettant la détection d’une concentration d’anticorps sécrétés de

20 nM (1 attomole).
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Figure 10: Identification de cellules sécrétant selon la technique développée par Mazutis et al. Des gouttes sont formées
contenant une cellule sécrétant, une bille fonctionnalisée par des anticorps, et des anticorps secondaires fluorescents dans le
milieu. En cas de sécrétion d’anticorps par la cellule, ceux-ci sont capturés sur la bille et entrainent la relocalisation des
anticorps fluorescents sur la bille, formant un spot de fluorescence. Les gouttes sont ensuite triées selon leur fluorescence.
Adapté de %

Ding et al. ont par la suite en 2020 utilisé le méme systeme pour la détection
d’anticorps anti-TNFa, avec des gouttes de 40 pL en utilisant pour la détection I'antigéne
marquée spécifique des anticorps sécrétés. En cas de sécrétion d’anticorps, ceux-ci vont étre
capturés par les anticorps sur la bille fonctionnalisée, et étre détectés par I'antigéne marqué
qui va se relocaliser sur la bille.'*” Les gouttes ont ensuite été triées avec un débit de 100 Hz.
La concentration d’antigene de détection a été fixée a 1.7 uM (68 attomoles), car les cellules
sont incubées plus longtemps, et I’estimation de la sécrétion maximale d’anticorps est donc

plus élevée, 1.7 uM.

Ces méthodes en une étape permettent de grandement simplifier les immunoessais,
en évitant la nécessité de fusion de gouttes ou de pico-injection pour amener les anticorps de
détection. Comme évoqué précédemment, il n’y a pas de lavage possible dans les gouttes, et
les anticorps fluorescents sont présents des le début : une concentration minimale d’analyte
est donc nécessaire pour distinguer le signal de relocalisation de la fluorescence du bruit de
fond.'?* Dans le cas d’analyte sécrété, la durée d’incubation est importante : si I'incubation est
trop courte, les gouttes positives ne seront pas distinguables ; sile temps d’incubation est trop
long, il risque d’y avoir compétition entre les analytes capturés sur la/les billes et les analytes
en solution dans la goutte, et donc perte de la relocalisation du signal de fluorescence (effet
crochet, ou effet postzone).'*® Cette méthodologie utilisant une ou des particules co-

encapsulées présente également d’autres inconvénients :
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- Surface de capture dépendante du diametre et du nombre de particules
- Quantité d’anticorps de capture sur les billes mal caractérisée

- Hétérogénéité de la distribution des particules générant différentes limites de
détection inter-gouttes ainsi que des gouttes ne contenant pas de particules
- Mouvement et localisation des particules aléatoires dans les gouttes entrainant une

disparité des signaux de détection selon la localisation et un risque d’absence de

détection

Utilisation de nanoparticules fonctionnalisées

L'utilisation d’un ensemble de petites particules a la place d’'une seule plus grande a permis
de répondre a plusieurs de ces problématiques, en augmentant les surfaces de contact avec
le contenu des gouttes, et donc le ratio de surface/volume (selon le nombre de particules
encapsulées), et en diminuant le nombre de gouttes sans particules. En effet, la distribution
des particules dans les gouttes suit une loi de Poisson. Ainsi I’encapsulation simultanée d’une
cellule et d’une bille par goutte va suivre une double statistique de Poisson, complexifiant les
dilutions, et augmentant le nombre de gouttes vides, ou ne contenant qu’une cellule ou
gu’une bille. En revanche, viser une encapsulation multiple de particules réduit le nombre de
gouttes sans particules et augmente le nombre de cellules pouvant étre analysées. La nature
des particules peut également faciliter I'analyse : I'utilisation de particules magnétiques
permet d’appliquer un champ magnétique avant analyse, ce qui permet d’aligner les
particules, assurant ainsi un positionnement optimal et uniforme dans les gouttes facilitant la

lecture du signal de détection.!32149

Par exemple, la technologie DropMap a été développée en 2017 (Figure 11).14° Dans
cette méthode, les cellules sont encapsulées avec ~1300 nanoparticules magnétiques
fonctionnalisées (surfaces de capture), des anticorps de détection fluorescents et des
antigenes marqués par fluorescence, dans des gouttes de 40 pL. Les gouttes sont immobilisées
dans une chambre d’incubation, et observées par microscopie de fluorescence. Les anticorps
sécrétés vont étre capturés sur les nanoparticules, et étre reconnus par les anticorps
fluorescents, entrainant leur relocalisation sur les nanoparticules. L'utilisation de multiples
particules magnétiques permet d’augmenter la surface totale de capture (par rapport a une

seule bille plus grosse), et leurs mouvements permettent de faciliter la rencontre entre les
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particules et les protéines sécrétées. De plus, la nature des particules permet d’induire leur
alignement par un champ magnétique, permettant de facilement observer les signaux de
fluorescence, d’augmenter la sensibilité de détection ainsi que de réduire le risque d’avoir les
surfaces de capture en dehors du plan focal du laser. Selon le taux de sécrétion des anticorps
par la cellule, la fluorescence observée sur les particules va varier, permettant ainsi d’observer
I’'hétérogénéité de sécrétion des cellules. La présence dans les gouttes de I'antigéne marqué
de I'anticorps sécrété permet également de déterminer I'affinité anticorps-antigene. Cela
permet de valider que I'anticorps sécrété par les cellules est bien I'anticorps souhaité. Cette
stratégie utilise environ 150 nM d’anticorps de capture sur les billes (6 attomoles), et 75 nM
d’anticorps de détection (3 attomoles), avec une gamme de sensibilité de détection d’analyte
dunM a 75 nM (0.01 — 3 attomoles). Gerard et al. ont par la suite ajouté avec CelliGo en 2020
une étape de tri des gouttes permettant d’isoler celles contenant les cellules sécrétant

d’intérét a une fréquence allant jusqu’a 600 Hz.1*°

1’ Cell encapsulation 2 Emulsion loading 3’ Antibody secretion 4 Time-lapse imaging
with reagents (detection of fluorescence)
Chamber filing Droplets in oil phase
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Figure 11 : Technique DropMap. Adapté de %
o Utilisation de cellules comme surface de capture
Gerard et collaborateurs ont également développé un immunoessai dépendant de
I’affinité de I'anticorps sécrété pour une protéine de surface, en encapsulant dans une méme
goutte de 80 pL une cellule sécrétrice et une cellule rapportrice exprimant la protéine
membranaire, avec des anticorps de détection fluorescents. Aprées incubation les gouttes sont
triées selon leur signal de fluorescence. Si la cellule sécrete les anticorps ciblant la protéine
membranaire, les anticorps sécrétés se relocalisent a la surface de la cellule rapportrice, et
sont détectés par I'anticorps fluorescent, entrainant la formation d’un immunocomplexe a la

surface de la cellule. La cellule reportrice sert ainsi de surface de capture.'* Cette stratégie a
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également été appliquée en 2018 par Shembekar et al.*>! Dans leur étude, des gouttes de 660
pL co-encapsulent un hybridome et une cellule exprimant les récepteurs membranaires ciblés
par les anticorps sécrétés de I'hybridome. Un anticorps de détection fluorescent ciblant
I'anticorps sécrété est ajouté pour permettre la formation d’immunosandwich. Aprées une
incubation les gouttes sont analysées et triées. Les anticorps de détection ont été utilisé a une
concentration de 8 nM (5.3 attomoles), et cette méthode permet la détection d’anticorps
sécrétés dés 0.3 nM d’analyte (0.2 attomole), avec une saturation des récepteurs de la cellule

servant de surface de capture a 5 nM d’analyte (3.3 attomoles).

La détection de protéines en gouttes par immunoessais en goutte s’est ainsi
développée ces derniéres années, et permet des analyses sur petit volume, trés sensibles,
rapides, et a haut-débits. Ces immunoessais en gouttes peuvent également servir a isoler des
sous-populations de cellules selon leur sécrétion d’analyte, pour ensuite faire des analyses
génotypiques ou transcriptomiques supplémentaires.123147.150.152 plysjeurs limitations ont
également été identifiées et des stratégies ont été développées pour répondre a ces
inconvénients, avec par exemple l'utilisation de nanoparticules magnétiques. La plupart des

systémes développés nécessitent cependant des équipements spécialisés.?>?

Un autre point de difficulté relevé lors de I’étude de la littérature sur les immunoessais

en gouttes est la treés grande variabilité de :

Taille de gouttes

Type et taille de surface de capture

Quantité d’anticorps de capture et d’anticorps de détection utilisées

Durée d’incubation

Tous ces éléments jouent sur les sensibilités de détection (tableau 2). Cela complexifie

I'identification de paramétres optimaux pour le développement de nouveaux immunoessais.
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Tableau 2 : Comparaison de différentes conditions d’immunoessais en gouttes. N.i : non indiqué

Gamme

Taille des Surface de Ab/Ag de Ab/Ag de dynamique

Source
gouttes capture capture détection de
sensibilité
n.i Bille, 10 um n.i 20-30 nM 80-700 pM  Tanget al. 14
n.i,
maximum de 220 nM n.i, minima :
Mazuti et
50 pL Bille, 6 um 100-150 nM 11 20 nM
G/.145
5-7.5 attomoles 0.9 attomole
attomoles
1.7 uM
40 pL Bille, 6 um n.i 68 n.i Ding et al.?%’
attomoles
~1300 37.5-75 nM 0.3-75 nM Eyer et al. et
150 nM
40 pL Nanobilles de 1.5-3 0.01-3 Gerard et
6 attomoles
300 nm attomoles attomoles gl 149150
8 nM 0.3-5 nM

Cellule Shembekar et

660 pL n.i 5.3 0.2-3.3
rapportrice al 1>t
attomoles attomoles

e Autres stratégies d'immunoessais en gouttes
De nouvelles stratégies pour la détection de protéines en gouttes par immunoessais
en se passant de co-particules se sont développées, comme celle proposée en 2022 par
Rutkauskaite et al. pour détecter des anticorps sécrété par I'utilisation d’un couple de
fluorophore FRET. Les fluorophores sont conjugués sur I'antigene cible et sur un anticorps
ciblant l'anticorps sécrété. La formation des immunosandwichs rapproche les deux
fluorophores générant ainsi un signal de détection.'>® Mes travaux de thése ont également

porté sur le développement d’une alternative a I'utilisation de particules fonctionnalisés, par
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I’exploitation de la surface offerte par l'interface eau/huile des gouttes. Cette méthode
nécessite de fonctionnaliser les tétes hydrophiles des tensioactifs afin de former des surfaces
de capture in situ, directement dans les gouttes. Cette stratégie a pour but de répondre aux
limitations des surfaces de captures co-encapsulées, d’avoir une homogénéité entre les
gouttes, et la formation d’'immunosandwichs en surface de goutte permet d’avoir une

relocalisation du signal de fluorescence caractéristique et facile a identifier.

2.4.3. Immunoessais digitaux en gouttes

La microfluidique en gouttes associée aux immunoessais a également été utilisée dans
le développement de méthode ultra-sensible de détection de protéines, avec I'immunoessai
digital en gouttes.’* Cette technique est dérivée de I’étude monomoléculaire de I'activité
enzymatique (Single Molecule Array, SIMOA).%>> Cette technique repose sur I'utilisation d’un
large exces de billes fonctionnalisées par rapport a la protéine cible, permettant de n’avoir
gu’une seule protéine capturée par bille. Chaque bille est ensuite individualisée, et la
détection effectuée en formant des immunosandwichs pour détecter les billes ayant
capturées la cible, permettant une limite de détection de l'ordre du femtomolaire a
I’attomolaire.}4%%6  |'immunoessai digital nécessite cependant d’étre en mesure
d’individualiser les billes fonctionnalisées et de pouvoir toutes les observer, chaque bille non
individualisée ou non observée diminuant la sensibilité de I’analyse.*® La microfluidique en
goutte peut étre associée a l'immunoessai digital en facilitant le fractionnement de
I’échantillon en gouttes, permettant I'individualisation rapide, homogene, efficace et a haut
débit des billes, augmentant ainsi le nombre de billes observables par analyse. De plus,
I'utilisation de gouttes a la place de micropuits diminue le colt de matériel. Dans cette
approche, chaque goutte va servir de puit individuel dans lesquels I'amplification du signal de
fluorescence a lieu.®®1>7 Ces méthodes permettent de détecter des protéines trés peu

abondantes au sein d’échantillons complexes.

Afin de pouvoir développer toutes ces applications, il est cependant nécessaire de
produire des gouttes stables dans le temps. Pour cela, l'utilisation de tensioactifs est

nécessaire.
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3. Les tensioactifs en microfluidique en gouttes

3.1. Roéle des tensioactifs dans la stabilité des émulsions et la dispersité de taille des
gouttes

Les émulsions ne sont pas des systemes thermodynamiques favorables, leur vieillissement
conduit a une séparation des deux phases, par le biais de différents mécanismes : crémage ou
sédimentation, floculation, mlrissement d’Ostwald ou encore coalescence des gouttes.'>®
L'utilisation de tensioactifs permet de maintenir 'homogénéité des gouttes et réduire le

risque de coalescence des émulsions.*

A) B)

o - —

Téte Queue

Figure 12 : A) Structure générale d’un tensioactif. B) Positionnement des tensioactifs a I'interface de gouttes eau/huile

Les tensioactifs sont des molécules amphiphiles composées de plusieurs parties
compatibles avec différentes phases non miscibles, par exemple de I'eau et de I'huile. Ces
parties sont souvent appelées « téte(s) » et « queue(s) » (Figure 12, A). Leurs propriétés leur
permettent de se placer a l'interface de deux phases et d’abaisser la tension superficielle
(Figure 12, B), ce qui permet de diminuer le risque de fusion des gouttes et donc de
coalescence des émulsions. En effet, la situation la plus stabilisante lorsque deux phases non
miscibles sont en contact est de diminuer le plus possible la surface de contact, pour diminuer
la tension de surface. Or lorsque deux gouttes de volume égal (V1) et aire égale (A1) fusionnent,
le volume de la goutte formée est la somme (V2 = 2V1) du volume des deux gouttes initiales,
mais |'aire (A;) de la nouvelle goutte est plus faible que la somme des aires (A1) des deux
gouttes initiales (A2 < 2A1) (Figure 13). Ainsi, la fusion des gouttes entraine une diminution de
la surface de contact entre les deux phases. Abaisser la tension de surface entre les phases
par l'adsorption de tensioactifs a l'interface permet donc de diminuer le risque de
coalescence.?2159.160 p|ys |es tensioactifs s’adsorbent a I'interface, plus la tension superficielle
diminue, jusqu’a I'atteinte d’un plateau. Ce plateau est causé par I'atteinte de la concentration

micellaire critique (CMC). Cette concentration est la concentration en solution au-dela de
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laguelle les tensioactifs vont s’agglomérer entre eux en formant des micelles ou des micelles

inverses, et ne sont donc plus disponibles pour s’adsorber a I'interface.®?
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Figure 13: Coalescence de gouttes. Deux gouttes d’aire (A1) et de Volume (V1) peuvent fusionner pour former une goutte de
volume (V) qui est la somme des volumes des deux gouttes meéres, et d’aire (Az) inférieure a la somme des deux aires des
gouttes méres. La fusion des gouttes permet donc de diminuer la surface de contact entre les deux phases.

La morphologie des gouttes, leur déformation, compression, fusion va également
impacter la tension superficielle, en modifiant la concentration de tensioactifs a la surface. De
plus, la répartition de tensioactifs a la surface des gouttes n’est pas homogéne di au flux de
la phase continue entourant les gouttes. Les tensioactifs en surface sont poussés a l'arriere
des gouttes, appauvrissant I'avant, créant un gradient de tension de surface. Cela entraine
une rigidification de 'interface et I'apparition d’un effet de Marangoni (déplacement de fluide

d’une zone a basse tension superficielle vers une zone a haute tension superficielle)

s’opposant au flux de la phase continue.*

En plus de la diminution de la tension de surface, les tensioactifs jouent d’autres réles
pour éviter la coalescence des émulsions. lls vont notamment limiter les contacts entre les
gouttes, en entrainant un phénomeéne de répulsion stérique, éloignant les gouttes les unes
des autres. De plus I'effet de Marangoni créé par la répartition hétérogéne des tensioactifs va
également contribuer a limiter les contacts entre gouttes. Lorsque deux gouttes se
rapprochent, la phase continue entre les deux gouttes est drainée, mais cette fuite est
contrebalancée par I'effet de Marangoni, limitant le drainage de la phase entre les gouttes et

évitant ainsi leur contact forcé.14162

En plus de la coalescence, d’autres mécanismes de déstabilisation des émulsions sont
importants a considérer, comme le mlrissement d’Ostwald lié a la pression interne des
gouttes. Plus les gouttes sont petites, plus leur pression interne est élevée. Cela conduit a la

formation de micelles par les petites gouttes qui vont se dissoudre dans des gouttes plus
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grandes, et conduit a la formation d’une polydispersité de I'’émulsion et a 'augmentation de
taille des gouttes au fil du temps.1®3 D’autres mécanismes comme la floculation (agrégation
de gouttes ensembles) et le crémage et/ou sédimentation (regroupement des gouttes en
raison de la différence de densité entre les phases) contribuent a la déstabilisation des

émulsions.1%4

3.2.  Evaluations des propriétés des tensioactifs
3.2.1. Paramétres généraux

Les tensioactifs sont caractérisables par plusieurs parametres physico-chimiques. Parmi
ces parameétres, on retrouve la balance hydrophile/lipophile (HLB),16>1¢¢ qui calcule le ratio
de poids moléculaire de la partie hydrophile sur le poids moléculaire totale du tensioactif,
permettant de déterminer si le tensioactif est de nature plus hydrophile ou plus hydrophobe.
La concentration micellaire critique (CMC) d’un tensioactif est également un parametre
caractéristique, car au-dela de cette concentration I'excés de tensioactifs va former des
micelles pouvant influencer les propriétés des émulsions et favoriser les échanges entre les
gouttes.161167.168 | 5 CMC peut étre déterminée par plusieurs méthodes : mesure de tension
superficielle, diffusion de lumiére dans la phase continue, la RMN, ou encore par
spectrophotométrie UV/visible. En effet, une fois la CMC atteinte la diminution de tension de
surface atteint un plateau, et des micelles se forment en solution, ce que ces différentes
méthodes peuvent détecter.167:163-172 || est également possible de déterminer 'aire occupée
par un tensioactif a I'interface des gouttes, pour évaluer 'encombrement d’un tensioactif et

le nombre maximale de molécules pouvant se placer a I'interface.t’3174

3.2.2. Tension superficielle

La mesure de la tension superficielle a la surface de gouttes peut se mesurer de
différentes facons, dont la méthode de la goutte pendante/montante, que nous avons utilisée
dans nos travaux.'’>~*’7 La méthode de la goutte pendante (ou montante) est une des plus
utilisées pour déterminer la diminution de tension superficielle induite par un tensioactif.*’”
Dans cette technique, une goutte se forme au bout d’un capillaire et pend ou monte, soit dans
I’air, soit dans une phase non miscible, et le profil de la goutte (taille, volume, forme) est imagé
par une caméra. La forme d’une goutte pendante peut également étre modélisée par la

résolution mathématique d’équations dérivés de I'équation de Young-Laplace :
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1 1
AP =P, — P, =y (R_+ R_)
1 2

Avec AP la différence de pression a I'interface (Pa, N.m2), Pi la pression dans la goutte (Pa), Po
la pression a I’extérieur de la goutte (Pa), ¥ la tension superficielle (N.m™), Ry et R, deux rayons
de courbure de la goutte a un point x a la surface de la goutte (m). Cette équation va relier la
différence de pression entre I'extérieur et I'intérieur de la goutte avec la courbe de sa surface

et la tension de surface.

La tension superficielle est ensuite déterminée en faisant correspondre le profil théorique
d’une goutte obtenu par la résolution numérique de I’équation de Young-Laplace et le profil

réel de la goutte formée prise en photo.

3.2.3. Biocompatibilité

Les tensioactifs peuvent étre utilisés pour stabiliser des gouttes contenant du matériel
biologique (cellules, biomolécules). Il est donc nécessaire pour ces tensioactifs d’étre
biocompatibles, c’est-a-dire qu’ils ne doivent pas causer d’effets néfastes pour les cellules
(toxicité, inhibition de leur prolifération, ...), ni interagir avec les biomolécules, entrainant leur
dégradation ou leur adsorption a l'interface. La biocompatibilité d’un tensioactif peut se

vérifier a plusieurs niveaux, sur protéines et sur cellules.

L'interaction avec des biomolécules peut s’évaluer en marquant d’un fluorophore une
protéine, et en regardant sa localisation dans les gouttes. En cas d’adsorption a l'interface, la
fluorescence sera localisée en surface, et ne sera pas homogéne dans le contenu.’® Il est aussi
possible de vérifier I'activité des biomolécules en gouttes par des tests d’activité enzymatique,
tel que de la PCR en gouttes ou de la traduction in vitro (IVT)79718! Ces tests ne permettent
cependant pas forcément de dire si il y a eu une absence totale d’interactions avec le contenu

des gouttes.

Pour I'étude de la biocompatibilité avec des cellules, il est possible d’effectuer de la culture
de cellules et des études de cytotoxicité en plaque.t’®182 La viabilité et prolifération cellulaire
peut aussi étre évaluée directement en gouttes apres I'encapsulation de cellules, en évaluant
la prolifération ou lyse des cellules.>8%183 Cette stratégie permet également d’évaluer I’effet

de I'encapsulation en milieu cl6t sur les cellules.
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3.3.  Composition des tensioactifs fluorés en microfluidique en gouttes
3.3.1. Influence de la phase continue sur la composition des tensioactifs

Les tensioactifs doivent avoir une structure compatible avec la phase continue.®18 QOr
pour les applications biologiques, la plupart des systemes de microfluidiques en gouttes vont
utiliser une phase huileuse fluorée, qui possedent plusieurs avantages, présentés dans cette
partie. Les autres systemes utilisant des tensioactifs avec des huiles minérales et des huiles

silicones ne sont pas développés dans cette thése.'*

Les huiles fluorées sont composées de molécules perfluorées, dont les liaisons C-H sont
remplacées par des liaisons C-F, et peuvent contenir des groupements fonctionnels (amine,
éthoxy, méthoxy).'8* Les différences entre les hydrocarbures et les fluorocarbures sont
principalement dues aux propriétés (taille, masse, électronégativité) des atomes de fluors, qui
rendent les chaines perfluorées plus grosses, lourdes, encombrantes, rigides et moins
polarisables que les chaines hydrocarbonées. Leurs propriétés rendent les huiles fluorées a la
fois hydrophobes et oléophobes,'8418 ce qui les rend d’autant plus intéressantes dans le
cadre d’émulsions pour limiter les échanges entre les gouttes et la fuite de composés
organiques dans la phase continue huileuse. Ces huiles sont également biocompatibles et
permettent également la solubilisation de gaz, rendant ce systéme attractif pour des
émulsions utilisant du matériel biologique vivant (cellules, bactéries...).#8%186 Enfin ces huiles
fluorées sont compatibles avec les matériaux de prototypage utilisés pour la fabrication des
canaux microfluidiques, comme le PolyDiMethylSiloxane (PDMS), contrairement aux

hydrocarbures et huiles silicones.'4184

L'ensemble de ces propriétés: hydrophobicité, lipophobicité, perméabilité aux gaz,
biocompatibilité, compatibilité avec les matériaux de prototypage microfluidique, font des

huiles fluorées un systéme de choix pour les applications de microfluidique en gouttes.

3.3.2. Structure des tensioactifs courants

Les premiers tensioactifs fluorés, des per-fluoroalkyles (PFAS) composés d’une courte
chaine fluorée (8-10 carbones) tel que le perfluorooctanol ou decanol ne suffisaient pas pour
stabiliser les émulsions a long-terme, et pouvait également entrainer une perte de
biocompatibilité avec I"adsorption de molécules a la surface des gouttes.!’®18%1%0 De plus

longues chaines perfluorées, les PerFluoroPolyEthers (PFPE) (composés de motifs
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perfluoroalkyles joint par des liaisons éthers) ont ensuite été utilisées. Ces chaines peuvent
former une couche épaisse a I'extérieur des gouttes apportant une meilleure stabilité des
émulsions formées.'®! Cependant ce type de queues fluorées est commercialisée avec un
acide carboxylique terminal (Krytox), et ce groupement est connu pour interagir avec les
biomolécules des gouttes entrainant leur adsorption a l'interface.*®178180.191 | e couplage de
ces queues fluorées avec des tétes hydrophiles inertes vis-a-vis du matériel biologique
encapsulé a donc été exploré, afin d’obtenir des tensioactifs efficaces et biocompatibles.
Différents motifs polaires linéaires et cycliques ont été testés sur des queues fluorées,’3192 et
I'utilisation de motifs éthyléne glycols linéaires s’est développée. Les polyéthyléne glycols
(PEG) sont largement utilisés en tant que connecteurs hydrophiles pour la fonctionnalisation
de biomolécules tel que des protéines,’? et sont utilisés en tant que revétement de surface
pour empécher I'adsorption de protéines.’®* 1% Les longueurs de chaines PEG jouent
également sur leur capacité a rendre une surface inerte vis-a-vis de biomolécules, et joue sur
leur structure et repliement dans I'espace. Ainsi de longues chaines PEG vont pouvoir former
des couches épaisses couvrant toute la surface fonctionalisée.'®”1% |’utilisation de motifs

PEG en tant que tétes hydrophiles de tensioactifs est donc compatible avec les critéres

d’hydrophilie et de biocompatibilité souhaités.

Holtze et al. en 2008 et Etienne et al. en 2017 ont étudié I'effet de la nature et longueur
des tétes hydrophiles sur la stabilité de tensioactifs dibloc (deux parties, une fluorophile et
une hydrophile) et tribloc (trois parties, deux fluorophiles et une hydrophile). Les tensioactifs
ainsi développés sont composés de queue(s) PFPE et de tétes polaires PEG et Jeffamine®,
contenant des motifs PEG et polypropylene glycols (PPG), moins hydrophiles

(Flgu re 14) .174,181,199,200
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Figure 14: Exemples de structure générale de fluorotensioactifs ; A) Tribloc PFPE-PEG-PFPE ; B) Tribloc PFPE-(PPG/PEG)-PFPE ;
C) Dibloc PFPE-(PPG/PEG) ; D) Dibloc PFPE-PEG.174

Leurs travaux sur les tensioactifs tribloc ont montré que la taille de la partie PEG par
rapport aux chaines PFPE est importante pour la stabilité des gouttes, avec un ratio optimal
de masse molaire estimé a environ 6000/600/6000 g.mol™* (PFPE-PEG-PFPE = (PFPE),-PEG)
(Figure 14, A). L'ajout d’autres motifs dans les tétes hydrophiles semble pouvoir améliorer la
stabilité des gouttes, a condition de conserver le ratio PEG/PFPE. Ainsi |'utilisation d’une téte
hydrophile Jeffamine® (Figure 14, B), ayant une partie PEG de 600 g.mol? et une masse
molaire totale de 900 g.mol! permet I'obtention d’un tensioactif abaissant plus la tension de
surface et stabilisant plus les gouttes. En revanche, 'utilisation d’une téte hydrophile de méme
structure mixte (PEG/PPG) et de masse molaire totale de 600 g.mol?, dont la partie PEG est
ainsi plus petite, forme un tensioactif moins stabilisant. Ces résultats semblent ainsi indiquer
que I'équilibre du ratio PFPE/PEG est crucial afin d’optimiser la stabilité induite par les
tensioactifs, et que la longueur/masse molaire de PEG va étre plus importante que la longueur

ou masse molaire totale de la téte hydrophile.

Concernant les tensioactifs dibloc, ces travaux ainsi que les travaux de Lucio et al.?%!
montrent également un effet de ratio PEG/PFPE, avec une meilleure stabilité des émulsions

guand la longueur du PEG augmente.

Un autre aspect a considérer pour la stabilisation des émulsions est la nature de la phase
aqueuse.'’4Selon la salinité de la phase aqueuse, la solubilité des PEG et des tétes hydrophiles
peut diminuer, modifiant leurs propriétés (structures, repliements) et diminuant leur capacité

a stabiliser les émulsions.?? Cela peut entrainer un effet stabilisant promu par le nombre de
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molécules de tensioactifs a I'interface, et donc une stabilité favorisée par I'utilisation de

dibloc.174

Ces travaux ont conduit a l'utilisation en routine de tensioactifs tribloc composés de
queues PFPE (Krytox FSH) et d’une téte hydrophile PEG, ou mixte PEG/PPG (Figure 14, A,
B).174180200 Ces tensioactifs sont commercialement disponibles.16%183203 Cependant les
tensioactifs PFPE avec des tétes hydrophiles PEG ou PEG-PPG offrent peu de possibilités de

variété structurale et les tribloc peuvent présenter des variations de qualité inter-lots.*83

D’autres types de tétes hydrophiles ont été développés, afin de permettre de plus
facilement varier la structure et d’aboutir a des tensioactifs tribloc et dibloc performants pour
stabiliser les gouttes et/ou pour limiter la fuite de molécules organiques des gouttes. De
nouvelles tétes hydrophiles ont également été concues pour apporter des groupements
fonctionnalisables aux tensioactifs, ou pour pouvoir controler la stabilisation et déstabilisation
(coalescence) des gouttes par le biais de stimulus externes. Enfin des tétes hydrophiles
fonctionnalisées et pré-fonctionnalisées ont également été développées afin d’effectuer des
interactions spécifiques entre le contenu des gouttes et I'interface huile/eau. Ces nouveaux

tensioactifs vont étre décrits dans les prochaines parties.

3.3.3. Nouvelles structures de tétes hydrophiles (non fonctionnalisées)

Une premiére stratégie, développée par Wagner et al. en 2015 a consisté a travailler sur
des tensioactifs tribloc en remplacant la téte hydrophile PEG de référence par un dérivé
polyglycérol linéaire (LPG) de méme longueur, qui est également hydrophile et biocompatible
(Figure 15).16° Cette nouvelle structure apporte la possibilité d’introduire des modifications
sur les chaines latérales de la téte hydrophile, par exemple par la formation d’éthers
méthyliques. Ces nouveaux tensioactifs tribloc ont été capable de diminuer la tension
superficielle entre la phase aqueuse et la phase fluorée et de produire des gouttes
monodisperses. Cependant les tensioactifs portant une téte hydrophile trés polaire hydroxy-
LPG 11 n‘ont pas permis de maintenir I'intégrité des gouttes apres a un stress mécanique,

contrairement au tensioactif méthoxy-LPG 12.16°
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Figure 15 : Structure des tensioactifs polyglycérols linéaires (LPG).16°
Chowdhury et al. de 2019 a 2021 ont appliqués une stratégie similaire, en travaillant sur
des tensioactifs dibloc glycérols, portant soit une téte monoglycérol (G 13), soit une téte

triglycérol dendritique (dTG 14) couplés a des PFPE de longueurs différentes (Figure 16, A,

A) B) ([
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Figure 16 : Structures générale des tensioactifs A) glycérol (G) et B) triglycérols dendritique (dTG).183.204

Tous les tensioactifs testés ont permis la formation de gouttes monodisperses, et un maintien
des émulsions intactes pendant sept jours pour les tensioactifs portant une téte polaire
monoglycérol I3 ou trente jours pour ceux portant des tétes polaires triglycérols (dTG 14). La
stabilité thermique des émulsions a montré des résultats similaires : les tensioactifs avec des
tétes polaires triglycérols (triglycérols dendritique, dTG 14) sont plus stabilisants que les
tensioactifs avec une téte polaire monoglycérol (G 13) (émulsion totalement coalescée) quel
gue soit la longueur de la queue fluorée, et peuvent méme maintenir les gouttes
monodisperses. De plus, le tensioactif dTG, quel que soit la longueur de la partie PFPE, égale
ou excede la stabilité thermique induite par le tensioactif commercial de référence, le tribloc
PEG-PFPE; (RAN Biotechnologies), qui induit une fusion partielle de gouttes. Au vu des
différences de structures, il est probable que I'effet stabilisant soit lié a la taille et au poids

moléculaire : plus la téte hydrophile est longue, plus I’effet stabilisant semble important.173183

Afin d’évaluer l'influence de la structure spatiale de la téte hydrophile, le tensioactif
triglycérol dendritique (PFPE-dTG 14) a été comparé a un équivalent linéaire de méme

composition 15, ainsi qu’a un diglycérol linéaire (IDG, 16) (Figure 17, A, B).2%*
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Figure 17 : Structures des tensioactifs A) triglycérol linéaire (ITG) et B) diglycérol linéaire (IDG).2%4

Les mesures de tension superficielle ont montré que le triglycérol dendritique (dTG)
abaisse plus la tension superficielle que les autres tensioactifs, suivi du diglycérol linéaire
(IDG), et du triglycérol linéaire (ITG). Les tensions superficielles avec ces tensioactifs restent
plus élevées que celle obtenue avec le PEG-PFPE; commercial. Tous les tensioactifs ont permis
de produire des gouttes monodisperses et la stabilité thermique des émulsions a également
remontré une excellente stabilité du tensioactif portant la téte hydrophile dTG 14 (pas de
fusion des gouttes), supérieure a son équivalent linéaire (ITG 15), (coalescence partielle de
I’émulsion), tandis que le tensioactif diglycérol linéaire (IDG 16) a montré une coalescence
compléte de I'émulsion, de maniere similaire au monoglycérol linéaire 13. La comparaison des
trois tensioactifs linéaires mono, di, et triglycérols montre bien un gain de stabilité avec

I'augmentation de la taille de la téte hydrophile.

Ces résultats indiquent ainsi que des tétes hydrophiles plus grandes favorisent la
stabilisation des émulsions, et une structure spatiale dendritique semble plus stabilisante que

son équivalent linéaire a masse molaire égale.

Le tensioactif dTG a également été dérivé en substituant deux éthers par des thioéthers,
afin de diversifier le squelette des tétes hydrophiles selon les états d’oxydation des soufres
(Figure 19).%2%0 Les tensioactifs synthétisés ont permis la production de gouttes monodisperses
et de conserver des gouttes sans fusion pendant plusieurs jours a température ambiante.
L'absence de test de stabilité thermique ne permet cependant pas de d’identifier si la

substitution des oxygeénes par des soufres influe négativement sur leur stabilité.
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Figure 17 : Structure des tensioactifs organosulfurés 210

Pour résumer, de nouvelles tétes hydrophiles ont donc été développées, remplacgant les
motifs PEG classiques par des nouveaux groupements et permettant I'obtention de
tensioactifs performants, avec des groupements accessibles et fonctionnalisables. La capacité
des tensioactifs a stabiliser des émulsions semble également dépendre de la longueur et de la

géomeétrie spatiale des tétes hydrophiles.

3.3.4. Tensioactifs modifiables par stimulus externe

D’autres équipes ont travaillé sur le développement de tétes hydrophiles capables de
modifier les propriétés des tensioactifs suite a un stimulus extérieur, notamment pour
permettre de contréler la coalescence des émulsions. L'objectif de ces nouveaux tensioactifs
est de pouvoir faire de la fusion de gouttes, ou de pouvoir récupérer le contenu des gouttes
facilement apres les expériences, sans avoir a utiliser de déstabilisation chimique (par ajout
de perfluorooctanol par exemple). Dunkel et al. ont par exemple travaillé en 2016 sur des
tensioactifs PFPE portant des tétes hydrophiles pegylées photoclivables permettant la
coalescence contrélée de gouttes proches spatialement les unes des autres apres irradiation
(Figure 18, A).2% Cependant le clivage irréversible des tétes hydrophiles de ces tensioactifs
apres exposition a la lumiére nécessite des précautions importantes pour la manipulation des
tensioactifs et des gouttes. An et al. en 2021 ont également contribué a cette stratégie en
développant des tensioactifs dibloc constitué d’une queue PFPE et de téte hydrophiles formés
a partir de polymeres thermosensibles : poly(N-isopropylacrylamide) (pNIPAM, 113) (Figure
18, B) ou poly(2-éthyl-2-oxazoline) (pEtOx, 114) (Figure 18, C).2°” Quand la température
dépasse la température de solution critique inférieure (TSCI) des polymeéres, ceux-ci changent
de conformation, deviennent hydrophobes, non miscible a la phase aqueuse, entrainant une
déstabilisation des gouttes. Dans les deux stratégies, les tensioactifs ont montré une capacité
a stabiliser les émulsions pendant plusieurs jours sans fusion de gouttes, et une déstabilisation

rapide en quelques minutes aprés stimuli externe (irradiation ou température).
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Figure 18 : Structure des tensioactifs photosensibles (A) et thermosensibles (B, C).2%6:207

L’ensemble de ces travaux indique qu’il est possible de développer de nouvelles tétes
hydrophiles pour former des tensioactifs fluorés tribloc ou dibloc, qui forment des gouttes
aussi stables ou plus stables que les tensioactifs tribloc commerciaux de référence. Ces
nouvelles tétes hydrophiles peuvent présenter des groupements disponibles pour des
fonctionnalisations ultérieures, ou étre congus pour simplifier les opérations de manipulation
des gouttes (coalescence contrblée, récupération du contenu des gouttes). Un autre point
d’intérét contribuant a la recherche et au développement de nouveaux tensioactifs est le

transport moléculaire entre les gouttes, détaillé dans la prochaine partie.

3.4.  Tensioactifs fluorés et rétention de molécules dans les gouttes

Les tensioactifs sont impliqués dans un autre phénomeéne important dans les
émulsions : la rétention de molécules dans les gouttes. L'absence de rétention peut entrainer
des échanges entre les gouttes, qui conduit a homogénéiser la concentration de molécules
entre les gouttes. Ce phénomeéne n’est pas souhaitable pour certaines applications en

microfluidique en gouttes, car il conduit a de la contamination inter-gouttes.

Le transport moléculaire, ou cross-talk, peut se faire par deux mécanismes : la diffusion
passive du composé dans la phase huileuse continue, et I'’échange du composé entre les

gouttes par micelles inverses.?%®

L'utilisation d’une phase huileuse fluorée va permettre de réduire la solubilité des composés
dans la phase continue, et limiter leur diffusion. La nature des composés
(hydrophile/hydrophobe) influe également directement sur leur capacité a étre retenues dans
les gouttes. Par exemple, les composés trés hydrophiles (logD < -4) vont tres faiblement
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diffuser dans la phase fluorée. Ainsi passer d’une 7-amino-4-méthylcoumarine, un
fluorophore ayant un LogD proche de 1 a son dérivé |'acide 7-aminocoumarine-4-
méthanesulfonique (ACMS), de LogD proche -5, augmente la rétention en gouttes du
fluorophore de quelques secondes a plusieurs jours (Figure 19).2% De plus, la nature et le
contenu de la phase aqueuse va influer sur la rétention des molécules. L'utilisation de sels va
faciliter la diffusion des composés en diminuant leur solvatation, tandis que des additifs
comme l'albumine de sérum bovin (BSA) vont se lier aux composés et augmenter leur

rétention.168:208-210
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Figure 19 : Structures de la 7-amino-4-méthylcoumarine (115) et de son dérivé I'acide 7-aminocoumarine-4-
méthanesulfonique (116)

En plus de la nature des composés et de la phase aqueuse, la nature et concentration
des tensioactifs va également participer aux mécanismes de transport moléculaires. Plus la
concentration en tensioactifs est élevée, plus le transport inter-gouttes et le transport de
molécules dans la phase continue sont favorisés. De méme, les tensioactifs chargés, comme
par exemple les tensioactifs PFPE avec une téte hydrophile acide carboxylique, peuvent
interagir avec des molécules organiques et faciliter leurs extractions dans la phase continue.6®
Le type de tensioactif : dibloc ou tribloc peut également influer sur la rétention de molécules,
les tensioactifs dibloc pouvant se compacter plus a I'interface et donc présenter une couche
de tétes hydrophiles plus dense que des tensioactifs tribloc, réduisant la fuite.?%® Les travaux
de Chowdhury et al. ont quant a eux montré qu’a la fois la longueur et la structure spatiale
des tétes hydrophiles et des queues fluorés impactent la rétention moléculaire. Ainsi dans leur
série de tensioactifs, plus la longueur linéaire de la téte hydrophile et de la queue fluorée
augmente, plus la fuite est limitée.'8320% Leurs travaux ont également montré que le
tensioactif le plus stabilisant ne réduisait pas le plus le transport moléculaire, indiquant la
nécessité d’un compromis sur la structure des tensioactifs pour avoir des gouttes stables tout

en limitant les échanges. L'ensemble de ces éléments montrent que pour limiter le transport
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moléculaire, I'utilisation de tensioactifs dibloc, non chargés, avec une longue queue fluorée et

une téte hydrophile linéaire est favorable.

4. Fonctionnalisation de I'interface huile/eau en microfluidique en goutte

Bien que dans la plupart des applications utilisant des tensioactifs I'objectif est d’éviter
toute interaction entre les tensioactifs et la phase encapsulée, plusieurs groupes ont travaillé
sur le développement d’interfaces fonctionnalisés concues afin d’effectuer une interaction
spécifique avec le contenu des gouttes. Cette stratégie permet d’exploiter le ratio
surface/volume important de l'interface, et de se passer ainsi de la co-encapsulation de
particules fonctionnalisées décrite dans la partie Il) 2.4.2. Développement des immunoessais

en gouttes avec détection par fluorescence).

Dans cette partie seront décrit les travaux effectués sur la fonctionnalisation de

I'interface de gouttes huile fluorée/phase aqueuse en microfluidique en goutte.

4.1.  Fonctionnalisation par des composés non fluorés

Plusieurs groupes se sont intéressés a la fonctionnalisation de I'interface huile/eau en
utilisant des tensioactifs non fluorés fonctionnalisés ou des molécules fonctionnalisées

diffusants a la surface de gouttes stabilisées par des tensioactifs fluorés.

Jahnke et al.?!!, en 2019, ont par exemple utilisé des dérivés de cholestérol pour
fonctionnaliser des gouttes stabilisées par des tensioactifs fluorés. Les molécules de
cholestérols, liées a des oligonucléotides (ADN), ont montré une interaction et adsorption
stable a I'interface huile/eau des gouttes. Cela permet de pré-fonctionnaliser la surface des
gouttes avec de I’ADN, formant un systéme « universel ». En effet, ’ADN a la surface peut
s’hybrider avec un ADN complémentaire lié a une molécule ou biomolécule qui sera alors
relocalisée a l'interface. Différents composés ont ainsi pu étre relocalisés a la surface des
gouttes : des fluorophores, des complexes d’ADN, et des protéines (filaments d’actine) par
hybridation de deux brins complémentaires, des microbilles, ou encore des cellules (Figure

20).
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Figure 20 : Fonctionnalisation de surface de gouttes par de I'ADN-cholestérol avec relocalisation de différents composés par
interactions ADN/ADN. A) relocalisation d’ADN-amine, fonctionnalisé par un fluorophore ; B) relocalisation de complexes
interconnectés d’ADN ; C) relocalisation de microbilles de polystyréne fonctionnalisées par de I’ADN cholestérol avec utilisation
d’un brin d’ADN complémentaire faisant le lien entre les oligonucléotides ; D) relocalisation de filaments d’actine-fluorophore ;
E) relocalisation de cellules. Barre d’échelle : A) et B) 30 um ; C) et E) 20 um ; D) 5 um. Adapté de 211

L’hybridation de deux brins d’ADN étant température dépendante, la fonctionnalisation de
surface est thermosensible et réversible. Cette méthodologie permet ainsi une pré-
fonctionnalisation de l'interface des gouttes et la relocalisation a la surface d’un panel de

molécules ou biomolécules.

Lucio et al. et Li et al. ont également montré en 2017 la fonctionnalisation de la surface
de gouttes stabilisées par des tensioactifs fluorés, en utilisant des tensioactifs non fluorés pré-
fonctionnalisés qui vont se placer a I'interface (Figure 21).21%213 Dans la stratégie de Lucio et
al. les tensioactifs pré-fonctionnalisés sont concues a partir d’une queue lipidique et d’'une
téte portant une biotine, formant un autre systéme « universel ». La biotine est en effet une
molécule ayant une tres forte affinité pour la streptavidine (protéine de 70 kDa). Le couple
streptavidine/biotine est ainsi couramment utilisé pour isoler, analyser ou lier deux molécules
ou biomolécules via leur interaction.?!* Cette stratégie permet donc de fonctionnaliser la
surface des gouttes avec des composés liés a une streptavidine. Les gouttes d’huile ont ainsi
été fonctionnalisées avec des ligands peptidiques Arginine-Glycine-Acide Aspartique (RGD),
qui interagissent avec les intégrines membranaires de cellules, les accrochant a la surface des

gouttes.

Dans une stratégie similaire décrite par Li et al.,?'3 les tensioactifs non fluorés, composés de
dérivés de Pluronic F127 (PEG/PPG/PEG), sont pré-fonctionnalisés par différents groupements

chimiques. Ces groupements peuvent étre des amines, des acides carboxyliques, des
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maléimides, des esters N-hydroxysuccinimide (NHS), ainsi que des groupements biotines.
Cette stratégie a conduit a I'obtention d’interfaces de gouttes pouvant étre fonctionnalisées
par des composés liés a des groupements complémentaires. Cette fonctionnalisation se fait
de maniére covalente ou non covalente selon les groupements positionnés en surface de
gouttes. Cela forme ainsi un autre systéme « universel » pouvant fonctionnaliser de maniéere
non covalente (amine/acide) ou covalente I'interface des gouttes (par exemple par la réaction

entre des esters de NHS et des amines, décrite dans la partie IV) 5.1).
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Figure 21 : lllustration du mélange de fluorotensioactifs non fonctionnalisés et de tensioactifs lipidique-biotine. Adapté de 212
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Ces stratégies ont ainsi montré le développement de différentes méthodes pour la
fonctionnalisation de la surface des gouttes en microfluidique. Ces méthodes utilisent des
interactions bien définies : ADN/ADN, biotine/streptavidine, groupements chimiques, pour
former des interfaces pré-fonctionnalisée, et reposent sur l'utilisation de composés non

fluorés se positionnant a la surface des gouttes.

D’autres travaux ont porté sur l'utilisation de composés fluorés pour fonctionnaliser

I'interface.

4.2.  Utilisation de fluorotensioactifs fonctionnalisés et pré-fonctionnalisés

Plusieurs groupes ont travaillé sur la synthése de fluorotensioactifs portant des

groupements capables d’interagir avec le contenu des gouttes.

Les fluorotensioactifs fonctionnalisés ont notamment été exploités pour transformer
I'interface interne des gouttes en surface catalytique pour des réactions chimiques. Par
exemple, Theberge et al. ont synthétisé en 2009 un fluorotensioactif composé d’une queue
fluorooctane et d’une téte guanidine 117 (Figure 22, A), pouvant se complexer a de I'acétate
de palladium, pour former une téte hydrophile servant de catalyseur a une réaction de Suzuki-

Miyaura en gouttes.®® Les tensioactifs fonctionnalisés ont également pu servir pour isoler des
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protéines. Kreutz et al. ont développé en 2009 un fluorotensioactif fonctionnalisé 118
synthétisé a partir d’'un fluorosurfactant fluorooctane-PEG, sur lequel un groupement
nitriloacétate (NTA) a été conjugué (Figure 22, B). Ce groupement peut chelater un cation
nickel divalent (Ni%*). La présence de ce groupement avec le Nickel (NTA-Ni) permet de lier le
tensioactif avec des protéines HisTag, une étiquette composée de six résidus histidines
fréquemment retrouvée pour la purification de protéines.?’> Ce tensioactif a été utilisé pour
faciliter la cristallisation de protéines en gouttes, en augmentant localement leur
concentration a l'interface. L’utilisation de solvants et tensioactif fluoré non miscibles avec
des composés organiques permet également de limiter les interférences de détergents
organiques présents dans la phase aqueuse.?'® Ces tensioactifs sont cependant limités a une

seule application.

Par la suite, en 2013, Platzman et al. ont travaillé sur des tensioactifs PFPE dibloc,
portant une téte hydrophile PEG liée a une nanoparticule d’or 119 (Figure 22, C).?!” A partir de
ce tensioactif mére, plusieurs applications ont pu étre développées, en fonctionnalisant la
particule d’or. Le couplage de rhodamines sur les particules d’or a par exemple permis de
produire des tensioactifs portant des fluorophores. Ces tensioactifs ont ensuite été utilisés
pour former des gouttes et marquer leurs interfaces. De méme, la fonctionnalisation des
nanoparticules d’or par des peptides cycliques arginine-glycine-acide aspartique (RGD) par
liaison thiol a permis I'obtention de tensioactifs qui, aprés leur utilisation pour produire des
gouttes, peuvent interagir avec les intégrines de lymphocytes T.28 Cela permet ainsi de fixer
ces cellules a la surface interne des gouttes, et de mimer en goutte une adhésion cellulaire.
Enfin, I'addition d’un groupement NTA-Ni sur les particules d’or par le biais d’'un connecteur
thiol directement dans les gouttes a permis de relocaliser a l'interface des gouttes des
protéines HisTag (GFP-HisTag), de maniére similaire aux travaux de Kreutz et al. présentés
précédemment. Ces travaux représentent les premiers essais de tensioactif fluoré
« universel », avec un tensioactif unique utilisable pour diverses applications selon sa
fonctionnalisation, qui peut avoir lieu avant ou aprées formation des gouttes. Dans ces travaux,
les gouttes formées sont cependant polydisperses, et ce malgré I'ajout de tensioactif tribloc

non fonctionnalisé pour stabiliser les gouttes.
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Figure 22 : Illlustration de fluorotensioactifs fonctionalisés. A) Tensioactif produit par Theberge et al.%° B) Tensioactif produit
par Kreutz et al.?1> C) Tensioactif synthétisé par Platzman et al.?17

Koprowski et al.?%> en 2018 ont quant a eux appliqué une stratégie similaire, et
développé des fluorotensioactifs basés sur la structure des tensioactifs retrouvés
commercialement (PFPE-Jeffamine-PFPE). lls ont utilisé la téte hydrophile Jeffamine-ED600,
portant deux amines terminales a chaque extrémité, pour former des tensioactifs dibloc,
rendant ainsi une des deux amines terminales disponible pour étre fonctionnalisée (Figure 23,
A). Cette stratégie a permis la synthése de deux fluorotensioactifs portant des fluorophores
sur leur tétes hydrophiles : un PFPE-Jeffamine-FITC (Isothiocyanate de fluorescéine) et un
PFPE-Jeffamine-sulforhodamine 101 (Figure 23, B, C), pouvant étre utilisés pour caractériser
le pH 219 ou la température 22° dans les gouttes. Un troisieme tensioactif a été synthétisé avec
un motif biotine sur sa téte hydrophile (PFPE-Jeffamine-Biotine), afin d’obtenir un tensioactif
pré-fonctionnalisé, « universel », (Figure 23, D).?'* Ce tensioactif peut par la suite réagir avec
des molécules liées au groupement complémentaire streptavidine (par exemple des FITC-
streptavidine). Ces travaux montrent un autre design de tensioactif fluoré « universel », dont

les applications vont dépendre des biomolécules fonctionnalisées par la streptavidine.
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Figure 23 : Structure des tensioactifs fonctionnalisés de Koprowski et al. A) squelette commun : PFPE-Jeffamine ; fonctionnalisé
par une : B) FITC C) Sulforhodamine ; C) Biotine

Ces travaux présentent ainsi le développement de fluorotensioactifs ayant une téte
hydrophile « fonctionnalisée », permettant de modifier I'interface de gouttes pour une
application spécifique. En parallele, des tensioactifs fluorés pré-fonctionnalisés,
« universels », ont été développés. Ces tensioactifs sont formés a partir d’'un tensioactif
« mere » dont la téte hydrophile peut étre ainsi fonctionalisée avant ou aprés formation des
gouttes pour obtenir des interfaces fonctionnelles, par le biais de nanoparticules d’or ou de

groupements biotine, suivant un cahier des charges défini.

4.3.  Utilisation de fluorotensioactifs chargés

Plusieurs équipes ont également utilisé des fluorotensioactif ayant des tétes polaires
chargées afin de fonctionnaliser les gouttes, par exemple en utilisant la charge négative
retrouvée sur la queue PFPE (sous forme d’ion carboxylate a pH physiologique) pour former

une interface chargée négativement.

Haller et al. en 2018 ont ainsi développer un systéme dans lequel les tensioactifs chargés
négativement relocalisent en surface de gouttes des cations (magnésium, Mg?*), qui eux-
mémes permettent la relocalisation en surface de lipides (chargés négativement).??!
Sheshachala et al. plus récemment, en 2023, ont appliqué une stratégie similaire, en utilisant
le Krytox carboxylate pour fonctionnaliser la surface interne de gouttes avec des
nanoparticules fonctionnalisées par de I’ADN (anionique) en utilisant la présence de cations
dans la phase aqueuse comme intermédiaires. lls ont également synthétisé un tensioactif

tribloc portant deux amines protonables sur sa téte hydrophile (charges positives), et ainsi
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capable de fonctionnaliser la surface de gouttes avec les nanoparticules couvertes d’ADN sans

nécessité de cations intermédiaires.?%?

Les méthodes présentées ci-dessus reposent ainsi soit sur une fonctionnalisation
spécifique de l'interface des gouttes pour une application donnée, soit sur le développement
de tensioactifs « universels ». Cette stratégie permet d’avoir une interface pré-
fonctionnalisée, ouvrant la voie a de nombreuses applications, mais nécessite souvent des

groupements encombrants ou des liaisons non covalentes et/ou réversibles.

Une autre stratégie plus récente consiste a produire des tensioactifs « universels »
contenant des groupements chimiques définis qui peuvent former par réaction
bioorthogonale des liaisons covalentes, irréversible et rapide avec un groupement
complémentaire apportée par une molécule ou biomolécule fonctionnalisée dans la phase

aqueuse.

4.4.  Fluorotensioactifs pré-fonctionnalisés par groupement chimique click

Plusieurs laboratoires ont travaillé sur la synthése de fluorotensioactifs pouvant réagir par
chimie click bioorthogonale, des réactions utilisant des groupements réactifs inertes vis-a-vis
des fonctions chimiques retrouvées au sein des systémes biologiques. Cela permet a ces
réactions de pouvoir étre utilisées au sein de milieux biologiques complexes sans interférer ni

interagir avec les processus biologiques et biochimiques naturels.?23224

Suivant ce principe, les tensioactifs peuvent ainsi incorporer un des groupements réactifs
sur leurs tétes hydrophiles, et une fois les gouttes formées, vont pouvoir réagir avec des
molécules ou biomolécules fonctionnalisées par le groupement complémentaire et former
une liaison covalente. Cette stratégie permet de conserver I'aspect pré-fonctionnalisé des

tensioactifs développés dans les paragraphes précédents, en rajoutant plusieurs avantages :

- Fonctions chimiques bioorthogonales
- Groupements chimiques de bas poids moléculaire facilement incorporables sur les
tensioactifs et sur les biomolécules

- Versatilité des motifs introduits
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Parmi les différentes réactions bioorthogonales existantes, la Cycloaddition 1,3-dipolaire
azoture-alcyne tendu (Strained Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition, SPAAC) a été utilisée

pour la fonctionnalisation de la surface de gouttes.204205225

4.4.1. La cycloaddition 1,3-dipolaire azoture-alcyne tendu (SPAAC)

La SPAAC est une réaction de chimie bioorthogonale dans laquelle un azoture et un alcyne

tendu réagissent pour former un triazole (Figure 24).226:227

Figure 24 : Schéma de la réaction de SPAAC

La cinétique de la SPAAC va étre dépendante de la réactivité de I'alcyne utilisé, ce qui a
conduit au développement de différents alcynes tendus. Ainsi la cinétique réactionnelle du
cyclooctyne (OCT) est de 103 M52, alors que celle du bicyclo[6.1.0]nonyne (BCN) est de 0.14

MLs? et celle du dibenzacyclooctyne (DBCO) est deux fois plus rapide, a 0.31 M.s (Figure

25)_227,228
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Figure 25 : Exemples d'alcynes tendus et leur cinétique réactionnelle

La SPAAC présente toutefois quelgues limitations : sa cinétique est notamment plus lente
que d’autres réactions bioorthogonales comme la Diels-Alder a demande électronique
inverse. Les alcynes tendus peuvent réagir de maniére non spécifique avec les fonctions thiols,
et la structure des alcynes tendus, encombrante et plus ou moins hydrophobe selon leur
structure, peut impacter I’hydrophilie et |a solubilité de biomolécules fonctionnalisées par ces

alcynes.229-231
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4.4.2. Synthese de fluorotensioactifs pré-fonctionnalisés pour des SPAAC en gouttes

Des tensioactifs pré-fonctionnalisés portant des azotures pouvant réagir avec des
molécules liées a des alcynes tendus BCN ou DBCO, deux alcynes tendus couramment utilisés,
ont ainsi été développés. Les tétes hydrophiles ont été congus en utilisant des structures

pegylées et dérivés de glycérols précédemment décrites (parties 1) 3.3.2 et 1) 3.3.3).

Chowdhury et al. ont publié récemment, en 2021, la synthése de fluorotensioactifs PFPE

(Krytox FSL) portant des azotures, a partir des tensioactifs glycérols présentés dans la partie

3.3.3. (Figure 26).204205
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Figure 26 : Structure des tensioactifs monoazoture et tétraazotures développés par Chowdhury et al.204205
Ces tensioactifs ont été utilisés pour fonctionnaliser la surface interne de gouttes en
réalisant une SPAAC en goutte avec des sondes biotine-PEG-DBCO, permettant de fixer a la
surface des composés streptavidine-fluorophore (Cyanine5) par affinité avec la biotine (Figure
27). La relocalisation est visible par microscopie confocale, avec la formation d’un anneau de

fluorescence et un contenu de goutte sans fluorescence (Figure 27).
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Figure 27 : SPAAC a la surface de gouttes stabilisées par des tensioactifs sans (gauche) ou avec (droite) des azotures. Adapté
de 205
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Au sein de notre équipe, Ursuegui et al., des 2016, ont synthétisé un tensioactif dibloc
composé d’'une queue PFPE (Krytox FSH) et d’une téte hydrophile PEG, terminée par un

azoture (Figure 28).2%°

H

Figure 28 : Couples azoture/alcyne tendus utilisés pour fonctionnaliser la surface de gouttes par SPAAC. Adapté de 225

Ce tensioactif a montré sa capacité a produire des gouttes stables, avec une surface
fonctionnalisable de maniére spécifique par des fluorophores conjugués a des alcynes tendus
(BCN) (sulfoCyanine5-BCN, Figure 28, B et TAMRA-BCN, Figure 28, C). La réaction de SPAAC en
surface des gouttes entraine une relocalisation des fluorophores, visibles par microscopie
confocale (Figure 29, a, b, c), avec une fluorescence en surface de gouttes et un contenu de
goutte vide, noir. La relocalisation des fluorophores est également visible en réinjectant les
gouttes dans une puce de microfluidique, avec un signal de fluorescence passant d’'une forme
convexe (homogénéité de fluorescence dans les gouttes) a une forme concave (fluorescence
relocalisée en surface de gouttes). Cette fonctionnalisation de la surface de gouttes par une
réaction de SPAAC, détectable en réinjection sur une puce de microfluidique, ouvre ainsi la
possibilité d’utiliser cette méthodologie pour du tri de gouttes. La suite de ces travaux a été

réalisé durant ma thése, et va étre présentée dans les prochains chapitres.
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Krytox-pegq,-azide (1) 2.5% 008-F 2.5% Krytox-peg,-azide (1) 2.5%
sulfoCy5-BCN (6) 300 nM sulfoCy5-BCN (6) 300 nM sulfoCy5-alkyne 300 nM
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Signals obtained from PMT during emulsion reinjection: laser 642 nm.

Confocal microscopy: laser 635 nm, Image size: 367.83 yum x 367.83 um.

Figure 29 : Fonctionnalisation de surface de gouttes par réaction de SPAAC. A) SPAAC entre les tensioactifs monoazoture et
des sondes fluorophore-BCN ; B) Contréle négatif de SPAAC, absence de réaction entre des fluorotensioactifs commerciaux et
des sondes fluorophore-BCN ; C) Contréle négatif de SPAAC : absence de réaction entre les fluorotensioactifs monoazoture et
des sondes fluorophore-alcyne vrai. Adapté de 22>

Ces différents tensioactifs exposent ainsi un nouveau systéme permettant I’obtention
d’interfaces fonctionnalisées de gouttes en microfluidique, utilisant une réaction de chimie
click bioorthogonale permettant une fonctionnalisation irréversible, spécifique, et utilisant
des groupements chimiques de bas poids moléculaire. L'ensemble des travaux présentés dans
cette partie témoignent du développement de stratégies permettant I’obtention d’interfaces

fonctionnalisées et exploitables pour différentes applications en gouttes.
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III)  Objectifs des travaux de These

L'introduction présentée ci-dessus a montré I'important potentiel de la microfluidique
en gouttes et son utilisation pour de nombreuses applications dont I'étude de la sécrétion
cellulaire et la détection de protéines. Le réle et I'importance des tensioactifs, nécessaires
pour la stabilité et la manipulation des émulsions ont été présentés. De plus la surface formée
par ces tensioactifs, constamment en contact avec le contenu des gouttes, est encore peu
exploitée. L'objectif de mes travaux a été de synthétiser des tensioactifs capables de
transformer la surface interne des gouttes en surface pré-fonctionnalisée par I'utilisation de
tétes polaires chimiguement réactives. La surface ainsi formée devait pouvoir étre modifiée
en fonction des besoins, notamment par le greffage d’anticorps. Les tensioactifs synthétisés
ont ainsi été étudiés afin d’optimiser la stabilisation et la fonctionnalisation de surface des

gouttes.

Projet 1: Développement d’un immunoessai en surface de gouttes par relocalisation de

fluorescence

Le premier projet a eu pour but le développement d’un immunoessai en surface de
gouttes grace a la synthese de tensioactifs portant des azotures sur leur téte polaires. Aprés
production des gouttes, nous avons évalué la capacité de ces tensioactifs a effectuer une
SPAAC avec des anticorps conjugués a des alcynes tendus. Ensuite, nous avons testé la
capacité des anticorps fixés en surface de gouttes a capturer leur protéine cible et entrainer

la formation d'immunosandwichs avec des anticorps de détection.

Projet 2 : Etude de l'influence de la téte hydrophile des tensioactifs portant des azotures et
des anticorps conjugués a des alcynes tendus sur la capacité a fonctionnaliser et stabiliser

les émulsions en microfluidique en gouttes

Nous avons souhaité étudier les éléments structuraux impliqués dans la capacité des
tensioactifs a réagir et relocaliser les anticorps conjugués a des alcynes tendus a la surface des
gouttes. Pour cela, une famille de tensioactifs portant des azotures a été synthétisée.
L'ensemble des tensioactifs produits ont par la suite été comparés par rapport a leur capacité
a stabiliser des émulsions et a fonctionnaliser la surface interne des gouttes avec des

anticorps.
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V)  Développement d’'un immunoessai en surface de gouttes par
relocalisation de fluorescence

1. Préambule

Ce chapitre présente le développement de tensioactifs capables de fonctionnaliser la
surface interne de gouttes via une réaction de SPAAC avec des anticorps-alcynes tendus,
formant ainsi une surface de capture pour des analytes cibles. Ces travaux ont donc tout
d’abord consisté a mettre au point la réaction de fonctionnalisation de surface avec des
anticorps, puis nous avons mis au point un immunoessai dans les gouttes permettant la

détection de protéine cible.

Ce chapitre est adapté de I'article « Droplet Surface Immunoassay by Relocation (D-
SIRe) for High-Throughput Analysis of Cytosolic Proteins at the Single-Cell Level », publié en
Février 2023 dans ACS Analytical Chemistry.,, volume 95, pages 4470-4478.
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.2c05168

2. Introduction et travaux de notre équipe antérieurs a la these
2.1.  Utilisation de la surface des gouttes comme surface fonctionnalisée

La détection et I'analyse de cellules uniques, notamment par analyse de leur protéome et
sécrétome, est une des applications de la microfluidique en gouttes présentant un intérét
majeur pour l'identification, l'isolement et I'enrichissement de sous-populations de
cellules.5877,:84132,149,232-234  pjfférentes méthodologies d’immunoessais, comprenant
notamment la formation d’immunocomplexes/immunosandwichs détectés par fluorescence,
ont été décrites. Cependant, les méthodes mises au point nécessitent I'encapsulation de
particules dans les gouttes (Figure 30, A), et présentent plusieurs inconvénients, expliqués
dans l'introduction : qualité et quantité de surface de capture hétérogéne, difficulté de co-
encapsulation de cellules et particules, mobilité de la surface de capture... Une stratégie pour
réduire ces inconvénients est d’exploiter la surface de contact naturellement offerte par les
gouttes : I'interface huile/eau (Figure 30, B). Utiliser cette surface comme surface de capture

dans des immunoessais apporte plusieurs avantages :

- Augmentation de la surface de contact offerte
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- Eviter I'utilisation de co-particules, facilitant les calculs d’encapsulation des cellules si
nécessaire, et permettant d’éviter le recours a des géométries de canaux complexes,

des systémes de dilution, ou des puces a multiples entrées
- Produire des gouttes avec une quantité homogene de surface de capture

- Obtention d’un signal de détection homogeéne facilement identifiable et localisable : le
signal de 'immunoessai est visible sous la forme d’une fluorescence homogéenement
répartie a I'interface des gouttes, facilement localisable, permettant de s’affranchir de

la problématique de localisation du signal dans les gouttes

A ( \

— —

Figure 30: Représentation de surface de capture en gouttes. A) encapsulation d’une bille fonctionnalisée par des anticorps afin
de capturer des analytes dans la goutte. B) Fonctionnalisation de I'interface interne des gouttes afin de capturer des analytes.

La surface de contact est calculable par I'’équation :
S=4x%x wxr?
Avec S la surface en métre carré (m?2), et le rayon en métre (m).

Par exemple, 'encapsulation d’une bille fonctionnalisée de 6 um de diameétre dans une goutte
de 45 plL donne une surface de capture de 113 um?;*>'%7 tandis que le passage a 1300
nanoparticules de 300 nm de diametre permet d’augmenter la surface de contact a 370
um2.149 Dans le cas de l'utilisation de I'interface comme surface fonctionnalisée, la superficie
va dépendre de la taille des gouttes. Si on prend pour exemple des gouttes de 45 pL, le rayon

des gouttes est obtenable par I'’équation :
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Avec V le volume de goutte en métre cube (m?3) et r le rayon de goutte en métre (m).

Une goutte de 45 pL a un rayon d’environ 22 um, et une surface de 6120 um?, soit 17 fois plus
de surface de contact que lors de l'utilisation de 1300 nanoparticules fonctionnalisées de 0.3
um, et 54 fois la surface de contact d’une bille de 6 um. Ainsi, a volume de goutte égal, utiliser
la surface des gouttes a la place de particules co-encapsulées augmente fortement la surface

de contact et de capture disponible.

2.2. Fonctionnalisation de surface

Pour exploiter la surface des gouttes, il est nécessaire de disposer de tensioactifs pré-
fonctionnalisés capables d’interagir avec le contenu des gouttes de maniére spécifique, tout
en conservant une bonne biocompatibilité et une stabilisation efficace des émulsions.
L'introduction (partie 4. Fonctionnalisation de l'interface huile/eau en microfluidique en
goutte) a traité des différents tensioactifs fonctionnalisés et pré-fonctionnalisés publiés dans
la littérature, et a montré le développement de tensioactifs « universels » portant des

groupements réactifs permettant la fonctionnalisation in situ des gouttes.

La stratégie de fonctionnalisation développée au sein de notre laboratoire repose sur
I"utilisation de la réaction de SPAAC, avec l'incorporation de groupement azoture sur les tétes
hydrophiles des tensioactifs et I'incorporation de groupements complémentaires, des alcynes
tendus, sur les molécules ou biomolécules a relocaliser a la surface des gouttes. Les travaux
initiaux de ce projet ont été publiés par Sylvain Ursuegui en 2016,2?> avec la synthése d’un
premier tensioactif, composé d’une queue PFPE (Krytox FSH, ~7000 g/mol)) et d’une téte
polaire PEG de 640 g/mol portant un azoture (Figure 31). Ce tensioactif a permis de greffer en
surface de gouttes des fluorophores (TAMRA et sulfoCyanine5) fonctionnalisés par I'alcyne
tendu bicyclononyne (BCN) (voir partie Il) 4.4.2). Cependant, lors des essais de SPAAC avec des

biomolécules tels que des anticorps, aucune relocalisation de fluorescence n’a été observée.
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Figure 31 : Structure du tensioactif Krytox-monoNs 1

La synthése de nouveaux tensioactifs pré-fonctionnalisés est donc nécessaire pour

permettre la réaction de SPAAC en gouttes avec des anticorps (Figure 32).

71



o CF3\F,
F
[ Ng\./\u)]\c,o - CFoIC\ o CFs

F2 Fa

< CF, :
™
%
H SPAAC
N3 o . N 3
=/
2 ( N £ )

ﬁr’ Anticorps

@® Connecteur

N J/

Figure 32: Schéma de la SPAAC en surface de gouttes entre un tensioactif azoture(s) et un anticorps fonctionnalisé par un
alcyne tendu (BCN)

3. Synthése des tétes hydrophiles pré-fonctionnalisées

3.1.  Structure générale des tensioactifs

L'hypothése posée au début de ce projet a été que la SPAAC entre le tensioactif mono-
azoture 1 et les anticorps-alcynes tendus n’a pas lieu en raison d’une cinétique réactionnelle
trop lente avec de grosses molécules. Pour y remédier, la stratégie choisie a été d’augmenter
le nombre d’azotures sur les tétes polaires des tensioactifs, et d’augmenter le nombre
d’alcynes tendus sur les anticorps. Deux nouveaux tensioactifs pré-fonctionnalisés, portant
deux et quatre groupements azotures sur leur tétes hydrophiles ont été synthétisés (Figure
33). Ces tensioactifs sont composés de trois parties : la queue fluorophile (Krytox FSH), un
connecteur portant une amine pour effectuer un couplage avec la queue fluorée, et un ou
deux groupements di-PEG azoture (Figure 33). Le premier connecteur utilisé pour générer un
tensioactif diazotures 2 a été un PEG4 portant a ses deux extrémités un acide carboxylique et
une amine primaire. L'acide carboxylique permet le couplage avec le diPEG-azoture et I'amine
primaire permet le couplage avec la queue fluorée. Dans son ensemble, la téte polaire
contient un nombre total d’unités PEGs (10 unités) et un poids moléculaire (~660 g/mol)
proche du premier tensioactif pré-fonctionnalisé. Le deuxieme connecteur, « ethyle-
triazine », a été utilisé pour former un tensioactif tétraazotures 3. Pour cela une triazine a été
disubstituée par deux groupements diPEG azoture et monosubstituée par un court bras
éthyléne diamine pour apporter une amine primaire nécessaire au couplage a la partie fluorée
(Figure 33). Le choix de ce motif triazine comme plateforme trivalente est lié a la réactivité de
ce type de motif, détaillé dans la partie de synthése (partie IV) 3.3.2). La téte hydrophile
formée est également composée d’'un nombre total d’unités PEG proche des deux autres

tensioactifs (dix a douze unités selon les tétes polaires).
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Figure 33: A) Structure générale des tensioactifs pré-fonctionnalisés ; B) Structure des tensioactifs PEG4-diN3 2 et Ethyle-
triazine-tétraNsz 3

3.2.  Synthese de la partie terminale azotures des tétes hydrophiles

Afin de synthétiser des tétes hydrophiles portant plusieurs fonctions azotures, la
méthodologie publiée en 2018 par Ursuegui et al. a été utilisée, pour obtenir par dimérisation
réductive de PEG-azoture des synthons amino-diPEG-azoture (= diPEG-azoture, diPEG-N3)

pouvant facilement étre introduits par le biais de leur amine secondaire centrale.3°

Un premier intermédiaire 6 (PEG-N3) a été formé par monotosylation d’un
tétraéthyléne glycol, formant I'intermédiaire 5, suivi d’'une monosubstitution du groupement
tosyle par un azoture. Ces étapes ont permis d’obtenir le composé 6 avec un rendement de

63% (Figure 34).

o TsCl, KI, Ag;0 ,é\,o;/\ NaN3 {/\/O;\/\
HO%S\/ ;\AOH HO 5~ TOTs HO L
4 5 6

CH,Cl, 0°Cto 20 °C, 1h DMF, 50°C, 18h
64% 98%

Figure 34: Synthese de |'intermédiaire PEG-N3
Le PEG-N3 6 a ensuite été soumis a une hydrogénation catalytique en milieu concentré
(0.75 M), permettant d’obtenir en produit majoritaire un dimeére diPEG avec une amine
centrale 7. Cette amine a par la suite été protégée par un groupement tert-butoxycarbonyle
(Boc), permettant I'obtention de I'intermédiaire 8 avec un rendement d’environ 50% sur deux

étapes. Puis aprées ditosylation, disubstitution par I'azoture de sodium et déprotection Boc, le
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composé diPEG3N3 11 a été obtenu avec un rendement cumulé sur cing étapes d’environ 40%
(Figure 35). Ce synthon diPEG-azoture 11 a ensuite été couplé par liaison peptidique a des

connecteurs pour synthétiser les tétes hydrophiles di et tétra-azotures.

EtOH, 20 °C, 15 h CH,Cl;, 20 °C, 15 h
53% (deux étapes)

o ‘(’\/Oi*/\Na Hy, PdiC o {’\/O}/\H ,\,(o \/’l‘ Boc,0, NEt; f\’ 2\/\ /\/( \/2*0H

CH,Cl, 20 °C,

TsCl, NEt;
15h, 87%

HCI / Dioxane NaN3

'{’\/OZ\/\ /\'{ \”f NP Na{\/ z\/\ /\/{ vi DMIF, 60°C. 15" {/\/ ZJ\ /\/(O\/ZOTS

CHZCIZ 20°C, 4 h
92% 99%

10 9

Figure 35 : Synthese du synthon amine-diPEG-N3 11

3.3.  Synthese des tétes hydrophiles

Deux connecteurs ont été utilisés, un PEG4 et une éthyle-triazine, pour produire deux

tétes hydrophiles portant deux et quatre azotures respectivement.

3.3.1. Téte hydrophile PEG4-diN;

La synthese de la téte hydrophile avec un connecteur PEGs 17 a commencé a partir de
I'intermédiaire 6 (Figure 36). Une premiére étape d’addition d’oxa-Michael avec un acrylate
de tert-butyle a permis I'obtention de I'intermédiaire 12 avec un rendement de 40%. Puis
I'azoture terminal a été réduit en amine primaire par hydrogénation catalytique. Cette amine
aensuite été protégée par un groupement Boc, et I'ester tert-butylique a été clivé en condition
basique dans un mélange méthanol/eau pour obtenir I’acide carboxylique correspondant. Le
connecteur PEG4 15 a ainsi été obtenu avec un rendement de 22% sur quatre étapes. Ce
connecteur a ensuite été couplé au synthon diPEG-N3 11, suivi de la N-déprotection de I'amine

pour obtenir la téte hydrophile 17, avec un rendement global de 15% sur six étapes.
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Figure 36: Schéma de synthese de la téte hydrophile PEG4-diN3 17
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3.3.2. Téte hydrophile Ethyle-triazine-tetralNs

La synthése de la téte hydrophile avec un connecteur Ethyle-triazine 20 a été effectuée
comme décrit par Ursuegui et al.?3> Une trichlorotriazine 18 a été doublement substituée par
deux synthons diPEG-N3 11 pour former l'intermédiaire 19. Le dernier chlore a ensuite été
substitué par un court connecteur éthylene diamine, afin d’obtenir la téte hydrophile 20 avec
un rendement sur deux étapes de 69% (Figure 37). La trichlorotriazine présente I'intérét de
permettre un controle thermique des réactions de substitutions, la perte séquentielle des
chlores diminuant la réactivité du cycle.?36237(AB) Ainsij les deux premiéres substitutions de la
trichlorotriazine ont lieu a température ambiante, tandis la substitution du dernier chlore de
la trichlorotriazine nécessite que le milieu réactionnel soit chauffé pour étre effectué. Cela
permet de favoriser la disusbtitution lors de la premiére étape, et d’éviter I'obtention d’un

mélange mono/di/trisubtitué.
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Figure 37: Schéma de synthese de la téte hydrophile Ethyle-triazine-tétraNs; 20
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4. Synthése et caractérisation chimique des fluorotensioactifs
4.1.  Protocoles de synthese des tensioactif dibloc

La synthése des fluorotensioactifs est basée sur le couplage d’une téte hydrophile et
d’une queue fluorophile. Différentes voies de synthése se trouvent dans la littérature pour
obtenir des tensioactifs, telles que des éthérifications ou des additions de Michael.?38 Dans le
cas des tensioactifs PFPE, la présence d’un acide carboxylique en bout de chaine permet un
couplage par I'activation de I'acide carboxylique 21 sous forme de chlorure d’acyle 22, puis de

le coupler a une téte hydrophile portant une amine, par la formation d’un amide 23 (Figure

3 8) . 179,181,205,225,239
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Figure 38 : Protocole de synthése des tensioactifs dibloc

Selon les types de tensioactifs synthétisés, le protocole de synthése varie. Pour la
synthese de tensioactifs dibloc, la téte hydrophile amine utilisée peut étre utilisée en exces
par rapport a la queue fluorée, afin de favoriser la réaction de couplage. Apres réaction et
traitement, le tensioactif peut ensuite étre caractérisé. Deux produits sont possibles dans
cette réaction : le tensioactif 23, et la forme carboxylate de la queue fluorée 24, obtenue par
hydrolyse du chlorure d’acide.!”:181,.204225239 Ceg deux produits ne sont pas séparables, d’ou
I'importance de favoriser la réaction de couplage pour éviter la formation du produit

d’hydrolyse.

Des méthodes de synthése alternatives existent, principalement congues pour limiter
I’'obtention du produit secondaire de la réaction (carboxylate). Par exemple, Scanga et al. ont
récemment (2018) développé une voie de synthése dans laquelle le Krytox est activé et couplé
avec une petite molécule propargylamine, mise en excés.'’? L'intermédiaire obtenu présente

un alcyne terminal pouvant réagir par CUAAC avec une téte hydrophile portant un ou plusieurs
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azotures. Cette stratégie permet d’effectuer I’étape de couplage avec un large exces de réactif
commercial, et donc de forcer un couplage complet, et éviter la formation de carboxylate.
L'intermédiaire formé étant stable, il peut étre manipulé avec moins de précautions que
I’acide activé. Bien que ces méthodes permettent de limiter la présence de queue fluorée sous
forme de carboxylate, elles nécessitent de faire des réactions sur des larges molécules
fluorées, ce qui est limitant pour les réactions, le suivi réactionnel, le traitement, la purification
et I'analyse des composés par rapport a la stratégie de couplage d’une téte hydrophile

compléte sur la queue fluorée.

4.2. Synthese des tensioactifs pré-fonctionnalisés

Pour la synthése des tensioactifs, nous avons suivi un protocole adapté de Ursuegui et
al.??®, et publié dans Dufossez et al.?>° Le couplage final a ainsi été effectué en activant 1
équivalent molaire de queue PFPE (Krytox 157 FSH, DuPont, masse molaire ~6500 g/mol) en
utilisant un large exceés de chlorure d’oxalyle a reflux. Une fois I'activation de l'acide
carboxylique en chlorure d’acide effectué, la queue fluorée a été couplée avec un excées (2.0 a
3.0 équivalents molaires) de téte hydrophile dans un mélange Novec7100/CH,Cl,/NEts. Le
tensioactif a ensuite été purifié pour éliminer I'excés de base et de téte hydrophile. Pour
éliminer les résidus de produits organiques, le brut obtenu a été lavé selon une procédure
protégée par la start-up MicroOmix. Le tensioactif a ensuite été analysé pour déterminer le
ratio de tensioactif et de queue fluorée carboxylate. Ce ratio est appelé efficacité de couplage
(C.E), exprimé en pourcentage. Plus I'efficacité de couplage est élevée, plus la proportion de
gueues fluorées ayant réagi avec les tétes hydrophiles est importante, et plus la proportion
de queue fluorée hydrolysée (queue fluorée carboxylate) est faible. Ainsi une efficacité de
couplage de 100% indique que la totalité des queues fluorées ont réagi avec les tétes
hydrophiles, et qu’il n’y a pas de détection de produit secondaire (queue fluorée carboxylate).
La synthese des deux tensioactifs (PEGs-diNs 2 et Ethyle-triazine-tétraNs 3) a été répétée
plusieurs fois, avec une efficacité de couplage entre 90 et 100% (déterminée par RMN du fluor,

cf partie IV) 4.3.2).

4.3.  Caractérisation chimique des tensioactifs

La caractérisation des fluorotensioactifs peut se faire de plusieurs facons. Les
méthodes les plus courantes sont la spectrométrie IR et la RMN.168174180,181 Cag analyses ont

pour but de prouver que la réaction s’est effectuée, par apparition de signaux correspondant
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aux produits, ou disparition de signaux correspondant aux réactifs. Ces analyses peuvent
également étre utilisées pour déterminer la composition du lot de tensioactif : déterminer s'il

reste du composé de départ, et déterminer la fraction de queue fluorée carboxylate s’il y en

a.

4.3.1. Spectrométrie Infrarouge

Les tensioactifs peuvent étre caractérisés par spectromeétre infrarouge a transformée de
Fourier (Figure 39). Les signaux d’intéréts pour suivre la réaction et la composition du produit
sont ceux du (C=0) de la queue fluorée. Le Krytox acide carboxylique (O=C-OH, noir) posséde
un pic caractéristique a 1775-1780 cm™. Le passage sous forme d’ion carboxylate (0=C-O,
bleu) déplace ce pic a 1690 cm™; tandis que l'obtention d’un amide secondaire (N-
monosubstitué, O=C-NH-R, rouge) fait apparaitre un pic entre 1710 et 1740 cm™ et la
formation d’un amide tertiaire (N,N-disusbtitué, O=C-NR’R”, vert) fait apparaitre un pic a 1680
cm™. L'utilisation des spectres IR permet donc de valider que la réaction de couplage a eu lieu,

mais également de déterminer s’il reste du réactif de départ et si du produit carboxylate s’est

formé.
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Figure 39 : Spectres IR du Krytox sous forme d’acide carboxylique (noir), de carboxylate (bleu) et couplé avec une amine
primaire (rouge) ou secondaire (vert). Zoom entre 1600 et 1800 cm des spectres IR du Krytox sous forme d'acide carboxylique
(noir, pic a 1775 cm™), carboxylate (bleu, pic a 1690 cm™) et amide (rouge, pic a 1720 cm™; vert, pic a 1680 cm™1).
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4.3.2. RMN du Fluor

La RMN du fluor peut également étre utilisée pour la détermination de la qualité du
tensioactif. Cette méthode permet de déterminer la structure et masse moléculaire moyenne
de la queue PFPE en intégrant les signaux des fluors, comme montré par Holtze et al.*®! Le
spectre RMN présente plusieurs massifs (Figure 40) : les trois massifs de -80 a -85 ppm sont
attribués aux fluors des CFs et CF, de la queue fluorée et de l'unité répétitive (signaux gris et
jaunes). Le signal central, autour de -131 ppm correspond a un CF; en bout de la chaine fluorée
(signal orange). Ce signal permet de calibrer les intégrations. Enfin le signal autour de - 145
ppm correspond au CF de l'unité répétitive (signal marron) : son intégration permet de

déterminer le nombre moyen d’unités répétitives, et ainsi la masse moyenne du polymere.
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Figure 40 : Spectre RMN du Krytox COOH

Afin de déterminer si la réaction s’est effectuée et quelle est la proportion de tensioactif, le
signal a suivre est le signal du fluor en alpha du carbonyle (Figure 40, signal noir). Selon la
nature du composé : acide carboxylique, chlorure d’acide, carboxylate, amide secondaire ou
amide tertiaire, le signal va se déplacer, permettant de déterminer I'espece présente (Figure
41). Le signal du fluor correspondant a I’espéece acide carboxyliqgue forme un massif entre -133
et -134 ppm (signal rouge). Une fois I'acide carboxylique activé en chlorure d’acide, le pic du
fluor bouge vers -126.5 ppm (signal vert sombre). Aprés la réaction de couplage, plusieurs

signaux sont possibles : le signal de I'espece carboxylate forme un massif entre -127 et -128
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ppm (signal vert clair); le signal correspondant a la formation d’'un amide secondaire est un
massif vers -133.5 ppm (signal bleu), et le signal pour un amide tertiaire est un massif plus
éloigné, vers -125 ppm (signal violet). De plus, la calibration du signal a -131 ppm (signal
orange, correspondant aux deux fluors du CF; en bout de chaine) permet I'intégration du/des
signaux du fluor en alpha du carbonyle et donc de déterminer les fractions des différentes
especes présentent et la pureté du produit (proportion de tensioactif (amide) et de queue

fluorée libre (carboxylate)).

T T T T T T T T T T T T
-129.0 -130.0 -131.0 -132.0 -133.0 -134.0 -135.0 -136.0
f1 (ppm)

T T T T
-125.0 -126.0 -127.0 -128.0

Figure 41 : zoom des spectres RMN 1°F des différentes espéces de queue fluorée possible. De bas en haut : acide carboxylique,
chlorure d’acide, carboxylate, amide secondaire (N-monosubstitué), amide tertiaire (N,N-disubstitué).

La caractérisation par RMN du fluor présente donc plusieurs intéréts : détermination de la
masse molaire moyenne du polymére, validation de la réaction, et identification des espéces
fluorées présentent en intégrant le ou les signaux des fluors en alpha du carbonyle. En cas de
mélange d’espéces, la somme des intégrations des signaux de ce fluor est égale a 1. Le ratio
de ces signaux, par exemple le signal du carboxylate sur le signal de I'amide permet donc de
déterminer la quantité relative de queue fluorée carboxylate contaminante dans les lots de

tensioactif (efficacité de couplage, C.E).
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4.3.3. Comparaison des deux méthodes : IR et RMN °F

Afin de déterminer quelle méthode est la plus adaptée pour déterminer la composition des
lots de tensioactifs synthétisés, un lot de tensioactif a été produit (PEG4-diN3) pour lequel
I'efficacité de couplage déterminée par RMN était de 100%. Ce tensioactif a été mélangé avec
du Krytox carboxylate de triéthylamonium (le produit secondaire de couplage)
(masse/masse), afin d’avoir une série de tensioactifs avec une efficacité de couplage théorique
(C.E)de 0, 20, 40, 60, 80, 90 et 100%. Ces différents lots ont ensuite été analysés, tout d’abord
par spectrométrie IR. En IR (Figure 42), le signal du carboxylate est entre 1690-1700 cm™?!

(fleche bleue), tandis que le signal de I'amide est a 1710-1720 cm™ (fleche rouge).
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Figure 42 : zoom entre 1600 et 1850 cm™ des spectres IR d'une gamme de tensioactif/Krytox carboxylate

Les spectres IR montrent une diminution du signal correspondant a |'espéce
carboxylate (fleche bleue, 1690 cm™) et une apparition du signal correspondant a I'lamide
(fleche rouge, 1710-1740 cm™?) lorsque le taux de couplage augmente de 0% a 100% (Figure
42, signal rouge a signal violet). Cependant, pour une C.E de 0 a 60% (signal rouge a signal bleu
cyan), le signal correspondant a I'amide de couplage n’est pas visible (fleche rouge), tandis
que le signal du carboxylate est présent (fleche bleue). De plus, a partir d’'une C.E de 80% (20-
0% de carboxylate résiduel, signal bleu azure, bleu marine, violet), le signal du carboxylate
n’est plus visible (fleche bleue). Ces résultats montrent que la caractérisation par IR permet

d’identifier qu’un amide est bien présent, mais n’est pas sensible a des taux de couplage
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faibles, et ne permet pas de différencier des lots de tensioactifs présentant plus de 80%

d’amide formé.

Ces mémes lots de tensioactifs ont été analysés par RMN °F. Les spectres de ces lots
montrent quant a eux une progression d’intensité des signaux, avec diminution de
I'intégration du signal du fluor en alpha du carboxylate et augmentation de I'intégration du
signal du fluor en alpha de I'amide avec I'augmentation du C.E (donc avec I'augmentation de
la proportion de queue fluorée couplée a une téte hydrophile par un amide) (Figure 43). De
plus les rapports d’intégration de ces signaux correspondent au pourcentage théorique de
chaque composant (Figure 44). Le signal de I'amide est discernable et quantifiable méme avec
20% de couplage, et au-dela de 80% de couplage, le signal de carboxylate est toujours présent

et quantifiable, permettant de distinguer les lots contenant 80, 90 et 100% de tensioactif.

La caractérisation par RMN du fluor montre donc une sensibilité supérieure a I’analyse IR pour
déterminer si un couplage a eu lieu et le ratio entre les différentes espéces présente dans les
lots des tensioactifs, permettant de quantifier la composition des lots. Cette méthode
d’analyse a donc été utilisée pour la caractérisation des tensioactifs pré-fonctionnalisés

produits au cours de mes travaux de thése.
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Figure 43: Signaux RMN 19F du Fluor en alpha du carbonyle au sein de mélanges de tensioactifs et krytox carboxylate a
différents ratios
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Figure 44 : Corrélation entre les valeurs d'intégration des signaux des fluors en alpha du carbonyle de la queue fluorée et le
taux de couplage théorique. L’analyse a été effectuée avec le logiciel Prism.

Ces méthodes de caractérisation présentent cependant des limitations. Dans le cas de la
syntheése de tribloc, il est possible de déterminer le ratio d’amide/carboxylate, mais le signal
du fluor en alpha de I'amide est identique selon que la molécule ait un ou deux amides formés.
C’est-a-dire que ces méthodes de caractérisation ne permettent pas de distinguer si un tribloc

ou un dibloc a été produit.
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5. Fonctionnalisation de la surface des gouttes par des anticorps
5.1.  Bioconjugaison d’anticorps

Afin de pouvoir étre utilisés les anticorps doivent étre fonctionnalisés, pour y ajouter
des groupements détectables (comme des fluorophores) et/ou des groupements pour les
accrocher sur des surfaces (comme des alcynes tendus). Un panel de réactions existe afin
d’attacher des molécules chimiques aux chaines latérales des acides aminés de protéines,
dont les réactions chimiosélectives qui vont cibler les chaines latérales d’un type spécifique
d’acide aminé (tel que les amines des lysines, les thiols des cystéines ...). Parmi I’ensemble des
acides aminés, 'un des plus utilisés pour les fonctionnalisations de protéines est la lysine.240:241
Les lysines font partie des acides aminés les plus fréquents, avec plus de 80 résidus de lysine
retrouvés dans la structure des anticorps par exemple.?4%242 Le groupement amine en bout de
chaine latérale possede une bonne nucléophilie, capable de réagir avec un électrophile tel
gu’un acide carboxylique activé, comme I'ester de N-hydroxysuccinimide (NHS), pour former
un amide.?*® Ces réactifs NHS sont faciles a synthétiser, commercialement disponibles,
réagissent rapidement, et forme une liaison covalente trés stable. De plus la réaction est
possible dans un large panel de conditions (température, tampon, pH), bien que ces conditions
peuvent influer sur la stabilité du réactif ester de NHS. En effet les réactions de conjugaison
de protéines se déroulent en milieu aqueux, et les réactifs NHS sont sensibles a I’hydrolyse,
avec une demi-vie dépendante de la température et du pH du milieu. A pH = 7 et température
de 4 °C, la demi-vie des esters de NHS est de 4 a 5 h. A pH = 8.6, la demi-vie est d’environ 10
minutes. De plus, ce type de réaction entraine une hétérogénéité des conjugués formés,
n’ayant pas de sélectivité envers des lysines en particulier. Enfin, la chaine latérale des lysines
participe a la charge globale des protéines, les amines apportant une charge positive. Le
passage d’une amine protonable a un amide fait disparaitre cette charge, entrainant un risque
de modification des propriétés des protéines.?*! La bioconjugaison lysine par le biais d’esters
activés reste cependant I'une des méthodes les plus simples et efficaces a mettre en ceuvre,
raison pour laquelle elle est couramment utilisée pour la production des anticorps conjugués

commercialement disponibles pour les applications en laboratoire, dont les immunoessais.?*
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5.2. Bioconjugaison de Trastuzumab par du BCN et des fluorophores

L’étape de fonctionnalisation de la surface interne des gouttes par des anticorps a été
appelée étape de « greffage ». Pour évaluer la capacité des tensioactifs et des anticorps a
effectuer une réaction de SPAAC, des anticorps ont été conjugués a des alcynes tendus (BCN-
PEG4). Pour cela un réactif BCN-PEGas-ester de NHS 28 a été utilisé pour réagir de maniére
stochastique avec les amines terminales des lysines. En plus de la conjugaison avec des alcynes
tendus, les anticorps ont également été conjugués a des fluorophores (sulfoCy3 ou sulfoCy5)
par la méme méthode (conjugaison sur les lysines), afin de pouvoir les visualiser et les localiser
au sein des gouttes (Figure 45). Apres conjugaison, le nombre de molécules (alcynes tendus
et fluorophores) par anticorps peut étre calculé, et ce rapport est appelé le degré de

conjugaison (DOC).

KO8
\ n=1(Cy3)or2(Cy5)

28 SOy

PBS, DMSO (7%),
25°C, 16 h

25 29

Figure 45: Bioconjugaison des Trastuzumab 25 par des fluorophores cyanines 26/27 et alcynes tendus BCN 28 pour obtenir
les Trastuzumab conjugués 29. Le degré de conjugaison des alcynes tendus est ensuite vérifié par réaction de SPAAC avec du
TAMRA-N; 30.

Une IgG de référence, le Trastuzumab, qui est une IgG1 anti-HER2 d’environ 150 000
Da,?* a été utilisée pour réaliser les essais de SPAAC en gouttes. Différents lots d’anticorps
ont été conjugués en conditions neutres (pH = 7.4) dans du tampon PBS avec 7% de DMSO
avec 0 ou 2 équivalents molaires de fluorophore sous forme d’ester activé (sulfoCy5-NHS 27)
et 0 3 20 équivalents molaires de BCN-PEG4-NHS 28. Ces conjugaisons ont permis d’obtenir
des anticorps avec des DOC moyen de fluorophore entre 1 et 2 et des DOC moyens de BCN

entre 0 et 5 (Tableau 3). Nous avons préparé des anticorps avec des DOC d’alcynes tendus
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croissants afin de déterminer celui nécessaire pour avoir une relocalisation complete
d’anticorps a la surface des gouttes. Les DOC ont été déterminés par mesure d’absorbance du
sulfoCy5 a 647 nm pour le DOC de fluorophore, et par réaction click avec du TAMRA-N3 30
(Figure 45, et voir partie expérimentale VIII) 1.6) suivi de la mesure de I'absorbance a 555 nm
pour déterminer le DOC moyen de BCN. Il est également possible de déterminer les DOC par

spectrométrie de masse des composés post-conjugaison.

Tableau 3: Conjugaison du trastuzumab

. Equivalent de Equivalent de aDOC (sulfo-
Anticorps BgN-PEGa-N HS qsulfoCyS aDOC (BCN) Cy(5)
(29-A)Trastuzumab 0 2 0.0 1.2
(29-B)Trastuzumab 5 2 1.8 1.6
(29-C)Trastuzumab 10 2 3.6 2.0
(29-D)Trastuzumab 15 2 4.0 1.4
(29-E)Trastuzumab 20 2 5.0 1.5

5.3.  Validation de la SPAAC a la surface des gouttes

Pour évaluer la relocalisation des anticorps a la surface des gouttes, des émulsions
composées de gouttes de 45 pL contenant 400 nM d’anticorps dans un tampon PBS 1X ont
été produites avec les tensioactifs monoNs 1, diN3 2 et tétraNs 3. Afin de valider que la
relocalisation observée soit bien due a la réaction de SPAAC, des contrdles négatifs ont été
réalisés en utilisant d’une part un tensioactif commercial sans azoture (008-F, Ran
Biotechnologies) avec des anticorps-BCN (29-E), et d’autre part les tensioactifs pré-
fonctionnalisés 1, 2, 3 avec des anticorps non conjugués avec des BCN (29-A). Les gouttes ont
été collectées et conservées 1 h a température ambiante (20 °C), avant d’étre observées par

microscopie confocale (Figure 46).
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Trastuzumab-BCN-sulfo-Cy5 (400 nM)
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Figure 46: SPAAC en surface de gouttes. Des gouttes de 45 pL contenant 400 nM d’anticorps et stabilisées par les tensioactifs
1, 2, 3 ou 008-F (2.5% dans de I’HFE 7500) sont produites, incubées 1 h et observées par microscopie confocale. Composition
de la phase aqueuse : CHAPS (1ImM dans du PBS 1X), Trastuzumab (400 nM) ; A) Trastuzumab-sulfoCy5 ; B) Trastuzumab-BCN
(DOC 1.8) - sulfoCy5; C) Trastuzumab-BCN (DOC 3.6) — sulfoCy5; D) Trastuzumab-BCN (DOC 4.0) — sulfoCy5; E-F)
Trastuzumab-BCN (DOC 5.0) — sulfoCy5.

Les premiers résultats ont confirmé que le tensioactif monoNs 1 ne réagissait pas avec
les anticorps BCN, et ce peu importe le degré de conjugaison d’alcyne tendu sur les anticorps.
En effet, une fluorescence homogenement répartie a été observée pour toutes les conditions
testées avec le tensioactif monoNs; 1. Au contraire, les tensioactifs PEGs-diN3 2 et Ethyle-
triazine-tétraNs 3 ont montré une relocalisation de la fluorescence a l'interface, qui augmente
avec le DOC moyen d’alcyne tendu sur les anticorps (Figure 46, b,c,d,e). De plus, les contréles
négatifs, avec les tensioactifs azotures et des anticorps non BCN (DOC 0.0), et avec un
tensioactif sans azoture (008-F) et des anticorps BCN (DOC 5.0), ont tous montré une
fluorescence homogéne au sein des gouttes, confirmant que la relocalisation est bien causée

par la réaction de SPAAC (Figure 46, a, f).

Les images confocales ont été analysées afin de quantifier I'efficacité de la SPAAC
(Figure 47). Pour cela, un parametre, I'Index de Relocalisation, a été déterminé grace a

I’équation suivante :

Surface Inter—goutteS)

(Fluorescence — Fluorescence

R.1

(Fluorescencel¥men — Flyorescence!mter—gouttes)
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Avec R.| I'index de relocalisation, FluorescenceSurface |3 fluorescence mesurée a l'interface
huile/eau des gouttes, Fluorescence™e" |a fluorescence mesurée dans le contenu des

gouttes, et Fluorescence'™ergouttes |3 flyorescence de bruit de fond dans I'huile.

Ce parametre est représentatif de I'intensité de fluorescence en surface de gouttes par
rapport a l'intensité de fluorescence dans les gouttes. Pour une absence de greffage,
I'intensité de fluorescence en surface et dans les gouttes est identique, et le R.l est égal a 1.
Dans le cas de greffage, plus la relocalisation est importante, plus le R.l augmente. Une valeur
de R.I au-dessus de 20 indique que plus de 95% de fluorescence se trouve en surface des
gouttes. Un R.l au-dessus de 30 indique une quantité de fluorescence dans les gouttes

négligeable, et donc une relocalisation totale des anticorps encapsulés dans les gouttes a la

surface.
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Figure 47: Comparaison des Index de Relocalisation (R.l) obtenus en utilisant les tensioactifs pré-fonctionnalisés 1, 2, 3 et le
008-F et 400 nM d’anticorps avec des DOC moyens croissants de BCN (de 0.0 a 5.0). Les analyses T-test ont été effectuées avec
le logiciel Prism. **** signifie une différence significative avec une p-value < 0.0001. *** signifie une différence significative
avec une p-value < 0.001. ** signifie une différence significative avec une p-value < 0.01. * signifie une différence significative
avec une p-value < 0.05 et ns (non significatif) signifie que la différence n’est pas significative avec une p-value > 0.05.

Le calcul du R.I pour les différentes conditions a permis de confirmer une absence de
SPAAC avec le tensioactif monoNs 1 et les conditions contrdles (R.l = 1). Les tensioactifs PEGas-
diNs3 2 et Ethyle-triazine-tétraNs3 3 ont quant a eux entrainé une relocalisation des anticorps
en surface des gouttes. Pour ces deux tensioactifs, augmenter le DOC moyen de BCN sur les
anticorps a permis d’augmenter I'efficacité de ce greffage, avec des valeurs de R.I croissantes
en passant d’'un DOC moyen de 0.0 a 5.0 (Figure 47). Le tensioactif Ethyle-triazine-tétraNsz 3 a

également montré une meilleure efficacité de relocalisation des anticorps a DOC équivalent
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par rapport au tensioactif PEGs-diN3 2. Enfin, pour ces deux tensioactifs, un greffage complet
a été atteint avec les anticorps ayant un DOC moyen d’alcyne tendu de 5.0 (R.l ~30 ou > 30).
Dans le cas du tensioactif Ethyle-triazine-tétraNs un greffage complet a été atteint des le DOC
moyen de 4.0 (Figure 47). Il est donc le tensioactif le plus efficace des trois pour le greffage

d’anticorps-BCN.

Il est ainsi possible de fonctionnaliser I'interface interne de gouttes par des anticorps
en utilisant une réaction de chimie click bioorthogonale (SPAAC). Cette fonctionnalisation est
dépendante a la fois du nombre d’azotures présentés par les tétes polaires des tensioactifs,
mais également du nombre de molécules d’alcyne tendus fonctionnalisant les anticorps. La
premiére étape nécessaire pour effectuer des immunoessais en surface de gouttes est donc
validée. De plus, une relocalisation complete des anticorps fonctionnalisés est possible,
permettant de ne pas avoir d’anticorps résiduels dans les gouttes pouvant entrer en
compétition lors des immunoessais. Pour la suite de ces travaux un seul tensioactif, I'Ethyle-

triazine-tétraNs 3, a été sélectionné, car il présente la meilleure efficacité de greffage.

6. Développement d’'un immunoessai en surface de gouttes

6.1.  Bioconjugaison des anticorps de I'immunoessai

Apres avoir validé la possibilité de transformer la surface interne des gouttes en
surface de capture portant des anticorps, un modeéle d’'immunoessai a été développé. Afin de
pouvoir facilement identifier dans les gouttes les différents composants de I'immunoessai,
nous avons choisi comme analyte cible une GFP-HisTag, et comme couple d’anticorps pour la
capture et la détection un anticorps anti-HisTag et un anticorps anti-GFP, qui ont tous les deux
étés couplés a un fluorophore différent (Figure 48). Ainsi I'anticorps anti-HisTag a été marqué
avec une sulfoCyanine3 (jaune), et I'anticorps anti-GFP a été marqué avec une sulfoCyanine5
(rouge). Les deux anticorps ont été conjugués de deux fagons, soit uniquement avec les
fluorophores, soit avec les fluorophores et les alcynes tendus. Cela a permis de préparer deux
séries d’anticorps, afin de pouvoir utiliser les deux différents anticorps comme anticorps de
capture et comme anticorps de détection. Ainsi deux immunosandwichs sont réalisables : un
premier avec I'anticorps anti-GFP comme anticorps de capture (Anti-GFP-BCN-sulfoCy5/Anti-
HisTag-sulfoCy3) et un deuxiéme avec I'anticorps anti-HisTag comme anticorps de capture

(Anti-HisTag-BCN-sulfoCy3/Anti-GFP-sulfoCy5) (Figure 48).

89



A) Capture par ’anti-GFP B) Capture par I'anti-HisTag
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Figure 48: Représentation de I'immunoessai modéle : la surface des gouttes est fonctionnalisée par des anticorps de capture
(couplés a des BCN) grdce a la SPAAC, permettant la capture de la GFP-HisTag, ce qui entraine la relocalisation en surface des
anticorps de détection. Le marquage des anticorps par des fluorophores permet de les suivre et de valider la formation de
I'immunocomplexe en surface de gouttes. A) Immunoessai Anti-GFP/GFP-HisTag/Anti-HisTag, I'anti-GFP est I'anticorps de
capture B) Immunoessai AntiHisTag/GFP-HisTag/Anti-GFP, I’anti-HisTag est I'anticorps de capture.

Les conditions de conjugaisons des anticorps ont été fixées pour obtenir un DOC

moyen de 5.0 de BCN et un DOC moyen de 1 a 2 de fluorophore (Tableau 4).

Tableau 4: Bioconjugaison des anticorps anti-HisTag et anti-GFP

. Equivalent de | Equivalent de | Equivalent de aDOoC
Anticorps B(?N-PEG4-N HS qsulfoCyS clsquoCy3 aDOC (BCN) (fluorophore)
(31-A) Anti-GFP 0 2 0 0.0 1.2
(31-B) Anti-GFP 15 2 0 5.5 1.7
(32-A) Anti-HisTag 0 0 2 0.0 0.8
(32-B) Anti-HisTag 15 0 2 5.0 1.0
(29-F)Trastuzumab 0 0 2 0.0 2.0

6.2.  Validation de la SPAAC avec les anticorps de capture

L'étape de greffage a tout d’abord été validée pour les deux anticorps BCN en
encapsulant ces anticorps a une concentration de 400 nM dans des gouttes de 45 pL
stabilisées avec le tensioactif Ethyle-triazine-tétraNs 3 ou avec le tensioactif 008-F commercial
non fonctionnalisée (contréle négatif). Les émulsions ont été collectées, incubées 1 h a
température ambiante, puis observées par microscopie confocale et réinjectées dans une
puce microfluidique pour obtenir le profil de fluorescence des gouttes en réinjection (Figure

49).
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En microscopie confocale, les contréles négatifs ont montré une fluorescence
homogene dans les gouttes, validant I’'absence de relocalisation aspécifique des anticorps en
I’absence d’azoture sur le tensioactif ou de BCN sur les anticorps (Figure 49, A1,3,5,6). Les
conditions avec le tensioactif tétra-azotures 3 et I'anti-GFP-BCN-sulfoCy5 ou I'anti-HisTag-
BCN-sulfoCy3 ont bien montré une relocalisation totale des anticorps a la surface des gouttes
par SPAAC (Figure 49, A2,4). Le profil de réinjection des gouttes sur la plateforme
microfluidique a également montré deux types de signaux bien distincts entre les conditions
avec et sans greffage. En I'absence de greffage, la fluorescence homogene des gouttes est
caractérisée par un signal convexe (Figure 49, B1,3,5,6). Dans les conditions ou la fluorescence
est relocalisée, un signal en « oreilles de lapin », concave, s’est formé, représentant une
fluorescence plus importante en surface de goutte et plus faible dans les gouttes (Figure 49,

B2,4).

Ces résultats valident le greffage par réaction de SPAAC des anticorps anti-GFP et anti-
HisTag fonctionnalisés par des BCN. La surface interne des gouttes peut a présent servir de

surface de capture pour la GFP-HisTag.
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Figure 49: Vérification du greffage spécifique des anticorps anti-GFP et anti-HisTag avec ou sans BCN et avec ou sans
tensioactif pré-fonctionnalisé. A) Images confocales ; B) Profil de fluorescence des gouttes lors d’une réinjection dans une puce
de microfluidique. Conditions de production : phase fluorée : tensioactif 3 (a-d) ou 008-F (e-f) (2.5% dans de ’HFE 7500). Phase
aqueuse : CHAPS (1ImM dans du PBS 1X), 400 nM d’anticorps : 1) Anti-GFP-sulfoCy5 ; 2) et 5) Anti-GFP-BCN-sulfoCy5 ; 3) Anti-
HisTag-sulfoCy3 ; 4) et 6) Anti-HisTag-BCN-sulfoCy3
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6.3.  Validation de I'immunoessai en gouttes

Apres validation du greffage, des tests d'immunoessai ont été réalisés, en encapsulant
dans des gouttes de 45 pL, stabilisées par le tensioactif 3, une phase aqueuse contenant 400
nM d’anticorps de capture (Anti-HisTag-BCN-sulfoCy3, jaune), 125 nM de GFP-HisTag (vert) et
I'anticorps de détection (Anti-GFP-sulfoCy5, rouge) a 50 ou 100 nM. Les gouttes ont été
collectées et observées par microscopie confocale et réinjectées sur une puce microfluidique
(Figure 50). Pour les deux concentrations d’anticorps de détection, la capture et la
relocalisation de la GFP en surface des gouttes a pu étre observée en microscopie confocale,
confirmant que le greffage des anticorps n"'empéche pas la reconnaissance de I'antigene cible.
Pour I'anticorps de détection (anticorps anti-GFP), une relocalisation a la surface a été

observée, partielle a 100 nM (Figure 50, 1) et plus importante a 50 nM (Figure 50, 2).

La GFP-HisTag est donc bien reconnue par les deux anticorps, permettant la formation
de 'immunosandwich a la surface. Le ratio entre les quantités d’analyte cible et d’anticorps
de détection est important afin d’éviter un bruit de fond causé par la présence d’anticorps de

détection non relocalisé.

Anti-HisTag-BCN GFP-HisTag Anti-GFP
A) sulfo-Cy3 sulfo-Cy5

c° (nM)

()

c° (nM)

Figure 50: Immunoessais en surface de gouttes avec une variation de la concentration d'anticorps de détection. A) Images
confocales. Conditions de production : phase fluorée : tensioactif 3 (2.5% dans de I’HFE 7500). Phase aqueuse : CHAPS (1 mM
dans du PBS 1X), Anti-HisTag-BCN-sulfoCy3 (400 nM), GFP-HisTag (125 nM), Anti-GFP-sulfoCy5 : 1) 100 nM, 2) 50 nM.

Le ratio de concentrations 400/125/50 nM (Anticorps de capture/GFP/Anticorps de
détection) a été sélectionné, et les immunoessais avec les deux séries d’anticorps ont été

testés en encapsulant dans les gouttes une phase aqueuse contenant les anticorps et la GFP
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(Figure 51), suivi de leur observation en microscopie confocale et leur réinjection dans les

mémes conditions que les émulsions précédentes (Figure 51).

(1) (2)

Anti-GFP-BCN GFP-HisTag Anti-HisTag Anti-HisTag-BCN Anti-GFP

GFP-HisTag

sulfo-Cy5

sulfo-Cy3 sulfo-Cy3 sulfo-Cy5

A)

B)

Figure 51: Immunoessais en surface de gouttes. A) Images confocales ; B) Profil de fluorescence des gouttes lors d’une
réinjection dans une puce de microfluidique. Conditions de production : phase fluorée : tensioactif 3 (2.5% dans de I’HFE 7500).
Phase aqueuse : CHAPS (1 mM dans du PBS 1X),; 1) Anti-HisTag-BCN-sulfoCy3 (400 nM), GFP-HisTag (125 nM), Anti-GFP-
sulfoCy5 (50 nM) ; 2) Anti-GFP-BCN-sulfoCy5 (400 nM), GFP-HisTag (125 nM), Anti-HisTag-sulfoCy3 (50 nM).

A la fois les images confocales et les signaux de réinjections ont montré la formation
d’'immunosandwichs a la surface des gouttes, pour les deux couples d’anticorps, indiquant que
les immunoessais peuvent se former avec les deux anticorps différents de capture, et les deux

anticorps de détection.

Afin de valider que la relocalisation de la GFP et des anticorps de détection en surface
de gouttes soit bien spécifique, des controles ont été effectués en remplacant un des deux
anticorps par du Trastuzumab, qui ne cible aucun des épitopes présents sur la GFP (Figure 52).
En greffant a la surface le Trastuzumab (Figure 52, 1,3), la GFP a été uniformément répartie
dans le contenu des gouttes, indiquant qu’aucune capture de GFP n’a eu lieu, tandis que lors
de l'utilisation d’anticorps ciblant la GFP greffée en surface (Figure 52, 2,4), une capture est
observée. Cela indique que la relocalisation de la GFP en surface de gouttes est bien causée
par sa reconnaissance par un anticorps spécifique. De méme, en I'absence de capture de la
GFP (Figure 52, 1,3), aucune relocalisation des anticorps de détection (anti-HisTag, anti-GFP)
n’est observée. De maniére similaire, en cas de capture de la GFP en surface et de |'utilisation
d’anticorps de détection ne ciblant pas la GFP (Trastuzumab) (Figure 52, 2,4), aucune

relocalisation n’est visible.
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Figure 52: Contréles négatifs de la relocalisation de la GFP et des anticorps de détection. A) Images confocales ; B) Profil de
fluorescence des gouttes lors d’une réinjection dans une puce de microfluidique. Conditions de production : phase fluorée :
tensioactif 3 (2.5% dans de I’HFE 7500). Phase aqueuse : CHAPS (1 mM dans du PBS 1X) ; 1) Trastuzumab-BCN-sulfoCy3 (400
nM), GFP-HisTag (125 nM), Anti-GFP-sulfoCy5 (50 nM) ; 2) Anti-HisTag-BCN-sulfoCy3 (400 nM), GFP-HisTag (125 nM),
Trastuzumab-sulfoCy5 (50 nM) ; 3) Trastuzumab-BCN-sulfoCy5 (400 nM), GFP-HisTag (125 nM), Anti-HisTag-sulfoCy3 (50
nM) ; 4) Anti-GFP-BCN-sulfoCy5 (400 nM), GFP-HisTag (125 nM), Trastuzumab-sulfoCy3 (50 nM).

La formation d’immunosandwichs (Anticorps/protéine/Anticorps) en surface de gouttes est
donc bien entrainé par la reconnaissance des épitopes de la GFP par des anticorps spécifiques,
et il n'y a pas d’interactions et de liaisons aspécifiques entre la GFP et les anticorps dans les
gouttes. Enfin, dans la production de gouttes contenant les anticorps sans GFP (Figure 53) on
retrouve un bon greffage des anticorps de capture et une absence de relocalisation des
anticorps de détection, validant I'absence d’interactions aspécifiques entre les anticorps anti-

HisTag et anti-GFP.

Ces controles prouvent que toutes les relocalisations en surface de gouttes observées
sont causées par des réactions de chimie click et par des interactions protéines/anticorps

spécifiques.
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Figure 53: : Contréles négatifs de la relocalisation des anticorps de détection. A) Images confocales ; B) Profil de fluorescence
des gouttes lors d’une réinjection dans une puce de microfluidique. Conditions de production : phase fluorée : tensioactif 3
(2.5% dans de I’HFE 7500). Phase aqueuse : CHAPS (1 mM dans du PBS 1X) ; 1) Anti-GFP-BCN-sulfoCy5 (400 nM), Anti-HisTag-
sulfoCy3 (50 nM).; 2) Anti-HisTag-BCN-sulfoCy3 (400 nM), Anti-GFP-sufloCy5 (50 nM).

L’'ensemble de ces expériences permet de conclure que l'utilisation de tensioactif
portant des azotures permet la fonctionnalisation de la surface interne des gouttes par des
anticorps-alcynes tendus. Cette fonctionnalisation ne bloque pas la capacité de ces anticorps
a reconnaitre et se lier a une protéine cible. Cette capture n’empéche pas la détection de la
protéine par un deuxieme anticorps, entrainant la formation d'immunosandwichs en surface
de gouttes. La présence ou I'absence de ces immunosandwichs est détectable par microscopie
confocale et par réinjection directe sur une puce de microfluidique, avec la formation de
signaux caractéristiques. De plus, les gouttes restent manipulables et réinjectables, indiquant

gue la formation en surface de gouttes de larges complexes protéiques accrochés aux

tensioactifs n’empéche pas la stabilisation des gouttes par ces mémes tensioactifs.

7. Immunoessai avec pico-injection de la GFP

Le développement des immunoessais a été réalisé en encapsulant une phase aqueuse
contenant les deux anticorps et la GFP dans les gouttes. Il est donc possible que
I'immunosandwich se soit assemblé en surface des gouttes aprés le greffage des anticorps de
capture, ou qu'’il se soit déja formé dans la phase aqueuse et que le complexe pré-formé se
greffe ensuite en surface. Afin de confirmer que 'immunoessai peut bien se produire apres le
greffage des anticorps de capture, un test a été réalisé pour mimer des conditions de sécrétion
en gouttes, en pico-injectant de la GFP dans des gouttes contenant des anticorps de capture

et des anticorps de détection.
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Une émulsion composée de gouttes de 90 pL contenant une phase aqueuse avec les
anticorps (anti-GFP-BCN/Anti-HisTag, 400/50 nM)) a été produite, collectée et incubée
pendant 30 minutes. Ensuite, les gouttes ont été réinjectées dans une puce de microfluidique,
et une solution aqueuse contenant de la GFP-HisTag (solution de 1250 nM, injection de 10 pL)
a été picoinjectée dans 80% des gouttes. L'émulsion a ensuite été incubée 1 h et les gouttes
ont été observées par microscopie confocale et par réinjection sur une puce microfluidique

(Figure 54).

L'imagerie confocale et les signaux de réinjection ont montré que I’anticorps anti-GFP était
bien greffé en surface. La pico-injection ne s’étant pas effectuée sur 100% des gouttes, une
proportion minoritaire des gouttes (Figure 54, anneau bleu) ne contenait pas de GFP. Ces
gouttes ont montré une répartition homogéne d’anti-HisTag dans leur contenu. La majorité
des gouttes (Figure 54, anneau jaune) contenaient de la GFP, qui a été capturée en surface

des gouttes, et qui a ensuite entrainé la relocalisation de I'anticorps de détection anti-HisTag.

Ces expériences permettent de conclure que I'immunosandwich peut se former aprés
fonctionnalisation de la surface. Cela est trés intéressant car dans les applications de sécrétion
dans les gouttes ou de détection de protéines issues d’une lyse cellulaire post-encapsulation,
les analytes cibles ne seront présents qu’aprés une période d’incubation, I'immunocomplexe

se formera donc apreés le greffage.
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Figure 54: Immunoessais par pico-injection de GFP-HisTag. A) Images confocales ; B) Profil de fluorescence des gouttes lors
d’une réinjection dans une puce de microfluidique. Conditions de production : phase fluorée : tensioactif 3 (2.5% dans de I'HFE
7500). Phase aqueuse 1 (9/10 volume total) : CHAPS (1 mM dans du PBS 1X), Anti-GFP-BCN-sulfoCy5 (400 nM), Anti-HisTag-
sulfoCy3 (50 nM). Phase aqueuse 2 (1/10 volume total) : CHAPS (1 mM dans du PBS 1X), GFP-HisTag (1250 nM). Anneau bleu :
pas d’injection de GFP-HisTag ; anneau jaune : injection de GFP-HisTag.
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8. Gamme de détection de I'immunoessai

Afin d’évaluer les concentrations basses et hautes d’analytes détectables par
I'immunoessai, la concentration de GFP-HisTag dans les gouttes a été variée en conservant les
concentrations d’anticorps a 400 nM pour I'anticorps de capture (anti-HisTag-BCN-sulfoCy3)
et 50 nM pour I'anticorps de détection (anti-GFP-sulfoCy5). Les gouttes ayant un volume de
45 pL, cela correspond a 2.25 attomoles d’anticorps de détection (0.34 pg/goutte). Afin
d’identifier la limite inférieure de concentration d’analyte détectable, une gamme de

concentration de GFP-HisTag allant de 25 a 150 nM a été utilisée (Figure 55).

Les signaux de réinjection ont montré une augmentation progressive de l'intensité du
signal correspondant a la GFP a mesure que la concentration augmente, et toutes les
conditions ont montré I'aspect concave caractéristique d’une capture en surface (Figure 55,
B,C). Le signal de I'anti-GFP est resté constant en intensité, mais sa forme a changé, passant
d’une forme convexe a une forme concave avec I'augmentation de la concentration de GFP,
indiguant une relocalisation progressive de I'anti-GFP en surface de goutte a partir de 50 nM
de GFP (Figure 55, C). Les images confocales ont confirmé cette progression de la
relocalisation, avec a 25 nM une répartition homogene de I'anti-GFP dans les gouttes, et une
relocalisation progressive avec apparition d’'un anneau de fluorescence a partir de 50 nM

(Figure 55, A).
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Figure 55: Limites de détection de I'immunoessai. Conditions de production : phase fluorée : tensioactif 3 (2.5% dans de I'HFE
7500). Phase aqueuse : CHAPS (1 mM dans du PBS 1X) ; Anti-HisTag-BCN-sulfoCy3 (400 nM), Anti-GFP-sulfoCy5 (50 nM) ; GFP-
HisTag (25 a 150 nM). A) Images confocales du signal de I'anti-GFP-sulfoCy5 ; B) Images confocal des signaux de I'anti-HisTag-
BCN-sulfoCy3 (400 nM) et de la GFP-HisTag (150 nM) pour confirmer la capture compléte de la GFP. C) Profil de fluorescence
des gouttes lors d’une réinjection dans une puce de microfluidique avec et sans laser a 488 nm (GFP).
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Figure 56: Limites de détection de 'immunoessai. Conditions de production : phase fluorée : tensioactif 3 (2.5% dans de I'HFE
7500). Phase aqueuse : CHAPS (1 mM dans du PBS 1X) ; Anti-HisTag-BCN-sulfoCy3 (400 nM), Anti-GFP-sulfoCy5 (50 nM) ; GFP-
HisTag (400 et 800 nM). A) Images confocales ; B) Index de Relocation de I'anti-GFP-sulfoCy5 en fonction de la concentration
de GFP-HisTag dans les gouttes.
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Pour la limite supérieure de concentration d’analyte détectable, des émulsions contenant
des concentrations de GFP de 400 et 800 nM ont été produites (Figure 56, A). Les images
confocales de ces émulsions ont montré qu’a 800 nM, I'anneau de fluorescence de la GFP-
HisTag n’était plus visible, et qu’un bruit de fond apparaissait pour I'anticorps anti-GFP. Cette
perte de relocalisation et de signal de détection de I'anti-GFP peut-étre causée par une
saturation des anticorps de capture, ce qui laisse une partie de la GFP libre dans la goutte.
Cela cause une compétition de liaison de I'anticorps de détection anti-HisTag avec la GFP-
HisTag capturée et la GFP-HisTag libre dans la goutte, empéchant sa relocalisation compléte

en surface (effet postzone).

Afin de quantifier ces résultats, I'index de Relocalisation de I'anti-GFP (anticorps de
détection) a été calculé en fonction de la concentration de GFP-HisTag en gouttes (Figure 56,
B). Comme montré par les signaux de réinjection et de microscopie confocale, la gamme
dynamique de détection est entre 50 et 100 nM de GFP, avec une augmentation rapide du R.|
qui progresse de 4 a 17, puis atteint un plateau et reste stable jusqu’a 400 nM, caractérisant
un maximum de relocalisation des anticorps de détection. Une fois les anticorps de capture
saturés, la compétition de liaison de I'anti-GFP avec la GFP libre et la GFP capturée a entrainé

la diminution du R.l a ~13.

L'immunoessai qui a été développé est donc sensible a des quantités de I'ordre de
I'attomole d’analyte par goutte, et le signal de détection évolue dans un intervalle dynamique
(~50-100 nM, 2.3-4.5 attomoles) avec la quantité de protéine ciblée. De plus, méme avec un
exces d’analyte, allant au-dela de I'intervalle dynamique, le signal de détection reste présent

et détectable.

Les quantités d’anticorps de capture et de détection pourraient également étre
augmentées ou réduites permettant ainsi I'ajustement des intervalles de détection, sous
certaines limites. La quantité d’anticorps de capture utilisable va pouvoir étre augmentée
jusqu’a atteindre la concentration d’anticorps au-dela de laquelle la surface des gouttes est
saturée. La quantité minimale d’anticorps de détection, elle, sera dépendante des systemes
de détection, et de la concentration minimale d’anticorps nécessaire pour détecter la

relocalisation de la fluorescence.
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9. Sensibilité de détection de I'immunoessai :

Nous avons par la suite étudié la sensibilité de détection de I'immunoessai, en utilisant
une gamme de concentration en anticorps de détection. Une série d’émulsions contenant une
phase aqueuse composée de 400 nM d’anticorps de capture (anti-HisTag-BCN-sulfoCy3), 20
nM de GFP-HisTag et 5a 20 nM d’anticorps de détection (anti-GFP-sulfoCy5) ont été produites

et analysées (Figure 57).

Dans cette série d’expériences, la détection des anticorps anti-GFP par microscopie
confocale ou en réinjection s’est avérée compliquée, du fait de leur concentration faible en
gouttes, résultant en un signal de fluorescence difficilement détectable. L'anneau de
relocalisation des anticorps anti-GFP était visible pour les concentrations de 5 et 10 nM par
microscopie et en réinjection (signal concave), tandis que la fluorescence était homogéne au-

dela de ces concentrations.

Anti-HisTag-BCN-sulfo-Cy3 GFP-HisTag
400 nM 20 nM

Anti-GFP-sulfo-Cy5 (nM)

B) 10.0

Voltage

e
N
<
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Figure 57: Immunoessai pour la détection de 20 nM de GFP-HisTag. A) Images confocales ; B) Profil de fluorescence des gouttes
lors d’une réinjection dans une puce de microfluidique. Conditions de production : phase fluorée : tensioactif 3 (2.5% dans de
I’HFE 7500). Phase aqueuse : CHAPS (1 mM dans du PBS 1X), Anti-HisTag-BCN-sulfoCy3 (400 nM), GFP-HisTag (20 nM) ; Anti-
GFP-sulfoCy5 (5.0 a 20.0 nM)

Ces résultats indiquent qu’il est possible d’abaisser le seuil de détection de 'immunoessai

en diminuant la concentration de I'anticorps de détection, permettant la détection de 0.9
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attomoles (20 nM) de GFP-HisTag en gouttes. Cependant une optimisation de la méthode de
détection est nécessaire afin de continuer de baisser le seuil de détection de I'immunoessai.
En effet, travailler avec des concentrations aussi faibles d’anticorps de détection nécessite une
augmentation du DOC de fluorophores par anticorps afin de maximiser les signaux de

fluorescence et augmenter le ratio signal/bruit de détection.

10. Détection de protéines dans un milieu complexe de lyse cellulaire

Afin d’évaluer la capacité de I'immunoessai en surface a s’effectuer au sein d’un milieu
complexe et potentiellement interférant, et d’évaluer si cette méthodologie est compatible
pour I’étude de cellules uniques, un test de détection d’une protéine cytosolique au sein d’un
lysat cellulaire a été réalisé. Pour cela, des E.Coli transformées par plasmide pour exprimer de
la GFP-HisTag ont été encapsulées dans des gouttes avec des anticorps anti-GFP-BCN-sulfoCy5

et anti-HisTag-sulfoCy3 (ratio 8:1) et du tampon de lyse (Lysozyme : 5 a 10 mg/mL).

Afin d’éviter une lyse des bactéries avant I'encapsulation, les gouttes ont été produites
sur une puce microfluidique a trois entrées, dont deux entrées de phase aqueuse. Une phase
aqueuse comprenant les E.Coli, et une autre comprenant les anticorps et le tampon de lyse
ont été co-encapsulées avec un ratio de 1:1. Les gouttes ont été collectées et analysées apres
2 h d’incubation a 20 °C (Figure 58). La phase aqueuse contenant les E.Coli a été préparée afin
d’avoir un taux d’occupation théorique des gouttes de 0.8 a 0.9. L'occupation des gouttes
suivant la loi de Poisson, ces conditions permettent d’obtenir en théorie environ 45% des
gouttes sans bactéries, 35% avec une bactérie, 15% avec deux bactéries et moins de 5% en
contenant plus de deux. Apres I'encapsulation, les bactéries sont entrées en contact avec le
tampon de lyse, entrainant leurs lyses et la libération de la GFP-HisTag, qui peut ensuite étre

capturée en surface.
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Figure 58: Immunodétection de GFP-HisTag cytosolique apres libération par lyse de E.Coli en gouttes. A) Images confocales ;
B) Profil de fluorescence des gouttes lors d’une réinjection dans une puce de microfluidique. Conditions de production : phase
fluorée : tensioactif 3 (2.5% dans de I’HFE 7500). Phase aqueuse 1 : CHAPS (1 mM dans du PBS 1X) (1) Anti-GFP-BCN-
sulfoCy5 (400 nM), Anti-HisTag-sulfoCy3 (50 nM), lysozyme (10 mg/mL dans du PBS 1X) ; (2) Anti-GFP-BCN-sulfoCy5 (800
nM), Anti-HisTag-sulfoCy3 (100 nM), lysozyme (20 mg/mL dans du PBS 1X). Phase aqueuse 2 : E.Coli dans du PBS 1X. Ratio
1:1 des deux phases aqueuses dans les gouttes. Anneau bleu : absence d’E.Coli en goutte. Anneau rose : encapsulation
d’E.Coli sans lyse. Anneau jaune : Lyse d’E.Coli en goutte.

Pour I'ensemble des gouttes, a la fois les images confocales et les profils de réinjection
ont montré que le greffage de I'anticorps de capture anti-GFP-BCN-sulfoCy5 s’est

correctement effectué. Le tampon de lyse n"'empéche donc pas la réaction de SPAAC.

Ensuite, selon les gouttes, plusieurs profils ont été obtenus : certaines gouttes ne contenaient
pas de E.Coli (Figure 58, Figure 59, anneau bleu). Ces gouttes ne contenaient donc pas de GFP-
HisTag, et comme attendues elles ont présenté une homogénéité de répartition des anticorps

de détection anti-HisTag-sulfoCy3 et un signal de détection uniforme convexe en réinjection.

Le reste des gouttes contenaient E.Coli, confirmé par I'observation d’une fluorescence verte
en microscopie confocale et en réinjection. Trois cas de figures se sont présentés : dans le
premier, les bactéries étaient lysées (Figure 58,Figure 59, anneau jaune), libérant la GFP-
HisTag dans les gouttes. La protéine a ensuite été reconnue et capturée en surface, formant
un anneau de fluorescence vert, et un signal de capture concave en réinjection. La GFP-HisTag
capturée a ensuite été reconnue par les anticorps anti-HisTag de détection, qui se sont
également relocalisé en surface, entrainant la formation d’'un anneau de fluorescence jaune
au confocal, et I'apparition d’un signal de détection concave en réinjection. D’autres gouttes

ont présenté des E.Coli non lysées (Figure 58, Figure 59, anneau rose), sous la forme de spot
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de fluorescence en microscopie confocal et avec un pic intense de fluorescence en réinjection.
Cette absence de lyse peut s’expliquer par lI'incubation de courte durée, a 20 °C, sans
utilisation de forces externes (chaleur, vibrations) pour accélérer la lyse bactérienne.?*> Dans
le cas d’'une absence de lyse, la GFP était présente mais contenue dans les bactéries, et donc
non disponible pour étre capturée en surface et détectée par les anticorps de détection.
Aucun anneau de détection ne s’est formé, ni de signal caractéristique en réinjection. Enfin
des gouttes ont présenté un état intermédiaire, avec a la fois un spot de fluorescence et des
anneaux de fluorescence correspondants a de la GFP-HisTag capturée en surface, et a une
relocalisation d’anticorps anti-HisTag. Ce cas semble étre d(i a une lyse partielle de bactérie

dans les gouttes.

NZ
W‘r Anti-GFP-BCN-sulfoCy5 Anti-HisTag-sulfoCy3 ‘ E.Coli @ GFP-HisTag

Figure 59 : lllustration des différents profils de gouttes retrouvés. Anneau bleu : absence d’E.Coli. Anneau rose : encapsulation
d’E.Coli sans lyse. Anneau jaune : Lyse d’E.Coli en goutte.

Ainsi I'immunoessai en surface de gouttes est fonctionnel pour l'identification de

protéines au sein d’'un milieu complexe tel qu’un lysat cellulaire.

11.Conclusion et perspectives

Les travaux présentés dans ce chapitre décrivent la synthése de deux nouveaux
tensioactifs composés d’une queue PFPE et d’une téte hydrophile PEG fonctionnalisée par des
groupements azotures. Aprés production de gouttes d’eau dans ['huile fluorée, ces
tensioactifs sont capables de réagir en surface des gouttes via une réaction click
bioorthogonale de SPAAC avec des anticorps conjugués a des alcynes tendus. La formation de

cette liaison covalente entre les tensioactifs et les anticorps n’est pas affectée par la présence
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de cellules, lysat cellulaire ou tampon de lyse. De plus, les tensioactifs avant et apres réaction
conservent leur capacité a stabiliser les gouttes, et les anticorps greffés en surface conservent
leur capacité a se lier a des protéines cibles. Ces tensioactifs pré-fonctionnalisés permettent
donc de transformer la surface interne de gouttes en surface de capture, qui peut étre utilisée
pour former des immunosandwichs fonctionnels en surface de gouttes, entre I'anticorps
greffé, une protéine cible, et un anticorps de détection présent dans la phase aqueuse

encapsulée et reconnaissant également la protéine cible.

L'utilisation d’'un modeéle d'immunoessai avec deux anticorps : anti-GFP et anti-HisTag et
une protéine cible GFP-HisTag a prouvé |'efficacité de cette nouvelle méthode d’immunoessai
en microfluidique en gouttes. Le marquage par des fluorophores des anticorps de détection
permet la formation d’un signal spécifique indiquant la formation des immunocomplexes, en
microscopie confocale comme en réinjection sur une puce de microfluidique. La forme de ce
signal est proportionnelle a la quantité d’anticorps de détection qui se relocalise en surface et
donc a la quantité d’analyte cible dans la goutte. Cet immunoessai est utilisable pour détecter
des protéines isolées dans un tampon mais également des protéines cytosoliques issues de la

lyse cellulaire d’'une bactérie, dans un milieu plus complexe.

Les travaux présentés dans ce chapitre ouvrent la voie a de nombreuses applications
dans I'analyse de cellules uniques, pour I'analyse de protéines cytosoliques, mais également
pour I'analyse de protéines sécrétées. Notre méthode pourrait par exemple étre utilisée pour
I'identification de cellules sécrétantes au sein d’un mélange cellulaire, notamment pour des

applications de production d’anticorps monoclonaux par des hybridomes.

Pour de telles applications, le signal de réinjection présente un fort potentiel. En effet,
les résultats de gamme de sensibilité ont montré une évolution du signal de relocalisation en
réinjection selon la quantité d’analyte dans les gouttes. La quantification de ces signaux, en
évaluant la profondeur de cavitation, permettrait de pouvoir identifier lors de la réinjection

les variations de concentration d’analytes cible dans les gouttes.

L'immunoessai peut également étre adapté en augmentant ou diminuant les
concentrations d’anticorps de capture, pour détecter des quantités d’analytes plus ou moins
importantes. La méthode est tres versatile car il est possible d’ajuster précisément les

guantités d’anticorps de capture. Cela nécessite cependant de déterminer la quantité
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maximale d’anticorps que I'on peut greffer a la surface de gouttes. De plus, pour descendre
en sensibilité de détection, il est nécessaire de travailler sur le DOC de fluorophores conjugués
aux anticorps de détection, afin d’amplifier le signal de fluorescence et d’avoir un meilleur

rapport de signal sur bruit, permettant d’augmenter la précision du signal de relocalisation.

Au cours de ces travaux, nous avons également observé une limitation concernant le
tensioactif Ethyle-triazine-tétraNs 3. La stabilisation des émulsions était suffisante pour des
applications a court terme (quelques heures), pour une ou plusieurs réinjections, pour de la
déstabilisation contrélée (pico-injection), ainsi que pour de I'observation en microscopie
confocale. Cependant, I'incubation pendant une durée plus longue (16 h, 24 h) n’a pas été
possible, en raison d’une coalescence partielle des émulsions, rendant impossible toute

réinjection ou expérimentation.

Au vu de ces résultats, nous avons engagé une étude plus détaillée afin de mieux cerner
la capacité des anticorps a fonctionnaliser la surface des gouttes, ainsi que leur capacité a
stabiliser les émulsions formées, avant et apres fonctionnalisation. Ces travaux sont présentés

dans le chapitre suivant.

105



106



V)  Etude de l'influence de la structure de I'alcyne et de la téte
hydrophile des tensioactifs sur la fonctionnalisation et
stabilisation d’émulsions en microfluidique en gouttes

1. Préambule

Ce chapitre présente les travaux réalisés dans le cadre de mon deuxiéme projet de
these. Les travaux réalisés ont porté sur I'étude de la fonctionnalisation de la surface des
gouttes, et sur la stabilité des émulsions formées. Dans cette étude, I'impact de la structure
de l'alcyne tendu et de la téte hydrophile azoture des tensioactifs sur la fonctionnalisation de
surface des gouttes a été étudié. Ensuite, la capacité des tensioactifs azoture a stabiliser des
émulsions avant et apres fonctionnalisation de la surface interne des gouttes a été

caractérisée.

Les travaux présentés sont en partie retrouvés dans l'article « Microfluidic droplet
stabilization via SPAAC promoted antibody conjugation at the water/oil interface » publié
en septembre 2023 dans ACS Applied Materials and Interface, volume 15, pages 45498—
45505. https://doi.org/10.1021/acsami.3c10655

2. Introduction

Le développement de fluorotensioactifs pré-fonctionnalisés pour la microfluidique en
gouttes a émergé ces derniéres années. A notre connaissance, seules deux équipes ont publié
des travaux sur des fluorotensioactifs azotures, notre équipe puis I'équipe de Rainer
Haag.20420>225239 py fait de la nature trés récente de cette stratégie, aucune étude n’existe
pour identifier les parametres structuraux influencant la SPAAC en surface de gouttes
(structure de I'alcyne tendu et des tétes hydrophiles). De plus, les tensioactifs doivent étre en
mesure de stabiliser les émulsions (avant et apres fonctionnalisation des gouttes), et aucune
information n’est disponible a ce jour quant aux effets de la modification du tensioactif induite
par le greffage de molécules en surface de gouttes sur leur stabilité. Les travaux effectués ont

été réalisés en plusieurs temps :

e Premiérement, nous avons étudié |'influence de la nature de I'alcyne tendu utilisé ainsi
gue du degré de conjugaison de I'anticorps sur le greffage en surface de gouttes, en

utilisant les tensioactifs développés dans le chapitre précédent.
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e Dans un second temps, I'impact de la structure de la téte hydrophile des tensioactifs
sur le greffage a été caractérisé. Pour cela nous avons développé une famille de
tensioactifs possédant diverses structures de téte polaire mais ayant toutes des motifs
di-azotures en partie terminale.

e Ensuite, I'effet de ces modifications de structure des tétes polaires sur la capacité des
tensioactifs a stabiliser les gouttes a été évalué.

e Enfin, 'impact du greffage d’anticorps a la surface interne des gouttes sur la stabilité

des émulsions a été étudié.

3. Etude de la relation entre la structure des réactifs de la SPAAC et le greffage en
gouttes

3.1. Etude de l'influence de I'alcyne tendu sur la fonctionnalisation de surface des
gouttes

Dans un premier temps, nous avons évalué |'effet de la structure de I'alcyne tendu sur

la capacité des anticorps a se greffer en surface de gouttes.

3.1.1. Effet de la nature et du DOC moyen d’alcyne tendu des anticorps sur la SPAAC en
gouttes

Trois tensioactifs pré-fonctionnalisés MonoNs 1, PEGs-diNs 2 et Ethyle-triazine-tétraNs
3 ont préalablement démontré leur incapacité (monoNs) ou capacité (diNs et tétraNs) a
effectuer une SPAAC en surface des gouttes avec des anticorps fonctionnalisés par des BCN
(voir partie 1V) 5.3). Les résultats ont montré qu’a la fois le nombre d’azotures sur les tétes
hydrophiles et le degré de conjugaison moyen des anticorps influent sur l'efficacité de
greffage. Un paramétre n’a pas été modifié lors de ces expériences : la nature de I'alcyne
tendu. En effet, la réaction de SPAAC peut s’effectuer avec différents alcynes tendus (voir
partie 1) 4.4.1).2?” Nous avons cherché a voir s’il était possible d’augmenter I'efficacité de la
SPAAC en changeant d’alcyne tendu, et sélectionné le DiBenzoCycloOctyne (DBCO). Cet alcyne
a été choisi car sa cinétique en SPAAC est deux fois plus rapide que celle du BCN (0.31 contre
0.14 M1s?t), grace aux cycles benzénes fusionnés au cyclooctyne, qui augmentent la
contrainte de cycle de I'alcyne.??” De plus, le DBCO a préalablement montré sa capacité a
réagir via SPAAC a la surface de gouttes en microfluidiques avec des tensioactifs

azotures.?%205 Enfin, les travaux de Yang et al. sur la fonctionnalisation via SPAAC de surfaces
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solides présentant des polymeres azotures ont montré une meilleure réactivité des réactifs

DBCO par rapport aux réactifs BCN.24¢

3.1.1.1.  Bioconjugaison du Trastuzumab
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Figure 60: Bioconjugaison de Traastuzumab-DBCO 33

L'anticorps modele, le Trastuzumab, a été conjugué dans des conditions identiques a
celles utilisées pour la conjugaison avec des BCN (Tableau 3) : PBS 1X, pH = 7.4, DMSO 7%, 2
équivalents molaires de sulfoCy5-NHS 27 et 10 a 20 équivalents molaires de DBCO-PEG4-NHS
32 (Figure 60), de maniere a obtenir des anticorps ayant un DOC moyen de fluorophore autour

de 1, et un DOC moyen de DBCO de 0 a 5, selon le nombre d’équivalents de réactifs (Tableau

5).
Tableau 5: Conjugaison du Trastuzumab avec du DBCO et du sulfoCy5
. Equivalent de Equivalent aDOC (sulfo-
Anticorps DBCO-PEG-NHS | de sulfocys = 2DCC (PBCO) Cy5)
(33-A)Trastuzumab 0 2 0.0 1.0
(33-B)Trastuzumab 10 2 3.7 1.3
(33-C)Trastuzumab 15 2 4.6 0.6
(33-D)Trastuzumab 20 2 5.0 0.7
(33-E)Trastuzumab 20 0 41 0.0

3.1.1.2. Comparaison du greffage entre des anticorps-BCN et des anticorps-DBCO

Des émulsions composées de gouttes de 45 pL contenant 400 nM d’anticorps
fonctionnalisés dans du PBS 1X ont été produites avec les tensioactifs monoNs 1 (Figure 31),
PEGs-diN3 2 et Ethyle-triazine-tétraNs 3 (Figure 33), ainsi qu’avec le tensioactif commercial

008-F, puis ont été conservées 1 h a température ambiante avant d’étre observées par

microscopie confocale (Figure 61). Les images confocales ont ensuite été analysées pour
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calculer le R.l et quantifier la relocalisation des anticorps a la surface des gouttes (Figure 62).
Les images ont montré une absence de relocalisation aspécifique des anticorps-DBCO avec le
tensioactif non fonctionnalisé (Figure 61, e). Il a également été possible d’observer que pour
le tensioactif monoNs 1, un greffage était présent pour un DOC moyen de DBCO de 3.6 (Figure
61, b), alors que les essais avec les anticorps-BCN n’avaient montré aucune relocalisation des

anticorps et ce méme a un DOC élevé de 5 (Figure 61, c).

La comparaison des R.I a montré qu’a DOC moyen égal, les anticorps-DBCO permettait
systématiquement une meilleure efficacité de la réaction de SPAAC pour tous les tensioactifs.
A DOC moyen de 3.6 d’alcyne tendu, pour le tensioactif monoNs 1, les anticorps-BCN ne se
relocalisaient pas (R.l ~1), tandis que les anticorps-DBCO permettent d’obtenir un R.l proche
de 5. Auméme DOC moyen, pour le tensioactif diN3 2, le R.I était a environ 5 avec les anticorps-
BCN, tandis qu’il est supérieur a 20 avec les anticorps-DBCO. De méme, pour le tensioactif
tétraNs 3, le R.I obtenu avec les anticorps-BCN n’était qu’a environ 14, alors qu’avec les
anticorps-DBCO il est proche de 30. Enfin, a DOC moyen d’alcyne tendu de 5.0, Le R.l est
supérieur a 30 pour les tensioactifs diNs3 2 et tétraNs 3 avec les anticorps-DBCO, indiquant une

relocalisation compléte des anticorps (Figure 62).

(b)
DBCO (3.7) BCN 5 0) DBCO (5 0)

Alcyne tendu (aDOC)

DBCO (5 0)
Surfactant 008-F
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Figure 61: SPAAC en surface de gouttes. Des gouttes de 45 pL contenant 400 nM d’anticorps et stabilisées par les tensioactifs
1, 2, 3 ou 008-F (2.5% dans de I’HFE 7500) sont produites, incubées 1 h et observées par microscopie confocale. Composition
de la phase aqueuse : CHAPS (ImM dans du PBS 1X), Trastuzumab (400 nM) ; A) Trastuzumab-BCN(3.6)-sulfoCy5; B)
Trastuzumab-DBCO(3.7)-sulfoCy5 ; C) Trastuzumab-BCN(5.0)—sulfoCy5 ; D-E) Trastuzumab-DBCO(5.0)—sulfoCy5.
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En conclusion, le tensioactif tétraNs 3 présente une meilleure réactivité en SPAAC, car
il permet une relocalisation compléte des anticorps avec un degré de conjugaison moins élevé
(3.7). Cependant a un DOC moyen de 5.0 de DBCO il n’y a plus de différence entre le tensioactif
diNs et tétraNs. Enfin pour le tensioactif monoNs 1, I'utilisation d’un alcyne DBCO a la place
d’un alcyne BCN a permis a la SPAAC en goutte de s’effectuer, mais méme pour un DOC moyen

de 5.0, la relocalisation des anticorps en surface n’était pas complete (R.l ~15) (Figure 62).

1000~
S MonoNjz 1
s PEG,-diN 2
ks 1007 Em Ethyle-triazine-tétraN; 3
(@]
g 3 3 008-F
2 10-
x
]
©
c
1_

1 1 | 1
3.6 (BCN)3.6 (DBCO)5.0 (BCN)5.0 (DBCO)
DOC moyen d'alcyne tendu

Figure 62: Index de relocalisation des tensioactifs avec des anticorps BCN et DBCO. Les analyses T-test ont été effectuées avec
le logiciel Prism. **** signifie une différence significative avec une p-value < 0.0001. *** signifie une différence significative
avec une p-value < 0.001. ** signifie une différence significative avec une p-value < 0.01. * signifie une différence significative
avec une p-value < 0.05 et ns (non significatif) signifie que la différence n’est pas significative avec une p-value > 0.05.

L'efficacité de la SPAAC en surface de gouttes semble donc étre dépendante du
nombre de groupements azotures par tétes hydrophiles, du degré de conjugaison d’alcynes
tendus par anticorps et de la nature de I'alcyne tendu. Ces résultats sont cohérents avec la
littérature et les cinétiques de la réaction de SPAAC décrites (0.14 M1.s* (BCN), 0.31 M1.s?t
(DBCQ)).%27:2%6 Ces résultats indiquent également qu’en augmentant suffisamment le DOC
d’alcynes tendus par anticorps et/ou en utilisant des alcynes tendus suffisamment réactifs, il
est possible de diminuer le nombre d’azotures par tensioactif sans impacter le greffage des
anticorps. Ainsi deux azotures par téte hydrophile sont suffisants dans les conditions
présentées pour permettre une fonctionnalisation efficace et compléete de la surface des

gouttes.

Au vu de ces conclusions, on pourrait retenir I’hypothése qu’utiliser des alcynes tendus

encore plus réactifs, tel que des biaryl-azacyclooctynone (BARAC) (0.96 M.s!) ou encore des
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3,3,6,6-tetramethylthiacycloheptyne (TMTH) (4.0 M.st) améliorerait encore plus I'efficacité
de greffage.??’” De méme, d’autres systémes pourraient étre utilisés, comme la réaction de
Diels-Alder a demande électronique inverse avec le couple tétrazine/trans-cycloocténe, qui

est une des réaction bioorthogonale les plus rapide connues a ce jour (10 M,s1),247-250

3.1.2. Effetde la nature de I'alcyne tendu sur le greffage en condition de culture cellulaire

Afin d’évaluer si le greffage des anticorps est influencé par les milieux aqueux utilisés en
culture cellulaire, plusieurs émulsions ont été produites en variant les phases aqueuses. Des
gouttes ont été formées avec le tensioactif Ethyle-triazine-tétraNs 3 et les anticorps
Trastuzumab BCN et DBCO dans le PBS et dans le milieu de culture cellulaire RPMI 1640%°3
sans ou en présence de 10% de sérum de veau feetal (SVF), qui est trées couramment utilisé
pour la culture de cellules.14>150.153.251 Aprés collecte, les gouttes ont été conservées 1 h a
température ambiante et observées au microscope confocal (Figure 63). L'observation des
gouttes a montré que pour les anticorps BCN, le changement de phase aqueuse semble avoir
peu d’effet, mais I'ajout de 10% de sérum de veau foetal conduit a la formation d’un anneau
de fluorescence en surface de goutte avec un bruit de fond important, indiquant un greffage
incomplet (Figure 63, 1,b,d). Au contraire, pour les anticorps DBCO, aucune différence n’est
observée dans les conditions avec ou sans ajout de sérum, avec la formation d’un anneau de
fluorescence en surface des gouttes et I'absence de bruit de fond dans les gouttes, indiquant

un greffage complet (Figure 63, 2).

(a) (b) (c) (d)
PBS PBS RPMI 1640 RPMI 1640
0% SVF 10% SVF 0% SVF 10% SVF

: . - . .
BCN

Figure 63 : SPAAC en surface de gouttes dans différents milieux. Conditions de production : phase fluorée : tensioactif Ethyle-
triazine-tétraNs 3 (2.5% dans de I’HFE 7500). Phase aqueuse : CHAPS (1 mM dans du Milieu) ; Anticorps (400 nM) 1)
Trastuzumab-BCN(4.0)-sulfoCy5, 2) Trastuzumab-DBCO(4.1)-sulfoCy5. Milieu : a) PBS 1X ; b) PBS 1X + 10% SVF ; c) RPMI 1640 ;
d) RPMI 1640 + 10% SVF. Barre d’échelle : 40 um.

(2)
DBCO
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Le contenu de la phase aqueuse peut donc influencer le greffage, notamment la
présence de sérum. Cela peut étre causé par la présence de BSA, connue pour se placer a
Iinterface, et qui pourrait ainsi limiter les interactions anticorps/tensioactifs. De méme, les
lipides contenus dans le sérum peuvent possiblement contribuer a limiter le contact des
anticorps avec les tensioactifs en surface, et ainsi réduire |'efficacité de la SPAAC en gouttes.
L’utilisation d’alcyne tendu DBCO permet cependant le maintien d’une fonctionnalisation de
surface efficace par rapport au BCN. Au vu de ces résultats et des résultats précédents
montrant la meilleure efficacité en SPAAC des anticorps DBCO, nous avons continué les études
de fonctionnalisation avec cet alcyne tendu.

3.2. Etude de l'influence du nombre d’azotures des tétes hydrophiles sur la
saturation de surface des gouttes

Nous avons ensuite évalué I'effet du nombre d’azotures sur la capacité des anticorps a se

greffer en surface de gouttes.

3.2.1. Saturation de la surface des gouttes avec des anticorps-DBCO

L’objectif de ces essais a été d’identifier si le nombre d’azotures présent sur les tétes
hydrophiles de nos tensioactifs jouaient sur la concentration saturante d’anticorps en surface.
Le tensioactif PEGs-diN3 2 et Ethyl-triazine-tétraNs 3 ayant montré une capacité a totalement
relocaliser des anticorps-DBCO (DOC 5) a 400 nM, nous avons ensuite évalué la quantité
maximale d’anticorps greffables sur la surface interne de gouttes de 45 pL stabilisées avec les
tensioactifs 2 et 3 dilués a 2.5% dans de I'HFE7500. Une gamme 1 a 10 pM d’anticorps
Trastuzumab-DBCO-sulfoCy5 (DOC moyen de 5) a été utilisée. Les gouttes ont été conservées

1 a 2 h puis observées au microscope confocal (Figure 64).
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Figure 64: Saturation de la surface des gouttes par des anticorps-DBCO-sulfoCy5. Des gouttes de 45 pL sont stabilisées par les
tensioactifs 2 ou 3 (2.5% dans de I’HFE 7500) et observées par microscopie confocale. Composition de la phase aqueuse :
CHAPS (1ImM dans du PBS 1X), Trastuzumab-DBCO-sulfoCy5 (1 a 10 uM).

Les images ont ensuite été analysées par imagel, pour calculer I'index de relocalisation

des anticorps (Figure 65). Un parameétre dérivé du R.| a également été utilisé :

(Fluorescence™e" — Fluorescence!™ter—gouttes)

Relocalisation(%) = X 100

(Fluorescenceswrface — Flyorescence!nter—gouttes)

Ce parametre correspond au pourcentage de fluorescence de la fluorescence totale que I'on
retrouve a l'interface. En cas de relocalisation totale des anticorps, le ratio de fluorescence
(Lumen/surface) est proche de 0 et la valeur de relocalisation est proche de 100. Au contraire,

si un bruit de fond apparait dans les gouttes, la valeur de relocalisation diminue.

1000 1004

100+ 90

10 80

Index de Relocalisation
[\ 2
[=1=]
11
Relocalisation (%)

1L T T T 70— T T T
0.4 1.0 3.0 4.0 5.0 0.4 1.0 3.0 4.0 5.0

Ab-DBCO-disulfoCy5 (uM) Ab-DBCO-disulfoCy5 (uM)

mm Ethyle-triazine-tétraN3 3
= PEG,4-diNg 2

Figure 65: Index de relocalisation (R.l) et Relocalisation de la fluorescence a la surface des gouttes selon les tensioactifs et la
concentration d’anticorps.
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L'analyse des images confocales a montré que de 1 a 3 uM d’anticorps, le R.l est
supérieur 30, indiquant une relocalisation compléte des anticorps en surface pour les deux
tensioactifs. Puis lorsque la concentration d’anticorps augmente, entre 3 et 5 uM, un bruit de
fond commence a apparaitre dans les gouttes et la valeur du R.l pour les deux tensioactifs
diminue (12-14 a 4.0 uM et 6-8 a 5.0 uM), montrant que la relocalisation n’est plus totale. Le
pourcentage de relocalisation montre les mémes résultats : la relocalisation des anticorps est
supérieure a 95% pour les deux tensioactifs entre 1 et 3.0 uM d’anticorps, puis chute pour des
concentrations d’anticorps plus élevées (92-93% a 4.0 uM et 83 a 88% a 5.0 uM). Ces résultats
indiquent que la surface des gouttes était saturée entre 3 et 5 uM d’anticorps pour les deux
tensioactifs, ce qui correspond a une quantité de 135 a 225 attomoles d’anticorps/goutte.
Cette expérience a été reproduite en diluant le tensioactif a 1.0%, et aucune différence n’a
été observée, indiquant un nombre similaire d’azotures accessibles pour une dilution de 1 ou

2.5% de tensioactif.

Ces résultats semblent indiquer qu’avec des anticorps-DBCO et les tensioactifs PEGa-
diNs3 2 et Ethyle-triazine-tétraNs; 3 synthétisés, le nombre de groupements azotures par tétes
hydrophiles au-dela de deux n’influence pas I'ordre de grandeur de concentration maximale
d’anticorps greffables en surface des gouttes. Ces résultats montrent également que la surface
greffée dans I'immunoessai précédemment développée (partie 0 ne représente que 10-15%

de la surface fonctionnalisable disponible.

Cette stratégie de fonctionnalisation de surface pourrait ainsi étre utilisée pour
réaliser simultanément la détection de plusieurs protéines différentes. Pour cela, différents
anticorps de capture pourraient étre greffés en surface, capturant ainsi différentes protéines
cibles. La relocalisation des anticorps secondaires de détection permettrait ensuite d’identifier

la présence simultanée ou non des analytes.

3.2.2. Saturation de la surface des gouttes avec des sondes moléculaire DBCO

Afin d’évaluer si la masse et 'encombrement du composé greffé en surface joue sur la
limite de saturation, une sonde moléculaire DBCO-PEGs-sulfoCy5 35 a été synthétisée. Une
disulfocyanine-5 sous forme d’acide carboxylique 34 a été activée par un agent de couplage
(hexafluorophosphate de (diméthylamino)-N,N-diméthyl(3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]pyridin-3-

yloxy)méthaniminium, HATU) et couplée par liaison peptidique a une molécule de DBCO-
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PEGs3-NH; (Figure 66). La sonde 35 a été obtenue avec une pureté de 96-97% (déterminée par
HPLC). Cette sonde moléculaire fait environ 1100 g/mol, soit environ 1/140 de la masse

molaire d’un anticorps conjugué (~150 000 g/mol).

o] )’]\/\/\/N-L
HN/\/O\/\O/‘\/ \/\u

HATU, DIEA, .
DBCO-PEG3-NH, o 35
Mon N O SO:H
o 65% —
e~y Q Z

Figure 66: Synthese de la sonde DBCO-PEG3s-sulfoCy5 35

Nous avons étudié le greffage de la sonde a 0,4; 1; 5 et 10 uM avec les trois
tensioactifs synthétisés, en appliquant les mémes conditions que les essais réalisés avec les
anticorps-DBCO (Figure 67 et Figure 68). Les impuretés trouvées dans la sonde (3-4%) ont été
visibles sur les images confocales, abaissant le R.l en dessous de 30 et le parameétre de
relocalisation autour de 95% dés 0.4 uM de sonde avec les trois tensioactifs testés. Les images
confocales ont montré pour les trois tensioactifs une diminution du pourcentage de
relocalisation dans les gouttes entre 1 et 5 uM, avec un parametre de relocalisation qui est
passé de 93-94% (pour les trois tensioactifs) a 74% pour le monoNs 1 ou 83-84% pour les di et
tétraNs 2 et 3. Cette chute a continué de 5 a 10 uM, condition pour laquelle le parametre de
localisation est descendu a moins de 70% pour les trois tensioactifs. Ces résultats
correspondent a une saturation de la surface et une augmentation du nombre de sondes
moléculaires libres dans les gouttes. La concentration saturante de sonde moléculaire DBCO
pour les trois tensioactifs, indépendamment du nombre d’azotures présentés sur leurs tétes
hydrophiles, était donc de I'ordre de 1 a 5 uM. Cet ordre de grandeur est similaire a obtenu

pour les anticorps-DBCO (3 a 5 uM) discuté précédemment.
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Figure 67: Saturation de la surface des gouttes par une sonde DBCO-PEG3s-sulfoCy5. Des gouttes de 45 pL sont stabilisées par
les tensioactifs 1, 2 ou 3 (2.5% dans de I’HFE 7500) et observées par microscopie confocale. Composition de la phase aqueuse :
CHAPS (1ImM dans du PBS 1X), DBCO-PEG;s-sulfoCy5 (1 a 10 uM).
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Figure 68: Relocalisation de la sonde sulfoCy5 a la surface des gouttes
Au vu de ces données, il semble donc que dans ces conditions, ni la nature/taille du
composé greffé en surface, ni le nombre d’azotures (deux ou quatre) présentés par les tétes
hydrophiles des tensioactifs n’ont d’influence marquée sur la limite de saturation de la surface
des gouttes. La saturation de surface pourrait donc étre limitée par le nombre d’azotures
accessibles et disponibles pour effectuer des réactions de SPAAC. Des études plus poussées,
par exemple par polarisation de la lumiére sont une piste envisageable pour vérifier cette

hypotheése.
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3.3. Etude de l'influence de la structure des tétes hydrophiles des tensioactifs sur la
fonctionnalisation de surface

Une famille de tensioactifs diazotures a été synthétisée pour évaluer l'influence de la
structure de la téte hydrophile des tensioactifs sur la stabilisation et le greffage a l'interface

des gouttes.

3.3.1. Structure générale des tensioactifs synthétisés

Le design des tensioactifs est issu des travaux présentés dans le chapitre précédent,
avec une structure en trois parties: une partie PFPE, une partie diPEG-azoture et un
connecteur entre ces deux parties. Nous avons choisi de faire varier la nature et longueur du
connecteur, en conservant les deux autres parties communes (Figure 69, A). Tous les
connecteurs, a I'exception du connecteur Ethyle-triazine, ont présenté a leurs deux extrémités
une amine (pour couplage a la chaine PFPE) et un acide carboxylique (pour couplage au
synthon diPEG-N3) (Figure 69, B). Les synthéses de la partie diPEG-N3 et des tétes hydrophiles

avec le connecteur PEG4 et Ethyle-triazine ont été décrites dans le chapitre précédent (voir 3).
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Figure 69: A) Structure communes aux tensioactifs pré-fonctionnalisés; B) Structure des différents connecteurs des
tensioactifs.

e Nous avons tout d’abord produit une téte hydrophile sans connecteur, avec le synthon

diPEG-N3 directement couplé a la queue fluorophile (Figure 69, B, 36).
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e Puis un connecteur glycine a été utilisé, afin d’obtenir une téte hydrophile un
connecteur trés compact (Figure 69, B, 37).
e La longueur du connecteur hydrophile a ensuite été allongée en utilisant des PEG de

deux a seize unités (Figure 69, B, 40, 2, 41, 42).

Comme cela a été décrit dans l'introduction (partie 3.3.2), les structures de types PEG sont
largement utilisés pour produire des tensioactifs fluorés,®! et les travaux d’Etienne et al. sur
les tensioactifs dibloc ont montré que I'augmentation de la longueur du PEG permettait

d’améliorer la stabilité des émulsions.74

e Par la suite, un connecteur de méme taille que le connecteur PEG4 avec un des

oxygenes substitués par un groupement sulfone a été synthétisé (Figure 69, B, 43).

L'objectif de ce connecteur a été d’introduire une variation de structure et un nouveau
groupement dans le connecteur sans toucher a sa taille. Cette stratégie a notamment été

employée précédemment dans la synthése de tensioactifs fluorés.?%>

Plusieurs tensioactifs utilisés dans la littérature présentent également des tétes polaires
mixtes, dans lesquels des motifs non hydrophiles sont retrouvés (PPG-PEG).274210 Ainsi, afin
d’évaluer I'impact de la nature hydrophile/hydrophobe du connecteur sur la stabilité et le

greffage, des connecteurs hydrophobes ont été utilisés.

e D’une part un connecteur composé d’une chaine alcane de quinze carbones
(présentant un nombre d’atomes similaire au connecteur PEGa) (Figure 69, B, 39).

e D’autre part un connecteur pentaglycines (acides aminés), formant un connecteur plus
rigide et portant des groupements donneurs et accepteurs de liaisons hydrogene
(Figure 69, B, 38). Ce connecteur présentait également un nombre d’atomes similaire
au connecteur PEG4 et au connecteur alcane.

e Le connecteur éthyle-triazine, avec un coeur cyclique aromatique, a été également
utilisé afin d’observer I'effet d’un coeur central non linéaire et rigide (Figure 69, B, 3).

e En plus de ces connecteurs utilisés pour la synthése de tétes hydrophiles de
tensioactifs dibloc, un connecteur diPEGs a été synthétisé (Figure 69, B, 44), pour
obtenir un tensioactif tribloc diNs avec une taille de connecteur similaire au

connecteur PEGs.
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Ce connecteur a été utilisé afin de comparer un tensioactif tribloc et un tensioactif dibloc

présentant la méme géométrie de téte polaire, et une masse de téte hydrophile similaire.8!

3.3.2. Synthese des tétes hydrophiles a connecteurs PEGs
3.3.2.1.  Téte hydrophile PEG,-diNs

o diPEG;N;, ,h/ ;\A ,1(\,0
EDCI, HOBt, NEt, J\é/\ NHBoe HC!/ Dioxane g/\ J\e/\ -
Ho/l%ﬁot\,NHBoc e )’\/ —_— N
o

CH;,Cly, 20 °C, 16 h CHZCIZ 20 °C,
46% l\ﬁ

45 N3—‘§/_D 46 92% 47
Figure 70: Synthése de la téte PEG,-diN; 47
La synthese de la téte hydrophile PEG,-diN3 47 a été effectuée par I'activation et le
couplage d’un acide carboxylique N-Boc-amido-PEG; 45 avec un synthon diPEG-N3 11, suivi de
la déprotection de I'amine terminale pour obtenir la téte hydrophile 47 avec un rendement

de 42% sur deux étapes (Figure 70).

3.3.2.2. Téte hydrophile PEGs-diN3
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Figure 71: Synthese de la téte PEGg-diN3 55
La synthese de la téte hydrophile PEGs-diN3 55 a débuté a partir de I'intermédiaire 48,
formé par monotosylation d’un PEGs. Une premiere étape de substitution du groupement
tosyle par un azoture a permis |I'obtention de l'intermédiaire 49 avec un rendement de 94%.

Puis une étape d’addition d’oxa-Michael avec un acrylate de tert-butyle a permis d’obtenir
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I'intermédiaire 50 avec un rendement de 46%. L'azoture a ensuite été réduit en amine
primaire par hydrogénation catalytique, directement suivie d’une protection de I'amine par
un groupement Boc, avec un rendement sur deux étapes de 75%. L’ester tert-butylique 52 a
ensuite été clivé, et le connecteur PEGg 53 obtenu a été couplé au synthon diPEG-N3 11, pour
obtenir l'intermédiaire 54. Enfin, I'amine terminale a été déprotégée en milieu acide pour

obtenir la téte hydrophile 55 avec un rendement global de 19% sur sept étapes (Figure 71).

3.3.2.3. Téte hydrophile PEG16-diN3
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Figure 72: Syntheése de la téte PEG16-diN3 61

La téte hydrophile PEG16-diN3 61 a été synthétisée suivant la méme voie de synthese
gue la téte PEGs-diN3 55. L'azoture de I'intermédiaire tert-butyle-PEG1s-azoture 56 a été réduit
par hydrogénation catalytique, et 'amine obtenue a été protégée par un groupement Boc.
L'ester tert-butylique 58 a ensuite été clivé pour obtenir 'acide carboxylique 59, qui a été
couplé au synthon diPEG-N3 11. L'amine N-Boc de I'intermédiaire 60 résultant a finalement
été déprotégée en milieu acide pour obtenir la téte hydrophile 61 avec un rendement global

de 11% sur cing étapes (Figure 72).

3.3.3. Synthese des tétes hydrophiles a connecteurs hydrophobes
3.3.3.1.  Téte hydrophile Glycine-diN3

o dIPEG:N; EDCI
HOBt, NEt; e o
BocHN\)J\OH 4"‘(}120'2‘ BocHN\)LNQ\,Ol\/\NS HZN\)J\NP\/O%/\NB

CH,CI
20°C,72h 2Cl2, K/(
62 C.T 63 Kﬂﬁo\/hz 20 %6 5 64 OV?}m
75%

HCI / Dioxane

Figure 73: Synthese de la téte Gly-diNs; 64
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La téte hydrophile Gly-diNs 64 a été obtenue par le couplage d’'une N-Boc-Glycine 62 au
synthon diPEG-Ns3 11 suivi de la déprotection de I'amine pour obtenir la téte hydrophile

correspondante 64 avec un rendement de 40% sur deux étapes (Figure 73).

3.3.3.2.  Téte hydrophile pentadecanamide-diN3

o Q AcCl - 0  MsCI,NEt; NaNs ®
(\/)iLOH MeOH (4 OCH, T CHCh \L%JJ\OCHa DMF S%OCHS
65 B%,ﬂ/mh 0°C,3h 60°C,16h 68 PPhs
65 o 66 67 1% (sur deux étapes) THF/HCI 1% dans de l'eau
(2:1),
20°C, Ar., 72 h

88%

o MJ\ o 0 BOC,0, NEts Q
oc oc -~ H, M\
OH T HF/MeOH/H,0 L. OCHs cH,Cly, 20 °C, 4 OCHs

diPEG;3N;, 71 (1:1:1), 70 Ar.,us h 69
EDCI, HOBt, NEt,, 20°C,9h 82%
CH,Cl,, 20 °C, Ar., 16 h 71%

80%

0
BocHNHJL %\/o)\/\ HCIC;’:I(C;Tane HzNM)LN ’é\/o)_?/\Ns
14 14
(doAn, 2070 2h oAy,

72 72% 73

Figure 74: Synthése de la téte Pentadecanamide-diN;

La synthése de la téte hydrophile contenant le connecteur alcane 73 a commencé a

partir de I'acide 15-hydroxypentadecanoique 65. L’acide carboxylique a été protégé sous
forme d’ester méthylique 66,%°% puis I'alcool a été activé et substitué par un azoture pour
obtenir I'intermédiaire 68.2°3 L’azoture a ensuite été réduit en amine primaire par la réaction
de Staudinger®* et 'amine 69 protégée par un groupement Boc. L'ester méthylique 70 a
ensuite été saponifié, et I'acide carboxylique 71 résultant couplé au synthon diPEG-Ns 11.
Enfin, la déprotection de I'amine a permis d’obtenir la téte hydrophile 73 avec un rendement

global de 20% sur huit étapes (Figure 74).

3.3.3.3.  Synthese de la téte hydrophile pentaglycine-diNs

La téte hydrophile pentaglycine-diNs 78 a été obtenue par synthese peptidique sur
support solide manuelle (Solide-Phase Peptid Synthesis, SPPS) en utilisant la stratégie de

protection Fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc).?>>
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Figure 75: Synthése de la téte Pentaglycine-diN; 78

Cette synthése a consisté a réaliser I'élongation du peptide en accrochant un premier
acide aminé (AA) N-Fmoc sur une résine par son acide carboxylique (Cter), puis en
déprotégeant I'amine de I’AA, suivi de I'apport de I’AA suivant activé par un agent de couplage.
Une fois I’élongation terminée, la liaison au support est clivée pour récupérer le peptide. Les
glycines ne portant pas de groupements protecteurs sur leur chaines latérales, la synthése a
pu étre réalisée sur une résine a clivage acide (2-chlorotrityle) 74, permettant des conditions
de déprotection Fmoc (basiques) des AA orthogonales aux conditions de clivage (acides) de la
résine. Cette stratégie a permis I'obtention du peptide N-Fmoc-pentaglycine 76 avec un
rendement de 90%. Ce peptide a ensuite été activé et couplé au synthon diPEG-N3 11 pour
obtenir I'intermédiaire 77. La téte hydrophile pentaglycine-diN3 78 a ensuite été obtenue par

déprotection Fmoc de I'amine, avec un rendement global de 43% sur trois étapes (Figure 75).

3.3.4. Synthése de la téte hydrophile Sulfone-diN3

La synthése du connecteur sulfone a commencé par la N-protection d’une éthanolamine
79 par un groupement Boc, pour obtenir I'intermédiaire 80. Cet intermédiaire a été ensuite
additionné sur une divinylsulfone par oxa-Michael en utilisant la 4-Diméthylaminopyridine
(DMAP) comme nucléophile relais, pour obtenir I'intermédiaire 81.2°® En paralléle, un tBu-
PEG> 83 a été synthétisé par oxa-Michael avec addition d’un éthylene glycol 82 sur un acrylate
de tert-butyle. Ce tBu-PEG; 83 a ensuite été additionné via une autre réaction d’oxa-Michael
sur I'intermédiaire 81, en utilisant cette fois la triphénylphosphine (PPh3) comme nucléophile

relais. Lester tert-butylique du PEG-sulfone-PEG 84 ainsi obtenu a ensuite été clivé et I'acide
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carboxyliqgue correspondant 85 a été couplé au synthon diPEG-N3 11, Enfin, I'amine a été

déprotégée pour obtenir la téte hydrophile 87 avec un rendement global de 7% sur six étapes

(Figure 76).
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Figure 76: Synthese de la téte Sulfone-diNs; 87

3.3.5. Synthese de la téte hydrophile (PEG4),-diN3
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Figure 77: Synthese de la téte Tribloc (PEG4)>-diN3
La derniere téte hydrophile synthétisée 95 a été congue pour pouvoir se coupler a deux
qgueues fluorées, par le biais de deux amines terminales. La synthése de cette téte hydrophile
s’est effectuée par I'attaque d’un anhydride succinique 88 par le synthon diPEG-N3 11 pour
former I'intermédiaire 89. L'acide carboxylique de l'intermédiaire formé 89 a ensuite été
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protégé sous la forme d’un ester méthylique 90. Les deux azotures de l'intermédiaire formé
ont ensuite été réduits par hydrogénation catalytique et les amines obtenues ont été
protégées par des groupements Boc. L'ester méthylique 92 a ensuite été saponifié, et I'acide
carboxylique 93 a été couplé au synthon diPEG-N3 11. Les deux amines ont finalement été
déprotégées en condition acide pour obtenir la téte hydrophile 95 avec un rendement global

de 22% sur six étapes.

3.3.6. Syntheése des tensioactifs
3.3.6.1. Tensioactifs dibloc
La synthése et la caractérisation de la pureté des tensioactifs diblock se sont effectuées
suivant la méme procédure que pour les tensioactifs PEG4-diNs 2 et Ethyle-triazine-tétraNs 3
détaillée précédemment, en utilisant un excés de téte hydrophile (2 a 3 équivalents) pour
favoriser le couplage avec la partie fluorée. Cette méthode a permis I'obtention des différents
tensioactifs avec un taux de couplage de 80 a 100%. La synthese du tensioactif sans
connecteur a été plus compliquée, nécessitant cinq équivalents de téte hydrophile pour

atteindre un couplage d’environ 90% (partie expérimentale).

Le tensioactif avec la téte hydrophile pentaglycine-diN3 78 n’a pas pu étre obtenu. Les
conditions classiques de couplage n’ont pas permis la solubilisation de la téte hydrophile.
D’autres mélanges de solvant ont été utilisés, permettant de solubiliser la téte hydrophile,
mais aucun tensioactif n’a été isolé apres traitement (Tableau 6). Les raisons de I'absence de

couplage n"ayant pas pu étre élucidées, la synthése de ce tensioactif n’a pas été poursuivie.

Tableau 6 : Conditions de couplage testées pour la synthése du tensioactif pentaglycine-diN3

Equivalents de
Solvants Observation Résultat
téte polaire
2.5 CH,Cl>/HFE7100 (2:1) Précipitation Aucun couplage
2.5 DMF/HFE7100 (2:1) Solution limpide brune Aucun couplage
2.5 CHCI3/HFE7100 (2:1) Solution limpide brune Aucun couplage
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3.3.6.2. Tensioactifs Tribloc

FfoCFs\ g Q (COCI),

£/ CF\ O
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HFE 7100/CH,Cl (12) | H,N-RNH, NEt,
20 °C, 48 h, Ar.

Figure 78 : Synthese des tensioactifs tribloc

Lors de la réaction de couplage pour former des tensioactifs tribloc, il n’est pas possible
d’utiliser un excés de téte hydrophile, une téte hydrophile doit réagir avec deux queues
fluorées. Il est donc nécessaire d’utiliser un ratio de queue fluorée par téte hydrophile autour
de 2:1. Ainsi trois produits peuvent se former : le tensioactif tribloc, le tensioactif dibloc,
obtenu lorsqu’une seule des deux amines de la téte hydrophile a réagi avec une queue fluorée,

et la queue fluorée carboxylate (Figure 78).179:183,204

Différentes conditions ont été testées en variant les équivalents de téte hydrophile
(tableau 7), dans le but de favoriser le bis-couplage tout en limitant la formation de queue
fluorée carboxylate. Le taux de couplage, déterminé par RMN du fluor, a permis d’identifier le

ratio d’amide/carboxylate des tensioactifs produits.
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Tableau 7: Optimisation de la synthése de triblock fonctionnalisé

Equivalents de téte hydrophile Equivalents de queue fluorée C.E (RMN *°F)
0.55 (correspondant a 1.10
1.00 70-75%
équivalents d’amine)
0.65 (correspondant a 1.30
1.00 81%
équivalents d’amine)
0.80 (correspondant a 1.60
1.00 90%

équivalents d’amine)

Les travaux effectués pour I'optimisation de la synthése des tensioactifs tribloc ont
montré qu’en augmentant les équivalents molaires de téte hydrophile, la réaction de couplage
est favorisée, permettant d’atteindre un ratio d’amide/carboxylate de 9:1 pour 0.80
équivalents de téte polaire, et diminuant ainsi fortement la fraction de queue fluorée
anionique dans le lot de tensioactif. Cependant, comme évoqué dans la partie sur la
caractérisation des tensioactifs (V) 4.3.3), la proportion de tribloc et de dibloc n’a pas été
identifiée. Il est probable que selon les conditions, les proportions de tribloc et de dibloc
obtenus ne soient pas identiques, et que ces variations jouent sur les propriétés de ces

tensioactifs.

3.4. Etude de I'influence du connecteur sur "efficacité de la SPAAC en surface de
gouttes

Le premier paramétre évalué sur ces tensioactifs a été leur capacité a relocaliser en surface
des anticorps. Pour cela, des gouttes de 45 pL ont été produites avec une phase aqueuse
contenant 400 nM d’anticorps-DBCO-sulfoCy5 (DOC 5.0) et une phase fluorée contenant les
différents tensioactifs dilués a 2.5% dans de I'HFE7500. Les gouttes ont été collectées et
observées apres 1 h a température ambiante (Figure 79), et I'index de relocalisation a ainsi pu
étre calculé pour chaque condition (Figure 80). Afin de valider que la relocalisation des
anticorps soit bien due au greffage, des controles négatifs ont été réalisés en utilisant des

anticorps sans DBCO (annexe, Figure 89). Aucune relocalisation n’a été observée dans ces
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expériences controles quel que soit le tensioactif étudié, indiquant une absence de

relocalisation aspécifique des anticorps.

Trastuzumab-DBCO-sulfoCy5 (400 nM)

008-F Sans connecteur 36 Glycine 37 PEG, 40 PEG, 2
. .
PEGz41 PEG,;42 Pentadecanamide Sulfone 43 Ethyle-triazine 3 Triblock diPEG, 44
39

Figure 79: SPAAC en surface de gouttes selon les tensioactifs pré-fonctionnalisés. Des gouttes de 45 pL contenant 400 nM
d’anticorps et stabilisées par les différents tensioactifs pré-fonctionnalisés ou contréles non fonctionnalisés (008-F, dSURF)
(2.5% dans de I’HFE 7500) sont produites, incubées 1-1.5 h et observées par microscopie confocale. Composition de la phase
aqueuse : CHAPS (1ImM dans du PBS 1X), Trastuzumab-DBCO-sulfoCy5 (400 nM).

1000+

1004

304
204

104

Index de Relocation

Tensioactif (connecteur)

Figure 80: Index de relocation (R.l) des tensioactifs avec 400 nM de Trastuzumab-DBCO-sulfoCy5.

Ces expériences ont permis d’identifier trois catégories de tensioactifs. La premiere
catégorie a présenté une fluorescence homogéne dans les gouttes, indiquant une absence de
relocalisation des anticorps en surface, et un R.I ~1. Cette catégorie est composée des
tensioactifs non fonctionnalisés : le 008-F (Ran Biotechnologies) et le dSURF (Fluigent),
indiguant une absence de relocalisation aspécifique des anticorps-DBCO ; ainsi que des

tensioactifs avec les connecteurs PEG1¢ 42 et le tensioactif sans connecteur 36.
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La deuxieme catégorie présente une relocalisation partielle des anticorps en surface,
avec un R.l compris entre 10 et 20. On y retrouve le tensioactif avec le connecteur PEGg 41,

ayant un R.| ~12-14 et le tensioactif avec le connecteur Sulfone 43 avec un R.l d’environ 16-20.

Enfin la derniere catégorie comprend les tensioactifs présentant une fluorescence
complétement relocalisée en surface, caractérisés par un R.I > 30. Elle comprend les
tensioactifs avec les connecteurs Glycine 37, PEG; 40, PEG,4 2, Pentadecanamide 39, Ethyle-

triazine 3 et le tensioactif Tribloc ayant un connecteur (PEG4); 44.

Le R.I diminue progressivement lors de I'augmentation du nombre d’unités PEG des
connecteurs (PEG, 40 a PEG1642, Figure 80), avec des valeurs de R.l supérieures a 30 pour les
connecteurs PEG2 40 et PEG4 2, a ~14 pour le PEGs 41 et ~1 pour le PEG16 42. Cela montre que
I'utilisation d’un long connecteur PEG empéche complétement le greffage d’avoir lieu. Le
connecteur (PEG4); du tensioactif tribloc diN3 44 permet une bonne efficacité de greffage (R.I

> 30), comme attendu au vu de la taille du connecteur.

Les chaines PEG sont connues pour pouvoir former des brosses denses au niveau des
surfaces fonctionnalisées, en fonction de leur longueur et de leur densité de greffage, et le
repliement des chaines peut conduire a bloquer I'accessibilité des fonctions réactives par
encombrement stérique ou en les dissimulant dans ces brosses.18197,198,257-259 Ay vu des
résultats obtenus, il est donc probable que plus le connecteur est long, plus l'interface PEG est

dense, et moins les groupements azotures sont accessibles, limitant I'efficacité du greffage.

Il est intéressant de noter que le simple ajout d’un court connecteur (comparaison
entre le tensioactif sans connecteur 36, le tensioactif avec le connecteur glycine 37 et le
tensioactif avec le connecteur PEG; 40, Figure 80) a permis de passer d’une absence de
greffage (sans connecteur 36, R.l ~1) a un greffage complet (Glycine 37, PEG; 40, R.l supérieur
a 30). Il semble donc nécessaire d’avoir un espacement minimal entre la partie fonctionnalisée

et I'interface pour initier le greffage.

Dans I’ensemble, ces résultats indiquent que dans la série de connecteurs PEG, les

plus efficaces pour induire un greffage d’anticorps sont les connecteurs PEG; 40 et PEG,4 2.

Le greffage complet obtenu avec le connecteur Pentadecanamide 39, similaire au
connecteur PEGs 2, confirme également que la nature du connecteur
(hydrophile/hydrophobe) n‘impacte pas I'efficacité du greffage a taille similaire.
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Le connecteur cyclique éthyle-triazine 3, quant a lui, permet également un greffage
complet. Ce résultat indique que ce connecteur cyclique rigide ne provoque pas de géne

stérique pouvant empécher la réaction de SPAAC a la surface des gouttes.

L’ensemble de ces données permet d’identifier que le paramétre principal influengant
I'efficacité de la SPAAC est la taille du connecteur dans cette étude. Une taille minimale de
connecteur est nécessaire, mais au vu des résultats, il existe également une taille maximale,
notamment pour les connecteurs hydrophiles comme montré par la série des PEG. Ces bornes
limitent les variations de taille possible pour le design de nouveaux connecteurs et tétes

hydrophiles.

Du fait de la limitation de taille déterminée, autour du PEG4 2, les variations possibles
sur les générations suivantes de connecteurs peuvent consister en I'inclusion d’hétéroatomes
(comme des soufres) pouvant conduire a des connecteurs avec des caractere polaires
modulables (le soufre pouvant étre présent sous forme de thioéther, sulfoxide ou sulfone,
différents états d’oxydation)?’> ou en synthétisant des connecteurs de nature mixte

(hydrophile/hydrophobe), pour se rapprocher de structure type Jeffamine®.

Un nouveau connecteur développé a partir de ces résultats a été le connecteur Sulfone
43, qui a présenté une efficacité de greffage entre le PEG4 2 et le PEGsg 41 (Figure 79 et Figure
80). Afin de déterminer précisément pourquoi le greffage est moins bon que pour le
connecteur PEGs 2, il serait nécessaire de développer de nouveaux connecteurs. Synthétiser
le méme connecteur avec un thioéther a la place de la sulfone pourrait permettre d’identifier
si la substitution de I'oxygene ou I'état d’oxydation du soufre (thioéther, sulfoxide, sulfone)
impacte le greffage. De méme, varier le positionnement de la sulfone sur le connecteur

pourrait permettre de mieux comprendre les résultats obtenus.

Un autre axe de développement pour de nouvelles générations de tensioactifs
capables de fonctionnaliser la surface des gouttes pourrait étre de varier la partie terminale
portant les azotures, en remplacant les chaines PEGs par des chaines PEG de taille différente,
par exemple plus courtes. Des chaines PEG trop longues pourraient entrainer la méme perte
de greffage que I'on observe avec les longs connecteurs. Le dimére PEG pourraient également
étre remplacé par des chaines moins hydrophiles (alcanes), afin d’évaluer si le placement de

la partie hydrophobe sur la téte hydrophile peut impacter le greffage (Figure 81). De méme,
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d’autres motifs hydrophiles pourraient étre utilisés, pour les connecteurs et pour la partie
terminale, comme des dérivés de glycérols, pouvant facilement incorporer des azotures par
substitution de leurs alcools, et ayant déja montré leur efficacité en tant que tétes hydrophiles

de tensioactif.2%

Partie azoture actuelle Nouvelles parties azoture

DiPEG-N, Chaines alcanes  Courtes chaines PEG
N
(’\Lo/\f)g'\]3 (ﬁn/\ N3 (\o/\/ 3
N N /N(\%/\ N~ ~_Ns
W \ffo/\% 5 wON o

n=1a10

Figure 81 : Exemples de nouvelles parties terminale portant des azotures

4. Etude Structure-stabilité des gouttes

Apreés avoir étudié les différents parameétres influencant I'efficacité de greffage en surface
des gouttes, nous nous sommes intéressés a la stabilité des émulsions produites avec nos

tensioactifs, ainsi qu’a I'effet du greffage sur la stabilité des gouttes.

4.1. Etude de l'influence des tétes hydrophiles sur la stabilité des gouttes
4.1.1. Meéthodes d’études de la stabilité des émulsions

Différentes méthodes existent pour étudier et comparer les propriétés des tensioactifs
utilisés en microfluidique en gouttes, notamment la mesure de |'abaissement de la tension
superficielle a I'interface huile/phase aqueuse est un des parametres les plus utilisés pour

caractériser les tensioactifs.169:173,174,204

Les tensioactifs peuvent également étre caractérisés et comparés sur leur efficacité a

maintenir des émulsions et des gouttes intactes et homogenes.

La stabilité des gouttes formées peut étre évaluée par I'observation visuelle des gouttes, au
cours de la production ou aprées incubation, en analysant la dispersité de taille des gouttes. I
est également possible de faire une observation visuelle de I’état global des émulsions au

cours du temps 179,181,192,200,205

La stabilité des gouttes peut également étre évaluée en les soumettant a des contraintes

thermiques ou mécaniques, pour entrainer un vieillissement accéléré des émulsions.
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e Différentes méthodes existent pour évaluer la stabilité thermique de gouttes. Les
émulsions peuvent ainsi étre soumises a des cycles de PCR, ou des incubations a
température constante jusqu’a 95 °C, suivi d’'une observation visuelle de I'aspect des
émulsions et/ou de la dispersité de taille des gouttes.'80183260 yne autre méthode
utilisable est de soumettre les émulsions a des gradients croissants de température

jusgu’a atteindre une coalescence totale des gouttes.'’*

e Lastabilité mécanique des émulsions peut étre évaluée par centrifugation, qui favorise
la diminution du film d’huile entre les gouttes, la coalescence des gouttes et ainsi la
séparation des phases. Apreés centrifugation, I'aspect des émulsions et/ou la dispersité
de taille des gouttes peut étre observée. Il est également possible d’appliquer un
gradient croissant de centrifugation jusqu’a provoquer une coalescence totale des
gouttes.174261-265 Une autre stratégie retrouvée dans la littérature consiste a appliquer
une force physique sur des gouttes (comme une micro-aiguille) puis observer

visuellement si celles-ci restent intactes ou coalesces.16°

Les applications développées au sein du laboratoire pour nos tensioactifs ne nécessitent
pas de chocs thermiques. Nous avons donc décidé d’évaluer en priorité la stabilité mécanique
de nos gouttes. De plus, nous avons réalisé des mesures de |'abaissement de la tension

superficielle par la méthode de la goutte montante.

4.1.2. Mesure de la baisse de tension superficielle induite par les tensioactifs

La mesure de I'abaissement de la tension superficielle des émulsions a été réalisée dans le
laboratoire du Dr. Marie-Pierre Krafft, de I'Institut Charles Sadron a Strasbourg. Les mesures
ont été réalisées par la méthode de la goutte montante. Des gouttes de 5 plL ont été produites
en injectant une phase aqueuse de PBS dans une cellule de mesure contenant de I’huile HFE
7500. Les différents tensioactifs en solution dans de I'huile fluorée ont été injectés dans la
cellule de mesure, entrainant I’adsorption a I'interface huile/phase aqueuse des molécules de
tensioactifs. La diminution de la tension de surface jusqu’a l'atteinte d’un plateau a ainsi été
mesurée (voir partie 3.2.2). Cet abaissement de tension superficielle a été mesuré avec les
tensioactifs azotures, ainsi que le tensioactif dSURF (Fluigent), un tensioactif de référence

commercial.
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Figure 82: Mesures de I'abaissement de la tension superficielle entre une phase huileuse (HFE7500) et une phase aqueuse
(PBS) selon les tensioactifs. Les analyses T-test ont été effectuées avec le logiciel Prism. *** signifie une différence significative
avec une p-value < 0.001. ** signifie une différence significative avec une p-value < 0.01. * signifie une différence significative
avec une p-value < 0.05 et ns (non significatif) signifie que la différence n’est pas significative avec une p-value > 0.05.

Les résultats de cette série d’expériences ont permis de distinguer trois groupes de

tensioactifs selon leur efficacité a diminuer la tension de surface.

Le premier groupe est composé du tensioactif commercial dSURF et des tensioactifs
avec les connecteurs PEG (PEG; 40 a PEGis 42). L'ensemble de ces tensioactifs a diminué la
tension de surface de 10 & 15 mN.m™ par rapport a la tension entre la phase fluorée et la

phase aqueuse en I'absence de tensioactif.

Le deuxiéme groupe est composé uniquement du tensioactif sans connecteur 36, qui

abaisse la tension de surface d’environ 9 mN.m™?

Enfin Le dernier groupe est formé des tensioactifs avec les connecteurs Glycine 37,
Pentadecanamide 39, Ethyle-triazine 3 et (PEG4)244, qui entrainent un abaissement moindre

de la tension superficielle, entre 4 et 8 mN.m™! (Figure 82).

Les tétes hydrophiles PEG abaissent la tension superficielle de maniére similaire au
tensioactif commercial dSURF. Il est intéressant de constater qu’aucune différence
significative de tension superficielle n’a été observée selon la longueur du connecteur PEG. En

I’'absence d’un connecteur, 'abaissement de tension superficielle est plus faible (tensioactif
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36), suggérant qu’une taille minimale de connecteur est nécessaire pour abaisser la tension
de surface. De plus, l'utilisation d’un court connecteur Glycine 37, un acide aminé
hydrophobe, n’a pas permis d’avoir un meilleur effet mais au contraire a entrainé un
abaissement de la tension de surface encore plus faible qu’en I'absence de connecteur. Cela
peut étre lié a une géne induite par la proximité des deux amides sur la téte polaire, ou par la
structure du connecteur présentant des groupements donneurs et accepteurs de liaisons
hydrogenes spatialement proches, pouvant favoriser une conformation rigide des tensioactifs

a l'interface des gouttes.

Les expériences ont également indiqué que la nature du connecteur influe sur la
tension superficielle, avec la plus faible efficacité du connecteur linéaire hydrophobe
pentadecanamide 39 par rapport a son équivalent hydrophile PEG4 2. De méme, le simple fait
de remplacer I'un des oxygénes du connecteur PEG4 2 par une sulfone 43 a entrainé une perte
d’efficacité du tensioactif. Cette différence entre le connecteur PEGs 2 et le connecteur
sulfone 43 semble indiquer que des variations de structures peuvent drastiquement
influencer I'efficacité des tensioactifs a diminuer la tension superficielle. Enfin le tensioactif
avec le connecteur cyclique Ethyle-triazine 3 a présenté une efficacité comparable aux
tensioactifs avec les connecteurs glycine 37 et pentadecanamide 39, malgré une quantité
totale de PEG deux fois plus importante. Comme pour le connecteur sulfone, cela semble
indiquer que la nature du connecteur et la disposition des chaines PEGs et joue sur les

variations de tension de surface.

En ce qui concerne le tensioactif tribloc avec le connecteur diPEG4 44 (composé d’un
mélange de tribloc, dibloc et queue fluorée carboxylate), la diminution de tension de surface
a été plus faible que le tensioactif commercial dSURF, et que les dibloc PEG. Ce tribloc a pu
étre comparé avec le dibloc ayant un connecteur PEGs 2 (la longueur linéaire de la téte
hydrophile comparable) et avec le dibloc ayant un connecteur PEGg 41 (la masse de la partie
hydrophile est similaire a celle du connecteur triblock diPEG4 44, environ 850 g.mol™?). Cette
comparaison semble indiquer qu’a longueur ou masse de la téte hydrophile comparable,
doubler la proportion de chaine fluorée ne permettait pas d’avoir un meilleur abaissement de
tension superficielle. Du fait du potentiel de variation de contenu des lots inhérent aux tribloc,

en particulier le ratio dibloc/tribloc final, il serait nécessaire de reproduire ces mesures sur
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différents lots, avec différents taux de couplage afin de valider ces résultats, ainsi que de tester

individuellement chaque composant du mélange.

Pour cette série de tensioactifs, la nature du connecteur (hydrophile/hydrophobe) est
un des principaux facteurs d’abaissement de la tension superficielle. De plus, la différence de
tension de surface entre le connecteur PEG4 2 et sulfone 43 peut suggérer que la géométrie
spatiale des tétes hydrophiles impacte leur capacité a abaisser la tension de surface, comme
les travaux de Chowdhury et al. montrent, avec des tensions superficielles différentes obtenus
entre les tensioactifs portant des tétes hydrophiles triglycérols de méme composition, mais

possédant une géométrie dendritique (14-15 mN.m) ou linéaire (18-19 mN.m™).2%4

4.1.3. Mesure de la stabilité mécanique des émulsions

Pour comparer la stabilité des émulsions selon les tensioactifs utilisés, notre objectif a été
de développer une méthode rapide a mettre en ceuvre et efficace pour distinguer des

différences de stabilité induites par les tensioactifs.

La stabilité des gouttes diminuant quand leur taille augmente,83262 nous avons produit
des émulsions composées de gouttes de 100 pL, légerement plus grande que le diametre des
gouttes de 45 pL utilisées précédemment (60 um versus 45 um). De plus, la concentration de

tensioactif en solution a été abaissée a 1% (m/m), afin de favoriser la déstabilisation.160.168209

Des gouttes de 100 pL encapsulant de la fluorescéine dans du PBS et stabilisées par les
différents tensioactifs ont été produites, collectées pendant 20 minutes dans un tube
Eppendorf contenant de I'HFE7500 et du PBS comme surnageant. L’émulsion collectée a
ensuite été centrifugée. La quantification de la déstabilisation est effectuée en dosant la
fluorescéine libérée dans le surnageant suite a la centrifugation (par mesure de I'absorbance
a 490 nm du surnageant (PBS)). Les émulsions sont ensuite cassées par l'ajout de
1H,1H,2H,2H-perfluoro-1-octanol, conduisant a la séparation des deux phases (aqueuse et
fluorée).32%6267 | 3 mesure de fluorescence dans la phase aqueuse résultante permet de
guantifier la fluorescéine totale, de calculer le pourcentage libéré aprés centrifugation, et

donc donne une indication sur l'intégrité des émulsions aprés centrifugation (Figure 83).
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Figure 83: Schéma du protocole utilisé pour les mesures de stabilité des tensioactifs

Des observations visuelles d’émulsions stabilisées par le tensioactif Ethyle-triazine
tétraNs 3 avait préalablement montré une instabilité plus importante des émulsions avec ce
tensioactif par rapport au PEG4-diN3 2. Les essais initiaux de stabilité ont eu pour but de valider
cette observation. Différentes stratégies de déstabilisation ont été employées lors de la mise
au point de ces essais avec le tensioactif Ethyle-triazine tétraNs 3, comme par exemple en
soumettant les émulsions a un gradient de force centrifuge de 100 a 20 000 g; ou en
soumettant les émulsions a une seule force centrifuge (20 000 g) pendant une durée allant
jusqu’a 40 minutes. Ces premieres expériences n’ont cependant pas permis d’obtenir de
déstabilisation importante des émulsions (moins de 20% de perte d’intégrité des émulsions).
Du sérum de veau feetal (SVF) a donc été ajouté dans la phase aqueuse pour favoriser la
déstabilisation des émulsions. Un des constituants principaux de ce sérum est I'albumine de
sérum bovin (BSA en anglais), une protéine surface-active, dont Holtze et al. avait déja indiqué
en 2008 que la présence pouvait déstabiliser les émulsions.'8! L’ajout de sérum dans la phase
aqueuse (2.5% v/v) a effectivement entrainé une augmentation de la déstabilisation des
émulsions. Ainsi les émulsions préparées avec le tensioactif Ethyle-triazine tétraNs; 3 et une
phase aqueuse PBS contenant 2.5% de SVF présentent une coalescence totale (deux phases
limpides) aprés 10 minutes a 5000 g a 20 °C. En I'absence de sérum, les émulsions produites
avec ce méme tensioactif présentaient une coalescence de seulement 10 a 20%, méme apres
40 minutes a 20 000 g a 20 °C. L’'ensemble des tensioactifs pré-fonctionnalisés, ainsi que deux
tensioactifs commerciaux, le 008-F et le dSURF, ont été testés dans ces conditions (Figure 84).
Des mesures d’absorbance ont été réalisées sur le surnageant avant centrifugation, et ont
indiquée pour toutes les émulsions une stabilité supérieure a 90%, ce qui confirme que la

déstabilisation détectée résulte bien de la centrifugation (voir annexe, Figure 90).
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Figure 84: Stabilité relative des émulsions aprés centrifugation en fonction du tensioactif utilisé. Conditions de production des
gouttes : phase fluorée — Tensioactifs (1.0% in Novec 7500); Phase aqueuse — Fluorescéine (200 uM), FCS (2.5% v/v) dans du
CHAPS (1 mM dans du PBS 1X). Les analyses T-test ont été effectuées avec le logiciel Prism. **** signifie une différence
significative avec une p-value < 0.0001. *** signifie une différence significative avec une p-value < 0.001. ** signifie une
différence significative avec une p-value < 0.01. * signifie une différence significative avec une p-value < 0.05 et ns (non
significatif) signifie que la différence n’est pas significative avec une p-value > 0.05.

Les tensioactifs ayant des connecteurs PEGs 2, PEGs 41, PEG1s 42 ont montré des
résultats similaires aux tensioactifs commerciaux dSURF et 008-F, avec un maintien de
I'intégrité des émulsions (stabilité > 90%). Le tensioactif sans connecteur 36 a lui montré une
stabilité partielle de son émulsion, avec une intégrité d’environ 75%. Les tensioactifs avec les
connecteurs Glycine 37, PEG, 40, Sulfone 43 et Ethyle-triazine 3 ont tous montré une
coalescence compléte des gouttes aprés centrifugation (Stabilité < 6%). Enfin les tensioactifs
avec le connecteur Pentadecanamide 39 et le tribloc (PEG4), 44 ont tous deux montrés des

résultats tres hétérogéenes, allant d’une émulsion partiellement stable a totalement coalescée.

Ces résultats objectivent que les tensioactifs avec les connecteurs hydrophiles PEG
entrainent une meilleure stabilité que les autres connecteurs. Aucune différence n’était visible
entre le PEG4 2 a PEG16 42 mais diminuer la taille du connecteur (PEG2 40) a entrainé une perte
de stabilité des émulsions. Le fait d’enlever totalement le connecteur diminue ['effet
stabilisant du tensioactif, et I'utilisation de connecteurs courts (Glycine 37, PEG; 40) diminue
encore plus la stabilité mécanique tout comme le remplacement d’'un des oxygénes du
connecteur par une sulfone. Enfin le tensioactif triblocs (PEG4)2 44 a montré une stabilité plus

faible que son équivalent diblocs (PEG4 2), et que I'ensemble des diblocs PEGs 2 a PEG1542.
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L'utilisation de connecteur hydrophile favorise ainsi la stabilité des émulsions, et une
longueur minimale de téte hydrophile est nécessaire pour ancrer et maintenir les tensioactifs
a I'interface des gouttes et éviter leur coalescence. La stabilité supérieure du tensioactif sans
connecteur 36 par rapport aux tensioactifs a connecteurs courts ou connecteur sulfone 43
indique qu’en plus de la linéarité, longueur et hydrophilie, les interactions induites par les
connecteurs jouent un role dans la stabilisation des gouttes. Il semble préférable d’avoir une
absence de connecteur plutét que d’avoir deux amides ou carbonyles trop proches
spatialement a l'interface. Le connecteur hydrophobe pentadecanamide 39 entraine une
stabilité variable des émulsions, qui peut étre causée par sa nature ni fluorophile ni
hydrophile, limitant sa solubilité et affinité pour les deux phases. Ce tensioactif avec un
connecteur hydrophobe présente une moins bonne stabilité que son équivalent PEG en
longueur (PEGa 2), confirmant que I'utilisation de connecteur hydrophile est meilleure pour
augmenter la stabilité des émulsions. Au vu de ces résultats, la stabilité faible induite par le
connecteur Ethyle-triazine 3, cyclique et rigide, avec une géométrie non linéaire, n’est pas

étonnante.

La stabilité faible des gouttes avec le tensioactif tribloc diNs (mélange de tribloc, dibloc
et queue fluorée carboxylate) par rapport aux dibloc avec tétes hydrophiles PEG de longueur
ou poids similaire pourrait indiquer un ratio PFPE/PEG non optimal, qui pourrait causer un
ancrage insuffisant des tensioactifs a la surface des gouttes. De plus effectuer ces tests de
stabilité avec différents lots de tensioactifs tribloc pourrait permettre d’évaluer si des

différences sont présente selon le ratio des différents composés du mélange.

4.1.4. Expériences supplémentaires de déstabilisation

Des conditions plus drastiques ont également été utilisées sur les tensioactifs PEG4-diN3 2
et le dSURF, afin d’observer si cette méthodologie permet de différencier ces tensioactifs qui
présentent une stabilité compléte dans les conditions précédentes (condition (a) 2,5% de SVF,
centrifugation a 5000 g pendant 10 minutes). Plusieurs conditions supplémentaires ont été
testées, en augmentant la fraction de sérum dans la phase agueuse et en augmentant la

vitesse et durée de centrifugation (Figure 85) :

- b) 2,5% de SVF, centrifugation a 10 000 g pendant 10 minutes
- ¢) 10,0% de SVF, centrifugation a 5 000 g pendant 10 minutes
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- d) 10,0% de SVF, centrifugation a 15 000 g pendant 10 minutes
- e) 10,0% de SVF, centrifugation a 15 000 g pendant 30 minutes
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Figure 85: Stabilité relative des émulsions produites avec le tensioactif dSURF ou PEG4-diN3 2 aprés centrifugation a 20 °C.
Conditions de production des gouttes : phase fluorée — Tensioactifs (1.0% in Novec 7500) ; Phase aqueuse — Fluorescéine (200
uM), FCS, dans du CHAPS (1 mM dans du PBS 1X). a) 2.5% de SVF, 5000 g, 10 min ; b) 2.5% de SVF, 10 000 g, 10 min ; c) 10,0%
de SVF, 5000 g, 10 min ; d) 10,0% de SVF, 15 000 g, 10 min ; e) 10,0% de SVF, 15 000 g, 30 min. Les analyses T-test ont été
effectuées avec le logiciel Prism. ns (non significatif) signifie que la différence n’est pas significative avec une p-value > 0.05.

Les conditions testées n’ont pas entrainé de baisse de stabilité des émulsions, ni avec
le dSURF, ni avec le tensioactif PEG4-diN3 2. Les émulsions ont présenté des intégrités
supérieures a 85-90% dans toutes les conditions. Ces résultats ont ainsi montré que le
tensioactif PEG4-diN3 2 entraine une robustesse des émulsions équivalente au tensioactif

commercial de référence dans ces conditions de stress mécanique.

Si I'on souhaite pouvoir employer cette méthodologie pour différencier ces deux
tensioactifs ou encore pour identifier des tensioactifs encore plus stabilisants que le dSURF ou
que le PEG4-diN3 2, il sera nécessaire de trouver des conditions plus déstabilisantes pour
diminuer l'intégrité de leurs émulsions. Parmi les options envisageables il est possible
d’augmenter la taille/volume des gouttes ou de diminuer la concentration des tensioactifs, ou
encore de changer de méthode de déstabilisation, par exemple en réinjectant les gouttes et

en utilisant un champ électrique.

4.1.5. Liens entre stabilité mécanique et baisse de tension superficielle

Il est intéressant de noter que les mémes groupes de tensioactifs ont été retrouvés avec
la méthode de mesure de tension superficielle et les essais de stabilité mécanique des
émulsions. Nous avons ainsi tracé un graphique afin de visualiser la tension superficielle en

fonction de la stabilité des émulsions pour chaque tensioactif (Figure 86).
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Les tensioactifs réduisant le plus la tension de surface (plus de 10 mN.m™ de différence)
vont également stabiliser le plus les émulsions dans les tests de stress mécanique (Intégrité >
90%), tandis que les tensioactifs abaissant peu la tension superficielle (< 8-9 mN.m™* de
différence) vont former des émulsions ne résistant pas a la centrifugation (intégrité entre 0 et
30%). Quant au tensioactif sans connecteur 36, il a obtenu des résultats intermédiaires dans
les deux tests (abaissement de la tension de 8-10 mN.m™, et intégrité de I'émulsion ~75% post-

centrifugation).

Seul le tensioactif PEG;-diN3s 40, a présenté des résultats discordants: il abaissait
fortement la tension superficielle des gouttes, mais conduit a des gouttes avec une faible
stabilité mécanique. Ce résultat peut s’expliquer par la structure de la téte hydrophile,
appartenant a la série des PEG et induisant un abaissement de tension superficielle efficace
mais peut-étre trop courte pour ancrer suffisamment les tensioactifs a la surface des gouttes.
Cela pourrait entrainer leur fuite dans la phase continue lorsque les gouttes sont soumises au
stress mécanique.16%181
dSURF
sans connecteur 36
Glycine 37
PEG, 40
PEG, 2

PEGg 41
PEG 4 42

154

Abaissement de la
tension superficielle

Pentadecanamide 39
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Figure 86: Comparaison de la capacité des tensioactifs @ maintenir des émulsions stables aprés centrifugation et a abaisser la
tension de surface

L’évaluation de la stabilité des gouttes par centrifugation est utilisable pour comparer et
classer les différents tensioactifs pré-fonctionnalisés. De plus, la stabilité des émulsions
semble étre généralement représentative de leur capacité a abaisser la tension de surface.
Ainsi I’étude de la baisse de tension superficielle induite par les tensioactifs pourrait permettre
de prédire leur capacité a stabiliser les gouttes. Dans tous les cas, 'utilisation d’un test de
stress mécanique comme la centrifugation permet également de valider la capacité des

tensioactifs a s’ancrer et rester aux interfaces huile/eau. Cette méthode simple, rapide et peu
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coliteuse peut étre ainsi utilisée en routine pour anticiper le comportement des émulsions en

microfluidique en gouttes et lors du développement de nouveaux tensioactifs.

4.2. Impact du greffage d’anticorps en surface de gouttes sur la stabilité des
émulsions

Apres avoir étudié I'impact de la structure des tétes hydrophiles des tensioactifs sur la
stabilité des gouttes avant fonctionnalisation, nous nous sommes intéressés a I'impact du
greffage d’anticorps en surface de gouttes sur la stabilité des émulsions. Pour cela, les
tensioactifs capables de greffer des anticorps en surface de gouttes ont été testés. Chaque
tensioactif a été testé en produisant des émulsions en I'absence (-) et en présence (+) de
Trastuzumab-DBCO-sulfoCy5 (400 nM), et les résultats de stabilité ont été reportés dans la

Figure 87. Chaque expérience a été reproduite trois fois pour montrer la reproductibilité du

procédé
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Figure 87 : Comparaison de la stabilité apres centrifugation des émulsions produites avec les tensioactifs pré- fonctionnalisés
avec ou sans greffage d’anticorps. Phase fluorée — Tensioactifs (1.0% in Novec 7500); Phase aqueuse — Fluorescéine (200 uM),
FCS (2.5% v/v) dans du CHAPS (1 mM dans du PBS 1X), +/- Trastuzumab-DBCO-sulfoCy5 (0 uM (-), 0.4 uM (+), 3.0 uM (++)).
Les analyses T-test ont été effectuées avec le logiciel Prism. **** signifie une différence significative avec une p-value < 0.0001.
**x signifie une différence significative avec une p-value < 0.001. ** signifie une différence significative avec une p-value <

0.01. * signifie une différence significative avec une p-value < 0.05 et ns (non significatif) signifie que la différence n’est pas
significative avec une p-value > 0.05.

Les expériences ont montré que pour les tensioactifs avec le connecteur Glycine 37, PEG;
40, Ethyle-triazine 3 et Pentadecanamide 39, la fonctionnalisation de surface (+) a entrainé un
gain significatif de stabilité des émulsions par rapport aux conditions sans anticorps (-). Dans
le cas des tensioactifs qui permettaient déja d’obtenir une bonne stabilisation, aucune perte

de stabilité n’a été observée.
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Ces résultats indiquent que les réactions de SPAAC en surface de gouttes entrainant la
liaison covalente de tensioactifs et d’anticorps n’a pas d’effets négatifs sur les gouttes

formées, mais au contraire va contribuer a accrofitre leur stabilité.

Les résultats de saturation effectués précédemment ont montré qu’a 400 nM d’anticorps,
seul 10-15% de la surface interne des gouttes est fonctionnalisée. Nous avons souhaité

observer si augmenter le nombre d’anticorps en surface pouvait entrainer une augmentation
de stabilité. Des émulsions ont donc été produites avec 3 uM d’anticorps DBCO (Figure 87,

(++)) et les tensioactifs avec les connecteurs les moins favorables pour la stabilisation (avant

fonctionnalisation) : Glycine 37, PEG; 40, Ethyle-triazine 3 et Sulfone 43.

Ces tests de centrifugation ont révélé que pour tous les tensioactifs un gain significatif de
stabilité est observé entre les conditions a 0,4 (+) et 3,0 uM (++). Les émulsions ayant été
produites avec les tensioactifs sulfone 43 et Ethyle-triazine 3 sont passées de moins de 10%
de stabilité sans anticorps a plus de 90% de stabilité aprés réaction de SPAAC avec 3.0 uM
d’anticorps. Des expériences contrbles utilisant les mémes concentrations d’anticorps non
fonctionnalisés par des DBCO ont montré une absence de gain de stabilité, prouvant que
I'effet stabilisant était bien lié a la SPAAC en surface des gouttes et non juste a la présence
d’anticorps dans les gouttes qui pourraient s’adsorber de maniére non spécifique aux

interfaces (voir annexe, Figure 90).

Le contréle effectué en greffant 3 uM de la sonde DBCO-sulfoCy5 35 avec le tensioactif
Ethyle-triazine 3 ou le tensioactif PEG; 40 n’a également pas entrainé de gain de stabilité. Ces
résultats indiquent que la stabilisation est liée au greffage des anticorps, qui sont de larges
composés polaires (voir annexe, Figure 90). Le gain de stabilité peut étre causé par la
formation des liaisons covalentes entre les tensioactifs et les anticorps, ce qui limite la

mobilité des tensioactifs et force leur maintien a l'interface.

Le tensioactif Ethyle-triazine 3 a présenté la plus importante stabilisation post-greffage,
passant d’une déstabilisation complete des émulsions a une stabilisation supérieure a 90%.
On peut poser I’hypothése que cela soit lié au fait qu’aprés I'ancrage des tensioactifs a
I'interface des gouttes par liaison aux anticorps, les coeurs triazines vont étre immobilisés et
maintenus proches. Ces structures sont connues pour former des interactions en chimie

supramoléculaire, avec la formation de réseau de liaisons hydrogéne, des empilements pi, et
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des interactions électrostatiques.?6826° De plus, les quatre fonctions azotures qui sont
retrouvées sur la téte hydrophile peuvent faciliter la SPAAC. Un tensioactif peut
potentiellement se lier a plusieurs anticorps, ou inversement plusieurs tensioactifs peuvent se
lier a un anticorps, formant un réseau réticulé. Ces différentes propriétés et le greffage
d’anticorps peuvent favoriser la formation d’un réseau de liaisons hydrogéenes a la surface

interne des gouttes, la densifiant et ancrant les tensioactifs a I'interface.

Ainsi la fonctionnalisation de surface des gouttes par des anticorps renforce la stabilité des
émulsions et cet effet stabilisant croit avec la quantité d’anticorps en surface des gouttes. Ces
expériences confirment un atout supplémentaire a I'usage de la surface interne des gouttes
en tant que surface de capture. Sachant que plus la surface est fonctionnalisée, plus la stabilité
des gouttes s’accroit, cela indique qu’il est possible d’augmenter les concentrations
d’anticorps de capture et donc la borne haute de détection sans préjudice pour les gouttes.
De méme, il sera ainsi possible et bénéfique de greffer en surface plusieurs types d’anticorps,
reconnaissant différents antigenes, augmentant a la fois la fraction de surface fonctionnalisée,

la stabilité des gouttes et permettant le multiplexage des immunoessais.

5. Etude desliens entre les parametres structuraux des tensioactifs leur permettant
de fonctionnaliser la surface des gouttes et ceux leur permettant de stabiliser les
emulsions

La comparaison des mesures de stabilité (pré-fonctionnalisation), des mesures de tension
de surface et des mesures de I'Index de Relocalisation révele que les parametres de stabilité
et de capacité a effectuer une SPAAC en gouttes n’ont pas une évolution corrélée, comme la

Figure 88 le montre.
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Figure 88: Représentation des paramétres d’abaissement de la tension superficielle en fonction de I'index de relocalisation des
tensioactifs et de la stabilité des émulsions en fonction de I'index de relocalisation des tensioactifs.
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Par exemple, certains tensioactifs ont présenté de bons résultats de greffage, comme
ceux avec les connecteurs Glycine 37, PEG: 40, Ethyle-triazine 3, avec un R.l supérieur a 20,
mais abaissent peu la tension de surface (moins de 8 mN.m™) et ne stabilisent pas les
émulsions aprées centrifugation (stabilité inférieure a 20%). D’autres tensioactifs ayant un R.I
plus faible (PEGs 41, PEG16 42, sans connecteur 36) ont montré une bonne capacité a stabiliser

les émulsions (stabilité supérieure a 75%).

Enfin le tensioactif PEG4-diN3s 2 montre a la fois une bonne capacité de greffage des
anticorps (R.l supérieur a 30), une bonne diminution de la tension superficielle (13-14 mN.m"
1), et une bonne stabilisation des émulsions (stabilité supérieure a 90%). Ce tensioactif reste
le meilleur compromis entre fonctionnalisation de surface efficace et bonne stabilisation des

gouttes.

Ces résultats mettent en évidence que la longueur du connecteur hydrophile, qui impacte
négativement la capacité de fonctionnalisation des tensioactifs, contribue au contraire a
augmenter leur capacité a stabiliser les émulsions. De maniére similaire, I'inclusion d’un court
connecteur glycine, qui permet de rétablir une capacité a fonctionnaliser la surface par
rapport a I'absence d’un connecteur, va contribuer a diminuer la capacité a stabiliser les

émulsions et abaisser la tension de surface huile/phase aqueuse.

Les deux parameétres : stabilité et efficacité de SPAAC, ne sont donc pas influencés par les
mémes éléments structuraux des tétes hydrophiles. La SPAAC en surface est favorisée par la
présence d'un connecteur court, de longueur limitée, pouvant étre hydrophile ou
hydrophobe, cyclique ou linéaire. Au contraire, la stabilité des émulsions est favorisée par un
connecteur hydrophile, linéaire, et dont 'allongement favorise la stabilisation des gouttes.
L'optimisation de ces deux parameétres va donc nécessiter un compromis afin d’obtenir un
tensioactif optimal pour les applications de fonctionnalisation de surface en microfluidique en

gouttes.
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6. Conclusion et perspectives

Les travaux développés dans ce chapitre ont témoigné dans un premier temps que
I'efficacité de la SPAAC en surface de gouttes est dépendante de la nature de I'alcyne tendu
utilisé, en plus du type de molécule ou biomolécule greffée en surface, du DOC des anticorps,
et du nombre d’azotures par tensioactifs. Pour la fonctionnalisation de surface avec des
anticorps, la réaction de SPAAC est appropriée pour obtenir un greffage complet. De plus, les
résultats obtenus attestent qu’il est possible d’utiliser différents types d’alcynes tendus sur
les anticorps pour améliorer la réactivité en SPAAC si nécessaire. Il est également possible
d’augmenter le DOC d’alcynes tendus par anticorps pour améliorer la réactivité en SPAAC tant

gue la reconnaissance de I'antigéne correspondant n’est pas affectée.

L’étude de la saturation de la surface des gouttes a également affiché que la surface
fonctionnalisable disponible est du méme ordre de grandeur entre les tensioactifs diNs et
tétraNs synthétisés. Ces résultats ont mis en évidence I'importante surface disponible dans les
gouttes, et I'importante capacité d’ajustement des quantités d’anticorps de capture en
surface selon les immunoessais. De plus, ces résultats ouvrent la voie au développement de
systéme de multiplexage au sein des gouttes par l'incorporation dans la phase aqueuse d’un

panel d’anticorps de capture fonctionnalisés.

La relation entre la structure des tétes hydrophiles et leur efficacité a fonctionnaliser et
stabiliser des émulsions a été explorée grace a la synthese de tensioactifs diazotures, et a
permis de mettre en évidence des lignes directrices pour la conception des prochaines
générations de tensioactifs pré-fonctionnalisés. Les résultats ont notamment révélé que les
parameétres structuraux intervenants pour la stabilisation des émulsions et ceux intervenants
pour la capacité a greffer des anticorps sont différents. Par exemple, allonger la longueur de
PEG améliore la stabilité, mais diminue la réactivité en SPAAC. Cela met en avant 'importance
d’effectuer une optimisation de structure avec de multiples critéres étudiés (par exemple
stabilité mécanique et capacité de greffage) pour développer les tensioactifs pré-

fonctionnalisés les plus efficaces.

De plus, les tests de stabilité ont permis le développement d’'une méthode rapide et

efficace pour comparer et différencier les tensioactifs. Enfin la mise en évidence d’une
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stabilisation des gouttes apres greffage d’anticorps en surface renforce I'intérét d’utiliser la

surface des gouttes comme surface de capture pour des immunoessais.

Les travaux décrits dans ce chapitre indiquent que le développement d’une stratégie
exploitant un couple fluorotensioactif/biomolécule conjuguée apparait comme une méthode
prometteuse en microfluidique en gouttes pour obtenir des gouttes stables et capable de
réagir de maniére spécifique vis-a-vis de leur contenu. Dans la continuité de ces travaux, des
études seraient nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le gain
de stabilité aprés la SPAAC en surface. De plus, un aspect recherché dans les tensioactifs est
leur capacité a limiter les échanges entre les gouttes. L'étude de I'effet du greffage d’anticorps
(ou de (bio)molécules) en surface sur leur capacité a retenir les molécules et biomolécules

dans la phase encapsulée présente donc un enjeu d’intérét pour la suite de ce projet.
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VI)  Conclusion générale

Les travaux réalisés dans cette thése ont porté sur la synthése, caractérisation et
utilisation de fluorotensioactifs portant des azotures afin de fonctionnaliser les interfaces de
gouttes d’eau dans de I'huile fluorée. Nous avons pu valider que ces tensioactifs peuvent
efficacement fonctionnaliser la surface des gouttes avec des anticorps, et que ces anticorps
peuvent ensuite étre utilisés pour effectuer des immunoessais en surface de gouttes, en
milieu plus ou moins complexes. Ces travaux confirment le potentiel de cette nouvelle
méthode d’'immunoessai pour la détection de protéines en goutte, et ouvrent la voie a de

nouvelles applications de détection de protéines sécrétées.

Nous avons également étudié la fonctionnalisation de surface par les anticorps, et
montré qu’il est possible d’y greffer des concentrations d’anticorps de I'ordre de plusieurs
micromolaires, présentant ainsi un potentiel important pour la mise au point d’'immunoessai
avec différents anticorps de capture simultanément greffés. Nous avons pu synthétiser et
tester une famille de tensioactifs diazotures, et ainsi étudier les paramétres structuraux des
tétes hydrophiles impliqués dans la capacité a permettre la fonctionnalisation de surface et a
stabiliser les émulsions. Enfin nous avons étudié I'impact de la fonctionnalisation de surface
des gouttes par des anticorps sur leur stabilité, et rapporté que le greffage des anticorps en
surface de gouttes a un effet positif sur leur stabilité, renforcant I'attrait de notre nouvelle

méthode d’'immunoessai en surface de goutte.

L'ensemble de ces travaux ouvre la voie vers le développement de nouvelles
générations de tensioactifs pré-fonctionnalisés. Plusieurs pistes peuvent étre explorées,
comme la diversification de la structure de la partie terminale azoture, de la partie fluorée, ou
I'utilisation de connecteurs dendronisés afin de modifier la géométrie spatiale de la téte
hydrophile. De plus, un nouvel axe intéressant a explorer serait I'étude des effets du greffage
des anticorps en surface des gouttes sur la rétention moléculaire. Egalement, I’exploration de
nouveaux tensioactifs pré-fonctionnalisés, utilisant d’autres groupements click
bioorthogonaux peut étre envisagé, dans le but d’obtenir les tensioactifs les plus stabilisant et

efficaces pour étre utilisés en microfluidique en goutte.
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VII)  Annexes

1. Controles négatifs de greffage avec la famille de tensioactifs azoture
(Trastuzumab-sulfoCy5)

Trastuzumab-sulfoCy5 (400 nM)

008-F dSURF Sans connecteur Glycine 37 PEG, 40 PEG, 2
PEGg41 PEG,;42 Pentadecanamide Sulfone 43 Ethyle-triazine3  Triblock (PEG,),
39

Figure 89: Contréle négatif de SPAAC en surface de gouttes selon les tensioactifs pré-fonctionnalisés. Des gouttes de 45 pL
contenant 400 nM d’anticorps sans alcynes tendus et stabilisées par les différents tensioactifs pré-fonctionnalisés ou non
fonctionnalisés (008-F, dSURF) (2.5% dans de I’'HFE 7500) sont produites, incubées 1-1.5 h et observées par microscopie
confocale. Composition de la phase aqueuse : CHAPS (1ImM dans du PBS 1X), Trastuzumab-sulfoCy5 (400 nM).

En I'absence de DBCO sur les anticorps, aucune relocalisation a la surface n’est observée.
Cela confirme que la relocalisation observée lors des expériences de greffages est bien causée

par des réactions de SPAAC entre les tensioactifs azotures et les anticorps-DBCO.
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2. Controles de stabilité

Controle avant centrifugation
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Figure 90:Contréles des tests de stabilité. A) Stabilité des émulsions avant centrifugation ; B) Stabilité des émulsions avec ou
sans greffage. Phase fluorée — Tensioactifs (1.0% in Novec 7500); Phase aqueuse — Fluorescéine (200 uM), FCS (2.5% v/v)
dans du CHAPS (1 mM dans du PBS 1X), +/- Trastuzumab-DBCO-sulfoCy5 (0 uM (-), 3.0 uM (++)), ou Trastuzumab-sulfoCy5
(3.0 uM (--)), ou sonde DBCO-PEG3s-sulfoCy5 (3.0 uM, (P)).. Les analyses T-test ont été effectuées avec le logiciel Prism. ****
signifie une différence significative avec une p-value < 0.0001. *** signifie une différence significative avec une p-value <
0.001. ** signifie une différence significative avec une p-value < 0.01. * signifie une différence significative avec une p-value
< 0.05 et ns (non significatif) signifie que la différence n’est pas significative avec une p-value > 0.05.

Les tests de stabilité effectués avant la centrifugation (Figure 90, A) montrent que les
émulsions sont stables en sortie de production, et que la coalescence observée aprés
centrifugation est bien causée par le stress mécanique. Les différents contréles de stabilité
effectués sur les émulsions avec les tensioactifs Glycine 37, Sulfone 43, PEG; 40 et Ethyle-
triazine 3 (Figure 90, B) indiquent une absence de gain de stabilité entre des gouttes ne
contenant pas d’anticorps (-) et des gouttes contenant 3.0 uM d’anticorps-sulfoCy5 sans DBCO
(non greffés) (--). Au contraire, I'utilisation de 3.0 uM d’anticorps-DBCO-sulfoCy5 (greffés) (++)
exprime dans toutes les conditions une augmentation significative de stabilité par rapport aux
conditions précédentes (sans anticorps et avec anticorps non greffés). Ces résultats indiquent
gu’il s’agit bien de la fonctionnalisation de surface par SPAAC qui induit I'effet stabilisant
observé, et non pas la simple présence des anticorps. De méme, les émulsions formées avec
les tensioactifs PEG, 40 et Ethyle-triazine 3 et 3.0 uM d’une sonde DBCO 35 (P) n’entrainent

pas de gain de stabilité significatif par rapport aux conditions sans anticorps (-) et avec
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anticorps non DBCO (--). Ces résultats dévoilent que I'effet stabilisant est bien causé par le
greffage d’anticorps (larges biomolécules de 150 kDa), et non pas par le simple fait de réaliser

une SPAAC en surface.
3. Images confocales du greffage a 3 uM d’anticorps ou de sonde (tests de

stabilité)

Trastuzumab-DBCO-sulfoCy5 (3.0 uM) Probe DBCO-sulfoCy5 (3.0 uM)

Glycine 37 Sulfone 43 PEG,40 Ethyle-triazine 3 PEG, 40 Ethyle-triazine 3

Figure 91 : Images confocales des gouttes produites dans les tests de stabilité. Phase fluorée — Tensioactifs (1.0% in Novec
7500); Phase aqueuse — Fluorescéine (200 uM), FCS (2.5% v/v) dans du CHAPS (1 mM dans du PBS 1X), +/- Trastuzumab-DBCO-
sulfoCy5 (3.0 uM) ou sonde DBCO-PEGs-sulfoCy5 (3.0 uM)

Trastuzumab-DBCO-sulfoCy5 (0.4 uM)

.

PEG,2 Pentadecanamide

Figure 92 : Images confocales des gouttes produites dans les tests de stabilité. Phase fluorée — Tensioactifs (1.0% in Novec
7500); Phase aqueuse — Fluorescéine (200 uM), FCS (2.5% v/v) dans du CHAPS (1 mM dans du PBS 1X), +/- Trastuzumab-DBCO-
sulfoCy5 (0.4 uM)
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Trastuzumab-sulfoCy5 (3.0 uM)

Glycine 37 Sulfone 43 PEG, 40 Ethyle-triazine 3

Figure 93 : Images confocales des gouttes produites dans les tests de stabilité. Phase fluorée — Tensioactifs (1.0% in Novec
7500); Phase aqueuse — Fluorescéine (200 uM), FCS (2.5% v/v) dans du CHAPS (1 mM dans du PBS 1X), Trastuzumab-sulfoCy5
(3.0 uM).

Les images confocales des émulsions produites avec 3 uM d’anticorps DBCO, non DBCO
ou une sonde moléculaire DBCO montrent bien une fonctionnalisation de la surface en
présence d’alcyne tendu et une homogénéité de répartition des anticorps dans les gouttes en

I’absence de DBCO.
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4. Spectres RMN *°F des tensioactifs dibloc
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Figure 94 : RMN 19F du tensioactif Krytox-sans connecteur-diN3 36
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Figure 95: RMN 19F du tensioactif Krytox-Glycine-diNs 37
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Figure 96 : RMN 19F du tensioactif Krytox-PEG,-diN; 40

2400

2200

2000

1800

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

--200

69°59T-

£9'59T-

92 9T~
£0°9BT-
08541~
L5°SPT-
Z5'SHT-

TLEET-
09€ET-
SS'EET-
SEEET-
9z €€1-
LETET-

S

0L '#8-
£5'%8-
Sbba-
Ob'b8-
0 b8~
8p'ES-
Sb'ES-
ares-
+a'z8-
15:28-—

TLEET-
09 mmﬁ/
gsge1- ~&

LEEET-
TEEET-
9T'EE

12.0

.

T T T T T T T T T T T T T
-129 -130 -131 -132 -133 -134 -135 -136

-123 -124 -125 -126 -127 -128

f1 (ppm)

or'za-
1818
8018
LTS
scTs-
£018
19'18-
6018
0oL'08-

£ 9'6€

S PE
P 3 3
T

T T T
-110 -120 -130 -140 -150 -160 -170 -180 -190
f1 (ppm)

-100

-90

-80

-70

-60

T
-50

Figure 97: RMN 19F du tensioactif Krytox-PEG4-diN32
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5. Spectres RMN '°F et IR des Tribloc di-azotures
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Figure 103 : Zoom (1600-1800 cm™) des spectres IR des tensioactif Tribloc diN; 44

Les spectres IR des différents tribloc synthétisés montrent une absence de produit de

départ (KrytoxCOOH, pic entre 1750-1800 cm™) pour I'ensemble des tensioactifs. Les trois

conditions montrent la formation d’'un amide entre la queue fluorée et la téte hydrophile

(1720 cm™). La condition avec 0.55 équivalents de téte hydrophile montre la présence de

produit secondaire de la réaction (KrytoxCOO-, 1690 cm™), tandis que les conditions avec 0.65

et 0.80 équivalents ne présente pas de pic de carboxylate. L'analyse IR des différents

tensioactifs confirme le couplage des queues fluorés aux tétes hydrophiles, I'absence de

produit de départ résiduel et la présence de produit secondaire dans le lot produit avec un

ratio tétes hydrophiles/queues fluorées de 1.1:2
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Figure 104 : zoom (-124 & -137 ppm) des RMN 19F des tensioactifs triblock diazotures synthétisés.
Les signaux des fluors en alpha du carbonyle (attribution des signaux décrite dans la partie
4.3) montrent que l'augmentation des équivalents de téte hydrophile (de 0.55 équivalents a
0.80 équivalents) entraine une réduction de la fraction de produit carboxylate formée, passant
de 30% pour 0.55 équivalents a 10% pour 0.80 équivalents, avec une augmentation
complémentaire d’amide formée, passant de 70% a 90%. Augmenter les équivalents de téte
polaire permet donc d’augmenter la quantité de queue fluorée qui réagit avec les amines des
tétes hydrophiles pour former des liaisons amides, et de diminuer la fraction de produit sans

téte polaire dans le lot de tensioactif.
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VIIl) Partie expérimentale

1. Chemical Synthesis

1.1. Materials and Methods

1.1.1. Experimental Procedures

Unless otherwise indicated, reactions were carried out under an Ar. atmosphere in flame-
dried glassware with magnetic stirring. Air and/or moisture-sensitive liquids were transferred
via syringe. When required, solutions were degassed by argon bubbling through a needle.
Organic solutions were concentrated by rotary evaporation at 25-80 °C at 15-30 Torr.
Analytical thin layer chromatography (TLC) was performed using plates cut from aluminum
sheets (ALUGRAM Xtra SIL G/UV2s4 from Macherey-Nagel). Visualization was achieved under

a 254 or 365 nm UV light and by immersion in an appropriate staining solution.

1.1.2. Materials
All reagents were obtained from commercial sources and used without further purification.

Fluorinated solvents (HFE 7100 and HFE 7500) were purchased from 3M. Krytox157FS(H) was
purchased from Dupond. Anhydrous solvents used in experiments were obtained from Sigma-
Aldrich, Alfa Aesar or TCI. Pd/C was purchased from Alfa Aesar (A12012 Palladium, 10% on
carbon, Type 487, dry). Oligonucleotides were purchased from IDT. Silica gel for column
chromatography was purchased from Merck (Geduran® Si 60, 40-63 um). Column flash
chromatography was carried out using silica gel G-25 (40-63 um) from Macherey-Nagel and

Buchi.

1.1.3. Instrumentation
NMR spectroscopy, H, 3C and °F NMR spectra were recorded with a Bruker 400/500

spectrometer at 23 °C. Data are represented as follows: chemical shift, multiplicity (s = singlet,
d = doublet, t = triplet, g = quartet, quint = quintet, m = multiplet), coupling constant (J, Hz),

integration and assignment (for *H and °F NMR).

High resolution mass spectrometry (HRMS) was conducted on an Agilent Accurate Mass QToF

6520 (PACSI Platform, Strasbourg University).

Low resolution mass spectrometry (LRMS) was conducted on an Agilent MSD 1200 SL
(ESI/APCI) with a Agilent HPLC1200 SL and a Waters Acquity QDa (ESI) with a Waters Alliance
2695 HPLC.
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Analytical HPLC: Analysis were carried out on Waters 2695 separations module equipped with
Waters 2487 UV detector, Waters Acquity QDa mass detector and CORTECS, 2.7 um, C18, 50
X 4.6 mm column.

The flow rate was 1 mL/min and the solvent system was composed as follows: solvent A: 0.05%
TFA in water; solvent B: acetonitrile. Unless indicated otherwise, the gradient run was 0 to 5
min. — 5% to 95% B; 5 to 6 min. — 95% B; 6 to 7 min. — 5% B. If the run is indicated to last 25
min, the gradient run was 0 to 25 min — 5% to 95% B; 25 to 26 min. — 95% B; 26 to 27 min. —
5% B. Mass detector was operated in positive MS Scan mode (ESI+) with a probe temperature

of 600 °C, 1.5 kV capillary voltage and 10 V cone voltage.

Semi-Preparative HPLC: The semi-preparative HPLC system consisted of a Waters 600 pump,
a 2487 detector (Waters), a 5 mL sample loop. Column: Sunfire C1g (150 mm x 19 mm i.d., 5
um, Waters). Flow: 17 mL/min. Injection volume = 1 mL. Eluent A/B: (water with 0.1%
TFA)/ACN. Gradient: 5% B to 95% B in 40 minutes and 10 minutes of re-equilibration.

Detection: 254 nm or otherwise specific wavelength.

IR spectra: IR spectra were recorded in a Thermo-Nicolet FT/IR-380 spectrometer. Spectra

were interpreted with OMNIC 9 software and are reported in cm™.
Concentrations of antibody solutions in dPBS (calcium and magnesium free, Merck, Ref.

D8537-6X500ML) were determined by UV absorbance using a NanoDrop spectrophotometer

(Thermo Fisher Scientific, llikirch, France) at 280 nm.
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1.2. Synthesis of hydrophilic heads
1.2.1. Synthesis of the precursor PEG-N3 (6)

2-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate (5)

1 15
12

10

1 o 4 5 o 8 \\S 9 13
HO TN o T Y oy

To a stirred solution of tetraethylene glycol (1.00 equiv., 10.00 g, 8.93 mL, 51.5 mmol) in CH,Cl,
(514 mL) at 0 °C were added Ag,0 (1.50 equiv., 17.90 g, 77.2 mmol) and KI (0.20 equiv., 1.71
g, 1.14 mL, 10.3 mmol). Tosyl chloride (1.05 equiv., 10.30 g, 54.2 mmol) was then added
portionwise over 15 minutes and the reaction mixture was stirred at 0 °C for 30 minutes. The
reaction mixture was filtered through a pad of celite and then concentrated. The crude was
then purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane/EtOAc) to obtain the title
compound (11.50 g, 32.9 mmol, 64 %) as a yellow oil.

TLC: CycloH/EtOAc, 7:3, Rf = 0.3

1H NMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 7.80 (d, Jo= 8.0 Hz, 2H, H1o, H14), 7.34 (d, 3Jortho = 8.0 Hz,
2H, Hi1, Hi3), 4.16 (t, /= 4.0 Hz, 2H, Hsg), 3.74-3.46 (m, 14H, H1, Hy, Hs, Ha, Hs, He, H7), 2.44 (s,
3H, His).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 144.8, 133.1, 129.8 (2C), 128.0 (2C), 72.5, 70.8- 70.4 (4C),
69.2, 68.7, 61.8, 21.6 (3C).

LRMS (ESI) m/z: 349.08 [M + H]*.

Analyses were found to be in adequation with reported data. (Org. Biomol. Chem., 2018, 16,

8579-8584).235

CAS number: 77544-60-6
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2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-ol (6)
1 0 4 5 o 8
HO Ny O 0T Oy N,

To a solution of 2-(2-{2-[(4 methylbenzenesulfonyl)oxy]ethoxy}ethoxy)ethoxy]ethan-1-ol (5)
(1.00 equiv., 17.00 g, 48.8 mmol) in DMF (48.7 mL) was added NaNs (1.50 equiv., 4.76 g, 65.0
mmol). The mixture was stirred at 50 °C for 12 h, then filtered through a pad of celite and
concentrated. The reaction mixture was then diluted with DCM (60 mL) and washed 4 times
with brine (4 x 100 mL), then dried over MgSO4 and concentrated. The resulting crude was
then purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane/EtOAc) to obtain the title

compound (10.5 g, 47.8 mmol, 98%) as a transparent to yellow oil.
TLC : CycloH/EtOAc, 5:5, Rf = 0.1

1H NMR (400 MHz, CDCl3, § ppm): 3.75-3.71 (m, 2H, H1), 3.71-3.64 (m, 10H, Ha, H3, Ha, Hs,
Hs), 3.64-3.59 (m, 2H, H7), 3.40 (t, / = 4.0 Hz, 2H, Hs).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 72.5, 70.7 -70.1 (5C), 61.9, 50.7.
LRMS (ESI) m/z: 219.99 [M + H]*.

Analyses were found to be in adequation with reported data. (Org. Biomol. Chem., 2018,16,

8579-8584).235

CAS number: 86770-67-4
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1.2.2. Synthesis of the diazide NH(PEG3N3), = di-PEG3N3 (11)

3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosane-1,23-diol (7)

1 4 5 8 8' 5' 4' 1
HO/\/O\/\O/\/O\/\ N /\'/O\‘/\O/\/'O\‘/\OH
2 3 6 7 H T 6 3 2

To a degassed solution of 2-{2-[2-(2-azidoethoxy)ethoxylethoxy}ethan-1-ol (6) (1.00 equiv.,
5.0 g, 22.81 mmol) in ethanol (30 mL) was added Pd/C (purity: 10%, 0.05 equiv, 1.21 g, 1.14
mmol). The mixture was stirred under atmospheric pressure of H, for 12 h at 20 °C. The

reaction mixture was diluted with CH,Cl, (150 mL), filtered through a pad of celite and then

concentrated. The crude was directly used without further purification.

'H NMR (400 MHz, CDCls, 8 ppm): 3.73 —3.68 (m, 4H, H1), 3.68 —3.56 (m, 24H, H2, Hs, Ha, Hs,
He, H7), 2.84 (t, J = 5.1 Hz, 4H, Hs).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 72.8 (2C), 70.6 - 69.8 (10C), 61.5 (2C), 48.9 (2C).
LRMS (ESI) m/z: 370.20 [M + H]*.

CAS number: 63721-14-2
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tert-Butyl bis(2-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate (8)

1 4 5 8 8' 5 4 1

HO/\/O\/\O/\/O\/\N/\'/O\(\O/\fO\,/\OH
2 3 6 7 %g 7 6 3 2
O O "
%11

To a solution of 3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosane-1,23-diol (7) (1.0 equiv., 8.0 g, 21.65
mmol) and NEts (3.0 equiv., 9.03 mL, 65.0 mmol) in CH2Cl; (144.4 mL) was added Boc,0 (1.1
equiv., 5.2 g, 5.47 mL, 23.8 mmol). The reaction mixture was stirred 16 h at 20 °C before
NaH,PO4 (aq., 1.0 M, 150 mL) was added to the solution. The reaction mixture was then
extracted thrice with CH,Cl; (3 x 150 mL). The organic layers were combined, dried over
MgSQ,, filtered and concentrated. The resulting crude was then purified by flash
chromatography on silica gel (CH,Cl,/MeOH) to obtain the title compound (5.4 g, 11.44 mmol,
53% (2 steps yield))

TLC: CHxCl,/MeOH, 9:1, Rf = 0.5

1H NMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 3.76 —3.69 (m, 4H, H1), 3.69 — 3.53 (m, 24H, H,, H3, Ha, Hs,
Hs, H7), 3.44 (s, 4H, Hs), 2.57 (s, 2H, OH), 1.44 (s, 9H, Hu1).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 155.4, 79.5, 72.5 (2C), 70.6 — 69.5 (10C), 61.7 (2C), 28.4
(30).

LRMS (ESI) m/z: 470.19 [M + H]*.

Analyses were found to be in adequation with reported data. (Org. Biomol. Chem., 2018,16,

8579-8584).235

CAS number: 2093154-01-7
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12-(tert-Butoxycarbonyl)-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosane-1,23-diyl bis(4-
methylbenzenesulfonate) (9)

16' 18"

18 16 '
< " 17 15
) O 12
8 1" \ 14'
14 S

7 1 4 5 8' 5 4'
- 12//8\0/\/0\/\0/\/0\/\’\]/\/0\/\0/\/0\/\0/ . 19
o 2 3 6 6' 3 2 0

7 7'
9

o O

10
11 1

11"
To a solution of tert-Butyl N,N-bis(2-{2-[2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy]ethoxy}ethyl)carbamate

(8) (1.0 equiv., 1.3 g, 2.77 mmol) in CH,Cl; (35.2 mL) at 0 °C was added DMAP (0.2 equiv., 67.6
mg, 0.55 mmol) and NEtz (10.0 equiv., 2.8 g, 3.85 mL, 27.70 mmol). The solution was stirred
for 5 minutes at 0 °C before Tosyl chloride (4.0 equiv., 2.1 g, 11.10 mmol) was added. The
solution was stirred at 20 °C for 5 h. CH,Cl; (60 mL) was added, then the reaction mixture was
washed once with NaHCOs (30 mL), and the aqueous phase was extracted twice with CH,Cl,
(1 x 200 mL, 1 x 150 mL), dried over MgSO4 and concentrated. The resulting crude was then
purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane/EtOAc) to obtain the title
compound (1.86 g, 2.40 mmol, 87%) as an oil.

TLC : CycloH/EtOAc, 3:7, Rf=0.3

1H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 7.79 (d, J = 8.3 Hz, 4H, H1e, H1a), 7.37 — 7.31 (d, J = 8.3 Hz,
4H, His, H17), 4.15 (t, J = 4.8 Hz, 4H, H1), 3.68 (t, J = 4.8 Hz, 4H, H3), 3.64 — 3.49 (m, 20H, Hs,
H4, Hs, Hs, H7), 3.47-3.35 (m, 4H, Hg), 2.44 (S, GH, ng), 1.44 (S, 9H, H11).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 155.4, 144.7 (2C), 133.0 (2C), 129.8 (4C), 127.9 (4C), 79.5,
70.7- 69.5 (10C), 69.2 (2C), 68.7 (2C), 28.4 (3C), 21.6 (2C).

LRMS (ESI) m/z: 778.19 [M + H]*.

Analyses were found to be in adequation with reported data. (Org. Biomol. Chem., 2018,16,
8579-8584).2%>
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tert-Butyl bis(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate (10)

1 4 5 8 8' 5 4' 1"
N /\/O\/\O/\/O\/\N/\/O\/\O/\/O\/\N
3 2 3 6 6' 3 2 3

7 7'
BN

o O

10
11 1

11

To a solution of 12-(tert-Butoxycarbonyl)-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosane-1,23-diyl
bis(4-methylbenzenesulfonate) (9) (1.0 equiv., 1.94 g, 2.49 mmol) in DMF (14.6 mL) was added
NaNs (4.0 equiv., 648 mg, 9.98 mmol). The solution was stirred 16 h at 60 °C. After
concentration, CHxCl; (50 mL) was added and the solution was filtrate through a celite pad,
then the celite pad was washed twice with CH;Cl; (2 x 20 mL). The filtrate was then

concentrated to afford the title compound (1.28 g, 2.47 mmol, 99 %) as a yellow oil.
TLC: CycloH/EtOAc, 1:1, Rf = 0.3

1H NMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 3.73 - 3.48 (m, 24H, Hy, Hs, Ha, Hs, He, H7), 3.48 —3.36 (m,
8H, H1, Hg), 1.45 (S, 9H, H11).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 155.4, 79.5, 70.7 - 70.0 (12C), 50.7 (2C), 47.6 (2C), 28.4
(3C)

LRMS (ESI) m/z: 520.20 [M + H]*.

Analyses were found to be in adequation with reported data. (Org. Biomol. Chem., 2018,16,
8579-8584).%35

CAS number: 1258939-38-6
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bis(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)amine (11)
1 4 5 8 8' 5' 4' 1’
N /\/O\/\O/\/O\/\ N /\/O\/\O/\/O\/\ N
3 2 3 6 7 H 7 6' 3 2 3

To a solution of tert-Butyl N,N-bis(2-{2-[2-(2-azidoethoxy)ethoxy]ethoxy}ethyl)carbamate (10)
(1.0 equiv., 1.24 g, 2.39 mmol) in CH,Cl; (15.5 mL) was added HCI (15.0 equiv., 4.0 M in
dioxane, 8.95 mL, 35.80 mmol). The solution was stirred at 20 °C for 16 h. After concentration,
the crude material was purified by flash chromatography on silica gel (CH2Cl,/MeOH/NH4OH)

to afford the titled compound (916 mg, 2.18 mmol, 92 %) as a yellow oil.
TLC : CH,Cl,/MeOH/NH40H, 95/4.5/0.5, Rf = 0.3

1H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 3.70 — 3.60 (m, 24H, Ha, Hs, Ha, Hs, He, H7), 3.39 (t, J = 5.2
Hz, 4H, H1), 2.89 (t, J = 5.2 Hz, 4H, Hs).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 70.7-69.8 (12C), 50.7 (2C), 48.9 (20).
LRMS (ESI) m/z: 420.25 [M + H]*.

Analyses were found to be in adequation with reported data. (Org. Biomol. Chem., 2018,16,
8579-8584).2%>

CAS number: 1258939-39-7

171



1.2.3. Synthesis of the Hydrophilic head Ethyl-triazine tetra-azide (20)

N?,N?,N* N*-tetrakis(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-6-chloro-1,3,5-triazine-
2,4-diamine (19)

R4 R4

| | 7 6 3 2

Nuo N Né/\ /\/O\/\ /\/N3>

-

R \W \\6 s O 5 7 93 R,
N__-N
1"
Cl

To a solution of cyanuric chloride (1.0 equiv., 192 mg, 1.04 mmol) in acetonitrile (6.55 mL) was
added 1,23-Diazido-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosane (11) (2.1 equiv., 916 mg, 2.18
mmol) and DIPEA (10.0 equiv., 1.34 g, 1.72 mL, 10.40 mmol). The reaction was stirred 5 h at
20 °C. After concentration, 50 mL of an HCl solution (aq., 10%) were added and the mixture
was extracted with CHCl; (3 x 50 mL). The combined organic layers were dried over MgSOg4
and evaporated. The crude material was purified by flash chromatography on silica gel

(CycloH/EtOAC) to afford the title compound (830 mg, 0.873 mmol, 84%) as a yellowish oil.
TLC : EtOAc, Rf=0.3

'H NMR (400 MHz, CDCl3, § ppm): 3.82 —3.71 (m, 8H, Hs), 3.70 — 3.55 (m, 48H, H>, Hs, Ha, Hs,
He, H), 3.38 (t, J = 5.2 Hz, 8H, H1).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 168.9, 164.6 (2C), 70.7-68.9 (25C), 50.7 (4C), 48.2 (2C),
47.9 (20).

LRMS (ESI) m/z: 951.86 [M + H]*.

Analyses were found to be in adequation with reported data. (Org. Biomol. Chem., 2018,16,
8579-8584).%35
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N2-(2-aminoethyl)-N* N?, N¢,NS-tetrakis(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy) ethyl)-1,3,5-
triazine-2,4,6-triamine (20)

R; Ry
| | 7 6 3 2
N‘]ON Né/\ (e N3>

RN & 0T YO

N__N

1

HN\Ez
13 NH2

To a solution of 2-chloro-4,6-bis(1,23-Diazido-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosan-12-yl)-
1,3,5-triazine (19) (1.0 equiv., 830 mg, 0.873 mmol) in acetonitrile (8.3 mL) was added DIPEA
(20.0 equiv., 2.26 g, 2.89 mL, 17.5 mmol) and ethylene diamine (20.0 equiv., 1.05 g, 1.17 mL,
17.5 mmol). The reaction was stirred 16 h at 80 °C. The reaction mixture was concentrated
and directly purified by flash chromatography on silica gel (CH,Cl./MeOH/NH4OH) to afford

the title compound (699 mg, 0.718 mmol, 82 %) as a transparent to brown oil.
TLC : CH,Cl,/MeOH/NH40H, 95:4.5:0.5, Rf = 0.1; CH,Cl,/MeOH/NH40H, 9:0.9:0.1, Rf = 0.5

1H NMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 4.98 (t, /= 6.1 Hz, 1H, NH), 3.80 — 3.51 (m, 58H, Hs, H2, Hs,
H4, Hs, Hs, H7, H12), 3.38 (m, 10H, H1, H13), 2.87 (S, 2H, NHz).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 165.4, 164.0 (2C), 69.6-68.3 (25C), 49.6 (4C), 46.6 (4C),
42.3,41.2.

LRMS (ESI) m/z: 974.89 [M + H]*.

Analyses were found to be in adequation with reported data. (Org. Biomol. Chem., 2018,16,

8579-8584).235
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1.2.4. Synthesis of the hydrophilic head PEG4-diN3 (17)

neopentyl 1-azido-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-oate (12)

13
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3 2 3 6 7 10 13

To a solution of 2-{2-[2-(2-azidoethoxy)ethoxy]ethoxy}ethan-1-ol (6) (1.0 equiv., 1.0 g, 4.56
mmol) in THF (12.5 mL) under argon was introduced tert-butyl acrylate (1.5 equiv., 877 mg,
0.993 mL, 6.84 mmol). The solution was then cooled at 0 °C and tBuOK (0.1 equiv., 51.2 mg,
0.456 mmol) was added. The mixture was stirred at 20 °C for 72 h. After concentration, the
crude was dissolved in EtOAc (50 mL) and NaH;PO4 (aq., 1.0 M, 50 mL). The aqueous phase
was extracted thrice with EtOAc (3 x 50 mL). The combined organic layers were dried over
MgS0O4 and concentrated. The crude was purified by flash chromatography on silica gel
(Cyclohexane/EtOAc) to obtain the title compound (667 mg, 1.81 mmol, 39 %) as a colorless

oil.
TLC : CycloH/EtOAc, 7:3, Rf = 0.2

1H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 3.74 —3.58 (m, 16H, H», Hs, Ha, Hs, He, H7, Hs, Ho), 3.39 (t, J
=5.1 Hz, 2H, H1), 2.50 (t, J = 2.6 Hz, 2H, H1o), 1.44 (s, 9H, H13)

13C NMR (101 MHz, CDCl3, & ppm): 170.9, 80.5, 70.7-70.0 (7C), 66.9, 50.7, 36.3, 28.1 (3C).
LRMS (ESI) m/z: 370.10 [M + Nal".
Analyses were found to be in adequation with reported data. (Org. Biomol. Chem., 2018,16,

8579-8584; New J. Chem., 2014, 38, 5226-5239).23>270

CAS Number: 581066-04-8
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tert-butyl 1-amino-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-oate (13)
1 4 s 8 9 o J3<13'
12
O o O o e

To a solution of tert-butyl 1-azido-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-oate (12) (1.0 equiv., 620
mg, 1.780 mmol) in degased MeOH (42 mL) and flushed with argon was added Pd/C (1 %, 10%
on carbon, 19 mg, 0.0178 mmol). The atmosphere was replaced by H, and the mixture was
stirred at 20 °C for 16 h. The mixture was then filtered through a celite pad and concentrated
in vacuo. The crude was purified by flash chromatography on silica gel (CH2Cl,/MeOH/NH40H)

to obtain the title compound (504 mg, 1.57 mmol, 80 %) as a colorless oil.

TLC : CH,Cl,/MeOH/NH40H, 9:0.9:0.1, Rf = 0.3

1H NMR (400 MHz, CDCl3, § ppm): 3.71 (t, J = 6.5 Hz, 2H, Ho), 3.67 — 3.60 (m, 12H, Hs, Ha, Hs,
Hs, H7, Hs), 3.59 —3.56 (m, 2H, H2), 2.94 — 2.90 (m, 2H, H1), 2.49 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H1o), 2.47
(s, 2H, NH2) 1.43 (s, 9H, Hi3).

13¢ NMR (101 MHz, CDCls, & ppm): 171.3, 80.8, 70.5-70.2 (7C), 66.9, 41.3, 36.2, 28.1 (3C).
LRMS (ESI) m/z: 322.13 [M + H]".

Analyses were found to be in adequation with reported data. (Org. Biomol. Chem., 2018,16,
8579-8584; Carbohydr. Res., 2007, 342, 541-557),23>271

CAS Number: 581065-95-4
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tert-Butyl 2,2-dimethyl-4-ox0-3,8,11,14,17-pentaoxa-5-azaicosan-20-oate (14)
16'>1113 )O]\ 1 4 5 8 /Q\)OJ\ é3'<13'

16 o4 H/\z/o\g/\o/\e/O\{\O o O 13

To a solution of tert-Butyl 1-amino-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-oate (13) (1.0 equiv., 504

mg, 1.57 mmol) in CHCl; (11.7 mL) was added NEts (2.0 equiv., 436 pL, 3.14 mmol) and Boc,0

(1.2 equiv., 410 mg, 432 uL, 1.88 mmol). The reaction mixture was stirred 16 h at 20 °C under

argon. After concentration, the resulting crude was dissolved in CH,Cl; (20 mL) and mQ water

(20 mL) before the aq. phase was extracted thrice with CH,Cl, (3 x 20 mL). The combined

organic phases were dried over MgSQg, filtered and concentrated. The resulting crude was

then purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane/EtOAc) to obtain the title

compound (563 mg, 1.34 mmol, 85 %) as a yellowish oil.
TLC : CycloH/EtOAc, 1:1,Rf=0.3

1H NMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 3.71 (t, J = 6.6 Hz, 2H, Hs), 3.66-3.58 (m, 12H, Hs, Ha, Hs,
He, H7, Hs), 3.55 (t, J = 5.2 Hz, 2H, H2), 3.32 (m, 2H, H1), 2.50 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H1o), 1.44 (s,
18H, Ha3, Hie)

13¢ NMR (101 MHz, CDCls, 6 ppm): 170.9, 156.0, 80.5, 79.2, 70.6 - 66.9 (8C), 40.4, 36.3, 28.4
(3C), 28.1 (3C).

LRMS (ESI) m/z: 444.21 [M + Nal".

Analyses were found to be consistent with reported data. (J Label Compd Radiopharm.

2020, 63, 1, 15-24).272

CAS Number: 2138484-13-4
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2,2-Dimethyl-4-ox0-3,8,11,14,17-pentaoxa-5-azaicosan-20-oic acid (15)
14'>1T\ j\ 1 4 5 8 9 0
13
w02 uwz"%owso%o%w

To a solution of tert-Butyl 2,2-dimethyl-4-ox0-3,8,11,14,17-pentaoxa-5-azaicosan-20-oate
(14) (1.0 equiv., 563 mg, 1.34 mmol) in MeOH/H,0 (1:1, 2 x 4.77 mL) was added solid LiOH
(5.0 equiv., 163 mg, 6.68 mmol). The reaction was stirred at 20 °C for 16 h. After concentration,
the crude was diluted in CHxCl; (20 mL) and mQ water (10 mL). The aq. phase was acidified
with citric acid to pH = 5.0, and then extracted five times with CH,Cl, (5 x 20 mL). The combined
organic phases were dried over MgSOQ., filtered and concentrated in order to obtain the title

compound (400 mg, 1.09 mmol, 82%) as a yellow oil.
TLC : EtOAc, Rf=0.1

1H NMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 3.78 (t, J = 6.0 Hz, 2H, Hs), 3.75-3.60 (m, 12H, Hs, Ha, Hs,
He, H7, Hs), 3.56-3.50 (m, 2H, H3), 3.35-3.25 (m, 2H, H1), 2.61 (t, J = 6.0 Hz, 2H, H1p), 1.44 (s,
9H, Hi4)

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 175.1, 156.3, 79.4, 70.7 - 70.2 (7C), 66.6, 40.4, 35.0, 28.5
(30).

LRMS (ESI) m/z: 388.09 [M + Nal".

Analyses were found to be in adequation with reported data. (J Label Compd Radiopharm.

2020, 63, 1, 15-24).272

CAS Number: 756525-91-4
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tert-Butyl (1-azido-12-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-oxo-
3,6,9,16,19,22,25- heptaoxa-12-azaheptacosan-27-yl)carbamate (16)

14'

. O O
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To a solution of 2,2-Dimethyl-4-ox0-3,8,11,14,17-pentaoxa-5-azaicosan-20-oic acid (15) (1.05
equiv., 180 mg, 0.493 mmol) in CH,Cl, (2.06 mL) was added HOBt (1.10 equiv., 69.7 mg, 0.516
mmol), N-ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (1.10 equiv., 98.9 mg,
0.516 mmol) and NEts (3.00 equiv., 196 pL, 1.410 mmol). The mixture was stirred at 20 °C for
15 min. A solution of 1,23-Diazido-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosane (11) (1.05 equiv.,
206 mg, 0.493 mmol) in CHCl; (2.06 mL) was then added and the reaction mixture was stirred
at 20 °C for 16 h. The reaction mixture was concentrated, then diluted in CH,Cl; (20 mL) and
washed twice with NaH2PO4 (ag., 1 M, 2 x 20 mL), twice with NaHCOs3 (ag., 1 M, 2 x 20 mL),
and once with brine (1 x 20 mL). The organic phase was then dried over MgS0O4 and
concentrated. The resulting crude was purified by flash chromatography (CH.Clxto

CH,Cl>/MeOH 9/1) to afford the title compound (300 mg, 0.391 mmol, 79%) as a yellowish oil.
TLC : CH,Cl,/MeOH, 95:5, Rf =0.3

1H NMR (400 MHz, CDCl3, § ppm): 5.01 (s, 1H, NH), 3.78 (t, J = 6.9 Hz, 2H, Hs), 3.67-3.50 (m,
42H, Hy, Hs, Ha, Hs, He, H7, Hs, His, His, Hi17, His, H1g, Hao, H21), 3.38 (t, J = 5.0 Hz, 4H, H»,), 3.30
(t,J=5.2 Hz, 2H, H1), 2.72 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H10), 1.44 (s, 9H, H14)

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 171.5, 155.8, 79.0, 70.8 - 70.1 (19C), 69.9, 69.1, 67.4,
50.5, 48.7,46.2, 33.3, 28.3 (3C).

HRMS (ESI) m/z, [M + Na]*: calculated for C32Hs2NsO13Na*: 789.4329; found: 789.4346.

FTIR vcm™: 2866, 2102, 1708, 1636, 1107

178



1-Amino-N,N-bis(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-3,6,9,12-
tetraoxapentadecan-15-amide (17)
0]
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To a solution of tert-Butyl (1-azido-12-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-oxo-
3,6,9,16,19,22,25- heptaoxa-12-azaheptacosan-27-yl)carbamate (16) (1.0 equiv., 300 mg,
0.391 mmol) in CH,Cl; (2.54 mL) was added HCI (15.0 equiv., 4 M in dioxane, 1.47 mL, 5.87
mmol). The solution was stirred at 20 °C for 4.5 h. The reaction mixture was then concentrated
under reduced pressure. After concentration, the crude material was purified by flash
chromatography on silica gel (CH2Cl,/MeOH/NH40H) to afford the title compound (218 mg,
0.327 mmol, 84%) as a yellow oil.

TLC : CH,Cl,/MeOH/NH40H, 95:4.5:0.5, Rf = 0.3

1H NMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 3.76 (t, J = 6.6 Hz, 2H, Ho), 3.69 — 3.52 (m, 42H, H2, Hs, Ha,
Hs, He, H7, Hs, H12, His, Hia, His, His, Hi7, Hig), 3.41 —3.36 (t, /= 5.0 Hz, 4H, Hyo), 2.94 (t, /= 5.1
Hz, 2H, Hi), 2.70 (t, J = 6.6 Hz, 2H, Hio).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 171.7, 71.7 - 70.1 (18C), 69.4, 69.2, 67.3, 50.7, 48.8, 46.3,
41.4, 33.5.

HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for Ca7HssNgO11*: 667.3985; found: 667.4008.

FTIRv em™: 3397, 2867, 2101, 1635, 1108
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1.2.5. Synthesis of the hydrophilic head PEG2-diNs (47)

tert-Butyl (1-azido-12-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-o0xo0-3,6,9,16,19-
pentaoxa-12-azahenicosan-21-yl)carbamate (46)

18 0 0
O™ Oy,

To a solution of 2,2-dimethyl-4-oxo-3,8,11-trioxa-5-azatetradecan-14-oic acid (1.0 equiv.,
300.0 mg, 1.08 mmol) in CH,Cl, (2.70 mL) and NEts (3.0 equiv., 328.4 mg, 0.45 mL, 3.25 mmol)
was added HOBt (1.1 equiv.,, 160.8 mg, 1.19 mmol) and N-Ethyl-N'-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (1.05 equiv., 217.8 mg, 1.14 mmol) The
solution was stirred for 15 min at 20 °C, then 1,23-Diazido-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-
azatricosane (11) (1.0 equiv., 453.8 mg, 1.08 mmol) in CHCl, (2.70 mL) was added. The
reaction was stirred under Ar. at 20 °C for 16 h. The reaction mixture was concentrated under
reduced pressure and purified by flash chromatography on silica gel (CH,Cl,/MeOH) to obtain
the titled compound (335 mg, 0.49 mmol, 46%)

TLC: CH,Cl,/MeOH, 9:1, Rf = 0.4

1H NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 5.06 (s, 1H, NH), 3.77 (t, J = 6.8 Hz, 2H, Hs), 3.70-3.5 (m,
34H, Ha4; Hs.14), 3.37 (t, J = 4;4 Hz, 4H, His), 3.33-3.27 (m, 2H, H1), 2.69 (t, J = 6.8 Hz, 2H, He),
1.43 (s, 9H, His)

13¢ NMR (101 MHz, CDCls, & ppm): 171.3, 156.0, 79.1, 70.8-69.3 (17C), 67.5, 50.7, 48.8, 46.3,
33.5, 28.4 (3C).

HRMS (ESI) m/z: [M + H]*: calculated for: C2sHssNgO11*: 679.3990 ; found: 679.4008

FTIRv cm™: 2867, 2101, 1709, 1636, 1520, 1113
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3-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)-N,N-bis(2-(2-(2-(2-
azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)propanamide (47)

(0]
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To a solution of tert-Butyl (1-azido-12-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-oxo-
3,6,9,16,19-pentaoxa-12-azahenicosan-21-yl)carbamate (46) (1.0 equiv., 335 mg, 0.49 mmol)
in CHxCl; (3.21 mL) was added HCI (15.0 equiv., 4.0 M in dioxane, 1.85 mL, 7.40 mmol). The
solution was stirred at 20 °C for 4 h. The reaction mixture was then concentrated under
reduced pressure and purified by flash chromatography on silica gel (CH2Cl./MeOH/NH4OH)
to obtain the titled compound (263 mg, 0.45 mmol, 92%)

TLC: CH,Cl,/MeOH/NH40H, 9:0.9:0.1, Rf = 0.3

1H NMR (400 MHz, CDCls, 8 ppm): 3.77 (t, J = 6.9 Hz, 2H, Hs), 3.67-3.52 (m, 32H, Ha.4, Ho.14),
3.49 (t, J = 8.0 Hz, 2H, Hs), 3.37 (t, J = 4.9 Hz, 4H, H1s), 2.86 (t, J = 5.3 Hz, 2H, H1), 2.68 (t, J = 6.9
Hz, 2H, He), 1.81 (s, 2H, NHa)

13C NMR (101 MHz, CDCls, 6 ppm): 171.3, 73.2, 70.7-69.3 (15C), 67.5, 50.7, 48.7, 46.2, 41.7,
33.5.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]"*: calculated for: C23Ha7NgOg*: 579.3466; found: 579.3483

FTIR vem: 2866, 2098, 1633, 1101
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1.2.6. Synthesis of the hydrophilic head PEGg-diN3 (55)

23-Azido-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosan-1-ol (49)
15 14 " 10 7 6 3 2
HO L~ O O O s
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To a solution of 23-Hydroxy-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosyl 4-methylbenzenesulfonate
(1.0 equiv., 10.0 g, 19.06 mmol) in DMF (95.3 mL) was added NaNs (2.0 equiv., 2.5 g, 38.12
mmol). The reaction was stirred for 16 h at 60 °C. The reaction mixture was then concentrated
under reduced pressure, the resulting crude was diluted in CH,Cl, (50.0 mL) and filtered over

celite. The filtrate was then dried under reduced pressure to obtain the title compound (7.1

g, 17.95 mmol, 94%) as an oil.
TLC: EtOAc/MeOH, 9:1, Rf = 0.1

14 NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 3.72-3.71 (m, 2H, Hie), 3.67-3.64 (m, 26 H, H3 to Hi4), 3.60-
3.54 (m, 2H, H2), 3.38 (t, J = 5.1 Hz, 2H, H1), 2.87 (s, 1H, OH)

13C NMR (101 MHz, CDCl3, 8§ ppm): 72.5, 70.7 - 70.0 (13C), 61.7, 50.7.
HRMS (ESI) m/z: [M + H]*: calculated for: C16H3aN3O0s* : 396.2346 ; found: 396.2341
FTIR vem™: 2864, 2099, 1096

CAS number: 352439-36-2

tert-Butyl 1-azido-3,6,9,12,15,18,21,24-octaoxaheptacosan-27-oate (50)
21
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To a solution of 23-Azido-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosan-1-ol (49) (1.0 equiv., 3.00 g, 7.59
mmol) in THF (19.0 mL) under Ar. at 0 °C was added tert-Butyl acrylate (1.5 equiv., 1.46 g, 1.7
mL, 11.38 mmol) and potassium tert-Butoxide (0.1 equiv., 85 mg, 0.76 mmol). The reaction
was stirred for 16 h at 20 °C. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure.
The crude was dissolved in EtOAc (50.0 mL), then washed with NaH2PO4 (ag., 1.0 M, 50.0 mL).
The organic phase was dried over MgSOQ., filtered, and concentrated. The crude was then
purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/MeOH) to obtain the title compound
(1.77 g, 3.38 mmol, 45%) as a yellow oil.
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TLC: EtOAC, Rf = 0.1; EtOAc/MeOH, 9:1, Rf =0.5

'H NMR (400 MHz, CDCl3, & ppm): 3.71-3.36 (m, 32H, Ha to Hi7), 3.37 (t, J = 5.1 Hz, 2H, Ha),
2.48 (t, J = 6.6 Hz, 2H, Hig), 1.42 (s, 9H, H21)

13C NMR (101 MHz, €DCls, § ppm): 170.9, 80.5, 70.7 - 70.0 (15C), 66.9, 50.7, 36.3, 28.1 (3C).
HRMS (ESI) m/z: [M + NHa]*: calculated for: C23HaoN4O10* : 541.3449 ; found: 541.3455
FTIRv cm™: 2867, 2102, 1728, 1109

CAS number: 1623791-99-0

tert-Butyl 1-amino-3,6,9,12,15,18,21,24-octaoxaheptacosan-27-oate (51)
21
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To a solution of tert-Butyl 1-azido-3,6,9,12,15,18,21,24-octaoxaheptacosan-27-oate (50) (1.00
equiv., 1.77 g, 3.380 mmol) in methanol (79.5 mL) was added Pd/C (0.01 equiv., 5% on carbon,
72 mg, 0.034 mmol). The reaction flask was sealed, degazed with Ar., then put under an H;
atmosphere. The reaction mixture was stirred 16 h at 20 °C, then the reaction mixture was
filtered over celite and concentrated to obtain the crude as a yellow oil. The product was

directly used without further analysis.
CAS number: 756526-06-4

tert-Butyl 2,2-dimethyl-4-ox0-3,8,11,14,17,20,23,26,29-nonaoxa-5-azadotriacontan-32-

oate (52)
21 H 24
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tert-Butyl 1-amino-3,6,9,12,15,18,21,24-octaoxaheptacosan-27-oate (51) was dissolved in
CHCl; (45.8 mL) then Boc;0 (1.2 equiv., 1.80 g, 1.9 mL, 8.25 mmol) and NEts (2.0 equiv., 1.39
g, 1.9 mL, 13.75 mmol) were added. The reaction mixture was stirred 16 h at 20 °C under Ar
then the reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The resulting crude was
dissolved in CH,Cl> (50.0 mL) and NaH2POa4 (ag., 1.0 M, 50.0 mL), then the aq. phase was
extracted three times with CHCl; (3 x 50.0 mL). The combined organic phases were dried over

MgS04 and concentrated. The resulting crude was then purified by flash chromatography on
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silica gel (EtOAc/MeOH) to obtain the title compound (3.14 g, 5.25 mmol, 75% over two steps)

as a yellowish oil.
TLC: EtOAC, Rf =0.1

1H NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 3.69 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H17), 3.65-3.56 (m, 28H, H to Hig),
3.52 (t, J = 5.2 Hz, 2H, Ha), 3.31-3.27 (m, 2H, H1), 2.48 (t, J = 6.6 Hz, 2H, Hug), 1.42 (s, 18H,
H21,H24)

13C NMR (101 MHz, CDCls, & ppm): 170.9, 156.0, 80.5, 79.1, 70.6-70.2 (15C), 66.9, 40.4, 36.3,
28.4 (3C), 28.1 (3C).

HRMS (ESI) m/z: [M + H]*: calculated for: C2sHsgNO1,* : 598.3803; found: 598.3793

FTIRv cm™: 2867, 1712, 1519, 1101
2,2-Dimethyl-4-o0x0-3,8,11,14,17,20,23,26,29-nonaoxa-5-azadotriacontan-32-oic acid (53)
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To a solution of tert-Butyl 2,2-dimethyl-4-0x0-3,8,11,14,17,20,23,26,29-nonaoxa-5-
azadotriacontan-32-oate (52) (1.0 equiv., 3.14 g, 5.25 mmol) in MeOH/H>0 (1:1, 2 x 18.8 mL)
was added solid LiOH (5.0 equiv., 0.64 g, 26.27 mmol). The reaction was stirred 16 h at 20 °C.
The reaction mixture was then concentrated, diluted in CH,Cl> (100.0 mL) and water (50.0 mL),
and acidified with citric acid to pH 5.0. The aq. phase was then extracted five times with CHCl;
(5x50.0 mL). The pooled organic phases were dried over MgS0O4 and concentrated under
reduced pressure in order to obtain the titled compound (2.75 g, 5.074 mmol, 97%) as a

yellowish oil.

TLC: CH»Cl,/MeOH, 9:1, Rf = 0.39

'H NMR (400 MHz, CDCl3, & ppm): 3.76 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H17), 3.66-3.57 (m, 28H, Ha to His),
3.53 (t,J = 5.2 Hz, 2H, H2), 3.31-3.27 (m, 2H, H1), 2.58 (t, J = 6.4 Hz, 2H, H1s), 1.42 (s, 9H, H22)

13¢ NMR (101 MHz, CDCls,  ppm): 175.0, 156.1, 79.2, 70.5-70.2 (14C), 66.9, 44.9, 40.3, 35.4,
28.42 (30)
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HRMS (ESI) m/z: [M + H]"*: calculated for: C2aHasNO1,* : 542.3177 ; found: 542.3170
FTIRv cm™: 2869, 1709, 1520, 1094

CAS number: 756526-04-2

tert-Butyl (39-azido-28-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-27-oxo-
3,6,9,12,15,18,21,24,31,34,37-undecaoxa-28-azanonatriacontyl)carbamate (54)
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To a solution of 2,2-Dimethyl-4-o0x0-3,8,11,14,17,20,23,26,29-nonaoxa-5-azadotriacontan-32-
oic acid (53) (1.00 equiv., 1.72 g, 3.18 mmol) in CHCl, (10.60 mL) were added HOBt (1.10
equiv., 0.47 g, 3.5 mmol), N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride
(1.05 equiv., 0.64 g, 3.34 mmol) and NEts3 (3.00 equiv., 0.96 g, 1.33 mL, 9.54 mmol). The
mixture was stirred at 20 °C for 15 min. A solution of 1,23-Diazido-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-
azatricosane (11) (1.05 equiv., 1.40 g, 3.34 mmol) in CHCl; (10.60 mL) was then added and
the reaction mixture was stirred 16 h at 20 °C. The reaction mixture was concentrated, then
the crude was purified by flash chromatography (CH2Cl,/MeOH) to afford the titled compound
(2.22 g, 2.35 mmol, 74%) as a yellowish oil.

TLC: CHxCl,/MeOH, 95:5, Rf = 0.4

14 NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 3.75 (t, J = 4.9 Hz, 2H, H17), 3.67-3.56 (m, 58H, H2 to His;
Has to Hag), 3.38 (t, J = 5.0 Hz, 4H, H3o), 3.32-3.28 (m, 2H, H1), 2.68 (t, J = 6.9 Hz, 2H, Has), 1.43
(S, 9H, sz)

13C NMR (101 MHz, CDCls,  ppm): 171.4, 156.1, 79.2, 70.8-70.1 (18C), 69.4, 69.3, 67.5, 50.7,
48.76, 46.3, 40.4, 33.5, 28.4 (3C).

HRMS (ESI) m/z: [M + H]": calculated for: CaoH79NsO17* : 943.5563 ; found: 943.5553

FTIR vecm™: 2866, 2101, 1709, 1634, 1520, 1096
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1-Amino-N,N-bis(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-3,6,9,12,15,18,21,24-
octaoxaheptacosan-27-amide (55)

O/\/NS
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To a solution of tert-Butyl (39-azido-28-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-27-oxo-
3,6,9,12,15,18,21,24,31,34,37-undecaoxa-28-azanonatriacontyl)carbamate (54) (1.0 equiv.,
2.2 g,2.33 mmol) in CH,Cl; (15.20 mL) was added HCI (15.0 equiv., 4.0 M in dioxane, 8.75 mL,
34.99 mmol). The solution was stirred at 20 °C for 4.5 h. The reaction mixture was then
concentrated under reduced pressure and purified by flash chromatography on silica gel

(CH2Cl2/MeOH) to afford the titled compound (1.63 g, 1.93 mmol, 83%) as a yellowish oil.

TLC: CH,Cl,/MeOH, 9:1, Rf =0.2

1H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 3.76 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H17), 3.69-3.54 (m, 58H, H; to Hi7;
Has to Has), 3.39 (t, J = 5.0 Hz, 4H, Hao), 2.97 (t, ) = 5.1 Hz, 2H, H1) 2.69 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H1s)

13C NMR (101 MHz, CDCl3, 6§ ppm): 171.29, 70.8-70.1 (24C), 69.4, 69.3, 67.5, 50.7, 48.7, 46.2,
41.2, 33.5.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]*: calculated for: C3sH71NgO15* : 843.5039 ; found: 843.5040

FTIR vecm™: 2866, 2101, 1637, 1096
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1.2.7. Synthesis of the hydrophilic head PEG16-diN3 (61)

tert-Butyl 1-amino-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48-
hexadecaoxahenpentacontan-51-oate (57)

To a solution of tert-Butyl 1-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48-
hexadecaoxahenpentacontan-51-oate (1.0 equiv., 2.00 g, 2.280 mmol) in MeOH (53.7 mL) was
added palladium (0.01 equiv., 5% on carbon, 49 mg, 0.023 mmol). The reaction flask was
sealed, degazed with Ar., then put under an H; atmosphere. The mixture was stirred 16 h at
20 °C. The mixture was then filtered through a celite pad and concentrated under reduced

pressure. The resulting crude was directly used in the next step whithout further analysis.
CAS number: 2428400-12-6

tert-Butyl 2,2-dimethyl-4-o0x0-3,8,11,14,17,20,23,26,29,32,35,38,41,44,47,50,53-
heptadecaoxa-5-azahexapentacontan-56-oate (58)

To a solution of tert-Butyl 1-amino-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48-
hexadecaoxahenpentacontan-51-oate (57) in CH.Cl; (15.20 mL), was added NEts (3.0 equiv.,
0.69 g, 0.95 mL, 6.84 mmol) and Boc,0 (1.3 equiv., 0.65 g, 0.68 mL, 2.96 mmol). The reaction
mixture was stirred under Ar. for 16 h at 20 °C, then the reaction mixture was concentrated
under reduced pressure and directly purified by flash chromatography on silica gel

(CH2Cl2/MeOH) to obtain the titled compound (1 g, 1.052 mmol, 46%, two step yield) as a

yellow oil.

TLC: CHxCl,/MeOH, 95:5, Rf = 0.3

1H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 3.75-3.57 (m, 62H, Hs to Hs3), 3.52 (t, J = 5.2 Hz, 2H, H,),
3.31-3.27 (m, 2H, H1), 2.48 (t, ) = 6.6 Hz, 2H, H3a), 1.43 (s, 18H, H37, Hao)

13C NMR (101 MHz, CDCls,  ppm): 170.9, 156.0, 80.5, 79.1, 70.6-70.2 (30C), 66.9, 40.4, 36.3,
28.4 (3C), 28.1 (3C), 27.8.

HRMS (ESI) m/z: [M + NHa]*: calculated for: C3gHo1N2020" : 967.6165 ; found: 967.6166
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FTIRvecm™: 2866, 1711, 1520, 1096

2,2-Dimethyl-4-o0x0-3,8,11,14,17,20,23,26,29,32,35,38,41,44,47,50,53-heptadecaoxa-5-
azahexapentacontan-56-oic acid (59)
2 1 4 5 8 9 12 13 16 17 20 21 24 25 28 29 32 33 9
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To a solution of tert-Butyl 2,2-dimethyl-4-oxo-
3,8,11,14,17,20,23,26,29,32,35,38,41,44,47,50,53-heptadecaoxa-5-azahexapentacontan-56-
oate (58) (1.0 equiv., 1.00 g, 1.05 mmol) in MeOH/H,0 (1:1, 2 x 3.9 mL) was added solid LiOH
(5.0 equiv., 0.13 g, 5.52 mmol). The reaction was stirred at 20 °C 16 h. The reaction mixture
was then concentrated, diluted in CH,Cl; (20.0 mL) and water (20.0 mL) acidified with citric
acid until pH = 5. The ag. phase was then extracted thrice times with CH,Cl; (3 x 20.0 mL). The
pooled organic phases were then dried over MgS04 and concentrated under reduced pressure

in order to obtain the titled compound (730 mg, 0.86 mmol, 78%) as a yellow oil.

TLC: CHxCl,/MeOH, 95:5, Rf = 0.1

1H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 3.66-3.60 (m, 64H, Hs to Ha3), 3.52 (t, J = 5.2 Hz, 2H, H2),
3.33-3.30 (m, 2H, H1), 2.60 (t, J = 6.1 Hz, 2H, H3a), 1.43 (s, 9H, Hzs)

13C NMR (101 MHz, CDCl3, § ppm): 156.1, 79.2, 72.5, 70.7-70.2 (31C), 66.6, 40.4, 34.9, 28.4
(3C).

HRMS (ESI) m/z: [M + NHa]*: calculated for: CaoHs3sN2020" : 911.5539 ; found: 911.5657
FTIR vecm™: 2866, 1709, 1520, 1093

CAS number: 2941512-88-3
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tert-Butyl (63-azido-52-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-51-oxo-
3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,55,58,61-nonadecaoxa-52-
azatrihexacontyl)carbamate (60)

(o} (o}
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To a solution of 2,2-Dimethyl-4-oxo0-3,8,11,14,17,20,23,26,29,32,35,38,41,44,47,50,53-
heptadecaoxa-5-azahexapentacontan-56-oic acid (59) (1.00 equiv., 730.0 mg, 0.86 mmol) in
CH2Cl; (3.80 mL) were added HOBt (1.10 equiv., 127.7 mg, 0.94 mmol), NEt3 (3.00 equiv., 260.7
mg, 0.36 mL, 2.58 mmol) and N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride
(1.05 equiv., 172.9 mg, 0.902 mmol). The mixture was stirred at 20 °C for 15 min. A solution
of 1,23-Diazido-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosane (11) (1.05 equiv., 378.3 mg, 0.902
mmol) in CH,Cl, (3.80 mL) was then added and the reaction mixture was stirred at 20 °C under
Ar. for 16 h. The reaction mixture was concentrated, then the crude was purified by flash
chromatography on silica gel (CH,Cl./MeOH) to afford the titled compound (1.44 g, 1.88

mmol, 78%) as a yellowish oil.
TLC: CH,Cl,/MeOH, 95:5, Rf = 0.4

1H NMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 3.76 (t, J = 6.9 Hz, 2H, Hs3), 3.68-3.51 (m, 90H, H; to Hsz;
Hao to Has), 3.38 (t, J = 5.1 Hz, 4H, Has), 3.33-3.28 (m, 2H, H1), 2.69 (t, J = 6.9 Hz, 2H, Hsa), 1.44
(S, 9H, Hgg)

13C NMR (101 MHz, CDCls, 6§ ppm): 171.3, 156.0, 79.1, 70.8 - 70.2 (41C), 70.1, 69.4, 69.3, 67.5,
50.7,48.8,46.3,40.4, 33.5, 28.4 (3C).

HRMS (ESI) m/z: [M + NHa]*: calculated for: CsgH11aN9O2s* : 1312.7926 ; found: 1312.7863

FTIR vem™: 2864, 2105, 1709, 1636, 1095
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1-Amino-N,N-bis(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-
3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48-hexadecaoxahenpentacontan-51-amide (61)

1 4 5 8 9 12 13 16 17 20 21 24 25 28 29 32 M 36 39 40 43
35
e U N N U NP N P O N S O N N\ PN N O NN NN NP A0SO
HaN 2 ;5 9% ;7 0 0 0 4 s 9% v 9% % 9 % % O O WEN T % O W a2 N
O\/\O/\/O\/\N3

To a solution of tert-Butyl (63-azido-52-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-51-oxo-
3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42,45,48,55,58,61-nonadecaoxa-52-

azatrihexacontyl)carbamate (60) (1.0 equiv., 500 mg, 0.400 mmol) in CH2Cl; (2.30 mL) was
added HCI (15.0 equiv., 4.0 M in dioxane, 1.5 mL, 5.99 mmol). The solution was stirred for 16
h at 20 °C. The reaction mixture was then concentrated and purified by flash chromatography
on silica gel (CH2Cl./MeOH) to obtain the titled compound (290 mg, 0.25 mmol, 63%) as an

oil.
TLC: CH,Cl,/MeOH, 9:1, Rf = 0.3

1H NMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 3.94-3.91 (m, 2H, Hs3), 3.80-3.52 (m, 90H, H2 to Hsz; Hag to
Haz), 3.38 (t, J = 4.9 Hz, 4H, Has), 3.21-3.14 (m, 2H, H1), 2.69 (t, J = 7.0 Hz, 2H, H3a).

13C NMR (101 MHz, CDCl3, 6 ppm): 171.4, 70.8 - 69.3 (42C), 67.5, 66.8, 53.4, 50.7, 48.8, 46.3,
40.5, 33.5.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]": calculated for: Cs1H103NsO23* : 1195,7136; found: 1195.7092

FTIR vecm™: 2866, 2104, 1634, 1093
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1.2.8. Synthesis of the hydrophilic head Gly-diNs (64)

tert-Butyl (14-azido-3-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-2-ox0-6,9,12-trioxa-3-
azatetradecyl)carbamate (63)
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To a solution of Boc-glycine (5.0 equiv., 313 mg, 1.790 mmol) in CH,Cl, (931 pL) was added
HOBt (5.0 equiv., 241 mg, 1.790 mmol), N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide
hydrochloride (4.5 equiv., 308 mg, 1.610 mmol) and NEt3 (10.1 equiv., 364 mg, 500 L, 3.6
mmol). The solution was stirred at 20 °C for 10 minutes, then a solution of 1,23-Diazido-
3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosane (11) (1.0 equiv., 150 mg, 0.358 mmol) in CH,Cl, (931
pL) was added. The solution was stirred at 20 °C under Ar. for 24 h. After concentration, the
crude was dissolved in CH,Cl, (20 mL) and washed twice times with NaOH (aq., 1.0 M, 2 x 20
mL) and twice with NaH,POs (aq., 1.0 M, 2 x 20 mL). The organic phase was then dried over
MgS0s, concentrated and purified by flash chromatography on silica gel (Cyclohexane/EtOAc)

to afford the title compound (110 mg, 0.191 mmol, 53%) as a yellow oil.
TLC: EtOAc, Rf =0.2

1H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 3.98 (s, 2H, H1), 3.63 — 3.42 (m, 28H, Hs, Ha, Hs, He, Hy, Hs,
Ho), 3.32 (t, J = 4.3 Hz, 4H, H1o), 1.38 (s, 9H, H13).

13C NMR (101 MHz, CDCls, 8 ppm): 169.1, 155.8, 79.4, 70.8 - 68.9 (12C), 50.7, 48.0, 46.3 (2C),
42.3,28.4 (3C).

HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for C23HasNsOq*: 577.3317; found: 577.3318.

FTIRv cm™: 2866, 2107, 1713, 1651, 1124.
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2-Amino-N,N-bis(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)acetamide (64)
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To a solution of tert-Butyl (14-azido-3-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-2-oxo-
6,9,12-trioxa-3-azatetradecyl)carbamate (63) (1.0 equiv., 110 mg, 0.191 mmol) in CH,Cl, (1.24
mL) was added HCI (15.0 equiv., 4.0 M in dioxane, 0.715 mL, 2.86 mmol). The solution was
stirred at 20 °C for 16 h. After concentration the crude material was purified by flash
chromatography on silica gel (CH2Cl,/MeOH/NH4OH) to afford the title compound (68 mg,
0.143 mmol, 75 %) as a yellow oil.

TLC: CH,Cl,/MeOH/NH40H, 9:0.9:0.1, Rf = 0.7 ; EtOAc, Rf = 0.1

1H NMR (400 MHz, CDCl3, & ppm): 3.73 — 3.46 (m, 30H, H1, Hs, Ha, Hs, Hs, H7, Hs, Hg), 3.45 —
3.35 (m, 4H, Hio), 2.44 (s, 2H, NH,).

13C NMR (101 MHz, CDCl3, 8 ppm): 172.9, 70.7- 68.9 (12C), 50.7, 48.0, 46.4 (2C), 42.8.
HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for C1sH37NsO7*: 477.2780; found: 477.2794

FTIR vcm™: 2866, 2100, 1647, 1117.
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1.2.9. Synthesis of hydrophilic head Pentadecanamide-diN3 (73)

Methyl 15-Hydroxypentadecanoate (66)

To a solution of 15-Hydroxypentadecanoic acid (1.0 equiv., 1.00 g, 3.87 mmol) in methanol
(19.30 mL) was added acetyl chloride (3.0 equiv., 0.911 g, 0.839 mL, 11.60 mmol). The solution
was stirred at 65 °C for 20 h. After concentration, the crude was diluted and concentrated
thrice with toluene (3 x 20.0 mL). The resulting crude was then purified by flash
chromatography on silica gel (Cyclohexane/EtOAc) to obtained the title compound (840 mg,
3.08 mmol, 80%) as a white solid.

TLC: CycloH/EtOAc, 8:2, Rf =0.2

Mp: 51 °C

1H NMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 3.66 (s, 3H, Hi¢), 3.64 (t, / = 6.6 Hz, 2H, H1), 2.30 (t, J = 7.5
Hz, 2H, H14), 1.66 — 1.22 (m, 25H, Hy, Hs, Ha, Hs, He, H7, Hs, Ho, H1o, H11, H12, H13).

13C NMR (101 MHz, CDCl3, 6 ppm): 174.4, 63.1, 51.4, 34.1, 32.8, 29.6 - 29.2 (9C), 25.7, 25.0.

HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for C1gH3303*: 273.2430; found: 273.2437

Analyses were found to be in adequation with reported data. (ACS Catal. 2020, 10 (9), 5230-
5235).252

CAS number: 76529-42-5
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Methyl 15-((Methylsulfonyl)oxy)pentadecanoate (67)
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To a solution of Methyl 15-Hydroxypentadecanoate (66) (1.0 equiv., 450 mg, 1.65 mmol) in
CHCl; (8.260 mL) at 0 °C was added NEts (2.0 equiv., 334 mg, 0.459 mL, 3.30 mmol) and
mesylchloride (1.5 equiv., 283 mg, 0.192 mL, 2.48 mmol). The solution was stirred for 3 h at
0 °C under Ar., then concentrated under reduced pressure. The crude was diluted with EtOAc
(20.0 mL), then washed with NaHCOs (aq., 1.0 M, 20.0 mL) and brine (20.0 mL). The organic
phase was dried over MgS0O4 and concentrated under reduced pressure, and the resulting
crude was then directly used in the next step whithout further purification.

TLC: CycloH/EtOAc, 8:2, Rf = 0.3
CAS number: 869734-95-2

Methyl 15-Azidopentadecanoate (68)
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To a solution of Methyl 15-((Methylsulfonyl)oxy)pentadecanoate (67) (1.0 equiv., 579 mg, 1.65
mmol) in DMF (8.26 mL) was added NaNs (1.5 equiv., 161 mg, 2.48 mmol). The solution was
stirred 16 h at 20 °C, then 5 h at 60 °C. After concentration, the crude was dissolved in CH,Cl»
(20.00 mL), filtered over a pad of celite and washed 5 times with CH,Cl, (5 x 20.0 mL),
concentrated then diluted in EtOAc (25.0 mL) washed once with NaHCOs (aqg., 1.0 M, 20.0 mL)
and thrice with brine (3 x 25.0 mL). The organic phase was dried over MgSO4 and concentrated

to afford the title compound (300 mg, 1.01 mmol, 61%) as an oil.
TLC: EtOAc 100%, Rf = 0.5

1H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 3.66 (s, 3H, Hig), 3.25 (t, J = 7.0 Hz, 2H, H1), 2.30 (t, ) = 7.6
Hz, 2H, Hi4), 1.65 — 1.56 (m, 4H, H», Hi3), 1.40-1.20 (m, 20H, Hs, Hs, Hs, He, H7, Hs, He, H1o, H11,
H12).

13C NMR (101 MHz, CDCl3, § ppm): 173.9, 51.1, 51.0, 33.7, 29.2 - 28.4 (10C), 26.3, 24.5.

HRMS (ESI) m/z, [M + Na]*: calculated for Ci6H31N302Na*: 320.2319; found: 320.2339
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Analyses were found to be in adequation with reported data. (Cellulose, 2005, 12, 209-219).2%3
CAS number: 151309-55-6

Methyl 15-Aminopentadecanoate (69)
(0]

To a solution of Methyl 15-Azidopentadecanoate (68) (1.0 equiv., 580 mg, 1.95 mmol) in THF
(19.5 mL) was added PPhs (2.5 equiv., 1264 mg, 4.82 mmol). The solution was stirred under
inert atmosphere 16 h at 20 °C. Then water (4.0 mL) was added. The solution was stirred 72
h at 20 °C. 10 mL of a solution of HCI 1% was then added (The yellowish transparent solution
turned white opaque). The solution was stirred 2 h at 20 °C, then concentrated. The resulting
crude was then directly purified by flash chromatography on silica gel (CH,Cl./MeOH/NH40H)

to obtain the title compound (467 mg, 1.72 mmol, 88%) as a white solid.
TLC: CH»Cl,/MeOH/NH40H, 9:0.9:0.1, Rf = 0.3
Mp: 65 °C

1H NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 3.66 (s, 3H, His), 2.76 — 2.70 (m, 2H, Ha), 2.58 (s, 2H, NH),
2.29 (t, J = 7.3 Hz, 2H, Hua), 1.61 (q, J = 7.3 Hz, 2H, H13), 149 (q, J = 7.3 Hz, 2H, H2), 1.26 (m,
20H, Hs, Ha, Hs, He, H7, Hs, Ho, H1o, H11, H12).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 174.4, 51.4, 41.8, 34.1, 32.6, 29.6 - 29.2 (9C), 26.8, 25.0.
LRMS (ESI) m/z: 272.26 [M + H]*.

Analyses were found to be in adequation with reported data. (J. Org. Chem. 2013, 78, 2, 582—
589).2%4

CAS number: 862743-30-4 (hydrochloride salt form)
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Methyl 15-((tert-Butoxycarbonyl)amino)pentadecanoate (70)
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To a solution of methyl 15-Aminopentadecanoate (69) (1.0 equiv., 460 mg, 1.69 mmol) in
CHCl; (11.30 mL) was added NEts (3.0 equiv., 514 mg, 0.707 mL, 5.08 mmol) and Boc,0 (1.2
equiv., 443 mg, 0.435 mL, 2.03 mmol). The solution was stirred for 6 h at 20 °C under Ar. The
reaction mixture was then concentrated and directly purified by flash chromatography on
silica gel (Cyclohexane/EtOAc) to obtain the title compound (515 mg, 1.39 mmol, 82%) as a

white solid.
TLC: CycloH/EtOAc, 9:1, Rf = 0.4
Mp: 58 °C

1H NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 4.49 (s, 1H, NH), 3.66 (s, 3H, Hig), 3.10 (m, 2H, Ha), 2.30 (t,
J=7.5Hz, 2H, H1a), 1.60 (q, J = 7.5 Hz, 2H, Hi3), 1.44 (m, 11H, Ha, Hs), 1.26 (m, 20H, Hs, Ha, Hs,
He, H7, Hs, Ho, H1o, H11, H12).

13¢ NMR (101 MHz, CDCls,  ppm): 174.4, 156.0, 79.0, 51.4, 40.7, 34.1, 30.1, 29.6 - 29.2 (9C),
28.4 (3C), 26.8, 25.0.

HRMS (ESI) m/z, [M + Na]*: calculated for C.1Ha1NOsNa*: 394.2933; found: 394.2932

FTIRv em™: 3381, 2917, 2871, 2848, 1739, 1683, 1162.
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15-((tert-Butoxycarbonyl)amino)pentadecanoic acid (71)

To a solution of Methyl 15-((tert-Butoxycarbonyl)amino)pentadecanoate (70) (1.0 equiv.,
510.0 mg, 1.37 mmol) in MeOH/THF/H,0 (1:1:1, 3 x 4.6 mL) was added solid LiOH (3.0 equiv.,
98.6 mg, 4.12 mmol). The solution was stirred for 9 h at 20 °C. The reaction mixture was then
acidified with HCl (ag., 1.0 M) to pH = 4-5, and was then concentrated. The resulting crude
was dissolved in EtOAc (25.0 mL) and water (pH =4, 25.0 mL) and extracted thrice with EtOAc
(3 x 25.0 mL). The pooled organic phases were dried over MgS04 and concentrated. The
resulting crude was then purified by flash chromatography on silica gel (CH2Cl,/MeOH) to

obtain the title compound (350.0 mg, 0.979 mmol, 71%) as a white solid.
TLC: CH.Cl,/MeOH, 95:5, Rf = 0.4
Mp: 83 °C

1H NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 4.52 (s, 1H, NH), 3.09 (s, 2H, H.), 2.34 (t, ] = 7.4 Hz, 2H, Haa),
1.63 (q,J =7.4 Hz, 2H, H13), 1.44 (s, 11H, Hy, Hig), 1.36 —1.22 (m, 20H, Hs, Hs, Hs, He, H7, Hs, Ho,
H1o, H11, H12).

13C NMR (101 MHz, CDCl3, & ppm): 178.7, 79.2, 40.7, 33.9, 30.0, 29.5 - 29.0 (10C), 28.4 (3C),
26.8, 24.7..

HRMS (ESI) m/z, [M + Na]*: calculated for CaoH39NO4Na*: 380.2777; found: 380.2780
FTIR v cm™: 3366, 2916, 2871, 2850, 1702, 1682.

CAS number: 1661040-68-1
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tert-Butyl (1-azido-12-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-oxo-3,6,9-trioxa-12-
azaheptacosan-27-yl)carbamate (72)

23
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To a solution of 15-((tert-Butoxycarbonyl)amino)pentadecanoic acid (71) (1.05 equiv., 246.0
mg, 0.688 mmol) in CH,Cl; (2.95 mL) was added NEts (3.00 equiv., 198.0 mg, 0.273 mL, 1.97
mmol), then HOBt (1.1 equiv., 97.4 mg, 0.721 mmol) and N-Ethyl-N'-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (1.10 equiv., 138.0 mg, 0.721 mmol). The
mixture was stirred at 20 °C under Ar. for 10 min. A solution of 1,23-Diazido-3,6,9,15,18,21-
hexaoxa-12-azatricosane (11) (1.0 equiv., 274.0 mg, 0.655 mmol) in CH,Cl, (2.95 mL) was then
added and the reaction mixture was stirred at 20 °C under Ar. for 20 h. The reaction mixture
was then diluted in CH,Cl; (30.0 mL) washed with mQ water (30.0 mL), then the aqg. phase was
extracted twice with CHCl; (2 x 20.0 mL). The pooled organic phases were washed once with
brine (50.0 mL), dried over MgS04 and concentrated. The resulting crude was then puified by
flash chromatography on silica gel (Cyclohexane/EtOAc) to obtain the title compound (399.0

mg, 0.526 mmol, 80 %) as a colorless oil.
TLC: EtOAc, Rf=0.3

1H NMR (400 MHZ, CDC|3,6 ppm): 4.49 (S, 1H, NH), 3.71-3.50 (m, 28H, H16, H17, ng, H19, Hzo,
Haz1, H22), 3.38 (t, J = 5.1 Hz, 4H, Ha3), 3.09 (s, 2H, H1), 2.39 (t, ) = 7.5 Hz, 2H, H14), 1.61 (g, J = 7.5
HZ, 2H, H13), 1.50-1.40 (m, llH, Hz, st), 1.35-1.21 (m, 20H, H3, H4, H5, Hs, H7, Hg, H9, H10,

Hi1, H12).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 173.8, 156.0, 81.0, 70.8 - 69.3 (11C), 50.7 (2C), 48.8 (2C),
46.3,33.0,30.1, 29.7 - 29.3 (10C), 28.4 (3C), 26.8, 25.4.

HRMS (ESI) m/z, [M + Na]*: calculated for C3sH70NsOgNa*: 781.5163; found: 781.5162

FTIR v ecm™: 2923, 2853, 2099, 1708, 1636, 1115.
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15-Amino-N,N-bis(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)pentadecanamide (73)
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To a solution of tert-Butyl (1-azido-12-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-oxo-
3,6,9-trioxa-12-azaheptacosan-27-yl)carbamate (71) (1.0 equiv., 540 mg, 0.711 mmol) in
CHCl; (4.74 mL) was added HCI (15.0 equiv., 4.0 M in dioxane, 2.67 mL, 10.700 mmol). The
solution was stirred at 20 °C for 4.5 h. After concentration, the crude material was purified by
flash chromatography on silica gel (CH2Cl,/MeOH/NH40H) to obtain the title compound (337

mg, 0.511 mmol, 72 %) as a yellow oil.
TLC: CH,Cl;/MeOH/NH40H, 9:0.9:0.1, Rf = 0.3

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 6 ppm): 3.71 —3.51 (m, 28H, Hie, H17, His, Hig, Ha20, H21, H22), 3.38 (t,
J =5.0 Hz, 4H, Hj3), 2.94 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H1), 2.34 (t, ) = 7.4 Hz, 2H, H14), 1.72 (q, ) = 7.6 Hz,
2H, H2), 1.60 (g, J = 7.4 Hz, 2H, H13), 1.40 — 1.19 (m, 20H, Hs, Ha, Hs, He, H7, Hs, Ho, H1o, H11, H12).

13C NMR (101 MHz, CDCl3, 6 ppm): 173.5, 70.6 - 69.2 (11C), 50.5 (2C), 48.5 (2C), 46.0, 39.9,
32.9,29.4 - 28.8 (8C), 28.0 (2C), 26.3, 25.1.

HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for C31Hg3NsO7*: 659.4820; found: 659.4855

FTIRv cm™: 3414, 2922, 2853, 2100, 1635, 1116.
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1.2.10. Synthesis of the hydrophilic head pentaglycine-diNs (78)

(((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)glycylglycylglycylglycylglycine (76)

0] @] 0
1 H 5 H 9

Solid-phase peptide synthesis protocol:

Resin swelling: 2-Chlorotrityl resin (1 equiv., 1.0 g, 1.0 mmol) was dried in vacuo, dissolved in

DCM (8 mL) and stirred with an end-over-end mixer.

Resin activation: SOCI, (13.8 equiv., 1.0 mL, 13.8 mmol) was added and the mixture was
vortexed for 1 h. Solvents were drained and the activated resin was washed with 2 x N-méthyl-
2-pyrrolidone (NMP) (5 mL), once with NMP/2,4,6-trimethylpyridine (TMP) (4/1, v/v, 5 mL),

then 2 x CH,Cl, (5 mL). Solvents were drained and the red resin was used immediately.

First AA: Add a solution of Fmoc-Glycine (10 equiv., 3.0 g, 10.1 mmol) and TMP (7.5 equiv., 1.0
mL, 7.5 mmol) in DCM (6 mL) and stir for 1 h.

Washing conditions: Wash with 2 x NMP (5 mL) then 2 x CH,Cl; (5 mL) for 30 sec each.

Resin capping: Add a mixture of CH,Cl,/MeOH/TMP (80/15/5, v/v/v, 10 mL) and stir for 15

min. Solvents were removed and resin was washed as before.

Fmoc deprotection: A solution of piperidine/NMP (2/8, v/v, 10 mL) was added and the mixture
was stirred for 15 min. This operation was repeated one more time. Solvents were removed
and resin was washed as before. For the first AA only, all deprotection solutions were
combined and analyzed by UV (dilution x100 in EtOH, 301 nm, € = 7800 M.cm™) to calculate

the amount of Fmoc that was deprotected, thus the loading.
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Elongation: To a solution of Fmoc-Glycine (3.0 equiv., 0.9 g, 3.0 mmol), COMU (3.0 equiv., 1.3
g, 3.0 mmol) in NMP (3 mL) and CH,Cl; (3 mL) was added TMP (7.5 equiv., 1.0 mL, 7.5 mmol).

Resin was washed as before.

Kaiser test: Put a few beads in a small Eppendorf and add 3 drops of solution A, B and C, in
that order. Heat to 80 °C for 3 min. If the beads are brown, continue the synthesis. If the
solution or the beads are blue, the coupling isn't complete and reveal the presence of primary
amines. If so, a second coupling with half the quantity of AA and base was performed. solution
A (ninhydrin in EtOH (0.5g/10 mL)), B (phenol in EtOH (40g/10 mL)) and C (KCN/water/pyridine
(13 mg/0.2 mL/9.8 mL))

Repeat the cycle: deprotection Fmoc, wash, elongation, wash, kaiser test, and wash until the

final peptide.

Resin cleavage: After the last wash step, the resin was washed again 6 x CH.Cl, (8 mL) to
remove a maximum of NMP. The resin was then recovered in a round bottom flask, and dried
under vaccum for 1 h without heating. A solution of TFA/water/TIPS (90:5:5, v/v/v, 10 mL) was
then added and the resin was stirred for 30 min. Afterwards, the resin was filtered off and
washed with TFA (3 x 3 mL). Solvents were removed in vacuo until ~1 mL of solvents is
remaining and the residual solution was added dropwise into a falcon containing 10 mL of -20
°C diethyl ether to precipitate the peptide. After 15 min at -20 °C, the whole mixture was
centrifugated at 4000 rpm for 3 x 5 min. Solvents were discarded and the peptide was dried
under vacuum for 1 h to get rid of diethyl ether in order to obtain the title peptide (576 mg,
0.9 mmol, 90%). The purity was assessed by HPLC, and the product analysed by mass

spectrometry and directly used without further purification.

HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for CasH2sNs0s*:526.1938; found: 526.1994

CAS number: 132742-00-8
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(9H-Fluoren-9-yl)methyl (26-azido-15-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-
2,5,8,11,14-pentaoxo-18,21,24-trioxa-3,6,9,12,15-pentaazahexacosyl)carbamate (77)
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To a solution of Fmoc-Glycylglycylglycylglycylglycine (76) (1.00 equiv., 116 mg, 0.22 mmol) in
DMF (1.47 mL) was added HATU (1.05 equiv., 88.13 mg, 0.23 mmol) and 2,4,6-
trimethylpyridine (3.00 equiv., 0.088 mL, 0.66 mmol). The solution was stirred for 15 min at
20 °Cunder Ar., then 1,23-Diazido-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosane (1.30 equiv., 120.4
mg, 0.29 mmol) was added. The solution was stirred 3 days at 20 °C under Ar. The reaction
mixture was concentrated under reduced pressure and then directly purified by flash
chromatography on silica gel (CH2Cl,/MeOH) to obtain the title compound (150 mg, 0.16

mmol, 73%) as an oil.
TLC: CH,Cl,/MeOH, 9:1, Rf = 0.7 ; EtOAc, Rf = 0.3 ; CH,Cl,/MeOH, 95:5, Rf = 0.2

1H NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 8.15 (s, 1H, NH), 7.99 (s, 1H, NH), 7.88 (s, 1H, NH), 7.73 (d,
J=7.5Hz, 2H, Hae), 7.59 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H23), 7.36 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Ha4), 7.27 (t, J = 7.5, 2H,
Has), 6.67 (s, 1H, NH), 4.45 (d, J = 6.6 Hz, 2H, Ha0), 4.26 — 4.09 (m, 8H, Hs, Hs, H7, Hs), 4.01 (s,
3H, Ha1, Hi), 3.71 —3.28 (M, 32H, Ha1, H12, Hi3, Hua, His, Hie, H17, Has).

13C NMR (101 MHz, CDCls, & ppm): 170.3 - 169.0 (5C), 160.7, 143.9 (2C), 141.3 (2C), 127.7 (2C),
127.1 (2C), 125.1 (2C), 119.9 (2C), 70.6 - 69.9 (16C), 68.6, 52.3, 50.6 (4C), 47.1.

HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for C41HsgN12013%: 927.4325; found: 927.4359

FTIR vecm™: 2866, 2100, 1712, 1694, 1628, 1508, 1105
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2-(2-(2-(2-(2-Aminoacetamido)acetamido)acetamido)acetamido)-N,N-bis(2-(2-(2-(2-
azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)acetamide (78)

18
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To a solution of (9H-Fluoren-9-yl)methyl N-[({[({[({[bis(2-{2-[2-(2-

azidoethoxy)ethoxy]ethoxy}ethyl)carbamoyl]methyl}carbamoyl)methyl]carbamoyl}methyl)ca
rbamoyllmethyl (77) (1.0 equiv., 200 mg, 0.22 mmol) in DMF (8.0 mL) was added piperidine
(2.0 mL). The reaction was stirred for 2 h at 20 °C. The reaction mixture was then concentrated
and directly purified by flash chromatography on silica gel (CH,Cl./MeOH/NH4OH) in order to
obtain the title compound (100 mg, 0.14 mmol, 66%).

TLC: CH»Cl/MeOH/NH40H, 9:0.9:0.1, Rf = 0.1

1H NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 8.49 (s, 1H, NH), 8.05 (s, 1H, NH), 7.84 (s, 1H, NH), 7.53 (s,
1H, NH), 4.22 — 4.08 (m, 2H, Hy), 4.06 - 3.85 (m, 6H, Hs, Hs, H7), 3.76 — 3.45 (m, 30H, Hi, Hi1,
H1z, His, H1a, H1s, H1s, H17), 3.38 (t, J = 5.0 Hz, 4H, His).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 187.2, 170.5 - 169.3 (4C), 70.7 - 68.9 (12C), 50.7 (2C), 48.0
(2C), 46.5, 43.2 - 42.8 (3C), 41.2.

HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for Ca6HagN12011*: 705.3644; found: 705.3665

FTIR vem: 2868, 2101, 1640, 1101
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1.2.11. Synthesis of the hydrophilic head Sulfone-diN3 (87)
tert-Butyl (2-hydroxyethyl)carbamate (79)
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To a solution of ethanolamine (1.1 equiv., 5.6 g, 5.5 mL, 91.68 mmol) in THF (250.0 mL) was
added dropwise a solution of Boc,0 (1.0 equiv., 18.9 g, 19.9 mL, 86.49 mmol) in THF (25.0 mL).
The reaction mixture was stirred at 20 °C for 6 h. The reaction mixture was then concentrated,
diluted in CH,Cl; (30 mL) and washed thrice with NaHCOs (aq. phase, saturated, 3 x 30 mL).
The organic phase was then dried over MgSO4 and concentrated to afford the title compound

(11.2 g, 69.53 mmol, 76%) as a transparent oil.

1H NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 3.68 (t, J = 5.1 Hz, 2H, H1), 3.27 (t, J = 5.1 Hz, 2H, H,), 1.43
(s, 9H, Hs).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 156.8, 79.7, 62.5, 43.2, 28.4 (3C).

Analyses were found to be in adequation with reported data. (Polym. Chem., 2017,8, 1206-
1216).273

CAS number: 26690-80-2

tert-Butyl 3-(2-hydroxyethoxy)propanoate (83)
7«6.0.5.0____A_OH
YO oY
0]

To a solution of ethylene glycol (3.00 equiv., 10.0 g, 9.0 mL, 161.11 mmol) in THF (40.0 mL)
was added potassium 2-methylbutan-2-olate (0.15 equiv., 4.7 mL, 8.06 mmol). Then tert-butyl
acrylate (1.00 equiv., 6.9 g, 7.8 mL, 53.71 mmol) was added. The reaction was stirred at 20 °C
under Ar. for 16 h. The reaction mixture was then concentrated under reduced pressure and
purified by flash chromatography on silica gel (CH,Cl,/MeOH), to obtain the title compound

(3.0 g, 15.77 mmol, 29%).

'H NMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 3.76 — 3.67 (m, 4H, Ha, Hs), 3.56 (t, J = 5.1 Hz, 2H, H), 2.50
(t,J=6.1Hz, 2H, Ha), 2.38 —2.28 (m, 1H, OH), 1.45 (s, 9H, H7).
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13C NMR (101 MHz, CDCl3, & ppm): 171.2, 80.9, 71.9, 66.4, 61.6, 36.1, 28.1 (3C).
LCMS (ESI) m/z: [M + Na]*: calculated for: CoH1gNaO4*: 213.1103; found: 213.1105

Analyses were found to be in adequation with reported data. (ACS Med. Chem. Lett. 2019, 10
(5), 767-772).274

CAS number: 671802-00-9
tert-Butyl (2-(2-(vinylsulfonyl)ethoxy)ethyl)carbamate (81)
o N A 3 & _
SN Y
0]

9 6

To a solution of divinyl sulfone (4.0 equiv., 10 g, 84.64 mmol) in CH,Cl, (38.50 mL) was added
DMAP (0.5 equiv., 1.29 g, 10.58 mmol) and N-boc-ethanolamine (1.0 equiv., 3.41 g, 3.27 mL,
21.16 mmol). The solution was stirred under Ar. at 35 °C for 48 h.The reaction mixture was
concentrated under reduced pressure, then purified by flash chromatography on silica gel

(Cyclohexane/EtOAc) to obtain the title compound (4.02 g, 14.39 mmol, 68%) as a yellow oil.
TLC: CycloH/EtOAc, 1:1, Rf = 0.3

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 6 ppm): 6.71 (dd, J = 16.6, 9.9 Hz, 1H, Hs), 6.42 (d, J = 16.6 Hz, 1H,
He), 6.11 (d, J = 9.9 Hz, 1H, Hg), 3.86 (t, J = 5.6 Hz, 2H, H3), 3.52 (t, J = 5.2 Hz, 2H, H3), 3.34 -
3.28 (m, 2H, H1), 3.25 (t, J = 5.6 Hz, 2H, Ha), 1.44 (s, 9H, Ho).

13C NMR (101 MHz, CDCl3, 8 ppm): 155.9, 137.7, 129.1, 70.3, 64.2, 54.9, 28.4 (3C).
HRMS (ESI) m/z: [M + Na]*: calculated for: C11H2:NNaOsS* :302.1038; found: 302.1042

FTIRv cm™: 1707, 1518, 1365, 1314, 1123, 909, 730
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tert-Butyl 3-(2-(2-((2-(2-((tert-
butoxycarbonyl)amino)ethoxy)ethyl)sulfonyl)ethoxy)ethoxy)propanoate (84)

0]
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To a solution of tert-Butyl N-{2-[2-(ethenesulfonyl)ethoxy]ethyl}carbamate (81) (1.0 equiv.,
2.00 g, 7.16 mmol) in DCM (13.0 mL) was added tert-butyl 3-(2-hydroxyethoxy)propanoate
(83) (2.0 equiv., 2.72 g, 14.32 mmol) and PPhs (0.1 equiv., 0.19 g, 0.72 mmol). The reaction
was stirred at 40 °C for 16 h. The reaction mixture was then concentrated and purified by flash

chromatography on silica gel (Cyclohexane/EtOAc) to obtain the title compound (2.00 g, 4.26

mmol, 59%) as a yellow oil.
TLC: CycloH/EtOAc, 1:1, Rf = 0.2

1H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 3.91 (m, 4H, Hs, He), 3.69 (t, J = 6.5 Hz, 2H, Hs), 3.66 — 3.58
(m, 4H, H7, Hs), 3.54 (t, J = 5.1 Hz, 2H, H2), 3.38 (t, J = 5.5 Hz, 2H, H1), 3.31 (t, J = 5.4 Hz, 4H, Ha,
Hs), 2.48 (t, J = 6.5 Hz, 2H, H1o), 1.44 (d, J = 2.0 Hz, 18H, Hi3, His).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 170.7, 156.0, 80.7, 79.3, 70.4 - 70.0 (4C), 66.8, 64.9, 64.3,
55.0, 54.8, 36.2, 28.5 (3C), 28.1 (30).

HRMS (ESI) m/z: [M + H]*: calculated for: Co0HaoNOoS* :470.2424; found: 470.2449

FTIR v em: 2870, 1712, 1505, 1365, 1316, 1107
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3-(2-(2-((2-(2-((tert-Butoxycarbonyl)amino)ethoxy)ethyl)sulfonyl)ethoxy)ethoxy)propanoic

acid (85)
B0y N A A8 A L o2 0H
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To a solution of tert-Butyl 3-(2-{2-[2-(2-{[(tert-

butoxy)carbonyl]amino}ethoxy)ethanesulfonyl]ethoxy}ethoxy)propanoate (84) (1.0 equiv.,
450 mg, 0.96 mmol) in MeOH/H;0 (1:1, 2 x 3.2 mL) was added LiOH (5.0 equiv., 114.75 mg,
4.79 mmol). the reaction was stirred at 20 °C for 16 h. The reaction mixture was diluted in mQ
water (10 mL), then washed thrice with CH2Cl; (3 x 15 mL). The aqueous phase was then
acidified by HCl (aq., 1.0 M) until pH = 4, then extracted five times with CH,Cl, (5 x 15 mL) and
three times with EtOAc (3 x 20 mL). The organic phase was dried over MgS0O4 and

concentrated to obtain the title compound (240 mg, 0.58 mmol, 61%)
TLC: CH,Cl,/MeOH, 95:5, Rf = 0.2

1H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 6.93 (s, 1H, COOH), 5.27 (s, 1H, CONH), 3.95-3.87 (m, 4H,
Hs, He), 3.77-3.71 (m, 2H, Hs), 3.66-3.60 (m, 4H, Hy, Hs), 3.59-3.52 (m, 2H, Ha), 3.47 —3.37 (m,
2H, H1), 3.36-3.23 (m, 4H, Ha, Hs), 2.61-2.53 (m, 2H, H1o), 1.45 (s, 9H, Hi3).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 175.4, 157.0, 79.7, 70.1 - 66.5 (5C), 64.9, 57.4, 55.0, 54.6,
35.0, 28.4 (3C).

HRMS (ESI) m/z: [M + H]*: calculated for: C16H32NO9S*: 414.1798; found: 414.1803

FTIRv cm™: 2924, 1705, 1521, 1365, 1314, 1104
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tert-Butyl (2-(2-((1-azido-12-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-oxo-
3,6,9,16,19-pentaoxa-12-azahenicosan-21-yl)sulfonyl)ethoxy)ethyl)carbamate (86)
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To a solution of 3-(2-{2-[2-(2{][(tert-

Butoxy)carbonyl]amino}ethoxy)ethanesulfonyl]ethoxy}ethoxy)propanoic acid (85) (1.0 equiv.,
200.0 mg, 0.48 mmol) in CHxCl; (1.61 mL) was added NEts (3.0 equiv., 146.8 mg, 202 uL, 1.45
mmol), HOBt (1.1 equiv., 719 mg, 053 mmol) and then N-Ethyl-N'-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (1.05 equiv., 97.4 mg, 0.51 mmol). The
reaction mixture was stirred under Ar. for 15 min, then 1,23-Diazido-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-
12-azatricosane (11) (1.05 equiv., 213.0 mg, 0.51 mmol) in CH,Cl; (1.61 mL) was added. The
reaction mixture was stirred for 16 h at 20 °C under Ar. The crude was purified by flash
chromatography on silica gel (CH,Cl,/MeOH) to afford the title compound (227.0 mg, 0.28

mmol, 58%) as a yellowish oil.
TLC: CH.Cl;/MeOH, 95:5, Rf = 0.4

14 NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 5.29 (s, 1H, CONH), 3.95 — 3.85 (m, 4H, Hs, He), 3.80 — 3.72
(m, 2H, Hg), 3.70-3.50 (m, 34H, Hz, H7, Hg, H12-1g), 3.37 (m, 6H, H1, H4, Hs), 3.31 (t, J=55 HZ,
4H, H1o), 2.67 (t, J = 6.7 Hz, 2H, H1o), 1.45 — 1.41 (m, 9H, Ha2).

13C NMR (101 MHz, CDCls, 8 ppm): 171.1, 156.0, 79.2, 70.7 - 69.3 (17C), 67.4, 64.9, 64.3, 55.0,
54.8,50.7, 48.7, 46.2, 33.5, 28.5 (3C).

HRMS (ESI) m/z: [M + H]*: calculated for: C32Hg3NsO14S* : 815.4184; found: 815.4189

FTIR v cm™: 2869, 2101, 1705, 1635, 1363, 1105
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3-(2-(2-((2-(2-Aminoethoxy)ethyl)sulfonyl)ethoxy)ethoxy)-N,N-bis(2-(2-(2-(2-
azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)propanamide (87)

13 14 17 18
0 12K\o/\/0\/\o/\/N3
H->N 2 2 g 8 ! (0] 19 N N g i N
AN N A e LN T N8
1 o 3 5 5 O % \9/\[f O O
(0]
To a solution of tert-Butyl N-(2-{2-[2-(2-{2-[bis(2-{2-[2-(2-

azidoethoxy)ethoxy]ethoxy}ethyl)carbamoyl]ethoxy}ethoxy)ethanesulfonyl]ethoxy}ethyl)car
bamate (86) (1.0 equiv., 497.0 mg, 0.61 mmol) in CH,Cl, (3.96 mL) was added HCI (15.0 equiv.,
4.0 M in dioxane, 2.29 mL, 9.15 mmol). The solution was stirred at 20 °C for 4 h. The reaction
mixture was then concentrated under reduced pressure and purified by flash chromatography

on silica gel (CH2Cl,/MeOH/NH4O0H) to obtain the title compound (290.0 mg, 0.41 mmol, 67%)
TLC: CH»Cl,/MeOH/NH40H, 9:0.9:0.1, Rf= 0.3

1H NMR (400 MHz, CDCls, & ppm): 3.90 (m, 4H, Hs, He), 3.75 (t, J = 6.8, 2H, He), 3.70 — 3.48 (m,
34H, Ha, Hy, Hs, H12.18), 3.41 — 3.29 (m, 8H, Ha, Hs, H1o), 2.87 (t, J = 5.3, 2H, H1), 2.67 (t, / = 6.8,
2H, Hio), 1.63 (s, 2H, NHa).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 171.2, 73.3, 70.7-69.3 (15C), 67.4, 64.8, 64.3, 55.0, 54.8,
50.7, 48.7, 46.2, 41.6, 33.5.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]*: calculated for: C27HssNgO12S* :715.3660; found: 715.3662

FTIR vecm™: 2866, 2098, 1635, 1352, 1102
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1.2.12. Synthesis of the Triblock hydrophilic head (PEG4)2-diN3 (95)

1-Azido-12-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-oxo0-3,6,9-trioxa-12-
azahexadecan-16-oic acid (89)

o (\O/\/O\/\ /\/Ns
HO)1J2\1/\ﬁ/ N \/\O/\/O\/\O/\/NS
0]

To a solution of 1,23-Diazido-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosane (11) (1.1 equiv., 550 mg,
1.31 mmol) and NEts (3.0 equiv., 500 pL, 3.58 mmol) in CH,Cl; (7.95 mL) was added succinic
anhydride (1.0 equiv., 120 mg, 1.19 mmol). The solution was stirred for 2 h at 20 °C under Ar.
The reaction mixture was then diluted with CH,Cl; (40 mL), then washed three times with
NaH,POs4 (aqg., 1.0 M, 3 x 50 mL). The organic phase was then dried over MgSO4 and
concentrated to obtain the title compound (576 mg, 1.11 mmol, 93%). The resulting product

was directly used without further purification.
TLC: EtOAc, Rf=0.1

14 NMR (400 MHz, CDCl3, & ppm): 3.70 — 3.54 (m, 28H, Ha, Hs, Ha, Hs, He, H7, Hs), 3.39 (td, J =
5.1, 1.8 Hz, 4H, H1), 2.85 — 2.77 (m, 2H, H11), 2.69 — 2.62 (m, 2H, H1o).

13C NMR (101 MHz, CDCls, & ppm): 174.8, 173.8, 70.8 - 68.8 (80C), 50.7 (2C), 49.3 (2C), 46.6,
30.9, 30.5, 28.1 (2C).

HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for C0H3sN7Oq*: 520.2731; found: 520.2754

FTIRv cm™: 2869, 2102, 1731, 1640, 1118.

210



Methyl 1-Azido-12-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-0x0-3,6,9-trioxa-12-
azahexadecan-16-oate (90)

o (\O/\/O\/\ AN
13\0)11\/\[9‘/N\/\0/\/O\/\0/\/N3
1
(0]

To a solution of 1-Azido-12-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-oxo-3,6,9-trioxa-
12-azahexadecan-16-oic acid (89) (1.0 equiv., 576 mg, 1.11 mmol) in methanol (7.4 mL) was
added SOCI; (3.0 equiv., 240 pL, 3.33 mmol) dropwise. The solution was stirred at reflux (65
°C) for 3 h. The reaction mixture was then concentrated to obtain the title compound (590 mg,

1.106 mmol, 99%) as an oil.
TLC: EtOAc, Rf = 0.3

1H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 3.77 — 3.52 (m, 31H, Ha, Hs, Ha, Hs, He, H7, Hs, H13), 3.43 —
3.35 (m, 4H, H1), 2.72 (td, ) = 6.5, 1.1 Hz, 2H, H11), 2.63 (td, J = 6.5, 1.1 Hz, 2H, H1o).

13C NMR (101 MHz, CDCls, & ppm): 173.7, 171.8, (72.5, 71.4, impurities), 70.8 - 69.2 (8C), 61.8
(impurity), 51.7, 50.7, 48.7 (2C), 46.4, 42.7, 29.3, 28.1 (20).

HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for C21HaoN70Oq*: 534.2888; found: 534.2891

FTIR vecm™: 2866, 2098, 1734, 1640, 1112.
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Methyl 1-Amino-12-(2-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-oxo-3,6,9-trioxa-12-
azahexadecan-16-oate (91)

7 6 5 3 2
0.4 1_NH
o 8(\0/\/ \/\o/\/ 2
0

1
13\0)1WN\/\O/\/0\/\0/\/NH2
"

(0]

To a solution of Methyl 1-Azido-12-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-oxo-
3,6,9-trioxa-12-azahexadecan-16-oate (90) (1.00 equiv., 580.00 mg, 1.087 mmol) in MeOH
(27.2 mL)was added palladium (0.02 equiv., 46.27 mg, 0.022 mmol). The solution was flushed
with Ar., then the reaction mixture was stirred under an H; atmosphere for 16 h at 20 °C. The
reaction mixture was then diluted in CH2Cl; (10.0 mL), filtered over a celite pad, washed with
CHCl; (5 x 5.0 mL) and concentrated. The product was directly used in the next step without

further purification or analysis.

TLC: CH,Cl;/MeOH, 9:1, Rf = 0.05
HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for C21Ha4N309*: 482.3078; found: 482.3075

FTIR vem™: 3368, 2869, 1731, 1633, 1110.
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Methyl 17-(2,2-Dimethyl-4-ox0-3,8,11,14-tetraoxa-5-azahexadecan-16-yl)-2,2-dimethyl-
4,18-dioxo-3,8,11,14-tetraoxa-5,17-diazahenicosan-21-oate (92)

16

7 Oﬁﬁo\{{
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To a solution of Methyl 1-Amino-12-(2-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-oxo-
3,6,9-trioxa-12-azahexadecan-16-oate (91) (1.0 equiv., 496 mg, 1.03 mmol) in CH,Cl, (6.9 mL)
was added NEts (5.0 equiv., 720 uL, 5.15 mmol) and Boc,0 (2.5 equiv., 562 mg, 590 uL, 2.57
mmol). The solution was stirred 2 h at 20 °C under Ar. The reaction mixture was then
concentrated and the resulting crude was purified by flash chromatography on silica gel

(EtOAc/MeOH) to obtain the title compound (320 mg, 0.47 mmol, 46 %) as an oil.

TLC: EtOAc, Rf =0.1 ; EtOAc/MeOH, 9:1, Rf = 0.6

'H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 3.66 (s, 3H, Hi3), 3.64 —3.48 (m, 28H, Hy, Hs, Ha, Hs, He, H,
Hs), 3.29 (t, J = 5.3 Hz, 4H, H1), 2.71 (t, J = 6.2 Hz, 2H, H11), 2.62 (t, J = 6.2 Hz, 2H, H1o), 1.42 (s,
18H, His).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 173.7, 171.8, 156.0 (2C), 79.2 (2C), 70.8 - 69.2 (8C), 51.7
(2C), 48.7 (2C), 46.4, 40.4 (2C), 29.2, 28.4 (6C), 28.1 (2C).

HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for C31HsoN3013*: 682.4126; found: 682.4162

FTIR vecm™: 3349, 2868, 1704, 1634, 1515, 1101.
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17-(2,2-Dimethyl-4-ox0-3,8,11,14-tetraoxa-5-azahexadecan-16-yl)-2,2-dimethyl-4,18-
dioxo-3,8,11,14-tetraoxa-5,17-diazahenicosan-21-oic acid (93)

15
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To a solution of Methyl 17-(2,2-Dimethyl-4-oxo-3,8,11,14-tetraoxa-5-azahexadecan-16-yl)-
2,2-dimethyl-4,18-dioxo-3,8,11,14-tetraoxa-5,17-diazahenicosan-21-oate (92) (1.0 equiv.,
320.0 mg, 0.47 mmol) in MeOH/H,0 (1:1, 4.7 mL) was added LiOH (5.0 equiv., 56.2 mg, 2.35
mmol). The solution was stirred 2.5 h at 20 °C, then concentrated under reduced pressure.
The resulting crude was diluted in NaH;PO4 (aqg., 1.0 M, 20.0 mL) and extracted 5 times with
CH2Cl; (5 x 20.0 mL). The pooled organic phases were dried over MgS04 and concentrated to

obtain the title compound (290.0 mg, 0.43 mmol, 93 %) as a colorless transparent oil.

TLC: EtOAc/MeOH, 9:1, Rf = 0.1

1H NMR (400 MHz, CDCl3, § ppm): 5.18 (s, 1H, NH), 5.10 (s, 1H, NH), 3.72 — 3.50 (m, 28H, H,,
H3, H4, Hs, Hs, H7, Hg), 3.31 (d, J=5.8 HZ, 4H, Hl), 2.80 (m, 2H, H11), 2.66 (m, 2H, H10), 1.44 (S,
18H, His).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm):199.5, 170.2, 155.6 (2C), 79.3 (2C), 77.3 - 68.9 (8C), 61.8
(2C), 49.1 (2C), 46.5, 40.3 (2C), 28.4 (9C)

HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for C3oHssN3013*: 668.3970; found: 668.3977

FTIR vem™: 3349, 2921, 2868, 1704, 1633, 1514, 1098.
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di-tert-Butyl (12-(1-azido-12-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-ox0-3,6,9-
trioxa-12-azahexadecan-16-oyl)-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosane-1,23-
diyl)dicarbamate (94)

23

o%o%

(\O/\/O\/\ /\/NH
20 49 16 15

4
/\/0{8/\ /\/O{“/\NMN\/\O/\/O\/\O/\/NT #/
" /\/o\/\o/\/o\) 0 0

To a solution of 17-(2,2-Dimethyl-4-oxo-3,8,11,14-tetraoxa-5-azahexadecan-16-yl)-2,2-
dimethyl-4,18-dioxo-3,8,11,14-tetraoxa-5,17-diazahenicosan-21-oic acid (93) (1.0 equiv.,
280.0 mg, 0.42 mmol) in CHyCl; (2.8 mL) was added NEts (5.0 equiv., 290 uL, 2.096 mmol),
then HOBt (1.1 equiv., 62.3 mg, 0.46 mmol) and then N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimide hydrochloride (1.0 equiv., 80.4 mg, 0.42 mmol). The solution was stirred for
15 min under Ar. at 20 °C, then 1,23-Diazido-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosane (11) (1.1
equiv., 193.5 mg, 0.46 mmol) was added. The solution was stirred 16 h under Ar. at 20 °C. The
reaction mixture was concentrated and purified by flash chromatography on silica gel

(EtOAc/MeOH) to obtain the title compound (344.0 mg, 0.32 mmol, 77 %) as an oil.
TLC: EtOAc/MeOH, 95:5, Rf = 0.1

1H NMR (400 MHz, CDCls, § ppm): 3.67 — 3.52 (m, 56H, Ha, Hs, Ha, Hs, He, H7, Hs, H13, H1a, H1s,
Has, H17, His, His), 3.39 (t, J = 5.1 Hz, 4H, Hao), 3.30 (t, J = 5.2 Hz, 4H, H1), 2.72 (s, 4H, Hi1, H12),
1.44 (s, 18H, Ha3).

13C NMR (101 MHz, CDCls, § ppm): 172.5 (2C), 156.0 (2C) 79.2 (2C), 70.7 - 69.4 (24C), 50.7 (2C),
48.6 (2C), 46.6 (2C), 41.7 (2C), 28.4 (6C), 28.3 (2C)

HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for C4sHssN10O1s*: 1069.6356; found: 1069.6350

FTIR vem™: 3363, 2868, 2106, 1708, 1634, 1115.
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N2,N1-bis(2-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-N? N?-bis(2-(2-(2-(2-
azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)succinamide (95)

o (\O/\/O\/\ AL NH,
/\/0{8/\ /\/O@/\N)Hz\/\ﬁ/N \/\O/\/O\/\o/\/ NH;
/\/O\/\O/\/O\) o

To a solution of di-tert-Butyl (12-(1-azido-12-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-13-
ox0-3,6,9-trioxa-12-azahexadecan-16-oyl)-3,6,9,15,18,21-hexaoxa-12-azatricosane-1,23-

diyl)dicarbamate (94) (1.0 equiv., 334 mg, 0.31 mmol) in CH,Cl, (2.10 mL) was added HCI (15.0
equiv., 4.0 M in dioxane, 1.17 mL, 4.69 mmol). The solution was stirred 1h30 at 20 °C. The
reaction mixture was then concentrated and purified by flash chromatography on silica gel

(CH2Cl2/MeOH/NH40H) to obtain the title compound (210 mg, 0.24 mmol, 77%) as an oil.
TLC: CH,Cl,/MeOH/NH40H, 9:0.9:0.1, Rf =

1H NMR (400 MHz, CDCls, 6 ppm): 3.70 — 3.48 (m, 56H, Ha, Hs, Ha, Hs, He, H7, Hs, H13, Hia, His,
Hie, H17, His, H1a), 3.39 (t, J = 5.1 Hz, 4H, Hx0), 2.87 (t, ) = 5.2 Hz, 4H, H1), 2.69 (s, 4H, Hio, Hi1).

13¢ NMR (101 MHz, CDCls, & ppm): 172.5 (2C), 73.2 (2C), 70.7 - 69.4 (22C), 50.7 (2C), 48.6 (2C),
46.6 (2C), 41.7 (2C), 28.3 (2C).

HRMS (ESI) m/z, [M + H]*: calculated for C3gH73N10014*: 869.5308; found: 869.5295

FTIRvecm™: 2869, 2106, 1632, 1110
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1.3. Surfactant synthesis
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1.3.1. General procedure:
1.3.1.1.  Carboxylate activation:

F j\F3 (COCI), j\Fs
\. P S —_— FSC / ~
¢ o e OH  hrE 7100 o \})'Lm
2 2~4 CF3 65°C, 16 h, / 1o CFs
21 Ar.

Krytox157FSH 21 (1.0 equiv.) was dissolved in Novec7100 (0.2-0.4 g/mL) and oxalyl chloride
(30.0 equiv.) was added to the solution. The reaction mixture was stirred under reflux (65 °C)
overnight. The crude Krytox-COCl 22 obtained after concentration was directly used in the

next step without further purification.

1.3.1.2.  Coupling step:

CFs i
Hydrophilic head F> F
/{\ . FC._.C /|\ %
O C ~40 Cl NEts, g ] F E ~40 H
CF3  Novec 7100/CH,Cl, 2 2 CF
22 (1:2),
Ar., 48 h

Krytox-COCl 22 (1.0 equiv.) was dissolved in Novec7100/CH,Cl> (1:1, 0.15-0.17 g/mL). A
solution of hydrophilic head (2.0 to 5.0 equiv.) and NEts3 (3.0 equiv.) in anhydrous CH,Cl, was

then added dropwise, so that the final volume ratio between Novec7100 and CH;Cl; equates
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1:2 (0.11 g/mL). The reaction mixture was stirred for 48 h at 20 °C under Ar. The crude
obtained after evaporation of the solvent was dissolved in HFE7500 (0.02 g/mL), transferred
into a separatory funnel and washed with CH,Cl, (0.02 g/ml). The fluorinated phase was then
concentrated under reduced pressure to afford a mixture of the surfactant and the
carboxylate form of Krytox as a sticky oil. The purity was determined by °F NMR, using a

mixture of CsFs/CeDe (45:5) as NMR solvent.

1.3.2. Surfactants synthesis :

Surfactant diblock Krytox-diPEG3Ns3 (no linker) (36)
8
7 . SO
F,/ CFs\ O o %
g (@] E Ev 10 N\/E\O/\/O\/\o/\/Ng
2 CF3
14 1~40 16

13

The surfactant was synthesized according to the general procedure described previously,
using 22 (0.157 mmol, 1.02 g), 11 (0.834 mmol, 350 mg), triethylamine (0.719 mmol, 100 pL),
Novec7100 (3.06 mL) and CHxCl, (2 x 3.06 mL). To afford the surfactant (1.0 g) as a sticky white

oil.

1H NMR (400 MHz, CsFs/CsD¢, 6 ppm): 3.99 — 3.60 (m, 28H, H1, Ha, Hs, Ha, Hs, He, H7), 3.29 (t,
4H, J = 4.5 Hz, Hs)

19F NMR (376 MHz, C¢Fs/CsDe¢, 6 ppm): Surfactant: -80.8 - -82.0 (m, 207F, F17, F11, F13), -83.6 -
-83.8 (m, 6F, F1s, F16), -125.0 - -125.1 (0.89F, F1o), -131.5 (2F, Fi4), -145.3 - -146.5 (39F, F12).
Carboxylate Krytox157FSH: -80.8 - -82.0 (m, 207F, F17, F11, F13), -83.6 - -83.8 (m, 6F, F1s, F1¢), -
127.0--127.8 (0.12F, F1o), -131.5 (2F, F14), -145.3 - -146.5 (39F, F12).
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Surfactant diblock Krytox-Gly:-diPEGN3 (37)

O\/\Ns

CH3 /3\4/0\/\0
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\N%‘L\N/\n/ e 0

4Ct:F3

The surfactant was synthesized according to the general procedure described previously,
using 22 (0.14 mmol, 909 mg), 64 (0.42 mmol, 200 mg), triethylamine (0.42 mmol, 58,3 uL),
Novec7100 (2.73 mL) and CHxCl; (2 x 2.73 mL). To afford the surfactant (850 mg) as a sticky

white oil.

1H NMR (400 MHz, CsF¢/CsDs, & ppm): 7.80 (s, 1H, NH), 4.29-4.18 (m, 2H, H1), 3.68-3.54 (m,
28H, Hs, Ha, Hs, Hs, H7, Hs, Ho), 3.28-3.23 (m, 4H, H1o)

19F NMR (376 MHz, C¢Fs/CsD¢, & ppm): Surfactant: -80.4- -82.6 (m, 212F, Fi3, F19), -83.4- -83.6
(m, 3F, F17), -84.5- -84.7 (m, 3F, F1g), -131.4 (s, 2F, F16), -133.5--134.1 (m, 0.93F, F12), -145.3- -
146.5 (m, 40F, F14). Carboxylate Krytox157FSH: -80.4- -82.6 (m, 212F, F13, F19), -83.4--83.6 (m,
3F, F17), -84.5--84.7 (m, 3F, F1g), -126.4--127.5 (m, 0.07F, F12), -131.4 (s, 2F, F1¢), -145.3--146.5
(m, 40F, F1a).

Surfactant diblock Krytox-PEG,-diPEG3N3 (40)

20 24

CF; O
22 F 1 4 5 8 11 12 15
F3C\ _a. /~1\918 O s N/\/O\/\O/\‘)TJ\N/\/O\/\O/\/O\/\N
E' o F (F: 7"y 2 3 6 9 10 13 3
2 0] 0]
21 10 C2§3 \/\O/\/ \/\N3

The surfactant was synthesized according to the general procedure described previously,
using 22 (0.17 mmol, 1078.34 mg), 47 (0.41 mmol, 240 mg), NEts (0.50 mmol, 69 uL),
Novec7100 (3.23 mL) and CHxCl; (2 x 3.23 mL), to afford the surfactant (912 mg) as a sticky

white oil.

1H NMR (400 MHz, CsFs/CsD¢, 8 ppm): 8.28 (s, 1H, NH), 3.80 — 3.69 (m, 2H, Hs), 3.66 —3.42 (m,
36H, Hi, Ha, Hs, Ha, Hs, Ho, H1o, H11, H12, Hi3, Hi14), 3.19 (t, J = 5.0 Hz, 4H, His), 2.58 (m, 2H, Hs).
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19F NMR (376 MHz, CsF¢/CeDs, & ppm): Surfactant: -80.7 - -82.1 (m, 214F, Fas, F1s, F20), -83.3 -
-84.1 (m, 3F, F22), -84.4 - -84.5 (m, 3F, F23), -131.3 (m, 2F, F21), -133.4 - -133.7 (m, 1.00F, F17), -
145.5 - -146.0 (m, 39F, F19).

Surfactant diblock Krytox-PEGa-diPEG3Ns (2)

F CF3
C<\ } 20 /\/O\/\O/\/O\/\o/\A\N/\/O\/\O/\/O\/\Ns

CF3 12K/0\/\0/\/0\/\N ;

The surfactant was synthesized according to the general procedure described previously,
using 22 (0.51 mmol, 3314 mg), 17 (1.27 mmol, 850 mg), triethylamine (1.53 mmol,210 pL),
Novec 7100 (9.9 mL) and CHCl; (2 x 9.9 mL), to obtain the desired surfactant (3107 mg) as an

oil.

1H NMR (400 MHz, CsFs/CsDs, & ppm): 8.36 (s, 1H, NH), 3.79 —3.49 (m, 46H, H1, Ha, Hs, Ha, Hs,
He, H7, Hs, Ho H12, His, Hia, His, His, H17, His), 3.24 (t, J = 5.0 Hz, 4H, H19), 2.62 (t, J = 6.7 Hz, 2H,
Hio).

19F NMR (376 MHz, C6Fs/CsDs, § ppm): Surfactant: -80.7- -82.5 (m, 214F, Fag, F22, Faa), -83.3 - -
83.5 (m, 3F, Fag), -84.3 - -84.5 (m, 3F, F27), -131.4 (m, 2F, F2s), -133.2 —-133.8 (m, 1.00F, F21), -
145.5 — -146.3 (m, 40F, Fa3).

Surfactant diblock Krytox-PEGs-diPEG3N3 (41)

NS\/\O
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27

The surfactant was synthesized according to the general procedure described previously,
using 22 (0.24 mmol, 1.54 g), 55 (0.60 mmol, 600 mg), triethylamine (0.71 mmol, 100 pL),
Novec7100 (3.06 mL) and CHxCl, (2 x 4.62 mL). To afford the surfactant (700 mg) as a sticky

white oil.

1H NMR (400 MHz, CsFs/CsDs, 5 ppm): 8.35 (s, 1H, NH), 3.70 — 3.48 (m, 62H, H1-17 H20-26), 3.25
(t, J=5.1Hz, 4H, Hy7), 2.61 (t, J = 6.8 Hz, 2H, Hs).
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19F NMR (376 MHz, C¢Fs/CsDs, 6 ppm): Surfactant: -80.7 - -82.5 (m, 220F, Fzo, Fs¢, F32), -83.5 -
-83.6 (m, 3F, Fas), -84.3 - -84.5 (m, 3F, F3s5) -125.0 - -125.1 (0.80F, F29), -131.5 (2F, F33), -145.4 -
-146.4 (42F, F31). Carboxylate Krytox157FSH: -80.7 - -82.5 (m, 220F, F3o, F36, F32), -83.5 - -83.6
(m, 3F, Faa), -84.3 - -84.5 (m, 3F, F3s), -126.5 - -127.1 (0.20F, F29), -131.5 (2F, Fs3), -145.4 - -
146.4 (42F, F3).

Surfactant diblock Krytox-PEG16-diPEG3N3 (42)

a8
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50 T e 1t 4 5 7 20 21 4 25 2 3
Fe. o fr ol t o A S o A % o B M o % M o B 2 o ® 2 o X 2 o 2 B o =
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F, Fol ke, H Lo =
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51 3

The surfactant was synthesized according to the general procedure described previously,
using 22 (0.12 mmol, 775 mg), 61 (2.5 equiv., 0.30 mmol, 330 mg), triethylamine (0.36 mmol,
50 uL), Novec7100 (2.1 mL) and CHxCl; (2 x 2.1 mL). To afford the surfactant (500 mg) as a

sticky white oil.

1H NMR (400 MHZ, CGFG/C5D5,5 ppm): 8.24 (S, 1H, NH), 3.70-3.48 (m, 94H, H1-33, H35-42), 3.25
(t, J =5.0 Hz, 4H, Has), 2.61 (t, J = 6.7 Hz, 2H, H34)

19F NMR (376 MHz, CcF6/CeDs, & ppm): Surfactant: -80.3 - -82.4 (m, 241F, Fus, Fsa, Fus), -83.4 -
-83.5 (m, 3F, Fso), -84.3 - -84.5 (m, 3F, Fs1), -131.4 (2F, Fao), -133.2 - -133.8 (m, 0.83F, Fas), -
145.3 - -146.3 (m, 44F, F47). Carboxylate Krytox157FSH: -80.3 - -82.4 (m, 241F, Fag, Fs2, Fas), -
83.4--83.5 (m, 3F, Fso), -84.3 - -84.5 (m, 3F, Fs1),-126.2 - -127.1 (m, 0.16F, Fa7), -131.4 (2F, Fao),
-145.3 - -146.3 (m, 44F, Fu7).
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Surfactant diblock Krytox-pentadecanamide-diPEGsN;3 (39)

O\/\Na
CF3 o) /\/
30 /\/MUJ\ P O\/\O
15N,
4 6 8 10 12 14 N\/\O/\/O\/\O/\/N3
~40 CF3

The surfactant was synthesized according to the general procedure described previously,
using 22 (0.162 mmol, 1.05 g), 73 (0.486 mmol, 320 mg), triethylamine (0.486 mmol, 67.5 uL),
Novec7100 (3.09 mL) and CHCl, (2 x 3.09 mL). To afford the surfactant (1.10 g) as a sticky

white oil.

1H NMR (400 MHz, C¢Fs/CeDs, &6 ppm): 7.33 (s, 1H, NH), 3.74-3.45 (m, 30H, Hi, His, H17, His,
H19, Hzo, H21, H22), 3.33-3.30 (m, 4H, H23), 2.40 (t,J =7.50 HZ, ZH, H14), 1.75-1.72 (m, 2H, Hz),
1.58 — 1.36 (m, 22H, Hs, Ha, Hs, He, H7, Hs, Ho, H1o, H11, H12, H13).

19F NMR (376 MHz, CsFc/CcDs, & ppm): Surfactant: -80.8- -82.1 (m, 239F, Fs2, Fzs, Fs), -83.6- -
83.6 (m, 3F, F3o), -84.8- -84.8 (m, 3F, F31), -131.5 (s, 2F, Fas), -133.6- -133.9 (m, 0.99F, Fas), -
145.6- -146.2 (m, 44F, F27).

Surfactant diblock Krytox-sulfone-diPEG3Ns (87)

26¢ 12 15' 16’ 19
194\ j 5720 N/\/O\/\”/\6/0\/\0/\)111\N/\/O\M'/\O/\1;0\18‘/\,\]3
F2 1l 16

19
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The surfactant was synthesized according to the general procedure described previously,
using 22 (0.150 mmol, 980 mg), 87 (0.380 mmol, 270 mg), triethylamine (0.604 mmol, 84 uL),
Novec7100 (2.95 mL) and CHxCl; (2 x 2.95 mL). To afford the surfactant (850 mg) as a sticky

white oil.

'H NMR (400 MHz, CoFs/CsDs, & ppm): 8.43 (s, 1H, NH), 3.85-3.72 (m, 6H, H3, Hg, Ho), 3.67-3.53
(M, 36H, Hy, Hy, Hy, Hg, Hiz1s), 3.32-3.26 (M, 2H, Ha), 3.24 (t, J = 5.0 Hz, 4H, Hi), 3.11-3.05 (m,
2H, HS), 2.67 (t, J=6.4Hz, 2H, HlO).

19F NMR (376 MHz, CcF6/CsDs, & ppm): Surfactant: -80.7- -82.6 (m, 220F, Fas, F22, Faa), -83.4- -
83.6 (m, 3F, Fas), -84.2- -84.6 (m, 3F, F27), -131.3 (s, 2F, Fzs), -133.3- -133.8 (m, 0.83F, Fx
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(amide)), -145.5 -146.1 {m, 41F, F»3). Carboxylate Krytox157FSH: : -80.7- -82.6 (m, 220F, Fas,
F22, F24), -83.4--83.6 (m, 3F, Fas), -84.2- -84.6 (m, 3F, F2), -127.2 - -127.8 (m, 0.16F, F21), -131.3
(5, 2F, Fas), -145.5 -146.1 (m, 41F, F23)

Surfactant Krytox-Ethylene-Triazine-tetraPEG;Ns (3)

N3 N3
\/\ /\/
0™\ _o o/ 0

\/\O O/\/

7 6 3 2
N3\/\o/\/o\/\o/\/N\10rN\ 5 N\s/\o/\f’/o\‘t/\o/\/Ng,
1

The surfactant was synthesized according to the general procedure described previously,
using 22 (0.33 mmol, 2.17 g), 20 (0.67 mmol, 650 mg), triethylamine (1.00 mmol, 140 L),
Novec 7100 (6.5 mL) and CHCl; (2 x 6.5 mL) to obtain the desired surfactant (2.15 g) as an oil.

1H NMR (400 MHz, CsFs/CsDs, 6 ppm): 8.22 (s, 1H, NH amide), 3.87 — 3.65 (m, 60H, Hs, H2, Hs,
H4, Hs, Hs, H7, H12, H13), 3.34-3.31 (m, 8H, H1).

19F NMR (376 MHz, C¢Fs/CsDs, 8 ppm): Surfactant: -80.7 — -82.2 (m, 248F, F17, F1o, F20), -83.6
(m, 3F, F22), -84.5 (m, 3F, F1g), 131.4 —-131.7 (m, 2F, F21), -133.1—-133.9 (m, 0.89F, F1s), -145.3
—-146.8 (m, 43F, F1s). Carboxylate Krytox157FSH: -80.2 — -82.5 (m, 248F, Fi7, Fi9, F20), -83.6
(m, 3F, F22), -84.5 (m, 3F, F16),-127.2 —-128.3 (m, 0.12F, F1s), -131.4 —-131.7 (m, 2F, F21), -145.3
—-146.8 (m, 43F, F1g)
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Surfactant Triblock Krytox-(PEG4),-diPEG3Ns (44)

F3C
3C 26 C( \‘/23)3 EEY
29CF5 40 HN\/\ /\/O\/\ 8
F F FaF CFay O/\ 10 0 13 16
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F L
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General procedure for Triblock surfactant: 22 (1.0 equiv.) was dissolved in Novec7100/CHCl;
(1:1, 0.15-0.17 g/mL). A solution of hydrophilic head 95 (0.55 to 0.80 equiv.) and NEts (3.0
equiv.) in anhydrous CH,Cl; was then added dropwise, so that the final volume ratio between
Novec7100 and CH,Cl; equates 1:2 (0.11 g/mL). The reaction mixture was stirred for 48 h at
20 °Cunder Ar. The crude obtained after evaporation of the solvent was dissolved in HFE7500
(0.02 g/mL), transferred into a separatory funnel and washed with CHCl; (0.02 g/ml). The
fluorinated phase was then concentrated under reduced pressure to afford a mixture of the
surfactant and the carboxylate form of Krytox as a sticky oil. The purity was determined by *°F

NMR, using a mixture of CsFs/CsDs (45:5) as NMR solvent.

Tableau 8: Tribloc coupling conditions

Polar Polar Krytox Solution 1 Solution 2
head ¥ NEt3 Novec7100 Product C.E (%)
: head  cOCI CH.Cl,
(equiv.) /CHCl,
115
209 627
| 4,07/4,07
055 MM oo umol- 4074 407mL  1,03g  70-75%
~100 mL
mg 1368 87
115
177 531
| 45/3,4
0.65 MM o= umoi— B sucml 0726 81%
~100 mL
mg 158 74wl
115
144 432
2,81/2,81
080 | ™| ol— | umol— | 281/28 281mL  074g 90%
—100 mL
mg 0948 60l

NMR analysis (for the batch with 0.80 equivalents of hydrophilic head):

1H NMR (400 MHz, CsF6/CeDe, & ppm): 8.35 (s, 1-2H, NH) 3.72-3.46 (m, 60H, H1.s, H13.10), 3.27-
3.20 (m, 4H, Hao), 2.79-2.64 (m, 4H, Hio, H11).
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19F NMR (376 MHz, C¢Fs/CsDs, 6 ppm): Surfactant: -80.7 - -82.1 (m, 220F, Fa3, Fa9, F2s), -83.4 -
-83.5 (m, 3F, F27), -84.3 - -84.6 (m, 3F, Fas), -131.4 (2F, F26), -133.1 - -133.8 (m, 0.90F, F2,), -
145.4 - -146.0 (m, 42F, F24). Carboxylate Krytox157FSH: -80.7 - -82.1 (m, 220F, F23, F29, F2s), -
83.4--83.5(m, 3F, F27), -84.3 - -84.6 (m, 3F, F2s),-127.0--127.8 (m, 0.11F, F22), -131.4 (4F, F2s),
-145.4 - -146.0 (m, 42F, Faa).
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1.4, HPLC analysis of Peptid FmocGly5
HPLC analysis : 280 nm and 301 nm : one product
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1.5. Synthesis of Probe disulfoCy5-PEG3-DBCO (35)

U

o}
(o]

S0;H

To a solution of 1-(5-carboxypentyl)-2-((1E,3E)-5-((E)-1-ethyl-3,3-dimethyl-5-sulfoindolin-2-
ylidene)penta-1,3-dien-1-yl)-3,3-dimethyl-3H-indol-1-ium-5-sulfonate (1.0 equiv., 1.00 mg,
1.5 pumol) in DMF (304.00 uL) was added DIPEA (3.0 equiv., 0.75 pL, 4.6 umol) and HATU (1.1
equiv., 0.64 mg, 1.7 umol). The solution was stirred for 15 min, then N-(2-{2-[2-(2-
aminoethoxy)ethoxy]ethoxy}ethyl)-4-{2-azatricyclo[10.4.0.0%°]hexadeca-
1(12),4(9),5,7,13,15-hexaen-10-yn-2-yl}-4-oxobutanamide (2.0 equiv., 60.90 uL, 3.0 umol) was
added. The solution was stirred 16 h at 20 °C. The solution was then diluted in mQ water (15
mL) and purified by reverse chromatography (preparative HPLC). The resulting fractions were
lyophilized overnight to obtain the title compound as a blue powder (1.1 mg, 1.0 umol, 65%)
as a TFA salt.

HRMS (ESI) m/z: [M + H]"*: calculated for: CeoH72N5012S2*: 1118.4619; found: 1118.4542

HPLC analysis (648 nm) : Purity : 97%
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1.6. Antibodies bioconjugation
1.6.1. General procedure for antibody bioconjugation (fluorophores and BCN):
To a solution of antibody (1.0 equiv., 40 uM, 6 mg/mL) in dPBS (pH 7.5) were added disulfoCy5-
NHS or disulfoCy3-NHS (2.0 equiv.), with/without BCN-PEG4-NHS (5.0 to 20 equiv.) as 0.1, 0.1
and 0.005 M stock solutions in DMSO, respectively. DMSO and dPBS volumes were adjusted
to have a final reaction volume of 50 uL and a fixed concentration of DMSO (7% volume). The
reaction mixture was then incubated at 25 °C for 16 h, after which 50 uL of dPBS were added
and the excess reagents were removed by gel filtration chromatography on Bio-Spin P-30
columns pre-equilibrated with dPBS 1X (pH 7.5) to give a solution of conjugated antibody. The
DOC of cyanine and the protein concentration were both determined by UV absorbance using

a NanoDrop spectrophotometer (280 nm (Ab), 571 nm (sulfo-Cy3), 647 nm (sulfo-Cy5)).

1.6.2. General procedure for the determination of the average DOC of BCN:

To a solution of doubly conjugated (disulfoCy5 or disulfoCy3/BCN-PEG4) antibody (1.0 equiv.,
300 pmoles, 6 uM, 0.9 mg/mL) in dPBS (pH = 7.5) was added a solution of TAMRA-N3 (12.0
equiv., 3600 pmoles, 0.1 M stock solution in DMSO) or Cy5-Ns (12.0 equiv., 3600 pmoles, 0.1
M stock solution in DMSO). dPBS volume was adjusted to have a reaction volume of 50 plL and
a DMSO concentration < 10%. The reaction mixture was incubated at 25 °C for 16 h, after
which 50 pL of dPBS were added and the excess reagents were removed by gel filtration
chromatography on Bio-Spin P-30 columns pre-equilibrated with dPBS 1X (pH 7.5) to give a
solution of click-conjugated antibody. The DOC of TAMRA or Cy5 and the protein
concentration were determined by UV absorbance using a NanoDrop spectrophotometer.
Assuming a complete conversion for this step, the DOC of TAMRA or Cy5 is then consider to

be the average DOC of BCN on the antibody.

1.6.3. General procedure for antibody bioconjugaison (with DBCO):

To a solution of Trastuzumab (1.0 equiv., 40 puM, 6 mg/mL) in dPBS (pH 7.4) were added
disulfoCy5-NHS (2.0 equiv.), with/without DBCO-PEG4-NHS (5.0 to 15.0 equiv.) as 0.1, 0.1 and
0.005 M stock solutions in DMSO, respectively. DMSO and dPBS volumes were adjusted to
have a final reaction volume of 50 pL and a fixed concentration of DMSO (7% volume). The
reaction mixture was then incubated at 25 °C for 16 h, after which 50 pL of dPBS were added
and the excess reagents were removed by gel filtration chromatography on Bio-Spin P-30

columns pre-equilibrated with dPBS 1X (pH 7.5) to give a solution of conjugated antibody. The
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cyanine and the protein concentration were both determined by UV absorbance using a
NanoDrop spectrophotometer (280 nm (Ab), 647 nm (sulfo-Cy5)). The Ab concentration was
corrected using C° (M) 1gG = (A280 — CF x A3po) / €igc Wwhere CF = DBCO correction factor at 280
nm = 1.089 and g6 the molar extinction coefficient of IgG antibody at 280 nm: 204,000 M1

cm™L.

1.6.4. General procedure for the determination of the average DOC of DBCO:

To a solution of doubly conjugated (disulfoCy5/DBCO-PEG4) Trastuzumab (1.0 equiv., 300
pmoles, 6 uM, 0.9 mg/mL) in dPBS (pH = 7.4) was added a solution of TAMRA-N3(12.0 equiv.,
3600 pmoles, 0.1 M stock solution in DMSO). dPBS volume was adjusted to have a reaction
volume of 50 pL and a DMSO concentration < 10%. The reaction mixture was incubated at 25
°C for 16 h, after which 50 uL of dPBS were added and the excess reagents were removed by
gel filtration chromatography on Bio-Spin P-30 columns pre-equilibrated with dPBS 1X (pH 7.4)
to give a solution of click-conjugated antibody. The concentration of TAMRA and the protein
concentration were determined by UV absorbance using a NanoDrop spectrophotometer (280
nm (Ab), 555 nm (TAMRA)). The Ab concentration was corrected using C° (M) IgG = (A2s0 — CF
X A309) / €156 Where CF = DBCO correction factor at 280 nm = 1.089 and € the molar extinction
coefficient of IgG antibody at 280 nm: 204,000 M~ cm™L. Assuming a complete conversion for

this step, the DOC of TAMRA is then consider to be the average DOC of DBCO on the antibody.

2. Microfluidics experiments
2.1. Materials and methods

2.1.1. Microchip fabrication:
The fabrication of silicon wafer was performed by STnano Platform (Hicham Majjad, IPCMS

Strasbourg University). A mold of SU-8 resist (MicroChem Corp.) was prepared on a silicon
wafer (Siltronix) by UV exposure (MJB3 contact mask aligner; SUSS MicroTec) through a
photolithography mask (Selba SA) and subsequent development (SU-8 developer; MicroChem
Corp.). A curing agent was added to the PDMS base (Sylgard 184 silicone elastomer kit; Dow
Corning Corporation) to a final concentration of 10% (w/w), mixed and poured over the mold
to a depth of 5 mm. Following degassing for several minutes and cross-linking at 70 °C for 2 h,
the PDMS was peeled off the mold and the input and output ports were punched with a 1.0
mm-diameter Harris Uni-Core biopsy punch (Electron Microscopy Sciences). For chips with

electrodes, input and output port for electrodes were punched with a 0.5 mm-diameter Harris

229



Uni-Core biopsy punch (Electron Microscopy Sciences). The PDMS was activated by incubation
for 3 minutes in an oxygen plasma (Diener Zepto) and was bound to a 50 mm x 75 mm glass
slide (Corning Incorporated). In order to insert the electrodes, chips were heated at 70 °C,
then solder alloy (IN51 BI32.5 SN16.5, Indium Corporation of America) was inserted in the
corresponding ports. Electrodes (KYNAR wire, 100-24, Digi-Key) were then added, and the
alloy solidified at room temperature. The PDMS was then activated by incubation for 30
secondes in an oxygen plasma (Diener Zepto), and the electrodes fixed with a UV-polymerized
glue (352™, Loctite). The glue was cured for 20 minutes under UV light exposure. Channels
were made fluorophilic using a commercial surface coating agent (ABCR, AB111155). For the
45 pL droplet-maker chip, height of the channel was 40 um and size of the nozzle was 25 um
with a channel width of 40 um. A second chip was used to reinject collected emulsion with a
channel width of 50 um. A third type of chip was used for picoinjections experiments, with a

channel width of 50 um.

2.1.2. Microfluidic station:
If not mentioned, all optical materials were purchased from Thorlab. The optical setup

comprises an Eclipse Ti inverted microscope (Nikon) mounted on an optical table and includes
4 lasers (Strasus-375 nm 16mW, Stradus-488 nm 50 mW, Stradus-532 nm 40 mW and Stradus-
642 nm 110 mW). Emitted fluorescence was detected by photomultiplier tubes (PMT,
Hamamatsu Photosensor H10722-20). The output signal from the PMTs was analyzed using a
PCI-7852R Virtex-5 LX50R FPGA card (National Instruments Corporation) executing a program
written in LabView 2013 (FPGA module, National Instruments Corporation). The optical table
includes also a camera (Guppy F-080, Allied Vision Technologies). Electric impulses were

provided by a High voltage amplifier (Model 623B, Trek)

2.1.3. Confocal microscopy:
W/0 emulsions were analyzed using a Leica SPE confocal microscope (lasers used: 488 (GFP,

fluorescein), 561 nm (sulfoCy3 derivatives) and 635 nm (sulfoCy5 derivatives)), objective 20X,

Leica 11506513) with an image acquisition software (Leica confocal LAS AF, Leica).
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2.2. Experimental setup:

2.2.1. Droplets production: 45 pL and 100 pL droplets (two entries chip):
Droplets were produced in two-entries chips, one entrance for the oil phase carrying the

fluorosurfactant, one entrance for the aqueous phase. Flow rates were controlled by Fluigent
software. Flow rates of 1000 uL/h for the aqueous phase and of 1200-1400 uL/h (45 pL) or
1400-1800 pL/h (100 pL) for the fluorinated oil phase (3M HFE 7500) were used to create
droplets of 40-50 pL or 95-105 pL. Emulsions were collected either in an Eppendorf filled with
oil and closed with a PDMS plug, or in Eppendorf filled with oil (3M HFE7500) and dPBS to
prevent coalescence due to contact with air. For control experiments, 2.5% or 1.0% w/w of
non-functionalized surfactant (dSURF, Fluigent / 008-F, Ran Biotechnologies) was used in oil
phase. For SPAAC reaction, the functionalized surfactants were used at 2.5% or 1.0% w/w in
oil phase. Biomolecules were introduced via the aqueous phase and dissolved in CHAPS (1 mM

in PBS 1X).

2.2.2. Droplets production for cell encapsulation (three entries chip):
Droplets were produced in three-entries chips. Flow rates were controlled by Fluigent

software. Flow rates of 500 pL/h for aqueous phase 1 and 2 and of 1000-1200 uL/h for
fluorinated oil phase (3M HFE 7500) were used to create droplets of 40-50 pL. Emulsion was
collected in an Eppendorf filled with oil and closed with a PDMS plug to prevent coalescence
due to contact with air. For SPAAC reaction, the functionalized surfactant were used at 2.5%
w/w in oil phase. Biomolecules were introduced via one agueous phase and dissolved in
CHAPS (1 mM in PBS 1X). E.Coli were brought via the second aqueous phase in PBS 1X.
Aqueous phases had identical flow rates in order for the ratio of the two aqueous phases in

the droplet to be 1:1.

2.2.3. Picoinjection:
Picoinjection were done in three entries chips. Flow rates were controlled by Fluigent

software. Flow rates of 1700 pL/h for fluorinated oil phase (3M HFE 7500), 1000 uL/h for
emulsion sample, and 180 uL/h for picoinjected solution were used to picoinject droplets.
Droplets were destabilized by continuous electric impulses with a frequence of 30 kHz and an
amplitude of 400 mV, to inject 80% of the droplets an average of 10 pL of aqueous phase.
Percentage of pico-injected droplets and assessment of the injected volume were calculated

using fluorescence signals repartition and intensity.
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Emulsion were collected in an Eppendorf filled with oil and closed with a PDMS plug to prevent
coalescence due to contact with air. The functionalized surfactant were used at 2.5% w/w in
oil phase. Biomolecules were picoinjected via the aqueous phase and dissolved in CHAPS (1

mM in PBS 1X).

2.2.4. Reinjection:
W/0O emulsions were reinjected in the second chip and spaced by fluorous oil (3M HFE 7500).

Flow rates of 300 pL/h for HFE 7500 and of 100 uL/h for emulsion sample were used.

2.3. Agueous phase preparation

2.3.1. Immunoassay
All reagents came from stock solutions in PBS 1X. CHAPS came from a stock solution at 10 mM

in PBS 1X. The aqueous phases were prepared in order to obtain a final concentration in
droplets of 1 mM of CHAPS, 400 nM of BCN-modified antibodies, 125 nM of GFP-HisTag, and
50 nM of the detection antibodies. Aqueous phases for the detection assay were prepared
with a concentration of 1 mM of CHAPS, 400 nM of BCN-modified antibodies, 50 nM of
detection antibodies and a concentration of GFP-HisTag of 25, 50, 75, 100, 125 or 150 nM.
Agueous phase for the sensibility assay were prepared with a concentration of 1 mM of
CHAPS, 400 nM of BCN-modified antibodies, 20 nM of GFP-HisTag, and 5.0 to 20.0 nM of

detection antibodies.

2.3.2. E.Coliencapsulation
All reagents came from stock solutions in PBS 1X. CHAPS came from a stock solution at 10 mM

in PBS 1X. Two aqueous phases were prepared, and mixed in droplets at a 1:1 ratio. The first
aqueous phase contained the E.Coli in CHAPS (1mM in PBS 1X). The second contained the
antibodies and lysozyme in CHAPS (1 mM in PBS 1X). The aqueous phases were prepared in
order to obtain a final concentration in droplets of 1 mM of CHAPS, 200 or 400 nM of BCN-
modified antibodies, 25 or 50 nM of the detection antibodies, 5 or 10 mg/mL of Lysozyme,

and E.Coli (occupation rate : 0.8-0.9).

2.3.3. SPAAC tests
All reagents came from stock solutions in PBS 1X. CHAPS came from a stock solution at 10 mM

in PBS 1X. The aqueous phases were prepared in order to obtain a final concentration in

droplets of 1 mM of CHAPS, 400 nM of antibodies.
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2.3.4. SPAAC in RPMI and PBS +/- FCS
CHAPS came from a stock solution at 10 mM in PBS 1X. RPMI-1640 was supplemented with of

L-Glutamine 2mM, Sodium pyruvate 1mM, Penicillin-Streptomycin 100 units/mL (100ug/mL),
2 Mercaptoethanol 0.5mM, IL6 1.25ug/L. The aqueous phases were prepared in order to
obtain a final concentration in droplets of 1 mM of CHAPS, 400 nM of antibodies, and 0 to 10%
of Fetal Calf Serum (FCS).

2.3.5. Stability tests
All reagents came from stock solutions in PBS 1X. CHAPS came from a stock solution at 10 mM

in PBS 1X. Fluorescein came from a stock solution of 500 uM in PBS 1X (pH = 7.4). The aqueous
phases were prepared in order to obtain a final concentration in droplets of 1 mM of CHAPS,
200 uM of Fluorescein, 2.5% of Fetal Calf Serum (FCS) and a concentration of Ab from 0 nM to

3000 nM.

2.4, Grafting efficiency calculs
For each condition, ten background spots, ten spots of the content of the droplets and ten

spots of the interface of different droplets were selected using imagel. The mean fluorescence
of the background, the content of the droplets and the inner surface of the droplet was
calculated. Then the Relocation Index was calculated using equation 1. This ratio was
normalized for each condition by the ratio found in the negative controls (using non

functionalized surfactant or using non-BCN antibodies).

(1)

FluOSurface_ FluoBackground>

Relocation Index = (quoLumen— S IoBackgground

Where Fluo®Ufece js the mean fluorescence at droplet inner surface, Fluo™™e" is the mean
fluorescence reaming free within the droplet and FluoBackeround js the mean background

fluorescence of the picture.

2.5. Stability tests
Agueous phases were prepared according to the protocol described above. Materials used to

contain the aqueous phase were coated with fetal calf serum for 2 h, then extensively washed
with PBS 1X before use. Surfactants solutions were prepared by solubilizing the surfactants in

Novec 7500 to obtain solution at 1% (w/w). Droplets (100 pL) were produced and collected
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for 20 minutes in Eppendorf filled with 500 pL of oil (3M HFE7500) and 100 uL of dPBS. Once
the emulsions were collected, the Eppendorf were centrifugated at 5000 g for 10 minutes at
20 °C. The absorbance of the supernatant was measured by using a NanoDrop
spectrophotometer (490 nm). Then 10 pL of 1H,1H,2H,2H-perfluorooctanol were added to the
Eppendorf and vortexed for 10 seconds, then the emulsion rested for 1 minute, followed by
30 seconds of centrifugation. After visual confirmation of the complete breaking of the
emulsion, the absorbance of the supernatant was measured again. As negative control to
validate that the fluorophore found in the supernatant was due to the centrifugation process,
emulsions were produced and let rested without being centrifugated, and the absorbance was

measured.

Data were computed with Prism software. T-test analysis were obtained by Prism software.
**** means significantly different at the p value<0.0001. *** means significantly different at
the p value<0.001. ** means significantly different at the p value<0.01. *means significantly
different at the p value<0.05 and ns means the differences are not significant at the p

value>0.05.

3. Cell culture and encapsulation
3.1. Cell culture

A T7 Express lysY/lq E. coli transformed with a pIVEX GFP plasmid was grown at 37°C
under agitation in a 2YT media supplemented with ampicillin and glucose 2% to reach an
optical density of 0.8. The GFP protein production was induced overnight at 37°C with 62.5
UM of IPTG in a 2YT ampicillin media.

2 mL of the bacteria media was centrifugated for 5 minutes at 4000 g, the supernatant
was discarded and the bacteria were washed with 2 mL of PBS 1X and centrifugated for 5
minutes at 4000 g. The bacteria were recovered in 1 mL of PBS 1X, and the concentration of

bacteria solution was determined by optical density at 600 nm.

The aqueous phase for bacteria encapsulation was prepared by diluting the bacteria

solution in CHAPS 1 mM in PBS 1X to obtain a final solution at an optical density of 0.05 at 600
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nm. Using a co-flow production with two parallel aqueous phases, the ODggo in the droplets is

thus 0.025

3.2. Encapsulation rate of E.Coli

The concentration of E.Coli can be determinated by ODgg. For anODeoo = 1.0, the
concentration of E.Coli is at 8.0 x 108 E.Coli/mL. At an ODgoo = 0.025, the concentration of E.Coli
is at 2 x 107 E.Coli/mL, thus 0.02 E.Coli/pL. The occupation rate (A) of 45 pL droplets is 0.80-
0.90 E.Coli.

The distribution of E.Coli in droplets follows the Poisson law, and can be calculated:
e—l

P(X=x) =— X A*
x!

With x the number of E.Coli per droplets and A the occupation rate.

Tableau 9: E.Coli occupation of the droplets

X (E.Coli per droplet) % of droplets
0 41-45

1 36-37

2 14-16

3 4-5

4 1

5 0
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4. Surface tension measurements

Measures of the adsorption of the surfactants at the HFE 7500/PBS 1X interface

The shape of a liquid droplet in another non miscible liquid depends on the buoyancy
and surface tension. The principle of measurement is based on the image acquisition of
the droplet profile using a CDD camera and its digitalization, and fitting using the
Young-Laplace equation, which allows determination of the surface tension
kinetics.?”>276 Time dependence of the surface tension during adsorption at the liquid/liquid
interface was measured using a Tracker® tensiometer (Teclis, Civrieux d’Azergues, France).
The droplet (5 pL) was formed at the end of a stainless-steel capillary (diam. 2 mm) into a
measuring cell (40.0 x 23.6 x 15.0 mm, Hellma Analytics) that contains HFE 7500. Solutions of
the surfactants in HFE 7500 (30 plL) were injected in the measuring cell, which provoked a
further decrease of the surface tension until an equilibrium was reached. Each compound was
thus characterized by its capacity to lower the interfacial tension of HFE 7500. All

measurements were achieved at 25 £ 5°C and repeated 3 to 5 times.
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Conception et synthese de fluorotensioactifs pour des
applications en microfluidique en gouttes

Résumeé

La microfluidigue en gouttes offre d'importants avantages pour I'exploration de
systemes biologiques complexes. Dans la plupart des applications, des gouttes de
phase aqueuse sont créées au sein d'une phase huileuse fluorée. Pour maintenir la
stabilité de ces gouttes, des agents tensioactifs se positionnent a l'interface entre la
phase huileuse et la phase aqueuse. Dans le cadre de cette thése, la disposition des
parties hydrophiles des tensioactifs a été exploitée pour fonctionnaliser la surface
interne des gouttes, permettant ainsi la capture et la détection de composés présents
a lintérieur des gouttes. Tout d’abord des tensioactifs préalablement pré-
fonctionnalisés avec des azotures, et capables de réagir au sein des gouttes via une
réaction de SPAAC (cycloaddition azoture-alcyne tendu) avec des anticorps, ont été
synthétisés. Puis, une fois le greffage d’anticorps optimisé, une nouvelle méthode
d'immunoessai a la surface des gouttes par délocalisation de fluorescence a été
développée. Enfin, les paramétres influencant la fonctionnalisation et la stabilisation
des gouttes ont été examinés plus en détalils.

Mots-clés : microfluidique en gouttes, fluorotensioactifs, anticorps, SPAAC,
immunoessai

Summary

Droplet-based microfluidic offers significant advantages for the exploration of complex
biological systems. In most applications, droplets encapsulating an aqueous phase are
produced within a fluorinated oil phase. To maintain the stability of the droplets,
surfactants place themselves at the interface between the oil and the aqueous phases.
In this thesis work, the position of the hydrophilic heads of the surfactants was
leveraged to functionalize the internal surface of droplets, enabling the capture and
detection of compounds present inside the droplets. Firstly, surfactant pre-
functionalized with azides, and able to react within the droplets through a SPAAC
(Strained Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition) reaction with antibodies were
synthetized. Then, once the antibodies grafting was optimized, a new method of
immunoassay on the droplet surface via fluorescence delocalization was developed.
Finally, the parameters influencing the functionalization and stabilization of the droplets
were examined in more details.

Keywords : Droplet-based microfluidic, fluorosurfactants, antibodies, SPAAC,
immunoassay
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