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Glossaire

A : Angstrom : 10" m

Ac : Anticorps

ADN db : Acide Désoxyribonucléique double brin

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ADP : Adénosine diphosphate

Ag : Antigene

Ag+ : ion argent (1)

ARN : Acide Ribonucléique

ARNmM : Acide Ribonucléique messager

ARNLt : Acide Ribonucléique de transfert

ASV : mesure du courant anodique

ATR : Attenuated Total Reflection/ Réflexion totale attenuée
B : Champ magnétique

BCB : Biocode barre.

BEt : Bromure d’éthidium

BSA : Bovin Serum Albumin / Albumine de sérum bovin
cBCB : complémentaire du biocode barre

CCD : Charge-coupled device

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité.

CV : Voltamétrie cyclique

Cy3: Cyanine 3. Marqueur fluorescent soluble dans I'eau. Sa longueur d’excitation est a

~550 nm et son émission maximum est & ~570 nm. Le Cy3 est utilisé pour marquer I'ADN

dans le cadre de puces a ADN.
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Cy5 : Cyanine 5. Marqueur fluorescent soluble dans 'eau excité au maximum a 649 nm et
émet au maximum a 670 nm. Le Cy5 est utilisé pour marquer 'ADN dans le cadre de puces

a ADN.

R= CH,-CH,
R=-">""cooH

DCI : N,N’-diisopropylcarbodiimide

AR : Différence de réflectivité

EDCI : 1-[3-(Dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide methiodide
EFS : Etablissement Francais du Sang

FITC : Fluorescéine

FRET : Fluorescent resonance energy transfert

GI/L : giga par litre

GP : Glycoprotéine. Protéine portant un groupement oligosaccharide
HDL : High Density Lipoprotein

HLA : Human Leucocyte Antigen

HPA : Human Platelet Antigen

HPLC : High Performance Liquid Chromatography

IEF : I'Institut d'Electronique Fondamentale d'Orsay

Ig G : Immunoglobuline G.

IL-2 : Interleukine 2

Incidence et prévalence : L'incidence est le nombre de nouveaux cas d'une pathologie

observés pendant une période et pour une population déterminée, elle est souvent donnée
dans les revues scientifiques en nombre de cas sur 100 000 par an.
Elle se distingue de la prévalence qui est une mesure d'état qui compte tous les cas a un

moment donné. Les incidences et prévalences proviennent du site http://www.orpha.net/ , de

leur_cahier et du livre ABC of clinical Haematology [1]. En annexe I, les prévalences

14



indiquées correspondent aux moyennes des estimations la plus haute et la plus basse.
Lorsque l'incidence est la seule donnée disponible, la prévalence est calculée :

- pour les maladies qui n'apparaissent qu’a la naissance :

prévalence = incidence a la naissance x (espérance de vie des malades/espérance de vie de
la population générale) ;

- pour les autres maladies :

prévalence = incidence x durée moyenne de la maladie.

IRM : Imagerie par résonance magnétique nucléaire

ISBT : International Society of Blood Transfusion

Jeffamine® 600 : O,0’-Bis(2-aminopropyl)propylene glycol-block-polyethylene glycol-block-

polypropyleneglycol ; M = 600 g/mol.
4 N SR 00 . MU A | A

CHy CH, CH,

y =39, (x+z) = 6
LB : Latex Beads / Billes de latex

LCFIO : Laboratoire Charles Fabry Institut d’'Optique-Graduate school
LDL : Low Density Lipoprotein
LID : Limite inférieure de détection
M : mol/l
- UM : micromol/l : 10°® mol/l
- nM : nanomol/l : 10®° mol/l
- pM : picomol/l : 102 mol/l
- fM : femtomol/l : 10™ mol/l

- aM: attomol/l : 10™*® mol/l

zM : zeptomol/l : 102 mol/l
mADb : Anticorps monoclonal

MAIPA : Monoclonal antibody-specific immobilization of platelet antigens
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MALDI: Matrix-Assisted Laser desorption lonization. Méthode d’ionisation utilisée en
spectrométrie de masse souvent couplée a un détecteur temps de vol (TOF)
MB : Magnetic Beads / Billes magnétiques
MEB : Microscope électronique a balayage
MoMab : Anticorps monoclonal anti-souris
MYH9 : Myosin heavy chain 9. Protéine codée par le géne MYH9. Certaines mutations du
géne MYH9 provoquent des macrothrombocytopénies héréditaires appelées aussi
« Syndrome MYH9 ».
NAIT/TNA: Neonatal alloimmune thrombocytopenia/ Thrombocytopénie néonatale
alloimmune
NHS : N-Hydroxysuccinimide
ODN : Oligonucléotide. C’est une courte séquence de nucléotides (ARN ou ADN), simple-
brin et longs de quelques dizaines de bases. Il est en général obtenu par synthése chimique.
OPD : 0-Phényl diamine
PBS : Phosphate Buffered Saline
PCR : Polymerase Chain Reaction
PEG-silane : Polyéthyléne glycol CH;-O-(CH,-CH2-0)e.9-(CH>)3-Si(OCHa)3
22\ Je H, H,

e, ><C/C\C/CSi\/

o) 2 641 H OMe

OMe

OMe

2

PPT/PTP : Purpura post transfusionnel/Post Transfusion purpura

PR : Platelet transfusion refractoriness / Etat réfractaire aux transfusions plaquettaires
P-SPRI : Imagerie polarimétrique de résonnance de surface

Rh : Rhésus

RIU : Refractive Index Unit. L’indice de réfraction est une grandeur sans unité mais cette
«unité » permet une meilleure compréhension de 'homogénéité d’une formule.

RU : Response Unit
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rpm : rotations par minute

SAM : Self-assembled Monolayer / Monocouche auto-assemblée

SDS : Sodium dodécylsulfate

SNP : Single Nucleotide Polymorphism / Polymorphisme mononucléotidique. Il s’agit de la
substitution d’'une base azotée par une autre sur un brin d’ADN

SPR : Surface Plasmon Resonance/ Résonnance plasmonique de surface

SPRI : Surface Plasmon Resonance Imagerie/ Imagerie par résonnance plasmonique de
surface

SSC : Saline Sodium Citrate

T: Tesla

T/l : Téra par litre

TE : Transverse électrique

THF : Tétrahydrofurane

Thrombocytopénie : taux bas de plaquettes sanguines (<150 G/L). Un taux bas augmente
les risques d'hémorragie. La thrombocytopénie ne requiert pas de transfusions, a moins que
le patient ne saigne ou que le taux soit descendu en dessous de 5 G/L. En cas de purpura
thrombotique thrombocytopénique les transfusions sont contre indiquées car cela
aggraverait la coagulopathie

Thrombocytose : taux élevé de plaquettes sanguines (> 500G/L) peut entrainer une
thrombose

TM : Transverse magnétique

TOF : Time Of Flight (Temps de vol). Détecteur de spectrométrie de masse.

UV : ultraviolet

UV-Vis : ultraviolet-Visible

VWEF : Facteur de Von Willebrand

Référence bibliographigue :

1. Provan, D., ABC of clinical Haematology. second edition ed. Vol. 1. 2003: BMJ
Books. 75.
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Introduction genérale

Ces dernieres années, un intérét croissant est porté aux particules magnétiques

(Figure 1) et a leur capacité a manipuler et étre manipulées par les champs magnétiques.

6000

5000

4000

3000

2000

Nombre d'articles

1000

1989 1989 2008

Année de publication

Figure 1 : Nombre d’articles par année de 1989 a 2010 (au 25/10/2010) ayant pour mots clés : en bleu “magnetic
particles” ou “magnetic nanoparticles” ou “magnetic beads”, en rouge “biodetection” et “magnetic particles” ou
“magnetic nanoparticles”. Interrogation de la base de données ISI Web of Knowledge en incluant les
Proceedings.

Grace a cet intérét croissant, diverses méthodes de synthése ont été développées
permettant d’obtenir une variété en termes de taille, de matériaux et de fonctionnalités de
surface de plus en plus importante [1]. Le choix du type de particules magnétiques dépend
de l'application que I'on veut en faire, des propriétés que I'on veut exploiter ainsi que des

avantages et désavantages de ces différents types.

1 Les propriétés magnétiques.

Les particules magnétiques les plus communes sont fabriquées a partir de
nanocristaux enfermés dans une matrice inerte et biocompatible comme les polymeéres ou la
silice [2]. Ces nanocristaux peuvent étre composés d’oxyde de fer (FesO, ou y-Fe,O3) de

métaux de transitions et de leurs composites (Ni, Fe, Co, Mg, Zn...) ou de composite de
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terres rares (NdFeB ou SmCo). Ces matériaux sont choisis pour les propriétés magnétiques
du matériau massif.

Le magnétisme des matériaux trouve son origine au niveau atomique ou le moment

+ —+
cinétique de spin 5 et le moment cinétique orbital L contribue au moment magnétique d’un

H=-0 3= 0D,

magneétique :

—

-+ -+
Avec Gr le facteur de Landé, le magnéton de Bohr Kg = 9,274.10-24 JITet ] = S+ L et ¥ e

rapport gyromagnétique de I'atome.

La force du moment magnétique d'un atome est déterminée par la structure de
'atome, en particulier de son nombre d’électrons et de leurs états quantiques.

Selon linteraction de la matiere avec un champ magnétique extérieur, on distingue
différents types de magnétisme, les principaux étant le diamagnétisme, le paramagnétisme,
le ferromagnétisme, I'antiferromagnétisme et le ferrimagnétisme qui sont représentés dans le

tableau 1.
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types

différents

Comparaison des

1:

Tableau

http://www.magnets.bham.ac.uk/magneticmaterials/types.shtml)

Puisque les particules magnétiques doivent réagir fortement a I'application

C'est

z

écessaire.

€ magnétique est n

z

d'un champ magnétiqgue une forte susceptibilit
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pourquoi les matériaux utilisés pour le coeur sont des matériaux ferri- ou
ferromagnétiques. Cependant, lorsque la taille des nanocristaux est inférieure a une
valeur seuil (de I'ordre de 9 nm pour les nanoparticules de Fe [4]) alors un houveau
phénomene entre en jeu. Dans un cas pareil, 'aimantation peut se renverser
spontanément sous linfluence de la température. Le temps moyen entre deux
renversements est appelé temps de relaxation de Néel. En I'absence de champ
magnétique appliqué, si le temps utilisé pour mesurer I'aimantation de ces grains est
beaucoup plus grand que le temps de relaxation de Néel, leur aimantation apparait
nulle : on dit qu’ils sont dans un état superparamagnétique [5]. Dans cet état, un
champ extérieur peut aimanter les grains, comme dans un matériau paramagneétique
(Figure 2). Néanmoins, la susceptibilité magnétique de grains superparamagnétiques

est beaucoup plus grande que celle des matériaux paramagnétiques.

DS POGOA ZIST NS
Jeded PDOO®DAU EACATTISS
s P |DPDOPODOD | S&SODEd
HAPRDDS POG@U HSDYS
YeWO POO®DAU 71 77
Hors champ magnétigque Application d’'un champ Suppression du champ

magnétigue magnétique

Figure 2 : Comportement d'un matériau superparamagnétique.

2 Structure des particules magnétiques

Pour former des particules magnétiques, des coeurs superparamagnétiques sont

emprisonnés dans une matrice non magnétique (Figure 3).

Figure 3 : Configuration de différents types de particules magnétiques. a- un unique coeur magnétique dans une
matrice non magnétique (single core/shell). b- multiples cceurs magnétiques dans une matrice non magnétique

(multiple cores/shell). c- multiple cceurs a la surface d’'une matrice non magnétique (strawberry).
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L'avantage des configurations a et b de la Figure 3 réside dans le fait que les
matrices protegent les parties magnétiques d’interactions ou de réactions chimiques non
désirées. De plus, si cette matrice est faite de polymeére, il est possible de fonctionnaliser la
surface et donc d’immobiliser des biomolécules (propriétés utilisées dans l'autre partie du
manuscrit).

Les cceurs sont le plus souvent constitués d’oxyde de fer de type FesO, ou y-Fe,O3
leur conférant des propriétés ferromagnétiques ou superparamagnétiques qui sont
influencées par la taille et la quantité de matériaux magnétiques [6, 7].

Les particules que nous utilisons sont constituées de plusieurs cceurs de y-Fe,Os a
l'intérieur d’'une matrice de polystyréne dont la surface est fonctionnalisée par des groupes
carboxyliques. D’aprés les fournisseurs (Sigma Aldrich et Ademtech), les particules utilisées

dans le cadre de ce travail ont des propriétés superparamagnétiques.

3 Leur applications

De nombreuses applications concernant les particules magnétiques ont vu le jour
dans le domaine de la biologie, la biodétection (Figure 1) et du diagnostic [8]. Elles ont été
utilisées pour marquer des cellules [9] ou augmenter le contraste [10] en imagerie médicale
(scanner et IRM). Leurs propriétés magnétiques ont aussi servis pour la purification de
cellules [11], la détection et la quantification, de protéines ou d’ADN gue ce soit grace a des
tests d’'agglutination [12] ou aux analyses par biocode barre (sujet développé dans l'autre
partie de ce manuscrit) comme a la conception de biocapteurs (comme un magnéto-
immunocapteur [13]) ou 'amélioration de la détection électrochimique [14, 15].

Récemment, l'intérét s’est porté vers la capacité des particules magnétiques a
s'assembler en filament lorsqu’elles sont soumises a un champ magnétique externe dans le
but de développer un nouveau champ de recherche appelé « chimie macro-colloidale » [16-
18]. En présence d'un champ magnétique extérieur, tous les dipbles s’orientent dans la
direction du champ et un moment magnétique global apparait a I'échelle de la bille. Ceci

conduit a l'organisation des billes sous forme de chaines, orientées selon la direction du

23



champ. Cependant, lorsque le champ magnétique est annulé les particules se dispersent.
Ces chaines créées sous champ magnétique peuvent étre rendues permanentes grace a
des molécules permettant de lier de maniere covalente les particules entre elles. [19, 20].
L'utilisation de tels filaments a été étudiée expérimentalement [21] et théoriquement [22]
pour le transport de fluide et de cellules : les filaments soumis a un champ magnétique
oscillant se mettent a battre propulsant les cellules auxquelles ils sont attachés comme le fait
les flagelles des bactéries. En contrélant le champ magnétique, il est possible de changer la

vélocité et la direction des cellules transportées [21].

4 Obijectifs de la these :

Dans ce travail de these, nous utiliserons les particules magnétiques de deux
maniéres différentes :
 Comme moyen de capture de 'ADN dans le cadre d’'une analyse par biocode barre.
« Comme chaines de particules permanentes pouvant s'orienter suivant les lignes de
champ pour une expérience de validation d'un banc de P-SPRI qui fut développé pour

mesurer des anisotropies optiques.
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Partie A

Vers un genotypage plaquettaire
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Chapitre 1 : Etat de l'art

1 Immunologie

1.1 Notions d'immunologie

L’'immunologie est la branche de la biologie qui étudie le systéme immunitaire et ces
maladies.

Le systéme immunitaire d'un organisme est défini comme un ensemble coordonné
d'éléments de reconnaissance et de défense qui discrimine le « soi » du « non-soi ». Ce qui
est reconnu comme non-soi est considéré comme pathogene et détruit. 1l existe différents
types de pathogénes tels que les virus, les bactéries, les parasites, certaines particules ou
molécules « étrangeres » (dont certains poisons). Ainsi, par exemple, le systéme immunitaire
est responsable du phénoméne de rejet de greffe et des accidents transfusionnels.

Les antigenes sont des molécules qui couvrent la surface de toutes les cellules de
l'organisme et participent a son identité. Les antigenes sont les cibles des anticorps lorsqu'ils
sont identifies comme appartenant a des organismes étrangers. Les antigénes concernent
également des substances extérieures a l'organisme telles que le pollen, la poussiére,
certains aliments ou médicaments ...et contre lesquelles réagissent les anticorps. Dans le
cas d'antigénes protéiques, on appelle épitope ou déterminant antigénique la partie de
I'antigene reconnue par un anticorps ou un récepteur lymphocytaire. Un méme antigéne peut
comporter plusieurs épitopes (identiques ou différents) et ainsi induire une réponse
immunitaire variée.

Les anticorps sont des molécules produites par les lymphocytes B du systeme
immunitaire qui réagissent avec les antigénes n'appartenant pas a I'organisme. lls attaquent
le non-soi. Certains anticorps sont fabriqués « a la demande », d'autres existent
naturellement dans l'organisme.

Lors d’'une réaction immunitaire, I'anticorps se lie a I'antigéne qui lui correspond en

formant un complexe immun (Figure I-1).
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Anticorps

Protéines
d'enveloppe

Figure I-1: Schéma d'un complexe immun formé entre une protéine membranaire d'une cellule (via ses
antigénes) et un anticorps.

Lorsque le systéme immunitaire entre en contact avec des antigenes provenant d’'un
individu de la méme espéce que son hbéte et si ceux-ci sont différents des antigenes
constituant le « soi», alors il se produit une réaction « dite allo-immune » au cours de
laquelle les éléments du « non-soi » sont détruits. Lorsque le systeme immunitaire identifie
des éléments du « soi » comme appartenant au « non-soi » (c’est-a-dire comme étrangere a
'organisme) une réaction dite « auto-immune » se produit. Le systéme immunitaire s’attaque

et détruit alors les éléments du « soi ».

1.2 Immunohématologie

L’'immunohématologie est la science consacrée a I'étude des propriétés antigéniques
du sang, des réactions immunologiques correspondantes et des pathologies qui y sont

associées.

1.2.1 La composition du sang

Le sang total est constitué de plasma et de cellules circulantes appelées éléments figurés
du sang.

Le plasma, qui représente 55% du volume du sang total, est composé a 90 % d'eau et
contient des oligo-éléments, des ions dissous, les gaz respiratoires, des nutriments (lipides,
glucides, acides aminés), des déchets métaboliques (urée, acide urique, bilirubine), des
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hormones et des protéines plasmatiques (60 a 80 g/l). Le plasma contiendrait 300 protéines
différentes dont les plus représentées sont I'albumine (> 50%), les immunoglobulines (20 %
essentiellement des IgG), le fibrogene (5%), l'alpha 1 antitrypsine (4%), l'alpha 2
macroglobuline (4%), la transferrine (3%) et les lipoprotéines (8% essentiellement des HDL
(high density lipoprotein) et des LDL (low density lipoprotein).
Les cellules circulantes présentes dans le sang total sont de trois types différents (Figure I-
2):

» les érythrocytes aussi appelés globules rouges ou hématies.

* lesleucocytes ou globules blancs

» lesthrombocytes aussi nommés plaquettes sanguines

Figure 1-2 : Cellules sanguines. De gauche a droite : Erythrocyte, thrombocyte, leucocyte. Image obtenu par

microscopie éléctronique a balayage. (http://en.wikipedia.org/wiki/File:Red_White Blood_cells.jpg)

Les érythrocytes (globules rouges) sont des cellules anucléées (donc incapables de
se diviser) dont le cytoplasme est riche en hémoglobine mais pauvre en organites. Elles
assurent le transport des gaz respiratoires comme le dioxygene et le dioxyde de carbone. Le
globule rouge normal est une sorte de poche contenant 'hémoglobine et ayant, de profil, la
forme d’'un disque biconcave et de face, celle d’'un disque a centre plus clair. Cette forme
confére une élasticité importante au globule lui permettant de remplir son réle de
transporteur d'oxygéne a travers certains capillaires étroits. Le diamétre normal des globules
rouges de face varie de 6,7 a 7,7 micrométres (moyenne 7,2 micrométres). Chez 'homme,
on dénombre environ 5 millions de globules rouges par mm?® de sang (5 téra/litre ou 5T/l en

unités internationales) et leur durée de vie dans I'organisme atteint 120 jours.
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Les leucocytes (globules blancs) agissent comme cellules de limmunité et
combattent les infections. Les leucocytes observés dans le sang sont en transit. En effet, ils
passent la majeure partie de leur temps hors du systeme circulatoire, et patrouillent dans les
tissus ou se déroule la plupart des luttes contre les agents pathogénes. On en dénombre
entre 4000 et 10000 par mm3 de sang (entre 4 et 10 giga/litre i.e. entre 4 et 10 G/l en unités
internationales)

Il existe trois grandes classes de leucocytes :

> les monocytes qui peuvent vivre plusieurs mois, sont des phagocytes qui

ingérent les bactéries et des cellules anormales, infectées ou mortes.

> les granulocytes sont des globules blancs qualifiés de « non spécifiques »

dans la mesure ou ils ne sont pas dirigés contre un seul antigéne: ainsi, les

neutrophiles sont des phagocytes bactéricides; les ¢€osinophiles participent
notamment a la lutte contre les parasites et les basophiles jouent un réle majeur dans
linflammation. Les granulocytes ont une durée de vie breve dans l'organisme

(entrel2 h a 9 jours).

> les lymphocytes sont impliqués dans I'immunité humorale liée a la production

d'anticorps (lymphocyte B) et dans lI'immunité cellulaire (lymphocyte T) liée a la

prolifération de cellules effectrices (lymphocytes T cytotoxiques). Leur durée de vie

varie de quelques heures a quelques dizaines d’années.

Les thrombocytes ou plaquettes , sont des fragments anucléés de cellules,
provenant de leurs précurseurs les mégacaryocytes. Elles ont la forme de disques de 2 a 4
micrometres de diametre et sont au nombre de 250 a 500 G/l de sang. Leur durée de vie
dans I'organisme est d'environ 8 a 10 jours. Elles sont un des composants indispensables a
I'hémostase primaire et donc a la coagulation sanguine. Lors de 'hémostase primaire (Figure
I-3), les plaquettes se lient au collagene des parois vasculaires par l'intermédiaire du facteur
Von Willebrand qui ponte le collagéne du sous-endothélium a la glycoprotéine GP Ib/IX. Ce

phénomeéne est tres rapide et provoque I'activation des plaquettes. Les plaquettes activees
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changent de forme et liberent des substances telles que I'ADP (adénosine diphosphate),
'adrénaline, la noradrénaline, la thromboxane A2 ayant une action agrégante : ces éléments
vont provoquer I'agrégation plaquettaire par I'intermédiaire des molécules de fibrinogéne, qui
en présence de calcium, se fixent sur un récepteur (la glycoprotéine GP llb/llla) de la
membrane plaquettaire. L'amas formé par ces plaquettes fusionnées est appelé le clou

plaguettaire de Hayem ou clou hémostatique ou encore thrombus blanc.

Granule a contenant le facteur vWF, le fibrogéene

® Granule dense contenant I'ATP, ADP
@ Facteur de von Willebrand

. Fibrogéne

Plaquette

GP lIb/Illa

GP Ib/IX

o ¢

Cellule
endothéliale

Fibres de
collagéne

Figure 1-3 : Schéma du fonctionnement d’une plaquette sanguine saine lors de I'hémostase primaire d’aprés ABC

of clinical Heamatology [1]

Lors d’'une transfusion de produits sanguins, il est nécessaire de s’assurer de la
compatibilité entre le donneur et le receveur afin d'éviter les accidents transfusionnels. En
effet, chacun des éléments figurés du sang est porteur d’antigénes spécifiques pouvant

déclencher des réactions immunologiques.

1.2.2 Les systémes antigéniques des cellules sangui  nes

Le groupage sanguin repose sur l'observation de la présence ou l'absence de
substances antigéniques héritées a la surface des éléments figurés du sang. Ces antigénes
peuvent étre des protéines, des glucides, des glycoprotéines ou des glycolipides selon le

systéme de groupe sanguin. Les différents groupes sanguins sont regroupés en systémes.
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L'ensemble des épitopes ou phénotypes résultant de I'action des divers alleles d'un méme
géne ou de génes étroitement liés appartient a un méme systéme de groupes sanguins.

Si les antigénes concernés par le groupage sont ceux présents spécifiguement sur
les hématies , on parle de groupe sanguin érythrocytaire ou groupe sanguin . Les
principaux groupes sanguins sont ceux qui définissent les systemes ABO et Rhésus , mais il
en existe beaucoup d'autres. En pratique, ces deux systemes sont de la plus haute
importance avec le systeme Kell. Le premier, ABO, entraine un accident transfusionnel
immédiat en cas de transfusion incompatible. C’est le premier systeme a avoir été découvert
[2-4]. Le second, Rhésus (Rh) [5, 6], est caractérisé par 5 antigénes (E, e, D, C, c). Deux de
ses antigenes (D et c) sont les plus immunogénes et entrainent tres fréquemment des
immunisations, sources d'accidents transfusionnels et d'incompatibilités feeto-maternelles.
Cependant, soulignons que les transfusions ABO et Rh sont rendues compatibles depuis des
années.

Si les antigenes concernés par le groupage sont ceux portés spécifiquement par les
globules blancs , on parle alors de groupe sanguin leucocytaire . C'est en travaillant avec
des anticorps anti-leucocytes, et en tentant d'identifier des groupes leucocytaires, que Jean
Dausset (Prix Nobel de médecine en 1980) [7] a découvert dés 1958 le systeme «Human
Leucocyte Antigen » (HLA). Il s'agissait en fait des antigénes d'histocompatibilité (complexe
majeur d’histocompatibilité ou CMH) présents sur toutes les cellules de I'organisme. Ce
systéme est en cause dans les réactions immunitaires et est responsable du rejet de greffe.

Si les antigénes concernés par le groupage sont spécifiquement sur les plaquettes
sanguines , on parle alors de groupe sanguin plaquettaire . En analogie avec le systéme
HLA, ce systeme est appelé le systeme « Human Platelet Antigen» (HPA). C'est ce
systeme que nous avons utilisé comme modéle biologique lors des travaux rapportés dans

cette thése et que nous détaillons dans le paragraphe suivant.
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1.3 Systéme HPA (Human Platelet Antigen)

1.3.1 Définition

A la surface des plaquettes, il y a de nombreux antigénes présents : ils appartiennent
au systeme sanguin (ABO) ou au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH ou HLA
antigéne de classe ). Cependant, certains antigenes localisés sur les glycoprotéines (GP) de
la membrane plaguettaire sont exprimés spécifiqguement sur les plaquettes. Ces antigenes
sont communément appelés antigenes spécifiques aux plaquettes et appartiennent au
systéme HPA (Human Platelet antigen).

Depuis la premiére description en 1959 d'un anticorps spécifique anti-plaquettes par
Van Loghem et al. [8], de nhombreux systémes antigéniques plaguettaires et leurs anticorps
correspondants ont été découverts.

En 1990, I'SBT (International Society of Blood Transfusion) a travaillé pour
harmoniser la dénomination des antigenes spécifiques aux plagquettes, décidant alors de la
nomenclature HPA qui fut révisée en 2003.

Metcalfe et al. en 2003 [9] recense 24 allo-antigénes dirigés spécifiquement contre
les plaquettes. 12 d’entre eux furent groupés en six systémes biallélliques (HPA-1, HPA-
2, HPA-3, HPA-4, HPA-5 et HPA-15). Plus récemment, G. Bertrand et C.Kaplan [10] ont
rapporté la description 25 antigenes dont 23 sont décrit sur un plan moléculaire.

Par convention dans les systemes bialléliques HPA, l'allele le plus fréquemment
représenté dans la population mondiale est appelé alléle « a », le moins fréquent est appelé
alléle « b ». La lettre « w» est, quant a elle, assignée au numéro de l'antigéne lorsque
I'anticorps dirigé contre I'antigene antithétique n’a pas été mis en évidence.

Le tableau des fréquences des différents systemes HPA par pays peut étre trouvé a

'adresse suivante : http://www.ebi.ac.uk/ipd/hpa/fregs 1.html (décembre 2010)

Le plus problématique de ces systemes est le systeme HPA-1 puis le systéme HPA-

5, dont les anticorps anti HPAl-a et anti-HPA5-b sont impliqués respectivement dans 80 %
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et 15 % des cas d'incompatibilités foeeto-maternelles plaquettaires et inversement,15% et
80% dans les états réfractaires a la transfusion.

Sur le plan biochimique, trois glycoprotéines (GP) appartenant a la famille des
intégrines GP lIb/llla, GP la/lla et GP Ib/IX sont reconnues pour entrer en jeu dans les
phénomeénes d'immunisation plaquettaire. En marge de ces pathologies d’origine immune, il

existe des maladies liées aux plaquettes de nature congénitale.

1.3.2 Les maladies liées aux plaguettes

Les maladies liées aux plaquettes se manifestent cliniquement par des troubles de la
coagulation. Ces troubles peuvent aussi bien se traduire par une thrombocytopénie
(numération plaquettaire basse) ou plus rarement par une thrombocytose (numération
plaguettaire haute). Ces maladies peuvent étre de nature héréditaire ou immune. Les
maladies de nature héréditaire, dues au mauvais fonctionnement des plaquettes, sont
extrémement rares (comme la thrombasthénie de Glazmann liée a I'absence de complexe
GP lIb/llla sur les membranes plaquettaires ou la maladie de BERNARD SOULIER liée au
complexe IblX [11, 12]). La plus répandue est la maladie de von Willebrand, touchant le
facteur de coagulation du méme nom, qui est présente dans 1 % de la population mondiale.
Les maladies de nature immune sont beaucoup plus répandues et sont le plus souvent de
type allo-immunes. (cf. Annexe I)

Les maladies allo-immunes qui ont les répercussions cliniques les plus graves sont :
la thrombocytopénie néonatale allo-immune, I'état réfractaire aux transfusions plaquettaires
et le purpura post transfusionnel :

» La thrombocytopénie néonatale allo-immune (TNA ou NAIT pour neonatal allo-
immune thombocytopenia) [13, 14] est définie par une numération plaquettaire <150 G/I
chez le nouveau-né. Elle est due a la destruction des plaquettes foetales suite au
passage transplacentaire d'anticorps de type IgG anti HPA-la maternels dirigés
spécifiguement contre des antigénes présents sur les plaquettes foetales. Ces

antigenes hérités du pére ne sont pas reconnus par le systéme immunitaire de la mere.
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La thrombocytopénie peut dans certains cas survenir in utero entrainant une
hémorragie intracranienne ou viscérale et dans les cas les plus graves, la mort intra-
utérine du bébé. Ceci peut se produire des la premiere grossesse contrairement a la
maladie hémolytigue du nouveau-né engendrée par incompatibilité foeto-maternelle

érythrocytaire.

« L’état réfractaire aux transfusions plaquettaires (PR pour Platelet Refractoriness) [15]
se définit par I'échec répété d'effet bénéfique aux transfusions plaquettaires. L’allo-
immunisation anti-HLA est le plus souvent la cause de la destruction des plaquettes
transfusées (environ 75 - 80% des cas). L'allo-immunisation anti-HPA représente quant
a elle, de 8 et 20-25 % [16] des cas et est souvent associée a I'allo-immunisation anti-
HLA. L'immunisation anti-HPA-5b est la plus fréqguemment observée dans ce type de

pathologie.

 Le purpura post transfusionnel (PPT ou PTP pour Post Transfusion Purpura) est une
complication rare se produisant de 5 a 12 jours apres une transfusion entrainant un
épisode de thrombocytopénie sévere. Il touche le plus souvent des femmes HPA-la
négatives ayant été précédemment allo-immunisées par une grossesse ou par une
précédente transfusion ayant occasionné une réponse immunitaire avec production
d’anti-HPA-l1a. La transfusion induit une réponse immunologique secondaire,
augmentant la production d’anticorps anti-HPA-la et entrainant la destruction des
plaguettes transfusées. Le systeme immunitaire « s'emballe » ensuite et des auto-

anticorps viennent détruire les propre cellules du patient.

Ces trois conditions cliniques sont principalement dues a des anticorps anti-HPA-1a
et & des anticorps anti-HPA-5b d’'ou la nécessité d’étudier le systeme HPA-1 et HPA-5, les
glycoprotéines GP llla et GP la/lla qui leur sont respectivement associées et le

polymorphisme des génes codant pour ces mémes protéines.
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1.4 Le systeme HPA-1

Nous présentons le systéme antigénique plaquettaire HPA-1 de maniere un peu plus
détaillée puisque c’est celui que nous avons utilisé dans nos travaux. Il est présent sur la

glycoprotéine llla.

1.4.1 La glycoprotéine GP llla

La glycoprotéine GP llla aussi appelée intégrine B3 (Figure 1-4) est une protéine
membranaire des plaquettes qui, complexée avec GP llb (ou intégrine allb), forme le
récepteur GP llb/llla jouant un rdle important dans I'hémostase et la thrombose. Ce
récepteur hétérodimérique se lie spécifiqguement au fibrinogene [17] facilitant I'agrégation

plaquettaire ayant lieu en présence de calcium pendant I'hémostase primaire.

Figure 1-4 : Structure de la protéine GP llla obtenue par le logiciel Pymol a partir de la séquence donnée par

Zimrin et al [18]

Des études quantitatives utilisant des anticorps monoclonaux (mAb) ont établi que
chaque plaguette exprime approximativement 80 000 récepteurs GP lIb/llla a sa surface [19]
avec une réserve moins importante de ce complexe dans son cytoplasme. Ces complexes
en réserve peuvent migrer vers la membrane par une activation de la thrombine par
exemple. Une fois normalisée par rapport a la surface d’une plaquette, la densité de surface
du complexe GP lIb/llla est extrémement importante. Les complexes sont en moyenne
séparés de moins de 200 A ce qui en fait I'un des récepteurs d’adhésion/agrégation les plus

denses de toute la biologie.
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Ce récepteur est hautement polymorphique et est connu depuis longtemps pour avoir
des allo-antigénes [20]. Newman et al. ont publié en 1989 [21] la premiére description
moléculaire d’'un polymorphisme associé a un allo-antigéne dirigé contre les plaquettes et
ont identifié les alléles HPA-1a et HPA-1b (appelés respectivement PI** et PI*%) grace a la
digestion par une endonucléase de restriction de 'ADN obtenu a partir d’ARNm amplifié par
PCR. Les allotypes HPA-1 portent une leucine en position 33 de la glycoprotéine GP llla
alors que les allotypes HPA-1b portent une proline en cette méme position. Ce
polymorphisme de la protéine est le résultat de la mutation d’'une seule base azotée
(polymorphisme mononucléotidique ou SNP pour Single Nucleotide Polymorphisme) sur le

gene codant pour la protéine GP llla.

1.4.2 Polymorphisme du gene codant le systéme antig  énique HPA-1

Le géne codant pour la glycoprotéine GP llla présente de nombreux polymorphismes
mononucléotidiques. A la substitution d’un nucléotide dans la séquence du gene correspond
la substitution d’'un acide aminé dans la séquence de la protéine que ce gene code. Ces
substitutions ont des répercussions immunologiques et fonctionnelles [22]. Les systéemes
alloantigeniques plaquettaires encodés par les SNP dans le géene de la GP llla sont d'une
importance clinique. La substitution d’une cytosine par une thymine en position 1565 dans
'exon (séquence codante de I'ADN) 2 du gene codant pour la GP llla est la plus
immunogene du systeme HPA [21]. Il s’agit du systéme bi-allélique HPA-1. L'allele

présentant la thymine est appelé HPA-1a, celui présentant la cytosine est nommé HPA-1b.

Le typage plaquettaire HPA-1 de maniere systématique, au minimum chez la femme
enceinte est une question récurrente discutée entre les biologistes et les obstétriciens.
Mettre en place un typage systématique réclame un test simple, rapide et pouvant étre

exécuté malgré une quantité de matériel biologique faible.
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2 Méthodes de typage plaquettaire

Nous avons identifié deux méthodologies différentes de typage plaquettaire basées
soit sur le phénotypage, soit sur le génotypage des plaquettes.

La pratique sérologique in vitro utilisant la réaction de reconnaissance spécifique
antigéne-anticorps (Ag-Ac) est le phénotypage. Elle repose sur lidentification d’un antigene
cellulaire de surface et nécessite l'utilisation de réactifs appelés anti-sérums. Ces anti-
sérums contiennent des anticorps identifiés (monoclonaux issus de production industrielle)
qui permettent la reconnaissance spécifique et donc lidentification des antigénes d’une
cellule. Cette approche est largement utilisée pour les érythrocytes et les leucocytes. Mais il
n'existe a I'heure actuelle, aucun anti-sérum anti-plaguette. Aussi, certains laboratoires
utilisent des sérums polyclonaux provenant de patients immunisés pour réaliser un
phénotypage plaquettaire. Dans le paragraphe suivant, nous présentons brievement cette
méthode pour montrer la complexité du test. (Voir 2.1)

Si 'on admet que les changements dans la séquence des protéines résultent des
changements dans le code génétique, il est possible d’'identifier les allotypes des protéines
en effectuant un génotypage du gene codant pour cette protéine plutét qu’'un phénotypage
de la protéine. Dans ce cas, I'information est détectée au niveau de 'ADN du gene codant et
le génotypage est basée sur [l'utilisation de technique d’amplification comme la PCR

(« Polymerase Chain Reaction ») décrite au paragraphe 2.2.

2.1 Phénotypage plaquettaire

Le phénotypage plaquettaire est réalisé par la méthode MAIPA “Monoclonal
Antibody-specific Immobilization of Platelet antigens Assay”. Ce test décrit par Kiefel et
collaborateurs [23] a été initialement développé pour lidentification des anticorps anti-
plaquettes a l'aide de cellules dont le systeme antigénique plaquettaire est connu. Il peut
également étre utilisé pour réaliser un groupage plaquettaire. Les antigenes des cellules a
déterminer sont alors identifiés grace a des sérums polyclonaux issus de patients dont on

connait les anticorps présents.
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Le principe du MAIPA pour l'identification de GP lIb/llla est schématisé sur la Figure
I-5 et sa procédure est décrite ci-dessous.

1. Un mélange de plaquettes (issues d'un pool regroupant 10 donneurs de groupe
érythrocytaire 0 sélectionnés pour leurs génotypes particuliers), et d'anticorps
monoclonaux de souris (MoMab) dirigés contre la glycoprotéine étudiée (ici GP IIb/llla)
est incubé avec :

(a) le sérum a tester (contenant ici des anticorps anti-HPA-1a)

(b) un sérum ne contenant pas d’anticorps anti-plaquettes qui servira de témoin négatif.
2. Apres incubation, un complexe trimérique (a) ou dimérique (b) se forme. Les exces
de sérum et de MoMab sont enlevés par lavage.
3. La membrane plaquettaire est solubilisée dans un détergent non-ionique qui relargue
les complexes dans la phase liquide et les matieres particulaires sont enlevées par
centrifugation.
4. Les lysats contenant les complexes glycoprotéine/anticorps sont ajoutés dans les
puits d'une microplaque préalablement fonctionnalisés (coatés) avec des
immunoglobulines de chévre anti-lgG de souris. L'anticorps monoclonal de souris couplé
au complexe glycoprotéique, dont il est spécifique, et & I'éventuel anticorps anti-
plaguettes humain est ainsi capturé au fond de la plaque.
5. La fixation du complexe est détectée par un anticorps anti-lgG humain de chevre
couplée a une peroxydase.
6. Larévélation se fait par I'ajout de o-Phényl diamine (OPD).
7. La lecture est ensuite effectuée par spectrocolorimétrie a 492 nm: une coloration
jaune brun apparait témoignant de la présence d'un anticorps anti-GP llb/llla dans le cas

présente.
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Figure I-5 : Technique de MAIPA utilisée pour identifier I'antigeéne HPA-1a d'aprées Norton et al.[24]

<

Cette approche n’est pas une solution optimale pour le groupage systématique, car
les sérums sont en quantité limitée, non spécifiques et beaucoup d’antigénes ne peuvent
étre identifiés.

On ne peut donc pas établir une stratégie de diagnostic qualifié pour I'ensemble des
systemes antigéniques plaquettaires avec des sérums issus de patients dont la quantité et la
spécificité ne sont pas garanties. Cette approche diagnostique ne peut servir qu’a confirmer
l'information obtenue par génotypage. En effet il existe des cas ou l'information génétique ne

se traduit pas au niveau protéique.
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2.2 Techniques de génotypage par PCR

Nous avons dit précédemment que les protéines sont I'expression du code génétique
et sont issues d'un processus de synthése complexe. Avant de décrire les techniques
d’identification par génotypage, nous allons expliquer le processus permettant la synthese

des protéines et donc le lien entre le code génétique et son expression protéique.

2.2.1 La synthese des protéines.

Pour passer du phénotypage au génotypage, il faut comprendre la relation existant
entre le code génétique porté par 'ADN et les protéines pour les organismes eucaryotes. Le
mécanisme de production des protéines est représenté schématiquement sur la Figure I-6.

La molécule d’ADN est le support de I'information génétique, elle ne quitte jamais le
noyau des cellules. Or la production de protéine s’effectue dans le cytoplasme. Comment la
synthése des protéines est-elle possible ?

Une molécule appelée acide ribonucléiqgue (ARN) est synthétisée dans le noyau a
partir du modéle de I'ADN lors du processus biologique appelé transcription . La molécule
d’ARN produite par synthése enzymatique n’est pas utilisable pour la synthése de protéine
en l'état. Elle subit des modifications post-transcriptionnelles. La derniere de ces
modifications s'appelle I'épissage . Avant cette derniéere étape I'ARN des eucaryotes est
sous forme de pré-ARNm (m pour messager) qui contient toute la séquence du géne. Or
celle-ci comporte des séquences codantes appelées exons et des séquences non codantes
appelées introns. Seuls les premiers participent a la synthése des protéines. Un complexe
nucléoprotéique reconnait les introns et les élimine ; les exons restants se relient ensuite
entre eux formant un ARN plus court qui passe dans le cytoplasme et devient un ARN
messager mature (ARNm). L'épissage permet, de plus, d'obtenir différentes protéines a partir

d'un méme géne en sélectionnant quels exons seront conserves : c'est I'épissage alternatif.
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ﬂ TRADUCTION
Bases de 'ADN Bases de I'ARN
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H Guanine N Adénine H Guanine u Adénine

Figure 1-6 : Du code génétique a la protéine pour un eucaryote. Encerclé la base azotée différente entre I'alléle a

et l'alléle b.

Dans le cytoplasme, un ribosome, composé d'une petite sous-unité et d'une grande
sous-unité, se fixe sur le brin d/ARNm. Le ribosome va assembler la séquence d'acides
aminés de la protéine selon les "instructions" du code génétique: c'est I'étape de
traduction . Chaque groupe de 3 nucléotides de 'ARNm appelé codon correspond a un
acide aminé, sauf 3 codons, appelés codons-stop, qui provoquent l'arrét de la traduction
(UAA, UGA, UAG). Le codon AUG, appelé codon-initiateur, va permettre de commencer la
traduction en formant I'acide aminé méthionine. Cet acide aminé se détachera plus tard de la
chaine polypeptidique. Le brin d'ARNm va étre parcouru codon par codon par le ribosome
(translocation). Par l'intermédiaire d'un ARN de transfert (ARNt), le ribosome va ajouter selon
le codon lu un acide aminé a la protéine en cours de fabrication. La traduction se termine
une fois un codon-stop atteint, la protéine est complete. Le ribosome se détache de la
protéine et du brin dARNmM, et la protéine est libérée dans le cytoplasme ou elle peut subir

des modifications post-traductionnelles. Le ribosome va se disloquer en ses deux sous-
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unités et pourra faire une autre synthese sur un autre ARNm ou sur ce méme ARNM.
Plusieurs ribosomes peuvent synthétiser simultanément une protéine a partir d'une méme
molécule d’ARNmM puisqu’avant d'étre détruite, cette molécule participe a la fabrication de 10
a 20 protéines. L'ensemble formé par un ARNm et plusieurs ribosomes se déplagant dessus
s'appelle un polysome.

Le moindre changement dans les séquences codantes de I'’'ADN se répercute dans
ARNmM qui en est sa réplique. Puisque celui-ci sert de plan pour la synthese des protéines,
les changements dans la séquence et donc dans les codons de celui-ci entrainera soit la
substitution d’acides aminés dans la séquence de la protéine soit I'arrét de la traduction (si le
codon codant pour un acide aminé devient un codon-stop) soit la séquence de la protéine ne
change pas (on parle de mutation muette) si le codon muté code pour le méme acide aminé
(redondance des codons).

Ainsi, par exemple sur la figure 1-6, on considére que la protéine A est codée par le
géene A dont les deux alléles (allele a et alléle b) ne different que d’'une base azotée. Le géne
A codant pour la protéine A est porté par une paire de chromosomes. Les chromosomes,
visibles dans le noyau de la cellule lors de la division mitotique, sont la forme compactée
d’'un ADN double brin enroulé autour de protéines (les histones). Dans le cas d'un
homozygote pour le géne A, l'alléle du géne est identique pour les deux chromosomes.
Puisque linformation génétique est identique pour les deux chromosomes, la cellule
synthétisera un unique allotype de la protéine A. Dans le cas d’'un hétérozygote pour le gene
A, l'allele du géne est différent pour les deux chromosomes. L'information génétique est
différente et la cellule synthétisera les deux allotypes de la protéine A.

Génotyper les patients consiste a rechercher au niveau de I'ADN, le type d’allele a ou
b pour chacun des groupes HPA. Pour cela, il est nécessaire a partir d'un trés faible volume
d’échantillon sanguin de pouvoir obtenir une quantité importante et exploitable d’'un fragment
précis d’ADN comme par exemple le segment d’ADN codant la protéine A et contenant soit
l'allele a, soit I'allele b. Ceci peut étre obtenu grace a la technique PCR (Polymerase Chain

Reaction) inventée par K. Mullis en 1983.
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2.2.2 Le principe de la PCR

La technique PCR consiste a amplifier TADN génomique en utilisant des séquences
spécifiqgues appelées « amorces » (« primers ») et une enzyme polymérase. Les différentes
étapes de l'amplification sont schématisées sur la figure I-7. En fait, cette technique qui
nécessite essentiellement des rampes de températures tres rapides et précises est
maintenant entierement automatisée. On amplifie ainsi de maniére exponentielle la partie
ciblée de 'ADN de I'échantillon. En effet, a partir de X double brins identiques au départ, on
obtient en théorie aprés n cycle d’amplification 2 " X brins.

La PCR a été adaptée au typage plaquettaire et est désormais employée en
laboratoire comme technique de routine [25-27]. La technique d’amplification par PCR est
appropriée pour typer les donneurs et construire une bibliotheque de donneurs référencés et
pouvoir pratiquer des transfusions compatibles.

Hurd et al. [25] ont répertorié les différentes techniques utilisées pour le génotypage
plaquettaire en laboratoire d’analyses. Les plus employées pour cet usage sont :

* La « polymerase chain reaction with sequence specific primers » (PCR-SSP)
* La « polymerase chain reaction-restriction fragment lenght polymorphism » (PCR-

RFLP)

* La «polymerase chain reaction-allele (sequence)-specific oligonucleotide » (PCR-

ASO)

» Le génotypage plaquettaire par PCR en temps réel (par Fluorescent Resonance

Energy Transfert (FRET) ou utilisation du systeme TagMan™)
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Figure I-7 : Les différentes étapes de la PCR

2.2.3 Génotypage par PCR révélée par électrophorese

La PCR-SSP est la technique de génotypage la plus répandue. L’atelier international
d'immunologie plaquettaire organisé par I''SBT (Macao en 2008) a recensé que 22
laboratoires sur 31 l'utilisaient. Cette technique repose sur l'utilisation de deux amorces,
'une commune, l'autre spécifique a l'allele a amplifier. L'amorce spécifique est créée pour
que le nucléotide en 3’ soit a 'emplacement du SNP du gene a amplifier. En effet, la Taq

polymérase est incapable de réparer un mésappariement d'une base en 3’ de I'amorce.

47



Ainsi, si le nucléotide en 3’ de I'amorce spécifique est complémentaire a la séquence du
géne , 'amplification a lieu. Si le nucléotide en 3’ de 'amorce spécifique est mésapparié, il
n'y a pas d’amplification. L'amorce commune sert & amplifier le gene et a contréler I'efficacité
de la PCR. Si le systeme est bialléllique, on utilise deux paires d’amorces. Chacune de ces
paires contient une amorce commune et une amorce speécifique a l'allele a amplifier. L'ADN
est amplifier par chacune des paires dans deux tubes PCR différents. Les produits de la
PCR sont séparés par électrophorese sur gel (un tube de PCR par ligne) et rélévés par
transillumimation UV. Chacune des lignes présente une bande pour 'amorce commune. La
présence d’'une seconde bande indique si I'amplification liée a 'amorce spécifique a eu lieu.

Le génotype est déterminé par la présence ou I'absence de cette seconde bande.

La PCR-RFLP est la méthode de génotypage la plus ancienne et n'est maintenant
utilisée que par des laboratoires de référence pour résoudre des difficultés d’interprétation.
Cette méthode est basée sur le gain ou la perte, en fonction de la séquence de l'allele, d’'un
site de restriction enzymatique sur le géne amplifié. Aprés amplification PCR, les amplicons
(produits de l'amplification) sont soumis a une digestion par enzyme de restriction. Les
produits de digestion sont séparés par électrophorése sur gel d'agarose ou sur PAGE (pour
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). Le gel est révélé par illumination UV. Le profil de

bandes est alors caractéristique du génotype.

2.2.4 PCR détectée par spectrocolorimétrie

La PCR-ASO (Allele Specific Oligonucleotide) est une technigue utilisée dans les
études initiales des antigénes HPA sur le plan moléculaire. Le principe de base de la PCR-
ASO est la discrimination entre deux séquences d’ADN dont une seule base differe & un
endroit donné. L'utilisation de cette technique requiert d’effectuer deux réactions distinctes
pour chaque individu a génotyper : une pour détecter l'allele commun (ASO 1) et une pour

l'alléle rare, dit muté (ASO 2). Une amorce spécifique pour chacun des alléles & détecter doit
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étre construite. La technique d’identification repose sur le principe d’hybridation des brins
amplifiés et marqués sur des brins sondes spécifiques a chaque alléle immobilisés sur une
membrane de nylon.

Chez un individu homozygote, la base en 3’ de 'amorce s’appariera parfaitement au
site polymorphique allele commun, il y aura génération d’'un amplicon par la paire ASO 1/
amorce commune et détection d’'un signal de fluorescence par la suite lors de I'ajout du
fluorochrome SYBR Green I. A l'inverse pour cet individu, dans le tube réactionnel contenant
la combinaison amorce ASO 2 / amorce commune, il n'y aura pas d'appariement de la
derniére base de I'amorce, et par conséquent, pas d’amplification. Le niveau de fluorescence
mesuré sera assimilé au bruit de fond. Les amplicons détectés chez les homozygotes pour
l'alléle rare seront formés par la paire amorce ASO 2 / amorce commune, alors que les deux

paires d’amplicons seront présents chez les individus hétérozygotes.

2.2.5 PCR détectée en temps réel

Dans un génotypage plaquettaire par PCR en temps réel , l'amplification est
quantifiee en temps réel via des fluorochromes dont lintensité de fluorescence est
directement proportionnelle a la quantité d’amplicons produits.

Dans la technologie « fluorescent resonance energy transfert » (FRET), deux sondes
sont utilisées : une premiere sonde est marquée en 3’ par un fluorochrome émetteur la
seconde sonde, spécifique de l'allele a génotyper, est marquée en 5’ par un fluorochrome
accepteur. Lorsque la sonde alléle-spécifique est fixée a TADN meére il y a transfert d’énergie
entre les deux fluorochromes et émission de fluorescence par le fluorochrome accepteur. Le
génotype est déterminé grace a une courbe de fusion établie en fin d’amplification.

Dans le systeme TagMan™, une seule sonde porte les fluorochromes rapporteur et «
quencheur ». Le fluorochrome rapporteur est spécifique de chaque allele étudié lors du
génotypage. L’ADN polymérase utilisée lors de la PCR présente une activité exonucléasique

5-3". De ce fait, I'enzyme va dégrader la sonde éventuellement fixée a 'ADN mére et ainsi
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libérer le fluorochrome rapporteur qui ne pourra plus transférer son énergie au fluorochrome

« quencheur ». Seule la fluorescence du fluorochrome rapporteur sera donc quantifiée.

2.2.6 PCR détection a l'aide de puces a billes

Des méthodes alternatives a la détection par électrophorése sur gel ont été

développées par deux industriels. Elles sont a I'heure actuelle en évaluation.

226.1 IDHPA

Développée par Progenika, cette technique utilise la technologie xMAP® de
Luminex®. [28]
1. La zone d'intérét de I'ADN génomique est amplifiée par une PCR multiplexe. Les

amplicons sont modifiés par des biotines (portées par les cytosines).

2. Les amplicons sont hybridés sur des sondes oligonucléotidiques attachées a des

billes Luminex® déposées sur une puce.
3. On fait ensuite réagir de la streptavidine conjuguée a la phycoerythrine.

4. Les billes sont analysées avec le systéme « Luminex ® 100/200™ System ». La
présence des polymorphismes est déterminée par la corrélation du signal de
fluorescence intrinséque de chaque bille avec la présence ou I'absence du signal de
phycoerythrine correspondant. Un logiciel d’analyse de données interpréte les signaux
guantifiés, produit un dossier contenant les résultats du génotype pour chaque SNP et

convertit les génotypes en phénotypes pour les antigenes testés.

Cette technique permet dans le cadre de I'immunologie plaquettaire I'analyse de 12
systémes HPA (HPA-1 a 11 et HPA-15) en 5 heures apres I'extraction dont 1 h de temps de

manipulation pour le technicien de laboratoire.
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2.2.6.2 BeadChips ™

En développement chez BioArray Solutions®, cette technique est en évaluation
dans certains laboratoires d’hématologie.

1. La zone d'intérét de I'ADN est amplifiée par PCR multiplexe pendant 2h.

2. On procede au nettoyage de la PCR en éliminant les amorces et les

désoxyribonucléotides. On utilise une A-exonucléase pour générer des ADN simple brin.

3. Les ADN simple brins générés sont hybridés sur des billes. Les billes sont
préalablement encodées par un code-couleur et sur chaque code couleur de billes se
trouve les oligonucléotides spécifiques d’'un polymorphisme d’intérét et complémentaires
des produits de PCR. La complémentarité entre le produit de PCR et I'oligonucléotide de
la bille permet une étape d’élongation de I'oligonucléotide sonde greffé sur les billes avec

l'incorporation de marqueurs.

4. La fluorescence du produit d’élongation sur la bille est détectée par lecture de la puce
au microscope a fluorescence grace a un systeme d’'analyse d'image (Array Imaging
System AIS 400). L'image est ensuite décodée et analysée sur le logiciel BASIS™

développé par BioArray Solutions®.
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Figure 1-8 : Schéma de I'utilisation des BeadChipsTM de Bioarray Solutions®

a billes utilisent toujours une étape de PCR. Elles impliquent donc certains de ses

Inconvénients des techniques de génotypage par PCR

Les inconvénients de la PCR sont les suivants :

Les brevets de la méthode PCR [29, 30] sont tombés dans le domaine publique en

2004, celui de la Taq polymérase [31] détenu par la société Roche (ainsi que plus de 800
autres en rapport avec la PCR d’apres Roche [32]) n’est quant & lui pas dans le domaine

publique et par conséquent le prix de ce réactif est trés élevé car il s’agit d’'un monopole.



» Les erreurs induites par la Taqg polymérase entrainent des délétions dans les brins
amplifiés et/ou I'arrét de I'amplification. Ces brins qui ne sont pas des répliques exactes

de 'ADN a amplifier diminuent le rendement de la PCR.

» Larévélation des gels d’analyse utilise du bromure d’ethidium (BEt) qui est un produit
toxique. Puisqu’il se lie a I'ADN, il possede un effet mutagene important. Il existe

cependant des produits de révélation moins toxigue comme le SYBR Green.

e La révélation d'une amplification par PCR prend du temps (la détection et
'amplification sont réalisées en deux étapes qui nécessitent de 24 a 72 h (voir page 256
de la référence [33])) or les plaguettes ne se conservent que 5 jours au maximum dans
les conditions de stockage utilisées dans les établissements de transfusion (a savoir
20T et agitation constante) faisant ainsi de la PC R une technique non compatible avec
les situations d'urgence (mais utile pour la création de bibliotheque de donneurs

compatibles).

 De plus, dans certaines situations, la quantité de matériel génétique n'est pas
suffisante et des solutions alternatives sont a explorer. C’est le cas dans les NAIT [14] ou
une autre solution est requise pour un échantillon provenant du liquide amniotique ou un

échantillon sanguin de bébé.

Les biocodes barres

3.1 Principe

La technique des biocodes barres a été développée par I'équipe de Mirkin. La

premiére preuve de concept a été faite pour détecter des protéines [34, 35] puis de 'ADN

[36]. Cette technique consiste a utiliser comme étiquettes (appelées biocode barre) des

double brins d’ADN qui ont une capacité d'association et de séparation facile a mettre en

oceuvre.
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Pour une recherche simultanée de différentes cibles, on peut attribuer une séquence
définie d’ADN par cible. La figure 1-9 décrit cette technique basée sur la formation de
sandwichs a l'aide de deux types de particules : d’'une part, des particules magnétiques
fonctionnalisées de maniere a capturer spécifiquement les cibles ; d’autre part des particules
non magnétiques (nanoparticules d'or) bifonctionnalisées de maniére i) a former un
sandwich avec la cible capturée par la bille magnétique mais aussi ii) & porter une multitude
de biocode barre. Les sandwichs formés sont séparés des cibles et des billes non
magnétiques qui n'ont pas été reconnues par séparation magnétique, puis lavage. Une fois
les sandwichs collectés dans une solution tampon, les biocodes barres sont relargués par
simple élévation de température (dénaturation du double brin). 1l reste ensuite a utiliser une
méthode de détection des simples brins. Ainsi pour un événement de reconnaissance, on a
une amplification indirecte de la détection grace a la multiplicité des biocodes barres greffés
sur les nanoparticules d’or. Détecter la présence d'une cible revient donc a détecter les
biocodes barres associés. Ces biocodes barres peuvent étre détectés in situ s’ils portent eux
méme des marqueurs de détection ou bien dans le cas d’'une recherche multiplexe, en
utilisant des puces ADN avec les différentes techniques de détection associées a ces
microarrays. Dans le paragraphe suivant, nous décrirons les différentes techniques de

détection associées aux biocodes barres et leurs performances reportées dans la littérature.
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Figure 1-9 : Principe de I'analyse par biocode barre développée par Mirkin [35] pour la détection de PSA.

3.2 Les difféerentes techniques d’analyse des biocod  es barres :

Les marqueurs de détection peuvent étre de nature différente comme des marqueurs
fluorescents [37-40], des marqueurs de révélation (ions dargent) ou des tags
électrochimiques. Les méthodes de détection sont tout aussi variées. On peut citer la

scanométrie [36, 37, 39-42], la lecture de la fluorescence sur puces a ADN [38] la
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spectrométrie de masse [43], I'électrophorése capillaire [44] des détections électriques et
électrochimiques [45-49].

La méthode scanométrique décrite par Mirkin [50] consiste a considérer comme marqueur
de détection les particules d'or portant les biocodes barres et est basée sur des
changements de couleur. Ainsi, pour de fortes concentrations en cibles, un changement de
couleur du rouge au violet au cours de la précipitation permet de déceler a I'ceil nu la
présence de la cible recherchée. Cependant, dans la réalité, on recherche de trés faibles
guantités. Dans ce cas, la détection de la formation du complexe avec la cible peut étre
détectée en mesurant en solution, la variation d’absorption en UV-Visible (260 nm) lié au
changement de taille d0 au sandwich. Cette méthode permet de révéler la présence d’'une
seule mutation mais ne permet pas I'analyse multiplexe [34]. Pour cela, il faut utiliser une
puce ADN ou chaque plot correspondra a un type de biocode barre et donc & une mutation
définie. La révélation des étiquettes sur leur plot correspondant se fera en utilisant une
solution d’hydroquinone contenant des ions argent qui au contact des particules d’or seront
réduits en argent métallique. Cette décoration des particules d’or par I'argent permet ensuite
une détection par simple microscope en enregistrant les différents niveaux de gris sur
chacun des plots de la puce (Figure 1-10). D’apres I'état de I'art, cette méthode de détection,
est actuellement la plus sensible. Elle nécessite une quantité de cible inférieure a celle
nécessaire pour débuter une PCR. Elle permet la détection d’'une concentration en cibles
entre 500 fM et 500 zM. Mais le temps de détection important (6 heures) pose un probleme

pour une application au groupage plaguettaire.
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Figure I-10: Technique de détection par scanométrie sur puce (d’aprés Taton, Mirkin, Letsinger, [50])

Notons que dés 2006, Goluch et al [51] ont montré la possibilité d’insérer cette
technique (biocode barre + détection scanométrique) dans un systéme microfluidique afin
d’automatiser a terme ce type d'analyse. Appliqué a la détection de PSA (marqueurs de
cancer), le systéme permet une détection in situ en 80 minutes dans une gamme de 40 pM a
40 fM avec une limite de détection de 10 fM, soit 2 ordres de grandeur de mieux que les
systémes d’analyse par ELISA actuellement utilisés. [52]. Cependant, a I'heure actuelle,
cette technique prometteuse n'a été validée que pour la détection d'une seule protéine par
analyse.

La méthode électrochimique consiste a marquer les biocodes barres avec un
marqueur électrochimique. Ces marqueurs peuvent étre soit des ions que I'on va réduire (par
exemple Ag” [53], (Ru(NHs)e)*" [47] soit des particules métalliques que I'on va oxyder : PbS
[46], CdS [45], CusS [48]. La détection des biocodes barres se fait alors via des techniques
classigues de mesure d'une réaction redox telles que la voltamétrie cyclique (CV) ou ASV

(mesure du courant anodique), la chronocoulométrie, la spectroscopie d'impédances. Les
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méthodes électrochimiques sont quantitatives, tres sensibles et sélectives. Un exemple de
ce type de détection est donné sur la figure I-11. Les biocodes barres accrochés sur la
particule d’or sont marqués par des nanoparticules de CdS. Apres séparation sous champ
magnétique, les sandwichs (et méme les billes magnétiques n’ayant rien capturées) sont
introduits dans une cellule a 3 électrodes contenant une solution acide permettant a une
valeur de potentiel donnée (potentiel Redox) de provoquer la réaction d'oxydation du CdS
révélant ainsi leur présence. L’amplitude du pic anodique est proportionnelle a la quantité
d’'ions Cd** produits. En prenant la valeur maximale du pic pour différentes concentrations
initiales de protéines a détecter, Ding et al , ont déterminé une gamme linéaire de détection
de 0,02 to 3,5 ng/ml avec une limite de détection de 9,6 pg/mL, En utilisant d’une part une
électrode de travail en or nanoporeux (augmentation de la surface spécifique) et en utilisant
comme marqueur électrochimique du chlorure de Ruthénium (transfert de 3 électrons par
ions) Hu (2008) parvient a une limite de détection de 28 aM et obtient une gamme de
détection de 8. 10 "’ 2 1,6. 10 * M.

La détection par méthode électrochimique est donc extrémement sensible et permet
un dosage quantitative, mais d’'une cible unique. On pourrait envisager une détection
multiple & condition d'utiliser différents marqueurs électrochimiques et de s’assurer
préalablement de leur compatibilité électrochimique. Ainsi, en balayant en potentiel, on aurait
différents pics d’oxydation correspondant chacun a une cible donnée. Cependant, nous
n'avons pas trouvé de publications relatant ce type d’expérience. Soulignons aussi, que le
marquage des biocodes barres par un marqueur électrochimique n’est pas commercial, il
doit étre fait au laboratoire a partir de quantum dots. Enfin, aucune discrimination de SNP n'a

été a notre connaissance achevée par une méthode de détection électrochimique.
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Figure I-11 : Technique de détection par méthode électrochimique d'aprés Ding 2009 [45]

Un mode de détection électrique a été rapporté par Chang et al [54] grace a

BN

I'utilisation d’électrode a nanogap. Dans ce cas, c'est la nanoparticule d’or qui porte les
biocodes barres qui est détectée par la mesure du courant de drain (Figure 1-12). Une limite
de détection de 1 fM a été obtenue. Cette technique nécessite de maitriser I'élaboration d’'un

ou mieux de réseaux de transistors a des échelles nanométriques et ceci reste encore a un

stade de recherche.
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Détection électrique des nanoparticules d'or
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Figure I-12 : Technique de détection électrique d'apres Chang 2006 [54]

La détection par marquage fluorescent  est largement utilisée sur les puces a ADN
et a donc été employée pour les biocodes barres. On retrouve comme marqueur fluorescent
attachés aux biocodes barres des marqueurs classiques comme les FITC (fluorescéine) ou
des cyanines (Cy3, Cy5). Ainsi Nie et al [38] montrent la possibilité de distinguer une
mutation SNP sur une séquence synthétique d’ADN avec un seuil de détection de 1 pM. Un

inconvénient de cette méthode est la détection en point final.
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Par électrophorése capillaire et en utilisant un appareil commercial (capillary 3730
DNA analyzer de AB I- USA), He et al [44] parviennent en 40 minutes a distinguer 4 virus
simultanément avec une limite de détection de 5 pM.

Un mode de détection par spectrométrie de masse a été rapporté par Qiu et al. [43].
Les cibles sont hybridées avec des sondes immobilisées sur des plagues de MALDI, on y
incube ensuite des particules d'or fonctionnalisées pour reconnaitre la cible et détectés par
spectrométre de masse Time of Flight (TOF). L’analyse du spectre de masse permet de
conclure a la présence de biocodes barres. Une limite de détection de 100 pM a été atteinte.
La méthode est encore en phase doptimisation et de développement.

Plaque incubée avec les particules d'or
sans la cible
wnns Sonde
snns Capture
snns Cible

“n Biocode barre Détecteur I 200
—_—
s, ¢ 0
L e B 800 1200

Plaque incubée avec les particules d'or
avec la cible

2000 569

I 1000 ~885

800 1200
m/z—

Figure I-13 : Technique de détection par spectrométrie de masse (MALDI-TOF) d'aprés Qiu et al[43].

La méthode électroluminescente  (Figure I-14) utilisée par Zhu et al.[49] consiste &
immobiliser les sandwichs formés lors de I'analyse sur une électrode placée dans une cellule
électrochimique. On ajoute dans celle-ci un composé chimique qui grace a I'ajout de courant
va former des intermédiaires activés. Ces intermédiaires vont réagir avec les intermédiaires
activés du marqueur des biocodes barres, cette réaction chimique va produire de la lumiere.
On compte alors le nombre de photons produits. Cette méthode permet d’atteindre une limite

de détection de 1 fmol de fragments d’ADN de graines de soja génétiquement modifié
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présent dans un volume de 25 ul. Les fragments détectés n'ont pas été purifiés avant
'analyse et proviennent de la digestion enzymatique de 'ADN extrait et purifié des graines
de soja.

Particule d’or fonctionnalisée par

des biocodes barres marques par Bille magnétique recouverte
tris(2,2 bipyridyl)ruthénium de streptavidine

gi i g .
cible Biotine .

I:I Non OGM . OGM  ---- valeur seuil

350

v

3004

2501

200

1504

100

ECL intensity (cps)

0 4 -
Graines Tabac Papaye

de soje .
¥ Echantillons

Figure I-14 : Technique de détection par électroluminescence d'aprés Zhu et al.[49]

Le Tableau I-1 rassemble les performances des différentes techniques de détection
utilisée pour la recherche de cibles aprés amplification par biocode barre. D’apres ce
tableau, on remarquera que Nam, Stoeva et Mirkin [36] ont montré qu'il était possible de
détecter de maniére sélective une séquence oligonucléotidique portant une seule mutation a
un niveau de 500 zeptomolaire (zM) soit I'équivalent de 10 copies dans un volume total
d’échantillon de 30 pl. Ces valeurs permettent de considérer la technique d’amplification par

biocode barre comme une alternative a la PCR qui nécessite 5 a 10 copies minimum.
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feh Méthode de Type de
Références . LID TD .yp Spécificité vantages Inconvénients
détection cible
Chang et al. .
Electrique 1fM 2000s |ADN Pas de marquage Recherche amont
2006 [54]
Marquage des BCB
Ding et al|Electrochimique Détection d'un|ouantification avec NP de CdS.
4,2 fM NA ADN mésappariement
2009 [45]. CdS + ASV de deux bases Dosage Temps d’hybridation
12h.
Du et al [Electrochimique De’tectlon‘ d'unlouantification Marquage des BCB
2009[46] 5 fM NA ADN mésappariement NP de PbS
. avec e .
PbS + ASV de deux bases Dosage
imi Le temps
Zhang, XR et|Electrochimique Détection de1,5 pM d'’ADN ) P
1,5 pM NA ADN K d'accumulation est de|
al. 2009[48]  |~,s cible
240s.
Electrochimique o ) R L'électrode  modifiée
Détection d'un|Le biocapteur a base de ~ )
Hu ellchiorure , . .._|peut étre stockée au
12008[47] 28 aM NA mésappariement [verre nanoporeux peut étre cfrigérat dant
al. ) ; réfrigérateur endan
d’Hexaammineruth d'une base regénéré. 9 _ p
enium(lil). une semaine.
Reconnaissance | 1€mMPs total d"analyse 40
He et al.|Electrophorése de I'ADN de 4 virus|Min-
. 5 fM NA
2008[44] capillaire totalement Automatisation possible de
différents la totalité du processus
i ADN
Hill et al . . ;
Scanométrique 2,5 fM 6 h génomique
2007[41] )
double brin
Détection d’un
Nam et| L . .
Scanométrique 500 zM 6 h mésappariement
al.2004[36]
d’une base
Stoeva et al. L
Scanométrique 500 fM 6 h ADN
2006[42]
Thaxton et al. o
Scanométrique 7 aM 6 h ADN
2005[39]
Thaxton et al. Le fluometre peut analyser|
Fluorescence 7 pM NA ADN i
2005[39] des plaques de 96 puits
Nie et al Polymorphisme Analyse des BCB sur
Fluorescence 1pM NA ADN Lo .
2009[38] mononucléotidique puce a ADN:.
Zhang,D et 2,15E—16 Détection de 2,15e-16 mol
Fluorescence NA ADN .
al. 2009[40] mol d’ADN cible.
iu et al atri Le multiplexage peut étre
Q Spectrométrie  de 100 pM NA _ plexage p
2008[43] masse simple
Zhu et al Electro e . Détection de 1 fmol
1 fmol NA Détection rapide
2008[43] luminescence dans 25 pl

Tableau I-1: Comparaison des performances des analyses par biocodes barres dans la littérature. « LID »

indique la limite inférieure de détection. « TD » correspond au temps de détection de la méthode d’analyse

utilisée aprés une amplification par biocode barre.
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De plus, si la PCR permet d’amplifier le matériel génétique (ADN), la technique de
biocode barre est basée sur I'amplification d'un signal lié & un événement de
reconnaissance. Elle peut donc étre adaptée pour toute cible biomoléculaire (ADN,

protéines, glycomimétiques...) contrairement a la PCR.

4 Conclusion et objectifs

En science transfusionnelle, la compatibilité entre donneur et receveur est un enjeu
majeur. La compatibilité de transfusion des groupes ABO et Rh est effective depuis des
années. Cependant, ces groupes sanguins érythrocytaires ne sont pas les seuls a devoir
étre pris en compte dans la compatibilité transfusionnelle, il faut aussi prendre en compte les
groupes plaquettaires. Dans ce cadre, différentes méthodes d'identification des antigénes
ont été développées. La méthode sérologique permettant le phénotypage des groupes
plaguettaires comporte de nombreux inconvénients (manque de sérums monoclonaux
monospécifiques, méthode longue...) aussi, les méthodes de génotypage par PCR lui sont
préférées en routine. Cependant, la PCR comporte elle aussi des inconvénients. Une
alternative possible a la PCR est la technique d’analyse par biocode barre qui repose sur
des étapes de capture, de reconnaissance et d’amplification indirecte de 'ADN et peut étre
couplée avec de nombreuses méthodes de détection permettant de détecter un faible
nombre de copies.

Dans le cadre de cette thése, nous avons développé une analyse par biocode barre
couplé avec un nouveau biocapteur a ondes évanescentes en nous servant comme modeéle
du systéme biallélique HPA-1. Dans la suite de ce manuscrit, nous présentons les étapes de
mise au point des différents éléments du biocode barre, les propriétés du nouveau
biocapteur a ondes évanescentes et les performances obtenues de I'analyse par biocode

barre couplée a notre moyen de détection.
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Chapitre 2 : Biocodes barres modifiés
et couplés a I'analyse par Evareader

Nous avons vu précédemment les problématiques liées au typage plaquettaire et les
méthodes d’analyse actuelles qui font appel & des techniques d’amplification par PCR. Un
enjeu majeur pour I'Etablissement Francais du Sang est I'amélioration des outils d’analyse
pour le typage plaquettaire. Aussi, un des objectifs de ce travail est d’étudier des solutions
alternatives permettant de s’affranchir :

i) de l'utilisation de la PCR (brevetée) pour les analyses de biologie moléculaire.

ii) des brevets déposés par I'équipe de Mirkin [1] concernant les biocodes barres,
tout en parvenant a des gammes de détection similaires.

Dans ce chapitre, nous présentons donc le travail réalisé pour la mise au point d'une
analyse par biocode barre adaptée au typage plaquettaire et couplée a une détection par
biocapteur a onde évanescente.

L’originalité de notre analyse se situe dans l'utilisation combinée:

- de billes de latex pour I'élaboration des biocodes barres. Dans tous les travaux

reportés dans la littérature et les brevets correspondants, les biocodes barres

sont élaborés a partir de particules d’or fonctionnalisées.
- d’'un biocapteur par onde évanescente.

Dans un premier temps, nous décrivons les étapes d’élaboration et de caractérisation
des différents éléments nécessaires a l'analyse par biocodes barres pour le typage
plaquettaire. Nous décrivons le principe de détection par biocapteur & onde évanescente, la
conception de I'appareil de mesure particulierement adapté a des tests en série. Et les deux
stratégies analytiques développées pour la détection des biocodes barres. Puisque les
performances des stratégies analytiques dépendent de la fonctionnalisation des différents
éléments et de certains parametres concernant l'analyse, nous discutons des résultats

expérimentaux de caractérisation et d’optimisation des éléments utilisés dans une analyse
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par biocode barre. Enfin, nous comparons les performances des deux stratégies analytiques

entre elles et par rapport a la littérature.
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1 Les éléments du biocode barre

1.1 Principe

L'analyse par biocode barre (Figure 1l-1) fait intervenir deux éléments majeurs: (i)
une microparticule magnétique greffée avec une sonde spécifique capable de reconnaitre de
maniére trés sélective la cible d’intérét et (ii) une nanoparticule sur laquelle sont greffées une
seconde sonde de capture et de tres nombreux ADN double brins. En fait ces ADN sont des
oligonucléotides simple brin complémentaires et donc capables de s’hybrider. Le Biocode
barre (noté BCB) est [l'oligonucléotide marqué par un fluorophore. La séquence
complémentaire (noté biocode barre complémentaire ou cBCB) est I'oligonucléotide fixé sur
la nanoparticule. L'idée est de former un sandwich autour de la cible d'intérét a l'aide de la
particule magnétique et de la nanoparticule portant les biocodes barres fluorescents. Aprées
réaction avec le milieu d’analyse, un champ magnétique permet de concentrer et de collecter
les sandwichs et les billes magnétiques n’ayant rien capturées. Cependant, seuls les
sandwichs complets sont porteurs de sondes fluorescentes. Ainsi, si la reconnaissance entre
I’ADN cible et la sonde greffée sur la bille magnétique est effective, on récupére le sandwich
complet et donc les BCB fluorescents qui vont donner un signal de fluorescence. Si la
reconnaissance entre I’ADN cible et la sonde greffée sur la bille magnétique ne se fait pas,
on ne récupeére pas le sandwich complet et les BCB fluorescents sont éliminés avec le milieu
réactionnel, on n’obtient donc pas de signal de fluorescence. Les solutions finales contenant
ou non les biocodes barres fluorescents sont analysées a 'aide d’'un capteur ou d’une puce
a ADN dont on analyse la fluorescence. Cette technique permet une amplification du signal
de reconnaissance de la cible recherchée.

Dans les travaux de C. Mirkin, précurseur de l'analyse par biocode barres, les
nanoparticules sont en or pour permettre ensuite une détection par scanométrie. Ensuite,
tous les autres travaux rapportés dans la littérature ont également été développés a partir de
nanoparticules d’or quelgue soit le mode de détection utilisée. Pour nos travaux, nous avons

utilisé des billes de latex (Sigma) qui portent des groupements carboxyles en surface et nous
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permettent d'utiliser les protocoles d'activation et de greffage des surfaces déja développées

au Laboratoire.

Principe du biocode barre

‘ A Sonde ‘a’
%f> Aminolinker

Microparticule 4;

magnétique Sonde “b”

Nanoparticule de Biocode Barre /

Latex Sonde de capture marqué Cy5 Biocode  barre
complémentaire

ADN du patient a typer

Figure 1I-1 : Les différents éléments du sandwich permettant une analyse par biocode barres

1.2 Modele biologique

Le systeme biologique utilisé pour valider I'analyse par biocode barre est le systéme
HPA-1 [2]. Ce systéme est composé de deux alleles, différant entre eux d’un seul nucléotide
(formes HPA-1a et HPA-1b). La détection du génotype HPA-1 par hybridation sur puce a
ADN a déja été étudiée au laboratoire [2, 3]. Les billes magnétiques seront donc greffées soit
avec les sondes spécifiqgues HPA-1a (noté sonde a) ou HPA-1b (noté sonde b). Les sondes
sont des séquences oligonucléotidiques de 25 mers avec la base mutante placée en position
centrale. L’ajout de 6 carbones avec un aminolinker en terminaison 3’ permet d'immobiliser
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la sonde de maniére covalente sur le support. Les carbones jouent le réle d’espaceur afin de

réduire un possible effet de la surface sur les mécanismes d’hybridation. Dans notre modéle

biologique, 'ADN de patient est représenté par des séquences de 84 mers notés cible a

(HPA-1a) ou cible b (HPA-1b). Elles ont été déterminées en fonction des amorces de PCR

disponibles. Les séquences sont données sur le Tableau II-1.

Les billes de latex sont doublement biofonctionnalisées par un oligonucléotide de

capture de I'ADN cible et le complémentaire du biocode barre (cBCB) sur lequel le biocode

barre fluorescent (BCB) est hybridé. La sonde de capture de 31 mers est complémentaire

des cibles a et b.

1)

2)

Selon la stratégie de détection testée, on a utilisé 2 familles biocodes barres (BCB) :
des BCB formés d’'une séquence 15 mers portant un groupement fluorescent Cy5 et
leur complémentaire (cBCB) portant un aminolinker qui permet leur immobilisation
covalente sur la bille de latex. Les barrettes (cf. partie 2.2 et 2.3.1) ont été
fonctionnalisées avec des sondes biotinylées de méme séquence que les cBCB. Cette
séquence permet une hybridation dans les puits des barrettes a la température régnant
dans Il'appareil car I'utilisation d’'une séquence plus longue (comme ci-aprés) aurait
nécessité une étape de chauffage du surnageant pour permettre I'hybridation dans les

cuvettes.

Une deuxiéme famille de BCB formés de la méme séquence de 15 mers portant un
groupement fluorescent Cy5, auquel on a rajouté une biotine. Pour éviter les problemes
d’encombrement stérique entre Cy5 et Biotine et afin que la présence de la biotine
n'entrave I'hybridation avec les cBCB, 15 bases A ont été rajoutées. Les cBCB portent
la séquence complémentaire au BCB et un groupement aminolinker pour sa fixation sur
les billes de latex. L’'ajout de bases A sur les BCB et de bases T sur les cBCB permet,
de plus, de rapprocher la température d’hybridation de celle utilisée entre les sondes
HPA-1 et les oligonucléotides cibles, il sera possible a terme d'effectuer toutes les

hybridations en une unique étape.
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Nom Séquences des oligonucléotides (5" -> 3’)
Oligonucléotide  sonde

allele HPA-la (sonde CGAGGT GAGCCCAGAGGECAGGEECCT - G- NH,
«a»)*

Oligonucléotide  sonde

allele HPA-1b (sonde CGAGGT GAGCCCCGAGECAGGEECCT - G- NH,
«b»)*

AL-HPA1aAS18-Cy3 Cy 3- AGCCCAGAGGECAGGEECCT - G- NH,
Oligonucléotide de

capture (capture)

GGGEGCACAGT TATCCTTCAGCAGATTCTCCT- Co- NH,

Sonde biotinylée

ATGCCCTCTTTGATATT- bi oti ne

Complémentaire du
biocode barre  pour
'expérience ODN-ODN
(cBCB +2T)

ATGCCCTCTTTGATATT- Gs- NH,

Biocode barre  pour
'expérience  ODN-ODN
(BCB)

Cy5- TATCAAAGAGGGCAT

Complémentaire du
biocode barre pour les
expériences ODN-
biotine / neutravidine
(cBCB +15T)

ATGCCCTCTTTGATATTTTTTTTTTTTTTT- G- NH

Biocode barre marqué
Cy5 et biotinylé pour
(biot-BCB)

Cy5( bi oti ne) - AAAAAAAAAAAAAAAT AT CAAAGAGGGCAT

Oligonucléotide  cible | 33~TCCTGTCTTACAGGCCCTGCCTCTGGGCTCACCTCGCTGT
ig‘i‘;’ HPA-la  (cible | oA CCTGAAGGAGAAT CTGCT GAAGGAT AACT GTGCOCCA
Oligonucléotide  cible | 33~TCCTGTCTTACAGGCCCTGCCTCCGGGCT CACCTCGCTGT
2{;‘3}')6 HPA-1b  (cible | oA 0T GAAGGAGAAT CTGCT GAAGGAT AACT GTGCOCCA

Tableau II-1 : Séquences des oligonucléotides utilisés pour I'analyse par biocode barre et la caractérisation de

ses éléments. Les SPN sont soulignés dans les séquences d’ADN.
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1.3 Fonctionalisation et caractérisation des billes magnétiques

1.3.1 Biofonctionnalisation des billes magnétiques (MB)

Préparation des tubes eppendorfs

Etant donné que l'on travaille avec de trés faibles concentrations de matériels, il est
important de limiter l'adsorption non spécifique des oligonucléotides et des billes
magnétiques sur les parois des tubes de stockage ou d’analyse. Aussi, on prépare autant de
tubes eppendorfs de 1,5 ml que nécessaires pour une analyse. Les tubes sont remplis d'une
solution d’albumine de sérum bovin (BSA) a 4% en masse dans du PBS 1X (pH 7,4). On
laisse incuber les tubes pendant 2h dans une étuve a 37<C. lls sont par la suite vidés et
séchés. Les tubes ainsi préparés sont dit bloqués par la BSA qui limite les phénoménes
d’adsorption. Toutes les étapes de fonctionnalisation de billes magnétiques et de billes de

latex ont été réalisées en utilisant des tubes eppendorfs préalablement « bloqués ».

Préparation des billes magnétiques (étape 1)

Oligonucléotides sonde :
| ino-link Billes
avec leur amino-linker magnétigues
ﬂ ﬁ" " @ [

Figure 1I-2 : Schéma de greffage des billes magnétiques.

10 pl de billes magnétiques dans leur tampon de stockage sont transférées dans des
tubes eppendorfs et suspendues dans 490 ul d’eau ultrapure. On utilise ensuite un aimant
néodyme pour procéder a une séparation magnétique. L'aimant attire les billes permettant
ainsi de pipeter la totalité du surnageant. On suspend les billes dans 500 pul d’eau ultrapure.
Ce procédé de lavage est appliqué 3 fois successivement puis les billes sont suspendues
dans 450 pl de PBS 1X.

Les billes magnétiques ont en surface des fonctions carboxyliques que I'on active

par la chimie classique NHS/carbodiimide a partir d’'une solution d’activation (1 ml de PBS
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1X + 4 mg EDCI + 4 mg NHS) [4]. Pour éviter I'hydrolysation du carbodiimide en solution
aqueuse, la solution d’activation est préparée au moment de s’en servir.

On ajoute 50 ul de solution d’activation dans chacun des tubes et les billes sont
incubées sous agitation a 550 rpm pendant 2h & 25C dans un thermomixer. Une fois
l'activation terminée, les billes sont lavées en suivant la méme procédure que décrite ci-
dessus en remplacant I'eau par du PBS 1X.

Apreés le troisieme lavage au PBS 1X, les billes magnétiques sont suspendues dans
450ul de PBS 1X. On ajoute dans chacun des tubes 50 ul d’'une solution a 25 uM dans du
PBS 1X, les oligonucléotides sonde «a» ou sonde « b » suivant I'analyse que I'on veut
faire. On obtient ainsi une concentration finale pour le greffage de sondes spécifiques de 2,5
M. Notons que ces oligonucléotides portent un aminolinker qui permet un greffage covalent
a la surface des billes via les fonctions acides carboxyliques activées. L’incubation des billes
s'effectue dans un thermomixer sur la nuit (15 h) & 25T et sous agitation constante (550
rpm). Les billes magnétiques ainsi greffées sont lavées avec du SSC 5X en suivant la
procédure décrite ci-dessus et sont finalement suspendues dans 450 pl de SSC 5X en
attendant d’étre utilisées pour une analyse par biocode barre. De par la nature des
séparations utilisées lors des lavages des billes magnétiques, la quasi totalité des billes est
récupérée lors des différentes étapes. Les billes magnétiques fonctionalisées peuvent étre

conservées pendant 1 mois a température ambiante.

1.3.2 Caractérisation par spectrofluorimétrie

Il est nécessaire de s'assurer que le protocole de biofonctionalisation des billes
magnétiques est effectif, aussi, dans un premier temps, les billes ont été fonctionnalisées
avec des oligonucléotides fluorescents afin de les caractériser par spectrofluorimétrie.

Dans le cadre de cette analyse, on a mesuré la fluorescence 1) des billes
magnétiques seules, 2) des billes magnétiques non activées mises en présence de 20 uM
d’'oligonucléotides sondes marqués avec du Cy3 (AL-HPA1aAS18-Cy3) et 3) des billes

magnétiques activées mises en présence de 20 uM d’oligonucléotides sondes marqué avec

76



du Cy3 et on les a comparé a la fluorescence des oligonucléotides sondes marqués Cy3 en
solution & une concentration de 20 nM (Figure II-3). La longueur d’excitation est de 530nm.

La solution de billes magnétiques utilisée comme blanc ne présente aucune
fluorescence (courbe bleue) ce qui indique que les billes magnétiques seules ne fluorescent
pas a la longueur d'excitation utilisée. La fluorescence des sondes libres en solution
présente un pic a 566 nm (courbe rouge) qui correspond a la fluorescence du Cy3 pour les
oligonucléotides sondes.

Les billes magnétiques activées mises en présence de la sonde AL-HPA1aAS18-Cy3
(courbe rose) donnent un pic de fluorescence a 576 nm. La différence de longueur d’onde de
I'apparition du pic de fluorescence entre les sondes libres et les sondes mises en présence
des MB activées est due a linteraction entre les fluorophores et leur environnement

chimique (proximité de la surface, composition de la surface...).

1,2E+05 —— Billes magnétiques
— Billes magnétiques activées + AL-HPA1aAS18-Cy3
1,0E+05 - Billes magnétiques non activées + AL-HPA1aAS18-
—_— Cy3
VRN sgnde AL-HPA1aAS18-Cy3 (20nM)
/ \
/
— 8,0E+04 g
S / \
3 \
) // \\
2 6,0E+04
& ’ L\ \
Q \ Z \\
N ~r
o \
S
T 4,0E+04 = -
2 0E+04 >
0,0E+00 T T T T T
540 560 580 600 620 640 660
A (nm)

Figure 11-3 : Analyse par spectrofluorimétrie des bhilles magnétiques. Bleue : fluorescence des bhilles magnétiques
seules. Jaune : fluorescence des hilles magnétiques activées mises en présence des oligonucléotides sondes
marqués Cy3. Rose : fluorescence des bhilles magnétiques non activées mises en présence des oligonucléotides
sondes marqués Cy3. Rouge: fluorescences des oligonucléotides sondes marqués Cy3 en solution pour une
concentration de 20 nM.
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Cependant les billes magnétiques non-activées puis mises en présence de la sonde
(courbe jaune) montrent elles aussi un pic de fluorescence a 562 nm correspondant a la
fluorescence du Cy3. On distingue donc la présence d'oligonucléotides fluorescents pour les
billes non activées. La différence de longueur d’'onde de fluorescence observée entre les
MB activées et non activées est probablement due a la présence d’'une liaison covalente
entre les sondes et les MB activées alors que les sondes ne sont qu'adsorbées
physiquement (faible liaison) sur les MB non activées.

La ligne de base étant différente pour chacun des spectres, il est difficile d’établir une
courbe d’étalonnage en fluorescence pour une éventuelle quantification. On a quantifié les

concentrations en sondes présentes sur les billes en calculant les aires des pics par pesée

(Tableau II-2).
Courbes Poids du pic Concentrations en sonde
Sondes AL-HPA1aAS18-Cya3 libres 7 mg 20 nmol/l
MB non activées + AL-HPA1aAS18-Cy3 13 mg 37 nmol/l
MB activées + AL-HPA1aAS18-Cy3 46 mg 130 nmol/l

Tableau II-2 : Quantifications des sondes AL-HPA1aAS18-Cy3 par pesée des pics de spectrofluorimétrie.

La quantification est rendue difficile du fait du changement de longueur d'onde
préférentielle et de la convolution du spectre d’émission avec I'excitation lumineuse a cause
de la diffusion de la lumiére par les billes en solution.

C’est pourquoi, on a préféré une méthode d’analyse indirecte: la chromatographie

liquide haute performance couplée a la spectrométrie UV-Visible.

1.3.3 Caractérisation par HPLC/UV-Visible

La méthode pour réaliser la caractérisation par chromatographie liquide haute
performance couplée a la spectroscopie UV-visible (HPLC/UV-vis) des billes
fonctionnalisées est schématisée sur la Figure II-4. Pour chaque expérience de
caractérisation, une solution mére de billes magnétiques est séparée en deux lots. Le

premier lot est activé au NHS+EDCI en tampon PBS, puis fonctionnalisé par des
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oligonucléotides comportant un linker amine primaire terminal. Le surnageant de cette
expérience est appelé surnageant 1. Le deuxiéme lot, servant de témoin négatif, est
seulement traité au tampon PBS (en I'absence de NHS+EDCI), puis mis en contact avec des
oligonucléotides comportant un linker amine primaire terminal. Le surnageant de cette
expérience est nommé surnageant 2. Les surnageants récuperés sont ensuite été analysés

par HPLC/UV-vis (caractéristique de I'analyse par HPLC/UV-vis en annexe llI).

COOH

EDCI + NIIS mvoc, | SO !
_ HOOC #—CODH ¥ H
HN A

HOOC coon
HOOC —COooH
HOOC \coon PBS pH = 7.4

. N
HYOC m){/\'
&~ coon

AL-HPAla ASTS-Cy3(20 pM)

PrPBSpll =74 COOH
HOOC _joon
nooc o1t +
N
HOOC COOH

COo0oH

Sumagean( 2

Figure II-4 : Schéma expliquant les différents surnageants dosés par HPLC/UV-Visible

Le surnageant 1 permet de déterminer la quantité de sondes greffées car il
représente la concentration de sondes restantes apres leur mise en présence avec les billes
activées. Le surnageant 2 permet de déterminer la quantité de sondes adsorbées a la
surface des billes car il représente la concentration de sondes restantes apres leur mise en
présence avec les billes non activées

En HPLC, laire sous un pic du chromatogramme est proportionnelle a la
concentration du produit qui est élué sous ce pic pour peu qu'il soit pur. Afin de pouvoir
évaluer quantitativement les quantités d’'oligonucléotides restant dans les surnageants, nous
avons d’abord procédé a un étalonnage de nos mesures HPLC/UV-vis en utilisant quatre
concentrations différentes (20, 15, 10, 5 uM) du méme oligonucléotide sonde. Pour chaque
concentration, on obtient un pic (Figure 1I-5) dont l'aire est reportée sur la courbe
d'étalonnage. (Figure 11-6). L'analyse des surnageants par HPLC/UV-vis donnent des pics

caractérisés par un temps de rétention d’environ 40 min cohérent avec le temps de rétention

mesuré pour les solutions étalons du méme oligonucléotide (Figure 1I-5). A partir de l'aire
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des pics et avec la courbe d'étalonnage, on peut calculer la concentration des sondes
restantes dans la solution et en déduire la quantité immobilisée sur les billes magnétiques.

Toutes les mesures sont reportées dans le tableau II-3.
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Figure II-5 : Chromatogramme de la solution mére de AL-HPA1aAS18-Cy3 a une concentration de 20 uM

Toutes les mesures sont reportées dans le tableau I1-3.

Solution Aire sous le pic (u.a.) Concentration en sondes (UM)
Solution mére étalon 1 11,06 .10° 20
Solution étalon 2 7,67.10° 15
Solution étalon 3 5,25.10° 10
Solution étalon 4 2,20.10° 5
Surnageant 1 9,64.10° 18,1
Surnageant 2 10,57.10° 19,8

Tableau II-3 : Valeurs des aires sous les pics relevées sur les chromatogrammes et concentrations des

solutions correspondantes
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Figure 11-6 : Droite d’étalonnage des aires sous les pics en fonction de la concentration en sondes fluorescentes.

A partir de I'équation de la droite de régression linéaire, on peut a partir de l'aire

mesurée, trouver la concentration grace au calcul suivant :
A = a*C+b, d'ou C = (A +7,06.10°) / 5,80.10°

Ou A: aire sous le pic; a le coefficient directeur de la droite de régression linéaire de la
courbe d’étalonnage, C la concentration en AL-HPA1aAS18-Cy3 et b I'ordonnée a I'origine
de la droite de régression linéaire

La différence de concentration entre la solution mere et le surnageant 1 (= 2 uM)
prouve gu’il y a bien fonctionnalisation des billes magnétiques. Le taux de greffage covalent
est de 50% soit 5.10™ sondes/cm? sont immobilisées de maniére covalente & la surface des
billes. La différence de concentration entre le surnageant 2 et la solution mére (0,2 uM)
montre qu’il y a un peu d’oligonucléotides adsorbés sur les billes ou sur les parois des tubes.
Le taux d’adsorption est de 5% (0,2 uM de sondes pour 4 uM de fonctions carboxyliques).

Les deux outils d'analyse indiquent que le greffage chimique des sondes sur la

surface des billes magnétiques est bien effectif.
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1.4 Fonctionalisation et caractérisation des billes de latex

1.4.1 Biofonctionnalisation des billes de latex (LB )

Préparation des billes non magnétiques (étape 2)

Complémentaires du Oligonucléotides de capture

biocode barre avec leur avec leur amino-linker
amino-linker

o+ B+ ==

i \ Billes de latex

Figure II-7 : Schéma de greffage des particules de latex non magnétiques.

On a utilisé le méme protocole de biofonctionnalisation que celui développé pour les
billes magnétiques. En effet, les billes magnétiques sont composées d'un cceur formé de
grains d’oxyde de fer enveloppé par une gangue de latex portant des fonctions carboxyliques
a sa surface, il est logiqgue de penser que le protocole est adapté a des billes composées
entierement de latex (dite billes de latex LB) portant aussi des fonctions carboxyliques a leur
surface. Cependant, deux difficultés sont a relever: on doit immobiliser deux types de
sondes différentes (les sondes de captures en faible quantité et les oligonucléotides
complémentaires aux biocodes barres notés cBCB en quantité importante puisque celle —ci
va déterminer le facteur d’amplification de la reconnaissance). L’accrochage des deux types
de sondes se faisant avec le méme aminolinker, on procédera par dilution relative des
concentrations des 2 sondes. Un parametre important dans la suite des travaux sera le
rapport des cBCB sur sondes de capture sur chaque bille. Ces billes de latex n’étant pas
magnétiques, une autre difficulté réside dans la récupération des billes fonctionnalisées. Les
protocoles expérimentaux sont donnés en annexe Il. Il faut tout de méme vérifier que la

fonctionnalisation est effective. Pour cela, on a utilisé la spectroscopie UV-Visible.
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1.4.2 Spectroscopie UV-Visible

L’ADN et donc les oligonucléotides absorbent la lumiére a 260 nm. La présence d’un
pic a cette longueur peut indiquer la présence d’oligonucléotides a la surface des billes de
latex. On a effectivement observé la présence d'un pic a 260 nm pouvant indiquer que les
billes sont effectivement fonctionnalisées. Cependant, il faut comparer ces spectres a un
spectre d'absorbance effectué pour des billes de latex non greffées a la méme
concentration. Or durant les étapes de fonctionnalisation des billes, et notamment a cause
des étapes de lavages, on perd une quantité non négligeable de billes (entre 30 et 60% de la
guantité de billes initiale). Il faut donc pouvoir quantifier les quantités de billes
fonctionnalisées obtenues pour comparer correctement les spectres.

On trace la droite d’étalonnage de I'absorbance en fonction du nombre de billes dans
les 5 pl contenu dans la microcuve de chemin optique 0,2 mm.

Dans un premier temps, on enregistre le spectre du SSC 5X qui est le tampon
d'analyse des billes de latex greffées et sert de ligne de base pour tous les spectres
suivants. Puis, on enregistre les spectres d’absorbance pour différents nombres de billes de
latex non greffées dans du SSC 5X. Chaque microcuve contient 5 ul de solution et présente
un chemin optique 0,2 mm. On trace la droite d’étalonnage obtenue pour les LB non
greffées a la longueur d'onde Ay.x = 390 nm. Chaque point de cette courbe est obtenu grace
a deux mesures.

Cette courbe permet de calculer le coefficient d’extinction molaire €, a partir de la loi
de Beer-Lambert:

A (N) =¢\CL
olU A est I'absorbance a A donné, ¢, le coefficient d’extinction molaire en I.molt.cm™; C la
concentration en mol/l et L la longueur de la cuve en cm.

D'oua=¢\lL
Avec a le coefficient directeur de la droite de régression linéaire de la courbe d’étalonnage.

Le coefficient d’extinction molaire est donc :
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£,= 4.10'%0,02 = 2.10*%1.mol*.cm™

Concentration (mol/l)
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Figure 11-8 : Courbe d'étalonnage de I'absorbance a Amax =390 nm en fonction de la concentration en billes de
latex dans la microcuve (axe du haut) ; nombre de particules dans la microcuve (axe du bas). Chaque point est la

moyenne de deux mesures. Les écart-types sont présents sur la figure mais ne sont pas visibles

Grace au calcul du coefficient d'extinction molaire, pour chagque mesure
d’absorbance, on peut déduire la concentration en LB greffées et ensuite préparer des lots
de LB greffées et non greffées d’une concentration bien définie.

Le tableau I1l-4 indique la correspondance entre le nombre de billes dans la
microcuve, leur concentration pour une absorbance moyenne mesurée. On peut ainsi
déduire le pourcentage de billes conservées par rapport a la quantité de billes présente

avant le greffage et les lavages.

Nombre de billes de Concentration en | Pourcentage de billes Absorbance
latex dans la microcuve billes de latex conserveées moyenne
(mol/l)
7,50.10" 2,49.10™ 100% 0,9154
3,75.10’ 1,25.10"* 50% 0,3588
1,88.10" 6,23.10™" 25% 0,2952
9,38.10° 3,11.10% 12,5% 0,1232
7,50.10° 2,49.10™"¢ 10% 0,0996

Tableau II-4 : Tableau de valeurs des absorbances en fonction du nombre
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Ainsi aprés les étapes de fonctionnalisation et les différents lavages et en faisant
attention de ne pas déranger le culot de billes, on a mesuré que I'on récupére entre 40% a
70% des billes de latex initiales du fait de la séparation par centrifugation. Puisque la
centrifugation est faite a la vitesse de rotation maximale de notre appareil, on a effectué des
tests sur le temps de centrifugation pour améliorer le rendement de récupération. Méme en
doublant le temps de centrifugation (de 10 min a 20 min), une partie des billes de latex reste
a l'interface liquide/air et est donc prélevée avec le tampon de lavage quand celui-ci est
enleve.

On a décidé de se placer dans la fourchette basse pour fabriquer des lots ayant un
nombre constant et égale a 3 10° billes fonctionnalisées par tube. Par dilution, on peut
ensuite ajuster la concentration en fonction des besoins expérimentaux.

Ainsi, par exemple, pour s’'assurer que les billes sont bien fonctionnalisées, on a
comparé les spectres d’'absorbance obtenus avec des billes greffées et non greffées pour la
concentration de 1,25.10™ mol/l (Figure 11-9). Cette figure montre que I'on a bien la méme
concentration de billes puisque les 2 maximums sont positionnés a la méme longueur d’onde
(Amax=390 nm) et ont la méme valeur.

On observe que les billes de latex absorbent dans 'UV. Cela est d0 a leur
composition. Les billes dites de latex sont fabriquées en polystyrene qui est la forme
polymérisée du styréne (bande d’absorption caractéristique a 244 nm). A cause de la
présence de nombreux noyaux benzéniques, le polystyréne absorbe dans la large bande
d’'absorption du benzene comprise entre 230 et 270 nm qui est appelée bande B
correspondant aux transitions -1 du benzene. Mais c'est aussi dans cette zone du spectre
gue les bases azotées de 'ADN absorbent la lumiere a environ 260 nm (Toutes les bases

ont généralement 2 maximums d’absorption 190-230 nm et 240-290 nm),
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Figure 11-9 : Spectres d’absorbance des billes de latex a la concentration 1,25.10™ mol/l. en fonction de la
longueur d'onde. En bleu : billes de latex non greffées. En rouge : billes de latex greffées [cBCB]/[capture]=2000.
Les spectres sont obtenus dans une microcuve de chemin optique 0,2 mm. Le spectre du solvant SSC 5X est

utilisé comme ligne de base et soustrait automatiquement.

Cependant, on peut raisonnablement attribuer le décalage des courbes d’absorbance

dans cette zone a la présence des oligonucléotides sur les billes greffées.

2 Deétection par Evareader

La détection des biocodes barres a été réalisée grace a I'utilisation d’'un biocapteur
basé sur la mesure en temps réel de fluorescence a excitation par onde évanescente. Ce
biocapteur, appelé Evareader, est développé par la société Evasensor créée par Manfred
Schawaller (Neuchatel, Suisse). Cet appareil (voir Figure [I-10) est un prototype. Il est
constitué d’'un boitier rassemblant les éléments optiques d’excitation et de détection et les
cartes électroniques permettant de piloter les tests de mesures et d’enregistrer en temps réel
les données expérimentales. Un compartiment adapté permet l'introduction bien contrélée

dans le boitier de la barrette d’analyse.
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Figure 1I-10 : (a gauche) photographies de I'Evareader mis a disposition par Evasensor. La fléeche indique le
compartiment d’introduction de la barrette ; (a droite) barrette en polystyrene comportant 8 puits

2.1 Principe de fonctionnement de I'Evareader

Le principe de I'Evareader (Figure 11-11) est basé sur I'excitation par ondes
évanescentes des fluorophores sur ou proche de la surface biofonctionnalisée d’'un prisme.
Un faisceau incident injecté dans le prisme permet de créer une onde évanescente
excitatrice (635 nm) a la surface d’'une cuvette. Un détecteur placé sous le prisme détecte
les photons (670 nm) émis par les fluorophores excités. Ce champ évanescent excite les
fluorophores présents a la surface ou proche de la surface (typiguement dans les 200
premiers nm, voir Figure 1I-12). Dans le cas de I'Evareader, le prisme est sous forme de

barrette présentant 8 cuvettes permettant de tester simultanément huit solutions différentes.
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Figure II-11: Schéma du principe de fonctionnement de I'Evareader
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Figure 11-12: Intensité du champ évanescent en fonction de la distance par rapport a la surface du puits (données

fournie par Evasensor).

Le systéme analyse cycliquement chaque cuvette pendant 1 s, de maniére a générer
une mesure en temps réel de la fluorescence de la surface de chaque cuvette. Les mesures
sont réalisées a 29C, sans agitation, et permettent de détecter toute cible biomoléculaire
(analyte) marquée avec un fluorophore de type Cy5 ou équivalent.

Les puits n'étant pas agités, la réaction de reconnaissance au fond de chaque puits

est contrdlée par la diffusion. Puisque tous les parameétres sont constants a I'exception de la
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concentration en analyte, I'application de la seconde loi de Fick donne une relation de
proportionnalité directe entre le signal obtenu et la concentration en analyte.

Cette corrélation est donnée par la pente de régression linéaire des courbes de
fluorescence obtenues, calculée typiquement pour nos mesures entre 10 et 150 s. Cette
pente, nommée dC par le logiciel de 'Evareader, est le paramétre que nous employons pour

comparer différentes cinétiques d’association entre sonde immobilisée et cible fluorescente.

(Figure 11-13)
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Figure 1I-13 : Exemple de mesures obtenues par I'Evareader. La valeur globale de dC est calculée par régression
linéaire de la pente de fluorescence (en pointillé) entre deux points choisis par I'utilisateur (typiquement entre 10
et 150s). Carrés : hybridation de la sonde « a » avec la cible complémentaire « a » : réponse positive. Ronds :
hybridation de la sonde « a » avec la cible « b » non complémentaire : réponse négative. Pour chaque courbe,
[cBCB]/[capture]=1000. La concentration en cible pour ces mesures est de 2,5 pM.

La valeur de dC pour laquelle la réponse est considérée comme négative est
d’environ 4000 comptes par seconde, c'est la valeur de dC relevée pour un bruit de fond
(analyse d’'une barrette avec tampon sans fluorophore).

Comparativement a l'utilisation d’'un scanner de fluorescence, les avantages que
présente I'Evareader sont :

* Une analyse cinétique. Contrairement aux puces a ADN « classiques » dont la détection
de I'hybridation par marquage fluorescent des cibles est lue a I'aide d’un scanner de
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fluorescence en point final, 'analyse se fait en temps réel. On peut arréter celle-ci dés
gue nécessaire.

» La suppression d'étapes de lavages. Apres I'hybridation de cibles fluorescentes sur une
puce a ADN, il est nécessaire de laver la puce pour enlever les cibles adsorbées et les
cibles mésappariées. Cette étape de lavage contraignante est supprimée avec
l'utilisation de I'Evareader simplifiant I'analyse.

* Le multiplexage. Il est possible de détecter ainsi les différents systemes HPA sur
guelques barrettes. Notons toutefois qu’une unique puce a ADN permet tout de méme un

multiplexage beaucoup plus important qu’'une seule Evachip.

2.2 Barrettes ou Evachips

Les barrettes sont fabriquées par injection d’'un polystyréne de nature chimique
identique a celui couramment utilisé pour la fabrication de microplagues ELISA. Cependant,
la densité de ce polystyrene est bien plus élevée que pour une plaque ELISA classique, ce
qui confére aux barrettes des propriétés optiques permettant une réflectivité totale atténuée.
Une irradiation des cuvettes par une source Co-60 gamma a 25 kGray permet de rendre la
surface propice a I'adsorption de protéines. Ce processus est le méme que celui utilisé pour
augmenter l'affinité des plaques ELISA (Nunc Polysorb, Nunc Maxisorb).

Les barrettes (Figure 1l1-14) comportent deux parties. La premiére est constituée de 8
puits d'analyse. La seconde partie est un prisme optique congu spécifiquement pour

'Evareader. Le tableau II-5 donne les dimensions caractéristiques des barrettes.

Vue du dessus

Vue de coté

Figure II-14 : Image d’'une barrette d’Evareader
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Longueur de la barrette | Largeur de la barrette Hauteur de la barrette Ecart entre les puits

87 mm 11 mm 14 mm 1,2 mm
Grand axe des puits Petit axe des puits Profondeur des puits volume des puits
5mm 3mm 7mm 84 ul

Tableau II-5 : Dimensions caractéristiques des barrettes

2.3 Les approches analytiques développées

Pour que la détection des biocodes barres fluorescents soit effective, nous avons vu
gu'’il faut que ceux-ci soient tres proches de la surface d’analyse par systéme évanescent.
Aussi, nous avons envisagé deux stratégies d’immobilisation des biocodes barres a la
surface du fond des puits de la barrette, 'une par hybridation ODN/BCB-Cy5, l'autre par

interaction neutravidine/ biotine- BCB- Cy5.

2.3.1 Stratégie analytique par hybridation ODN/BCB-  Cy5 sur Evachip

2.3.1.1 Principe

Les biocodes barres sont des oligonucléotides portant un groupement fluorescent
Cy5. Pour gu'ils se fixent sur la surface, on va procéder a leur hybridation sur des sondes
complémentaires préalablement immobilisées au fond des puits. Pour cela, on dépose au
fond des puits de la barrette (Evachip) de la neutravidine puis on immobilise des sondes
biotinylées complémentaires aux biocodes barres via I'interaction neutravidine/biotine (voir
en annexe Il, le protocole de préparation des Evachips ODN/BCB). La reconnaissance
biologique qui se produit & la surface évanescente est une hybridation entre les biocodes

barres fluorescents et leurs séquences complémentaires fixées en surface. (Figure 11-15)
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Figure 1I-15 : Fonctionnalisation des Evachips pour une stratégie d’analyse par hybridation. (a) adsorption d’'une
monocouche de neutravidine en fond de puits. (b) ancrage en fond de puits de sondes cBCB terminés par une
biotine, grace a linteraction biotine/neutravidine ; (c) reconnaissance de biocodes barres (BCB) fluorescents

(Cy5) par hybridation avec cBCB.

Cette approche a été testée en s’appuyant sur des travaux préalables [2] utilisant des
puces a ADN pour le génotypage plaquettaire. Dans ces premiers travaux, les puces a ADN
étaient mises en ceuvre pour I'hybridation compétitive de différentes cibles sur une puce
comportant plusieurs sondes. Les puces étaient ensuite analysées par imagerie de
fluorescence en mesure de type « point final ». Dans le cadre de cette thése, nous avons
repris les mémes séquences et des protocoles similaires pour effectuer des mesures en

temps réel sur Evachip.
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2.3.1.2 Limite inférieure de détection

On a d’'abord recherché la limite de détection de I'appareil pour cette approche par
hybridation des biocodes barres sur oligonucléotides complémentaires. On immobilise des
sondes biotinylées au fond des puits (voir annexe Il). L’hybridation des sondes fluorescentes
correspondant aux biocodes barres est faite pour différentes concentrations. La courbe de
calibration est donnée sur la Figure 1I-16. Il faut cependant noter que cette courbe a été
tracée sans prendre en compte les points aberrants liés a I'hybridation On considere que le
bruit de I'Evareader correspond a des valeurs de dC inférieures a 4000. La limite inférieure

de détection est donc approximativement de 3,5.10™° mol/l de cibles fluorescentes.
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200000

150000

100000
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-50000
1,00E-11 1,00E-10 1,00E-09 1,00E-08 1,00E-07
Concentration (mol/l)

Figure 11-16 : Courbe de calibration de I'Evareader par I'approche par hybridation

2.3.2 Stratégie analytique par interaction BCB-biot ine / neutravidine sur

Evachip

2.3.2.1 Principe

La reconnaissance « ODN/BCB » décrite dans la partie présentait 'avantage initial
d’employer des séquences déja validées et identifiées pour des reconnaissances sur support
solide. Toutefois cette stratégie de détection avait été initialement congue pour étre

employée dans le cadre d’hybridations compétitives sur puce, en I'occurrence pour I'analyse
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simultanée de différents génes sur une puce. L’EVAreader est un biocapteur qui permet de
procéder a 8 analyses simultanées, mais en hybridation non compétitive. En effet, chaque
puits de mesure est fonctionnalisé avec un seul type de sondes, et n'est censé mesurer
gu’un seul type de cible. Dans la mesure ou des modifications de I'EVAreader n’étaient pas
prévues par ses concepteurs, nous avons fait évolué notre stratégie de biocode barre pour
'adapter a notre systéme de détection. Le but est de simplifier I'analyse et d’adapter les
biocodes barres a I'appareil de détection. Dans cette approche, les biocodes barres portent
une biotine qui va permettre leur immobilisation directement sur la surface grace a

I'interaction neutravidine/biotine sur des Evachips neutravidine (Figure 11-17).

Puits de I'Evachip

Faisceau
d’excitation |y

v Detecteur

(@) e[ (D) mm
O biotine]

neutravidine

Figure 11-17: Fonctionnalisation des Evachips pour une stratégie d’analyse par interaction neutravidine/ biotine.
(a) adsorption d’'une couche de neutravidines en fond de puits. (b) reconnaissance des biocode barres (BCB)

fluorescents (Cy5) par interaction neutravidine/biotine.
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2.3.2.2 Limite inférieure de détection :

La limite de détection de I'appareil pour cette approche est donnée par la courbe de
calibration des dC obtenus en fonction de la concentration en oligonucléotides fluorescents.
Lorsque les valeurs de dC sont inférieures a 4000, le signal de fluorescence appartient alors
au bruit de 'Evareader. La limite inférieure de détection est d’approximativement 2,5.10° M

cibles fluorescentes. (Figure 11-18).

Courbe de calibration de I'Evareader pour l'approch e par reconnaissance neutravidine/biotine
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Figure 11-18 : Courbe de calibration de I'Evareader par I'approche interaction neutravidine/biotine

2.3.3 Comparaison des deux approches analytiques

Nous avons testé deux approches analytiques différentes, la premiére utilisant une
reconnaissance des biocodes barres par hybridation & leur complémentaire au fond de la
barrette d’analyse, la seconde utilisant la reconnaissance neutravidine/biotine.

Comme nous avons utilisés des BCB différents, nous avons vérifié le marquage par
Cybh. Les spectres d’absorbance des biocodes barres fluorescents biotinylés (Cy5-biotine-
BCB) et des biocodes barres fluorescents non biotinylés (Cy5-BCB) a une méme
concentration (100 uM), montre clairement que le marquage en Cy5 est plus performant pour

les Cy5-BCB que pour les Cy5-biotine-BCB d’un facteur 1,5 (Figure 11-19). Cette différence
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dans le marquage peut étre due a la complexité du biocode barre utilisé pour I'interaction
neutravidine/biotine. En effet, cet oligonucléotide est porteur en 5’ d’'un marqueur Cy5 et

d’une biotine ce qui rend le marquage difficile.

Comparaison du marquage entre les biocodes barres utilisés pourles
différentes stratégies d'analyse
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Figure 11-19 : Comparaison par spectroscopie UV-Vis du marquage des différents types des biobodes barres pour
les différentes stratégies analytiques.

D’autre part, nous avons noté des points aberrants lors des mesures par hybridation.
Aussi, hous comparons dans un premier temps les deux approches en tenant compte de
'ensemble des points aberrants. (Figure 11-20). Pour une méme concentration en biocode
barre, I'approche par hybridation donne un signal entre 4 et 6 fois moins fort que pour

I'approche par interaction neutravidine/biotine.
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Comparaison entre hybridation et interaction neutravidine/biotine
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Figure 11-20: Comparaison entre hybridation et interaction neutravidine/biotine sur Evachips. Ces courbes
prennent en compte les mesures aberrantes de I'hybridation. Chaque point correspond a la moyenne sur 4

mesures.

Bien que le marquage pour les biocodes barres de la stratégie par hybridation soit
plus performant, la limite inférieure de détection pour cette stratégie est plus haute que pour
la stratégie neutravidine/biotine. On en déduit que la méthode d’analyse par hybridation est
moins performante que pour une stratégie par interaction neutravidine/biotine. Cependant,
les points de mesure comportent des mesures aberrantes. Pour ces points de mesure, les
écart-types sont importants (écart type supérieur a 100000 pour le point a la concentration
5.10° mol/l). Cela pose le probléme de la reproductibilité des barrettes. Pour vérifier les
différences dans les performances des deux stratégies, on a donc aussi comparé les

stratégies d’analyse en ne prenant pas en compte les mesures aberrantes. (Figure 11-21).
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Comparaison entre hybridation et interaction neutravidine/biotine
sans les points aberrants de I'hybridation
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Figure 11-21 : Comparaison entre les courbes de calibration de I'hybridation et de l'interaction neutravidine/biotine
sur Evachips. Ces courbes ne prennent pas en compte les points aberrants de 'hybridation. Chaque point pour
I'interaction neutravidine/biotine correspond a la moyenne sur 4 mesures. Chaque point pour I'hybridation

correspond a la moyenne sur 2 mesures. La droite rouge représente la limite du bruit pour 'Evareader.

On remarque que les écart-types des points de mesure pour I'hybridation sont
équivalents a ceux de la stratégie neutravidine/biotine lorsque les mesures aberrantes ont
été supprimées. La courbe de calibration pour la stratégie par hybridation est située
légerement en dessous de celle de la stratégie par interaction neutravidine/biotine, on peut
alors penser que les performances des deux stratégies sont équivalentes. Par calcul, la
limite inférieure de détection (LID) de I'appareil vaut :

LID= limite du bruit +3* S/N
Ou S/B désigne le rapport signal sur bruit (écart-type) ; S/B=2000 dans ce cas

D’ou LID = 10000 comptes/s
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Cette limite de détection est atteinte pour une concentration en biocode barre
d’environ 3,5.10"° mol/l pour les deux stratégies de détection si on ne prend pas en
considération les mesures aberrantes de la stratégie d’hybridation.

Pour conclure, on peut dire que la limite de détection est la méme pour les deux
stratégies mais avec un marquage des sondes plus performant pour la stratégie
d’hybridation. A marquage équivalent, la stratégie par hybridation est moins performante que
la stratégie par neutravidine/biotine. D’autre part, la stratégie par hybridation ajoute une
étape supplémentaire de fonctionnalisation des barrettes par I'oligonucléotide et montre
aussi un probleme au niveau de la reproductibilité des barrettes d’analyse d’ou les mesures
aberrantes observées pour la stratégie par hybridation. L’approche par hybridation nécessite
de faire attention a la température d’hybridation car I'appareil n’est pas thermostaté. Si les
séquences des biocodes barres et de leur complémentaire ne sont pas judicieusement
choisies, il faut ajouter une étape contraignante a I'analyse pendant laquelle les biocodes
barres doivent étre portés a une température permettant leur hybridation au fond du puits
d'analyse.

Compte tenu des problemes de reproductibilité rencontrés et de la complexité de la
stratégie par hybridation, nous avons préféré la stratégie neutravidine/biotin e pour
analyser les performances du couplage entre une ana lyse par biocode barre et le

détecteur par ondes évanescentes.
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3 Mise en ceuvre des biocodes barres et détection

Oligonucléotide cible

Champ évanesg

200 nm de hauteur

Figure 11-22 : Schéma de la mise en ceuvre d’'une analyse par biocode barre. (1) Hybridation des oligonucléotides
cibles avec les billes magnétiques (MB) et les billes de latex (LB), Formation de sandwichs MB/cible/LB. (2)
Hybridation de biocodes barres (BCB) marqués Cy5. (3) Séparation magnétique des sandwichs MB/cible/LB/BCB
de I'exces de cibles et de BCB non hybridés. (4) Dénaturation des sandwichs. (5) Détection des biocodes barres

fluorescents grace a I'Evareader (la détection par hybridation est schématisée dans cette figure).

La mise au point de nos tests biocode barre a nécessité d’identifier un certain nombre
de parametres permettant d’améliorer les performances analytiques de nos tests. Tout
d’abord, nous avons réduit un fort taux initial de faux positifs en procédant a un blocage de la
surface des tubes centrifuges employés dans nos tests. Deuxiemement, nous nous sommes
assuré que la formation des sandwichs résultait bien de la reconnaissance spécifique

sonde/cible a détecter. Ensuite, nous avons exploré l'influence des densités respectives des
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deux types d'oligonucléotides immobilisés conjointement sur les LB. Enfin, nous avons

évalué I'impact des concentrations relatives en MB et LB dans nos tests.

3.1 Blocage des tubes de centrifugation

Les premiers tests de biocode barre que nous avons effectués étaient caractérisés
par I'existence de faux positifs.

Nous avons émis I'hypothése que la physisorption de biocodes barres sur les parois
des tubes centrifuges faussait nos analyses par biocode barre. Il s’agit d’'un probléme bien
connu pour les puces a ADN dans notre laboratoire. A ce jour ce détail technique n’était
mentionné dans la littérature que pour I'adsorption des biocodes barres sur les parois de
canaux microfluidiques (Goluch et al. 2006 [5]), mais pas dans le cadre d'un protocole de
biocode barre en tube centrifuge classique.

Pour pallier a ce probléme, nous avons utilisé une méthode classiqguement pratiquée
notamment dans le laboratoire [6] : le blocage de surfaces par physisorption d’Albumine de
Sérum Bovin (Bovine Serum Albumine, ou BSA). La BSA est une protéine connue pour
s'adsorber trés facilement sur des surfaces, soit par interactions hydrophobes, soit par
liaisons hydrogéne. Une fois la BSA adsorbée, il est plus difficile pour d’autres molécules
comme des protéines ou des acides nucléiques d'interagir avec la surface bloquée. Nous
avons incubé des tubes centrifuges pendant 2 heures a 37C avec une solution de BSA a

4% (m :m) dans du PBS 1X (pH 7,4).
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Figure 11-23 : Influence du blocage des tubes sur les faux positifs. En bleu : Analyse par biocode barre effectuées

dans des tubes sans blocage a la BSA. En rouge : Analyse par biocode barre effectuées dans des tubes avec
blocage a la BSA.

La figure 11-23 permet de comparer les performances des mémes analyses biocode
barre, menées soit en tube de centrifugation « bloqués » a la BSA, soit menées en tubes de
centrifugation non traités a la BSA. Notre approche biocode barre a été employée pour
analyser I'hybridation de cibles ODN parfaitement complémentaire (cibles «a», qui
correspondent a l'allele a de HPA-1) de nos sondes (sondes « a »). Dans le méme temps,
nous avons testé avec notre approche biocode barre I'hybridation de cible « b » avec des
sondes « a ». Dans ce cas sondes et cibles différaient d’'un nucléotide central (SNP).

Les tests effectués dans des tubes de centrifugation non bloqués ont donné des
valeurs de dC similaires pour les brins appariés (sonde « a »+cible « a ») :6,1.10* +/-3,8.10*
comptes/s. Les témoins négatifs avec mésappariement d'une base (cible «a» + sonde
« b ») donnaient des signaux plus important : 8,6.10* +/- 2,7.10* comptes/s. Les coefficients

de variation étaient respectivement de 31 et 62 %. (3 mesures pour les tubes non bloqués).
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Le rapport entre les dC obtenus pour les hybridations avec appariement total, et les dC
mesurés pour les témoins négatifs est d’environ 0,7.

Les tubes bloqués a la BSA ont permis d’obtenir des signaux de I'ordre de 5,9.10* +/-
0,2.10* compte/s (4 mesures pour les tubes bloqués) pour une analyse sonde « a » + cible
« a », et de 'ordre de 2,1.10* +/- 0,8.10* compte/s pour une analyse sonde « a »+cible « b ».
Le rapport entre les dC obtenus pour les hybridations avec appariement total, et les dC
mesurés pour les témoins négatifs est d’environ 2,8.

Par ailleurs, nous sommes passés de coefficients de variation de 30-60% pour les
tubes non bloqués, a des coefficients de variation de l'ordre de 5-30% pour les tubes
bloqués.

Ces résultats semblent confirmer I'hypothése de I'adsorption de biocodes barres sur
les parois des tubes non bloqués. Dans ces conditions, les biocodes barres adsorbés
peuvent étre relargués dans le milieu de mesure et détectés par I'Evareader.

Lorsque les parois des tubes sont bloqués a la BSA, avant leur utilisation, I'adsorption
de biocodes barres fluorescents est limitée. Dans ces conditions, seuls les biocodes barres
fluorescents capturés selon la voie attendue dans notre test sont analysés par fluorescence.

Le blocage des tubes par la BSA permet donc de supprimer les faux positifs, et
d’améliorer d’'un facteur 3 au moins le coefficient de variation des mesures.

La totalité des tests dans la suite ont été effectu  és dans des tubes bloqués par

la BSA.

3.2 Spécificité de la reconnaissance

La spécificité de la reconnaissance est un paramétre important pour la discrimination
des polymorphismes mononucléotidiques (SNP). Pour évaluer la capacité de notre analyse
par biocode barre a discriminer les SNP du géne HPA-1, on a comparé les signaux obtenus

par I'Evareader dans les 4 cas possibles décrit dans le Tableau 1I-6 ci-aprés :
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Nombre Sondes immobilisées sur les | Cible a détecter
particules magnétiques

1 Sonde « b » Cible « a »

2 Sonde « b » Cible « b »

3 Sonde « a » Cible « b »

4 Sonde « a » Cible « a »

Tableau II-6 : Evaluation de la spécificité de la reconnaissance

La Figure 1l-24 rapporte les valeurs de dC obtenues pour une analyse par biocode
barre avec une concentration en solution de cible de 2,5 pM et des billes de latex ayant un

rapport [cBCB]/[capture] non optimisé de 1000.
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Figure 11-24 : Mesures des dC pour les tests de spécificité. Les barres d’erreur représentent I'écart type. Chaque

valeur sur le graphique correspond a des mesures dupliquées.

La valeur de dC pour le duplex parfaitement complémentaire sonde « b »-cible « b »
(colonne 2 Figure 1I-24) est deux fois plus grande que pour le systéme avec le
mésappariement d’'une seule base sonde « b »-cible « a » (colonne 1 Figure 11-24).

Pour le systeme complémentaire sonde « a »-cible « a », la valeur de dC est dix fois
plus importante que lors de I'hybridation du systéme sonde « a »-cible « b » contenant une
mutation ponctuelle (colonne 4 et 3 Figure 11-24).
encore optimisées,

Ainsi, on montre que méme pour des conditions pas

lanalyse par biocode barre avec reconnaissance ODN  -biotine/neutravidine sur
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Evachip a une bonne spécificité de la reconnaissanc e et permet de bien discriminer
les SNP.

Dans cette partie, I'analyse par biocode barre permet d’avoir une disc rimination
de deux alleles d'un gene d’intérét mais en utilisa  nt une forte quantité de cible. Cette
sélectivité est importante pour notre modeéle biologique puisque prés de 2% de la population
caucasienne court le risque d’étre immunisée par I'antigene HPA-1a apres une grossesse ou
une transfusion. Cependant, la quantité de matériel génétique disponible pour des tests de
phénotypage est souvent faible d’ou l'intérét d’optimiser ce type d'analyse par biocode barre

pour rendre possible la détection d’une trés faible quantité de cible en solution.

3.3 Influence de la densité relative des sondes sur les billes de

latex

En vue d'optimiser les performances analytiques de nos analyses biocode barre,
nous avons cherché la meilleure densité relative entre oligonucléotides cBCB et
oligonucléotides de capture (« CAPT ») a la surface de nos LB.

En effet, la présence d’'un grand nombre de cBCB sur une LB doit permettre de fixer
un maximum de BCB fluorescents, et donc d’obtenir un signal final maximal pour chaque
évenement de reconnaissance d’'une cible dans notre test.

A cet effet, nous avons recherché le meilleur compromis entre le nombre de
marqueurs fluorescents et le nombre de cibles qui peuvent étre capturées par les billes de
latex. Si le nombre d'oligonucléotides de capture est insuffisant alors la cible a peu de
possibilité d’étre capturée par la bille non magnétique entrainant la formation de peu de
sandwichs MB/cible/LB et donc un faible signal. Si au contraire le nombre de marqueurs
fluorescents est insuffisant alors bien qu'on recueille par séparation magnétique de
nombreux sandwichs MB/cible/LB l'augmentation du signal ne sera pas suffisamment
significative pour étre détectée par I'appareil de mesure. Il est donc nécessaire d’examiner
l'influence des différents rapports entre la densité de complémentaire de biocode barre qui

s’hybride avec le biocode barre fluorescent et la densité de I'oligonucléotide de capture.
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Dans un premier temps, les rapports [cBCB]/[capture] utilisés pour cette optimisation
sont 100 ; 1000 ; 2000 ; 10000 ; 25000 et 50000. On a procédé a la détection par des billes
magnétiques greffées avec la sonde « a » d’une solution de cible « a » a une concentration
finale de 250 nmol/l donnant en théorie un signal de fluorescence positif. Les résultats
obtenus sont comparés avec la fluorescence du tampon SSC 0,2 X. Chacun des points de
mesure est obtenu en analysant 4 fois le surnageant final de chacune des expériences avec

4 barrettes différentes provenant du méme lot de fabrication.
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Figure 1I-25 : Influence de la densité relative des sondes [cBCB]/[capture] sur les mesures de dC. Analyse faite
pour sonde « a» + cible « a». La concentration finale de cible pour chacun des rapports est de 250 nM. Les

mesures sont effectuées 4 fois. Les barres d’erreurs indiquent I'écart type.

La figure 11-25 montre I'obtention d’'un maximal pour le rapport [cBCB]/[capture] de
2000. Le coefficient de variation pour cette mesure est de 16%. Il faut noter que I'analyse
avec le ratio [cBCB]/[capture] égal a 10000 n’a pas fonctionné.

Dans un second temps, des rapports [cBCB]/[capture] plus proches du maximum
déja obtenu expérimentalement ont été examinés. Ces rapports sont égaux a 100 ; 500 ;

1000 ; 2000 ; 5000, 10000 et 25000. L'analyse par biocode barre a été faite dans les mémes
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conditions de concentration en cible et le méme type de cible « a » ainsi qu'avec le méme
type de billes magnétiques i.e. greffées avec des sondes «a». Chacun des points de
mesure est obtenu en analysant 3 fois le surnageant final de chacune des expériences dans

des barrettes différentes provenant du méme lot de fabrication.
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T
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Figure 11-26 : Influence de la densité relative des sondes [cBCB]/[capture] sur les mesures de dC. Analyse faite
pour sonde « a» + cible «a». La concentration finale de cible pour chacun des rapports est de 250 nM. Les

barres d’erreurs indiquent I'écart type.

La Figure 1I-26 montre que l'on a de nouveau un maximum pour le rapport
[cBCB]/[capture] égal a 2000. Le coefficient de variation vaut 26%. On observe que I'analyse
avec le ratio [cBCB]/[capture] égal a 5000 n’a pas fonctionné.

Si on considere la surface d’une bille:

S =4tz  avecr =450 nm.
On adonc : S = 41*(4,5*10°)2 = 2,5*10® cm?
En admettant, d’aprés la référence [7], une densité de greffage est de l'ordre de n = 10™
sondes/cm?
Le nombre total d’oligonucléotides greffés par bille serait de :
N = S*n = 2,5*10*10" soit d’environ 2500 sondes
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Cela signifie qu'une sonde de capture serait suffisante pour former le sandwich. Ce
calcul permet de comprendre pourquoi on a un maximum du signal de fluorescence. Celui-ci
est obtenu pour le rapport [cBCB]/[capture] égal a 2000.

Ce rapport fut utilisé pour les expériences concernant les performances de l'analyse
par biocode barre.

L'intensité du signal est beaucoup plus faible lors de la seconde expérience (facteur
100). Cela est d0 a un autre paramétre important pour l'intensité du signal : La concentration

relative des particules de latex par rapport aux particules magnétiques.

3.4 Influence de la concentration relative des deux types de billes.

La concentration relative des particules de latex par rapport aux particules
magnétiques joue un rdle important pour l'intensité du signal. En effet, les billes non
magnétiques permettent une amplification indirecte par la multiplicité des marqueurs de
détection greffées sur les particules. Il faut s’assurer d’avoir une concentration de billes de
latex suffisante pour obtenir cette amplification, c’est-a-dire qu'il faut avoir suffisamment de
billes de latex pour qu'a chaque reconnaissance entre les billes magnétiques et les cibles on
ait aussi une reconnaissance entre les cibles et les billes de latex. Puisque une bille
magnétique peut effectuer plusieurs reconnaissances avec les cibles simultanément, il faut
gue la concentration en billes de latex soit plus importante que celle en billes magnétiques
(Figure 11-27).

Pour chaque lot de billes de latex fonctionnalisées avec des rapports différents des
sondes [cBCBJ/[capture], on a procédé a une analyse compléte par biocode barre pour

différent rapports de billes magnétiques et billes de latex [MB]/[LB] = 1/2 et [MB]/[LB] = 1/30.
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Figure 11-27 : Schéma de linfluence des concentrations relatives des différents types de billes. a- chaque
reconnaissance MB/cible entraine une amplification par reconnaissance cible/LB. b- les reconnaissances

MB/cible entraine une amplification partielle du signal due a une concentration en LB trop faible.

Le tableau II-7 rassemble 'ensemble des valeurs de dC obtenues pour les mémes
conditions d’analyse (partie 3.3) a I'exception de la concentration relative de MB par rapport

aux LB.

dC moyen pour un rapport

Rapport [cBCB]/[capture]

dC moyen pour un rapport
[MBJ/[LB] = 1/2

[MBJ/[LB] = 1/30

100 2288 17037
1000 7545 55488
2000 7738 366033

10000 3521 19858
25000 1862 62423

Tableau II-7 : Tableau de valeurs des dC en fonction du rapport [billes magnétique]/[billes latex] pour différents

rapports [cBCB]/[capture]. Les valeurs de dC sont celles présentées dans les figures 11-25 et 11-26.

On constate :

1) que l'on obtient bien un maximum de fluorescence
[cBCB]/[capture] =2000 sur les billes de latex, que

concentrations relatives des billes magnétiques et

2) que la fluorescence est toujours plus important

billes de latex utilisées est largement supérieure

magnétiques.

billes de latex utilisées.

pour le rapport

lque soit ensuite les

e lorsque la quantité de

a la quantité de billes
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3) une augmentation du signal d'un facteur 47 entr e les rapports [MB]/[LB] de

1/2 et 1/30 pour le ratio [cBCB]/[capture] optimal des billes de latex.

3.5 Performances analytiques de l'analyse par bioco des barres

couplée a I'Evareader.

En tenant compte de I'ensemble des résultats précédents, on recherche la limite de
détection de I'ensemble de I'analyse par biocode barre couplée a I'Evareader. Les tests ont
été fait avec des billes de latex ayant un rapport [cBCB]/[capture] =2000, et un rapport 1/30
entre billes magnétiques et billes de latex. La détection sur Evareader est faite par
I'approche neutravidine/biotine.

Pour vérifier la formation des sandwichs et avoir une idée de I'amplification du signal
apportée par I'approche biocode barre, on teste la fluorescence obtenue en fonction de
différentes concentrations finales de cibles a capturer. La courbe obtenue est ensuite
comparée a la courbe de calibration de I'appareil (Figure 11-28). On trouve une limite
inférieure de détection d’environ 2.10"** M d’oligonucléotide cible.

La comparaison entre les deux courbes de calibrations montre que pour une méme
valeur de dC lors de l'utilisation de I'analyse par biocode barre, notre capteur est capable de
détecter une concentration de cible approximativement 125000 fois plus faible que si notre
cible était directement marquée. L’analyse par biocode barre abaisse donc bien la limite
inférieure de détection grace a la capture, la reconcentration de cibles en faible

concentration et I'amplification indirecte du signal de fluorescence.
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Figure 11-28 : Courbes de calibration pour une analyse par biocode barre et une analyse directe des olinucléotides

biot-BCB. Carrés : biot-BCB détectés par I'Evareader apres une analyse par biocode barre (sonde « b » + cible
« b »). Ronds : Détection directe des oligonucléotides fluorescents (biot-BCB) sans analyse par biocode barre
préalable. L'axe des abscisses représente pour les carrés la concentration en cible « b » et pour les ronds la

concentration en cibles fluorescentes. On a aussi [cBCB+15T]/ [capture] = 2000 et [MB]/[LB]=1/30.

Une limite de détection basse est importante pour I'application de l'analyse par
biocode barre qu’on veut traiter a savoir le typage plaquettaire sans avoir recours a la PCR
mais la discrimination entre les alléles du gene HPA-1 est essentielle si 'on veut pouvoir
penser a mettre en place les protocoles développés sur des échantillons réels de patients.

On s’est intéressé ensuite a la discrimination des alléles du gene HPA-1. On a
comparé, (Figure 11-29), la courbe de calibration du signal obtenu pour des sondes et des
cibles parfaitement complémentaires (sonde « b » + cible « b ») représentée par les carrés

avec celle obtenue pour des sondes et des cibles non complémentaires a cause du

mésappariement d’'une base (sonde « b » + cible « a ») représentée par des triangles.
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Figure 11-29 : Courbes de calibration des analyses par biocode barre. Carrés : brins appariés (sonde «b» + cible
«b»); Triangles: mésappariement (sonde «b» + cible «a»). Toutes les analyses ont été effectuées avec [cBCB]/
[capture] = 2000. Les barres d'erreurs indiquent I'écart-type. Les points du graphique pour des concentrations en
cible inférieures a 2.10™mol/l correspondent a 4 mesures. Les points du graphique pour des concentrations en

cible supérieures a 2.10%molll correspondent a 3 mesures.

Aux deux concentrations de cibles les plus basses testées, les duplex sonde/cible
comportant un mésappariement d’une base donnent une valeur de dC négative alors que les
duplex parfaitement complémentaires font obtenir une valeur de dC supérieure a la limite du
bruit de l'appareil. Pour les autres concentrations en cible, les SNP sont discriminés par
I'obtention d'un rapport d’environ 4 entre les brins appariés et les brins mésappariés.

Ainsi, I'utilisation des Evachips neutravidine pour la détection du signal obtenu
apres une analyse par biocode barre pour notre mode  le correspondant au génotypage
plaquettaire pour le gene HPA-1 a permis de détecte r une concentration de cible de 2
fmol/l, ce qui représente dans notre volume final d e 500 pl la détection
d’approximativement 600 000 oligonucléotides cibles tout en ayant la possibilité de

discriminer les polymorphismes mononuléotidiques
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4 Comparaison avec la littérature et les méthodes d e typage

plaquettaire

Nous avons comparé notre méthode avec les autres méthodes de génotypage
plaguettaire. Le tableau II-8 rassemble ces données.

S'il est vrai qu’en termes de limite de détection, notre utilisation d’'un biocapteur a
ondes évanescentes couplé a la fluorescence obtient des performances bien en deca de
celles de la scanométrie d’'un ordre de grandeur allant de 200 a 4000 (2 fM de cibles
détectées pour notre approche contre 7 aM de cibles détectées pour Thaxton et al.[8] et 500
zM de cibles détectées pour Nam et al.[9]) pour des cibles synthétiques, la détection par
scanométrie prend beaucoup plus de temps (6 h) par rapport & notre méthode de détection
qui ne met que 150 s pour analyser une Evachip et donc 8 surnageants simultanément.

Nanosphere ,Inc. [10] a développé une méthode d’hybridation sur puce de I'ADN
cible avec une détection par scanométrie (I'appareil NIS 2000 étant un prototype) permettant
la détection de 6.10° copies d’ADN génomique cible (200 fM dans 50 pl) avec un temps
d’hybridation d’'une heure. Cette technique se rapproche d’'une analyse par biocode barre
(utilisation de nanoparticules pour la détection d'une cible et I'amplification du signal) et a
des performances au niveau du temps total d’analyse bien supérieures aux notres (1h contre
6h) mais au point de vue de la limite de détection, nous détectons 10 fois moins de cibles.
Cependant, de futurs travaux prévoient d’améliorer la sensibilité et la discrimination de SNP.

La majorité des méthodes de détection par électrochimie sont aussi rapides, voir plus
rapide que notre moyen de détection tout en étant dans les mémes gammes pour la limite
inférieure de détection mais leurs inconvénients résident dans le marquage des biocodes
barres effectué avec des quantum dots dans les laboratoires ou sont développés ces
techniques ajoutant ainsi de nombreuses heures de travail alors que nos biocodes barres
fluorescents sont commerciaux.

Notre approche de I'analyse par biocode barre utilise la fluorescence mais donne une
limite de détection bien meilleure d'un facteur 1000 environ que les méthodes traditionnelles

de détection de la fluorescence utilisée dans la littérature comme la détection de
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fluorescence sur puce tout en prenant beaucoup moins de temps grace a l'utilisation de
'Evareader.

L'Evareader est un moyen de détection aussi voire plus performant que la plupart des
moyens de détection mis en ceuvre aprés une analyse par biocode barre et cela avec un
temps de détection tres court.

La question de la comparaison des performances de I'analyse par biocode barre avec
les méthodes traditionnelles de typage plaquettaire se pose maintenant.

La techniqgue MAIPA de détection et d’identification d’anticorps anti-plaquettes
actuellement utilisée demande de 6 a 7 heures de travail. Ce qui représente 1 a 2 heures de
travail supplémentaire par rapport au protocole utilisé pour une analyse par biocode barre et
biocapteur & onde évanescente dans le cadre de ces travaux. Il faut noter que les temps
d’hybridation de nos protocoles ne sont en aucun cas optimisés et peuvent étre ameélioreés.
De plus, la techniqgue MAIPA nécessite des plaguettes humaines difficiles a obtenir et encore
plus a conserver alors que le matériel génétique nécessaire pour I'analyse par biocode barre
est beaucoup plus simple a obtenir (par extraction) et a conserver (conservation a -18TC
sans perte des propriétés de 'ADN). Les anticorps monoclonaux que demande la technique
MAIPA sont aussi tres difficile & obtenir quand ceux-ci ne sont tout simplement pas absents
alors que la fonctionnalisation des billes bien que nécessitant de nombreuses heures de
travail est aisée a réaliser et leur stockage peut durer un mois en solution et a température

ambiante.
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Nombre de . Durée Durée de | . S_euil
CoDIes Volume d’échantillon totale de détection inférieur de
P 'analyse détection
10 ul d’ADN extrait
d’un échantillon de 7
élecfr(():i;rése . ?S_%g%o ml de sang et 4 h-4h30 1h15
P P reconcentré a 100 000
copies par pl
IDHPA 10 pl d’ADN pré-PCR 5h 1lh
BeadChip 8 ul d’ADN pré-PCR 5h 1h30
Biocode barre + 10 30l 7h 45 6h 500 zM
scanomeétrie [9]
biocaptecr aonde | 00000
cap 100 ul de sang 5h 150 s 2 fM
évanescente e 6.10°
(Thése) e

Tableau 11-8 : Comparaison des performances de notre analyse par biocodes barres couplée a I'Evareader avec

la littérature et les méthodes de génotypage plaquettaire.

L'analyse par biocode barre a de hombreux avantages par rapport a la technique
MAIPA mais qu’en est-il de la PCR ?

A partir d’'un prélevement sanguin de 7 ml contenant 7500 globules blancs par
microlitre (seules cellules du sang a contenir de 'ADN) en moyenne, on extrait environ 50
millions de copies d’ADN natif. Ces copies sont concentrées dans 500 pl. Pour débuter une
amplification PCR, I'Etablissement Francais du Sang de la région Rhéne-Alpes utilise 10 pl
de cette solution reconcentrée de fragments d’ADN natif. L'EFS utilise donc un million de
copies pour débuter une PCR-SSP. Les produits de PCR sont détectés grace a
I'électrophorese sur gel d’agarose. Grace a une limite inférieure de détection de 600000

copies dans le volume d’analyse on peut dire que l'utilisation de I'analyse par biocode barre
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couplée a I'Evareader permet du moins théoriquement d’'éviter I'utilisation de I'amplification
par PCR. Il faut prendre en compte que tous nos résultats ont été obtenus sur les
oligonucléotides de synthese et qu'il y ait de fortes chances que la détection des différents
alléles de HPA-1 ne puisse pas se faire sur ’ADN natif mais que I'on doive passer par une
étape de digestion enzymatique apres I'extraction de 'ADN a partir des globules blancs pour
mettre en ceuvre la technique des biocodes barres.

L’'analyse par biocode barre par biocapteur a onde évanescente pour le génotypage
plaguettaire a de tres nombreux avantages par rapport au phénotypage par la méthode
MAIPA et permet de s’affranchir en théorie de I'amplification PCR ce qui fait partie du cahier

des charges donné par I'Etablissement Francais du Sang.

5 Conclusions et perspectives

Nous avons, dans un premier temps, déterminé par diverses méthodes I'efficacité de
la biofonctionnalisation des différents éléments de I'analyse. Dans un deuxieme temps, nous
avons étudié les parameétres influengant I'analyse. Nous avons ainsi déterminé et fixé ces
paramétres. Les tubes servant pour l'analyse doivent étre bloqués pour empécher
'adsorption non spécifique des biocodes barres sur les parois du tube. On fixe les
concentrations relatives entre les particules magnétiques et les particules de latex a un
rapport 1/30 et le rapport [cBCB]/[capture] & 2000. Deux approches analytiques différentes,
la premiére utilisant une reconnaissance des biocodes barres par hybridation a leur
complémentaire au fond de la barrette d'analyse, la seconde utilisant la reconnaissance
neutravidine/biotine, sont comparées. La stratégie d'analyse par reconnaissance
neutravidine/biotine plus simple & mettre en ceuvre donne de meilleures performances que la
stratégie par hybridation. L'utilisation des Evachips neutravidine pour la détection du signal
obtenu aprés une analyse par biocode barre pour notre modéle (le génotypage plaquettaire
pour le géene HPA-1) permet de détecter une concentration de cible de 2 fmol/l, ce qui

représente dans notre volume final de 500 pl la détection d’approximativement 6.10°
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oligonucléotides cibles tout en ayant la possibilité de discriminer les polymorphismes
mononuléotidiques.

Grace a une limite inférieure de détection de 6.10° de copies dans le volume
d’analyse, I'analyse par biocode barre couplée a I'Evareader permet du moins théoriguement
d’éviter I'utilisation de I'amplification par PCR.

Toutefois de premiers tests effectués sur de I’ADN génomique natif (molécule entiere)
extrait de globules blancs et sans traitement autre qu’une purification n'ont pas donné les
résultats escomptés. On devra passer par une étape de digestion enzymatique ou de
sonication (pour fragmenter la molécule d’ADN) pour mettre en ceuvre la technique des
biocodes barres et continuer a améliorer le temps total de I'analyse en diminuant les temps
d’hybridation utilisés.
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Partie B

Filaments magnétiques et P-SPRI
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Filaments magnétiques et P-SPRI

Précédemment, nous avons utilisé les billes magnétiques pour former des
« sandwichs » a deux particules, une magnétique et I'autre hon magnétique, pour €élaborer
des tests biologiques de type biocode barre.

Dans cette partie du mémoire, nous présentons comment nous avons employé des
particules magnétiques pour former des filaments permanents sur support solide. Notre
objectif a été, plus précisément, d’employer ces filaments magnétiques pour caractériser un
montage optique d’imagerie de plasmon de surface sensible a I'anisotropie. Ce systeme était
développé par le groupe MacSyBio du Laboratoire Charles Fabry de linstitut d’Optique
(LCFIO), dans le cadre du projet ANR « Nanobioforme ». Un des buts de I'équipe Chimie et
Nanobiotechnologie de I'INL était de fournir un systeme de validation de cet imageur.

Aussi, dans le chapitre 3, nous aborderons un état de I'art succinct sur les propriétés
d'assemblage de particules magnétiques, et quelques concepts sur les analyses SPR
(Suface Plasmon Resonance).

Le chapitre 4 détaillera les méthodes employées pour, a partir des différentes billes
magnétiques, fabriquer des filaments, les manipuler et les fixer sur différents supports d’or
fonctionnalisés.

Le chapitre 5 présentera les mesures de SPRI (imagerie par résonance de plasmon
de surface) obtenues sur le montage sensible a I'anisotropie (montage d’imagerie
polarimétrique par résonance de plasmon de surface P-SPRI) avec nos filaments
magnétiques. De plus, le savoir-faire acquis dans I'élaboration de tels filaments nous a

conduits a les utiliser pour en faire de nouveaux biorécepteurs.
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Chapitre 3 : Etat de l'art

1 Filaments magnétiques dans la littérature

Nous avons présenté les propriétés des particules magnétiques dans l'introduction.
Récemment, I'intérét des chercheurs s’est porté vers la capacité des particules magnétiques
a s’assembler en filament lorsqu’elles sont soumises a un champ magnétique externe dans
le but de développer un nouveau champ de recherche appelé « chimie macro-colloidale » [1-
3].

En présence d’'un champ magnétique extérieur, tous les dipbles s’orientent dans la
direction du champ et un moment magnétique global apparait a I'échelle de la bille. Ceci
conduit, par des phénomenes d’attraction et de répulsion, a I'organisation des billes sous
forme de chaines, orientées selon la direction du champ. Cependant, lorsque le champ
magnétique est annulé les particules se dispersent (Figure 1ll-1). Ces chaines créées sous
champ magnétique peuvent étre rendues permanentes grace a des molécules permettant de

lier de maniére covalente les particules entre elles. [4-6].
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Figure 1ll-1 : Organisation des particules magnétiques suivant le champ magnétique. Sans champ magnétique
externe, les particules magnétiques sont dispersées, elles ne possédent pas de moment magnétiques global. En
présence d'un champ magnétique externe, les moments magnétiques des coeurs de y-Fe»O3; des particules
s'oriente dans la direction du champ externe, créant un moment magnétique global. Il existe alors des

phénoménes d’attraction et de répulsion entre les particules qui font qu’elles s’organisent en chaines.

L'utilisation de tels filaments a été étudiée expérimentalement [7] et théoriquement [8]

pour le transport de fluide et de cellules : les filaments soumis a un champ magnétique

oscillant se mettent a battre propulsant les cellules auxquelles ils sont attachés comme le fait
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les flagelles des bactéries. En contrdlant le champ magnétique, il est possible de changer la
vélocité et la direction des cellules transportées [7].

Un film du déplacement d’'un globule rouge est disponible dans les données additionnelles
(vidéo 2) de l'article Dreyfus et al. [7] a 'adresse suivante :

http://www.nature.com/nature/journal/v437/n7060/suppinfo/nature04090.html

Nous avons utilisé les propriétés d’orientation des filaments magnétiques selon le
champ magnétique externe pour valider I'hypothése qu’un banc d'imagerie de plasmon de
surface peut étre sensible a I'anisotropie. Nous présentons donc dans la partie suivante le
principe de la résonance de plasmon de surface et les différentes méthodes d’analyse basé

sur son utilisation.

2 Résonance de plasmon de surface (SPR)

La résonance de plasmon de surface est une technique de détection utilisant les
propriétés optiques du milieu. Ce systeme permet un suivi thermodynamique et cinétique
des propriétés d’association et de dissociation de molécules et biomolécules sur une surface

fonctionnalisée sans utiliser de marquage.

2.1 SPR monocapteur

Dans cette partie, nous expliquons le principe de formation des plasmons de surface

et comment le plasmon de surface est utilisé pour obtenir un biocapteur par SPR.

2.1.1 Principe de la SPR

Le principe de la résonance plasmonique de surface tire profit de la formation
d’ondes évanescentes a l'interface de deux milieux d’indice de réfraction différents.

Lorsque la lumiére frappe a l'interface de deux milieux d’indices de réfraction n; et n,
avec n;>n, (et ou le milieu 1 est le milieu incident) & un angle d’incidence 6; supérieur a un
angle d'incidence critique 6. tel que 6, = arcsin (n,/n;), son intensité lumineuse est alors
totalement réfléchie : c’est le phénoméne de réflexion totale interne. Cela s’accompagne de

la formation, dans le milieu de plus faible indice, d'une onde évanescente dont lintensité
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s'atténue en s’éloignant de linterface. Cette onde est sensible aux perturbations aux
environs de l'interface ce qui en fait un outil pour I'étude d’interactions biologiques.

Si une fine couche métallique est utilisée pour séparer les deux milieux alors, pour un
angle 6<6., lintensité lumineuse est fortement réfléchie car les métaux réfléchissent la
lumiére visible. Pour des angles supérieurs a 8. on observe une baisse de la réflectivité
attribuée a I'excitation des plasmons de surface pour atteindre 0 a un angle 6, appelé angle
de résonnance. L'absorption de I'énergie lumineuse par le métal lors de I'excitation résultant
d'un couplage de la lumiere incidente et des électrons de conduction du métal provoque

cette diminution de la réflectivité.

Diélectrique

Di€lectrique

/ » : : > T Z
-] Aota
/ Métal Metal

Figure IlI-2 : Plasmon de surface. a- Formation d’'une onde évanescente a linterface diélectrique/métal. b-

Oscillations des électrons propageant le plasmon le long de l'interface.

Au niveau de linterface milieu diélectrigue 2/métal, le plasmon issu du couplage
d'une oscillation des électrons se propageant le long de cette interface [9] avec le champ
électromagnétique génere une onde évanescente dans le milieu diélectrique 2 (Figure 111-2).

Afin de pouvoir coupler 'onde incidente avec un mode de plasmon de surface, Otto
[11] propose l'utilisation d’'un prisme a fort indice au-dessus de la couche de diélectrique
pour augmenter la valeur du vecteur d’'onde de la lumiére. Le probleme posé par cette
configuration est quelle est trés sensible aux inhomogénéités du diélectrique dans le cas ou
celui-ci est un liquide. La configuration dite de Kretschmann pour laquelle le prisme est en
contact avec le métal lui est en général préférée. Ces deux configurations sont représentées
en Figure 111-3.
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Figure 111-3 : Schéma des configurations possibles utilisant un prisme a fort indice pour observer la résonance de

plasmon de surface. a- configuration d’Otto. b- Configuration de Kretschmann.

La nature du métal utilisé joue aussi un réle important dans le couplage. En effet,

chaque métal a une résonance de plasmon a une longueur d’onde qui lui est propre ainsi

gue des caractéristiques de dispersion qui vont influencer le couplage entre I'onde incidente

et le plasmon de surface (Tableau llI-1).

Métal support du plasmon de surface Argent Or
Longueur d'onde d'excitation 630 nm 850 nm 630 nm 850 nm
Longueur de propagation (mm) 19 57 3 24
Profondeur de pénétration dans le métal (nm) 24 23 29 25
Profondel{rl de p.enetratlon dans le 219 443 162 400
diélectrique (nm)
Concentration du cha(;:)p dans le diélectrique 90 95 85 94

Tableau lll-1 : Caractéristiques des plasmons de surface a une interface métal/eau d’aprés Homola et al. [10]

Pour la mise au point d’un systéme optique de SPR, (thése d’Aurélien Duval [12]), les
métaux employés doivent avoir des résonances plasmons dans le visible ou le proche
infrarouge (entre 400 nm et 1200 nm environ). Des métaux tels I'or, I'argent, le cuivre ou
'aluminium présentent cette propriété. Cependant, le métal doit rester stable sans le temps.
Les métaux les plus couramment utilisés sont I'argent et I'or, I'argent donnant la meilleure
qualité de résonance [13] mais de par sa stabilité chimique et sa biocompatibilité, I'or est le
métal de choix pour la conception de puce pour la SPR.

Nous avons présenté le principe de formation des plasmons de surface, nous allons
maintenant expliquer brievement comment le plasmon de surface est utilisé pour obtenir un

biocapteur optique.
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2.1.2 Utilisation de la SPR

Les plasmons résultent donc du couplage du champ électromagnétique de la lumiére
incidente et de l'oscillation des électrons de la couche métallique et ils se propagent le long
de Tlinterface entre un diélectrique et un métal. La propagation de cette onde
électromagnétique évanescente est sensible aux changements de constante diélectrique se
produisant sur la couche de métal. Ainsi, le dépét d’'une couche de matériau diélectrique sur
la surface de métal entraine des modifications dans le couplage entre I'onde incidente et le
plasmon de surface qui se traduisent par un décalage de la courbe de résonance (Figure llI-
4).

On peut suivre les changements d’indices au niveau de la surface en mesurant soit la
variation de l'angle de résonance A®, soit la variation de réflectivitt AR a un angle fixe
correspondant au point d’inflexion de la pente de réflectivité pour avoir la meilleure
sensibilité. Puisqu’il existe une relation entre le changement de réflectivité et la quantité de
matériel biologique ou non sur la surface, on peut ainsi quantifier dans le cadre de biopuce
les interactions biologiques ayant lieu. De plus, en mesurant ces variations dans le temps, on
peut suivre les cinétiques de modification d’'indice optique au niveau de l'interface et ainsi
dans le cas de biopuce SPR les interactions biologiques ayant lieu sur celle-ci en temps réel

sans l'utilisation de marqueurs.
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Figure 1I1-4 : Réflectivité angulaire d’'un montage mono-capteur simulé pour une différence d'indice de 107 RIU.
En trait plein : un milieu d’indice 1,33. En pointillé : un milieu d’indice 1,34.

La Figure IlI-5 montre I'évolution temporelle de la réflectivité d’un biocapteur & SPR
lors de l'adsorption sélective d’'une biomolécule A sur une surface fonctionnalisée S.
L'injection dans le milieu liquide de biomolécules A au temps t, augmente la réflectivité de
AR indiquant un changement de quantité de matiére sur la surface de la lame correspondant
a l'adsorption de la biomolécule sur cette surface (formation de SA). Le lavage de la lame au
temps t; abaisse la réflectivité indiquant la désorption de la biomolécule (dissociation de SA
en S+A).

La sensibilité et la réponse en différence de réflectivité (AR) dépendent de nombreux
facteurs [14-17] tels que la densité de surface de I'élément de reconnaissance, la
concentration de I'analyte, la masse de I'analyte (taille de la séquence pour de I'ADN, la taille

de la protéine), la force ionique, le pH, la température ...)
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Figure 11I-5 : Evolution temporelle de la réflectivité AR d’'un biocapteur & SPR lors de I'adsorption sélective d'une

biomolécule sur une surface fonctionnalisée.

Par exemple, pour I'hybridation de 'ADN, la sensibilité de la SPR est de I'ordre du

nanomolaire. Une limite de détection de 10 pM a été atteinte pour [I'hybridation

d’oligonucléotides 24-mers (avec une densité de surface <8 x 10® molécules/cm?) [18]. Le

tableau IlI-2 donne gquelques exemples d’'études d’interactions biomoléculaires faites par

SPR.
Publication Type de Concentration en | Réponse AR
reconnaissance cible
(sonde/cible)
Hottin et al. [14] ADN/ADN (19-mers) | 15 uM 0,8 %
Goodrich et al.[19] ARN/ADN (20-mers) | 500 nM 1%
Corne et al.[20] ADN db / Enzyme | 50 nM 0,75%
(Fpg)
ADN db avec un brin | 50 nM 1,8-2%
endommagé /
Enzyme (Fpg)
Myszka.[21] Récepteur a| 233nM 8 RU (pour

interleukine-2 (IL-2)/
IL-2

Response Unit)

Tableau Ill-2 : Exemples d'interaction étudiée en SPRI et de leur réponse en réflectivité

La SPR monocapteur est a I'heure actuelle largement utilisée pour étudier les

cinétiques d'interactions entre 2 biomolécules ou entre une biomolécule et un type de

surface. Cependant, la limitation principale d’'un tel systeme reste le manque de multiplexage

des données, notamment pour I'analyse de biopuces. Aussi, afin de permettre des mesures
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paralleles, l'idée d'une SPR multicapteur a été proposée : c’'est I'imagerie par résonance de

plasmon de surface (SPRI).

2.1.3 Imagerie par résonance de plasmon de surface  (SPRI)

L'imagerie par résonance de plasmon de surface (SPRI) a été développée par le
groupe de Knoll [22] pour observer I'hybridation d’oligonucléotides.

Un appareil d'imagerie (Figure I1I-6) par résonance de plasmon de surface consiste
en une source de lumiére polarisée p. Ce faisceau est acheminé a la surface par un prisme
de couplage. La lumiére est réfléchie par la surface vers un détecteur de type caméra CCD

(Charge-Coupled Device).

Cameéra 1

Source 1

Figure I1I-6 : Schéma d’'un montage d’imagerie par résonance de plasmon de surface.

La méthode de mesure la plus répandue en imagerie SPR consiste a suivre, pour un
angle d'incidence et une longueur d’onde fixés, les variations de la réflectivité dues au
déplacement du pic d'absorption de la SPR. Cette méthode est appelée interrogation en
réflectivité. Dans ce cas, la surface d’or est éclairée a un angle donné (I'angle correspondant
au point d'inflexion de la pente de réflectivité) par un faisceau laser d’'une longueur d’onde
donnée. La caméra CCD va collecter lintensité de la lumiére réfléchie en tant qu'image.
Chaque pixel de I'image obtenue correspond a un endroit spécifique de la surface d’or et
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permet d’obtenir des informations sur les changements intervenant en ce point de la surface.
Les changements d’intensité de lumiére sont proportionnels aux changements d’indice de
réfraction dus a la fixation de biomolécules (ou tous autres ligands) a la surface. L'intensité
des niveaux de gris de l'image est corrélée a la quantité de matériel liée a la zone de la
surface analysée. L'image permet de générer des sensogrammes qui sont analysés par

I'utilisateur de I'appareillage SPRI (Figure 111-7).
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Figure IlI-7 : (a) Interaction biologique détectée par SPRI. (b) Obtention d’'une image brute grace a une caméra
CCD. (c) Soustraction de I'arriere-plan en utilisant un logiciel de correction et obtention d'une image corrigée. (d)

Sensogrammes générés par I'analyse de I'image corrigée. D’aprés Boozer et al.[23]

Puisque tous les pixels de la caméra sont analysés simultanément, ce systéme
permet des analyses a haut débit de la quantité adsorbée par rapport a la position sur la
surface. Il est compatible pour la production et I'analyse de biopuces (puces a ADN, puces
a protéines, puces a sucres etc..). On trouvera par exemple des puces SPR Biacore sur le
site :

(http://www.biacore.com/lifesciences/technology/introduction/types interaction/index.html )

L'imagerie par résonance de plasmon de surface présente deux avantages

importants par rapport & la SPR classique :
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- La capacité de visualiser la surface compléte de la puce SPR en temps réel
-La possibilité d'analyser plusieurs interactions moléculaires en continu et

simultanément.

2.2 Imagerie polarimétrique par résonance de plasmo n de surface
(P-SPRI)
L’équipe MacSyBio du Laboratoire Charles Fabry de l'Institut d’'Optique (LCFIO) a
développé différents bancs originaux pour l'imagerie de plasmon de surface. Parmi ces
bancs, ils ont notamment mis en place un imageur SPR sensible a I'anisotropie des objets

déposeés sur la surface d'or. [12, 24].

Cameéra 1

Source 2

Caméra 2

source 1
Figure I1I-8 : Schéma d’'un montage d’imagerie polarimétrique par résonance de plasmon de surface

Un imageur SPR classique emploie un faisceau lumineux orienté selon un axe
unique. Ce faisceau, émis par exemple par un laser, est acheminé vers la surface d’or grace
a un prisme. La réflexion du faisceau incident sur I'or est captée par une caméra.

Le systeme SPRI en anisotropie du LCFIO fait intervenir une pyramide a la place du
prisme. Ceci permet d’employer deux axes source/caméra, orientés a 90° 'un de l'autre,
pour sonder les propriétés de la surface d'or. Chaque axe permet de générer une image
SPR. Tous les phénomenes isotropes optiguement devraient renvoyer un méme type de
signal SPR, pour I'axe 1 et I'axe 2. Par contre, des objets présentant une anisotropie optique,
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c’est-a-dire les objets pour lesquels la réfraction de la lumiére differe selon les directions de
'espace (biréfringence), devraient renvoyer deux types de signaux SPR pour I'axe 1 et I'axe
2. Pour chaque axe du systeme, le miroir ainsi que la caméra sont pilotés informatiquement.
L'équipe MacSyBio a opté pour un contrble de chaque axe de maniére autonome, le
dispositif utilise donc deux ordinateurs de pilotage du banc. Le logiciel de pilotage du banc a
été développé sous Labview. Il permet d’effectuer aussi bien un balayage angulaire pour
déterminer I'angle de travail, que des acquisitions en temps réel des données a angle fixe.
Ce logiciel permet d’afficher des images de différence par rapport & une image de référence
et de visualiser en direct les courbes de réflectivité de points sélectionnés. Un outil de post
traitement des données a été développé pour traiter les images obtenues en temps réel,
pour calculer les différences de réflectivité entre les deux axes et afficher I'anisotropie en

temps réel.

Figure 111-9 : Photographie du banc de P-SPRI, les deux caméras sont visibles en bleu. Le prisme pyramidal est

disposé au centre de la colonne.

Pour valider le banc de P-SPRI (Figure 111-9) dans son utilisation pour des mesures
d’anisotropie, nous avons concgu des filaments de billes immobilisés a la surface qui soumis
a un champ magnétique changent d'orientation et permettent de vérifier que le banc détecte

bien une différence d’indice en fonction de cette orientation.
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3 Conclusions et objectifs

L'imagerie par résonance de plasmon de surface (SPRI) est une méthode de
détection permettant des mesures cinétiques de reconnaissance biologique sans marquage.
Elle permet le multiplexage sur puce. Le développement d’'imageurs originaux permettra
d’obtenir de nouvelles informations sur les interactions entre biomolécules. L'équipe
MacSyBio du LCFIO a développé un banc de SPRI devant étre sensible a I'anisotropie
optique du milieu. Dans le cadre d'une collaboration entre nos deux équipes (Projet
Nanobioforme » soutenu par 'ANR P-Nano, nous avons développé une expérience
permettant de valider leur nouveau banc en utilisant des filaments magnétiques permanents.

Un des objectifs de cette thése a été de développer des protocoles de fabrication de
filaments magnétiques permanents immobilisés sur une surface dont la partie supérieure est
mobile et sensible au champ magnétique.

Dans la suite de ce mémoire, nous présentons les procédés de fabrication de ces
filaments sur différents supports et pour différents matériels de base (billes de différents
diamétres) ainsi que leur caractéristique géométrique. Deux applications ont été réalisées a
partir de ces filaments :

- la premiere concerne la validation du banc de P-SPRI construit par I'équipe MacSyBio,

- la seconde est leur utilisation pour la reconnaissance biologique sur puce du géne HPA-1
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Chapitre 4 : Filaments magnétiques
Immobilisés sur support

Nous présentons dans cette partie les résultats expérimentaux obtenus pour former
des filaments magnétiques sur supports.

Nous exposons d'abord les méthodes de formation et d’adressage des filaments
magnétiques sur support de verre. Nous montrons comment la méthodologie a été adaptée
aux supports d’or. Deux types de supports d’or ont été testés : des lames d’or homogeénes, et

des supports mixtes « or + verre » nécessitant une double fonctionnalisation chimique.

1 Formation de filaments magnétiques sur support d e verre

Nous décrivons ci-dessous la méthode générale de formation de filaments
permanents ancrés sur support de verre, par assemblage de particules magnétiques sous
champ magnétique. Nous présentons ensuite une méthode pour localiser sous pointe des

spots de filaments.

1.1 Méthodologie générale

Les premiers protocoles et méthodes de formation de filaments sur support ont été
développés dans I'équipe lors du stage post-doctoral de Naoufel Haddour. [1]

La méthodologie générale consiste a assembler des particules magnétiques (latex
ferromagnétiques comportant des acides carboxyligues en surface, ou « carboxylatex »)
sous forme de filament, grace au champ magnétique d’'un aimant placé sous un support
(typiguement une lame de verre présentant des acides carboxyliques de surface suite a une
étape préalable de silanisation). L'orientation du champ magnétique permet de former des
filaments perpendiculaires a la surface du support, et plaqués sur sa face supérieure (Figure

IV-1).
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‘ Particule magnétique

S Jeffamine ~_

Particule magnétique (b)
activée

Figure IV-1: Méthodologie générale de formation de filaments magnétiques sur support: des particules
magnétiques en mileu liquide sont placées sur un support solide, typiguement une lame de verre silanisée (a).
Sous l'action d'un aimant placé sous la lame, les particules s’assemblent sous forme de filaments verticaux
plagués contre le support horizontal. Les surfaces du verre silanisé et des particules sont activées chimiquement,
tandis que le champ magnétique fixe la position des filaments (c). Les surfaces activées réagissent avec des
chaines qui rendent les filaments permanents, et les fixent au support (d).

L'orientation et la position sur le support de chaque filament sont fixées tant que le
champ magnétique sous le support est maintenu. Dans ces conditions, l'injection d’'une
solution de NHS / EDCI dans le milieu liquide permet d’activer les acides carboxyliques des
particules et du verre silanisé (Figure 1V-1 a, b). L’injection doit étre réalisée a faible débit, de
maniere a ne pas perturber le positionnement des filaments. L’activation sur une nuit a
température ambiante permet de former des esters activeés hautement réactifs. Une
deuxieme injection, toujours sous champ magnétique, d'une solution de diamine
(typiguement, une Jeffamine Figure IV-1 c), permet de ponter chaque particule avec ses
voisines directes, ainsi que I'extrémité inférieure de chaque filament avec le support silanisé

(Figure 1V-1 d).
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Figure IV-2: Réactions chimiques pour la formation de filaments permanents greffés sur support. (a) Les
particules et le verre silanisé portent des acides carboxyligues COOH en surface. (b) Une étape d’activation
NHS/EDCI permet de former des esters activés. (c) Les esters activés de surface réagissent chimiquement avec

les amines primaires -NH2 d’'une diamine a longue chaine (Jeffamine). (d) Chaque extrémité de filament est alors

fixé de maniére covalente sur la surface, tandis que les particules sont reliées entre elles.

Il était ainsi possible de fabriquer des massifs de filaments magnétiques paralléles,

stables, greffés par liaison covalente sur la surface du support

1.2 Méthodes de localisation de filaments magnétiqu  es

La méthodologie générale décrite ci-dessus a été déclinée de différentes maniéres,
afin de tester plusieurs méthodes de localisation de massifs de filaments magnétiques sur
support (Figure 1V-3).

La méthode la plus simple (Figure V-3 a) consiste a former des filaments sur une
grande surface du verre (format lame de verre) de maniére homogéne. Pour cela, nous
utilisons une chambre fluidigue composée d’un joint en silicone et d’'une feuille de plastique
percée de 2 trous (typiqguement une chambre Coverwell). La dimension de la cellule fluidique

doit étre inférieure & la taille de I'aimant imposant le champ magnétique, de maniere a éviter
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les effets de bord, et a assurer que I'ensemble des lignes de champ soient perpendiculaires
a la surface du verre. L'aimant employé est un néodyme de forme parallélépipédique
d’environ 4 cm de longueur, 2 cm de largeur, 1 cm de hauteur, et de champ 1 Tesla au

contact (0,3 T a 5 cm de l'aimant).

a b c

Cellule fluidigue Cellule fluidigue
erre fonctionnalisé erre fonctionnalisé [ Verre fonctionnalisé |

Figure 1V-3. Méthodes de localisation de filaments magnétiques sur support. (a)formation de filaments au-dessus
de toute la surface d’'un aimant néodyme. (b)Localisation de champ magnétique en des points fixés par des
aiguilles métalliques, connectées a un électroaimant. (c) Méme dispositif que (b), mais sans chambre fluidique,
pour dépéts a la micropipette.

Une deuxiéme méthode vise a former des spots de filaments en des points précis du
support (Figure 1V-3 b et c). A cet effet, nous avons fabriqué un support en PDMS dans
lequel nous avons enchassé une matrice d'aiguilles métalliques magnétisables, d'un
diameétre d’environ 1 mm et de 3 cm de longueur. Ces aiguilles sont en contact avec un
électroaimant de type « ventouse ». Ce type d’électroaimant magnétise les aiguilles, mais ne
produit pas directement de champ magnétique significatif au voisinage de la lame de verre.
Dans ces conditions, les seuls champs magnétiques significatifs générés au-dessous de la
lame de verre sont émis par les pointes des aiguilles.

Ce systéme a été employé de deux maniéres pour localiser des filaments
magnétiques au-dessus des pointes.

La premiére approche consiste a injecter une solution homogéne de particules
magnétiques dans une chambre fluidique (Figure IV-4a). La mise en service de
I'électroaimant permet alors de capturer les billes situées au-dessus des pointes, et de les

assembler sous forme de filaments. Les autres particules ne sont pas perturbées, et restent
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distantes les unes des autres. Si I'on supprime l'action de I'électroaimant, les particules se
redispersent dans la solution. Aussi, l'injection dans la cellule de solutions d’activation et de
diamine permet de stabiliser les filaments formés au-dessus des aiguilles, et de les ancrer
sur la surface. Par cette approche, on obtient sur la surface, des spots de filaments de méme
composition.

L'autre approche consiste a déposer a la micropipette des gouttes de solution de
billes, directement au-dessus des pointes magnétiques (Figure 1V-4b), puis a rajouter dans
chaque goutte les solutions d’'activation et de diamine. L'intérét de cette derniere méthode
est la possibilité de fabriquer des filaments de compositions différentes en déposant des
gouttes de solutions différentes. Une difficulté réside dans le fait que les gouttes ne doivent

pas se mélanger.

Spots (de méme
Injection de composition) de
solution de BM "B filaments assemblés

(@) M, W. .. .W .,
i.h g f f i.on g f f

Dépbt par ppipette Spots individuels

de gouttes de filaments

(b) individuelles de BM g assemblés
hobhoahoh i b a8 8

Figure IV-4. Deux approches de concentration de filaments avec aiguilles magnétiques

Dans tous les cas, il est nécessaire d’éviter I'évaporation du solvant, dans la chambre
ou pour les gouttes déposées, afin d’empécher le séchage des filaments. Le systeme est
donc placé dans une atmosphére saturée en vapeur d’eau. L'utilisation du support d'aiguilles
enchassées permet de localiser les spots de filaments de maniére reproductible. Soulignons
toutefois, qu’il est nécessaire de procéder a de nombreuses injections des solutions

d’activation et de diamine.

141



1.3 Caractérisations des filaments magnétiques sur verre

1.3.1 Stabilité des filaments magnétiques

Quelles que soit la méthode de dépbt employée (aimant néodyme, dépbt sur aiguille),
seuls les filaments assemblés en présence de solution d’activation et de diamine restent
stables aprés la suppression du champ magnétique. Nous avons Vvérifié que les filaments
ainsi formés résistent a des lavages sous ultrasons en solution détergente. De plus, ces
filaments sont fortement ancrés sur la surface, car ils ne se translatent pas ou ne s’éloignent
pas de la surface du verre lorsque par exemple on place un aimant au-dessus de la surface
du verre.

Au contraire, les particules des filaments assemblés en I'absence d’activation ou de
diamine se dispersent dans la solution (Figure 1V-5), et peuvent étre déplacées a l'intérieur

de la solution, par I'application d’'un champ magnétique externe.

a i [0

Figure IV-5 : Stabilité des filaments formés. (a) Image en microscopie optique de filaments formés sur support.
Chaque point de Iimage est un filament vertical observé du dessus. En I'absence de champ magnétique, ces
filaments restent stables (b) Les filaments formés sans ajout de solution d’activation, ou de solution de diamine,
ne sont pas stables, et disparaissent dés qu’'on stoppe le champ magnétique.

Nous considérons donc que les réactions chimiques entre les particules, et entre les

particules et la surface silanisée, ont été correctement mises en ceuvre (Figure 1V-2).

1.3.2 Orientation des filaments magnétiques

Alors que les filaments permanents greffés sur support ne peuvent pas étre translatés

ou éloignés de la surface, il est possible de modifier leur orientation grace a un champ

magnétique externe (Figure IV-6) Les filaments peuvent étre orientés dans toutes les
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directions, a l'intérieur d’un angle solide de 2 Tt En 'absence de champ magnétique externe,

les filaments reprennent leur position verticale initiale.
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Figure IV-6 : Modification de l'orientation des filaments permanents, sous l'action d'un champ magnétique externe
Une vidéo sur l'orientation des filaments est disponible dans les données
additionnelles de I'article Haddour et al [1] & I'adresse suivante :

http://www.rsc.org/suppdata/JM/B9/B920460A/B920460A.AVI

1.3.3 Caractéristiques géométriques des filaments f  ormeés

La géométrie et le nombre de filaments formés sur support par notre méthode
peuvent étre ajustés en fonction de la concentration initiale de particules magnétiques dans
la solution employée pour former les filaments.

Ainsi, nous avons fabriqué différents échantillons de filaments greffés sur support en
faisant varier la concentration en billes magnétiques de la solution injectée dans la cellule.
Apres formation des filaments, les surfaces sont lavées, puis séchées sous champ
magnétique de maniére a coucher I'ensemble des filaments horizontalement a la surface du

verre. Chaque surface a été photographiée en microscopie optique. Les images ainsi
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obtenues ont été segmentées grace a un programme développé sous Labview IMAQ Vision
Builder (National Instrument), de maniére a détecter le contour de chaque filament. Les
images ont été calibrées géométriquement grace a une mire de dimension connues. Pour
chaque concentration en particules, I'analyse d'images a permis d’extraire I'orientation, la
surface, la longueur, la largeur, le rapport d’aspect de chaque filament détecté. Le
programme permet également de compter le nombre de filaments présents sur la surface.
Les résultats sont compilés dans le tableau 1V-1 ci-dessous, sous forme de moyenne et
d’écart-types. Des données plus complétes, incluant les photographies segmentées, et les
histogrammes détaillés décrivant chaque parametre, sont disponibles en annexe IV.

Cette approche d’analyse automatique d'image fournit une premiere maniere de
caractériser les supports fabriqués. Elle présente toutefois un certain nombre
d’inconvénients. Tout d’abord, la qualité des images obtenues n’a pas permis de segmenter
I'ensemble des filaments présents sur chaque support. Il a été impossible de définir un seuil
général permettant de discriminer tous les filaments du bruit de fond. Une quantité non
négligeable de filaments de faible longueur (donc de rapport d’aspect proche de 1) n'ont pas
pu étre détectés. Ceci limite donc les données statistiques reportées dans le tableau V-1

qui représentent essentiellement les filaments de taille moyenne et grande.

Propriétés géométriques des filaments ‘Concentration en particules magnétiques
formés de la solution déposée sur support

a b c d e
Concentration initiale en billes (107 M) 0,16 0,42 1,6 4,2 8,3
Orientation moyenne des filaments (9 31 53 57 37 36.
+/- 37 41 17 11 34
Surface moyenne (Um2) 84 96 89 130 741
+/- 57 70 60 115 988
Longueur moyenne (pum) 24 27 21 31 96
+/- 12 15 10 19 94
Largeur moyenne (um) 7.4 7.6 8.6 8.6 12.7
+/- 2.4 2.4 2.1 2.6 51
Rapport d’'aspect moyen des filaments 3.6 4.00 2.5 3.5 6.4
+/- 2.4 2.8 1.2 1.8 4.4
Nombre de filaments détectés 170 340 521 462 135

Tableau IV-1. Influence de la concentration en particules magnétiques dans la solution de dépét, sur les
caractéristiques des filaments formés.
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1.4 Conclusions

Nous avons décrit la méthodologie générale pour assembler sous champ magnétique
des particules magnétiques, les ancrer a la surface d’'un support de verre silanise, et les
rendre permanent en les pontant grace a des chaines diamines. Les filaments ainsi formés
peuvent étre orientés par un champ magnétique externe a la surface du support.

Une étude préliminaire a permis de montrer comment la concentration initiale en
particules magnétiques influence la géométrie et le nombre de filaments formés. Des études
plus poussées, dans le cadre de théses ultérieures, devront étre menées pour étudier plus

en détail les mécanismes de formation de ces filaments.

2 Filaments magnétiques sur une surface d’or

Les procédures testées sur support de verre ont été adaptées pour former des
filaments magnétiques sur support d’or. Nous montrons ci-dessous comment la méthode a
été adaptée pour des lames d’'or homogéene, puis pour des supports mixtes formés d'une
lame de verre comportant des surfaces d’or. Ces travaux ont été réalisés au cours de mon
doctorat, en collaboration avec la Laboratoire Charles Fabry de [lInstitut d’Optique, et

I'Institut d’Electronique Fondamentale (Université Paris-Sud).

2.1 Matériel et réactifs employés

Nous donnons ici, 'ensemble des réactifs employés pour les expériences menées ci-
dessous. Le tétrahydrofurane (THF), I'isopropanol, I'acide 11-mercaptoundécanoique, le
PEG-silane  ([méthoxy(polyéthyléneoxy)propyl]triméthoxysilane  CH3-O-(CH,-CH,-O)g o-
(CH,)3-Si-(OCHj3)s3), le dichlorométhane, le dichloroéthane, le sodium dodécylsulfate (SDS) le
N-hydroxysuccinimide (NHS), le N,N’-diisopropylcarbodiimide (DCI), la Jeffamine ® 600, le
1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide methiodide (EDCI), les microparticules
magnétiques (billes Sigma) modifiées par les fonctions carboxyliques (1 pm de diametre, 20

mg/ml, 5.10° particules/mg, [COOH] = 5 pmol/ml de solution) ont été obtenus chez Sigma-
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Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Les nanoparticules magnétiques (billes Ademtech)
modifiées par des fonctions carboxyliques (200 nm de diameétre), leur tampon de stockage
10X et leur tampon d’activation 10X proviennent de chez Ademtech (Pessac, France). La
composition des tampons n’est pas communiquée par le fournisseur.

Un aimant néodyme (NdFeB) (1 T au contact) a été utilisé pour les séparations
magnétiques, lI'adressage des filaments et pour I'orientation des filaments lors des mesures
par imagerie polarimétrique de résonnance de surface (P-SPRI) et lors des observations par

microscopie optique.

2.2 Fonctionnalisation de surface d’or homogéene

Les supports d’or employés sont formés d’'une lame de verre (BK7) recouverte d’'une
couche homogene de 3nm de chrome, elle-méme recouverte de 48 nm d’'or. (Lame Schott). .
Avant chaque fonctionnalisation, I'isopropanol employé pour la fonctionnalisation est dégazé
10 minutes par sonication. Les lames d'or sont lavées pendant 10 min a l'isopropanol
dégazé en bain a ultrasons, avant d’étre placées pendant 1 heure a température ambiante,
dans une solution d’alkylthiol a 10 mM dans de l'isopropanol dégazé. Puis, les lames sont
immergées dans une solution d’ alkylthiol a 2 mM dans de l'isopropanol dégazé, et laissées
a réagir pendant 48 heures a 4T, sans agitation. P endant I'étape de fonctionnalisation,
l'alkylthiol s’organise sous la forme d’'une monocouche auto-assemblée (SAM pour Self
assebled monolayer) (Figure IV-7). Les lames sont finalement lavées pendant 30 min sous
ultrasons dans de l'isopropanol, rincées a I'eau ultrapure et conservées dans un tube fermé

rempli d’eau ultrapure pour leur transport et ceci jusqu’a leur utilisation.
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Figure IV-7: Fonctionnalisation d'une surface d’or homogene par la formation d'une monocouche auto-
assemblée (SAM) d’acide 11-mercapto-undécanoique.

2.3 Formation des filaments sur surface d’or

Deux types de billes magnétiques ont été employés pour élaborer les filaments sur
support d’or homogéne : des microparticules SIGMA d'une part, des nanoparticules
Ademtech d’autre part. Nous décrivons d’abord la préparation des billes SIGMA et

Ademtech, avant d’indiquer la méthode commune employée pour former les filaments.

2.3.1 Préparation des billes magnétiques SIGMA

Dans une expérience typique, 2 pl de billes magnétigues SIGMA dans leur tampon de
stockage sont transférés dans des tubes eppendorf et suspendus dans 500 pul de SDS 0,1%
(m :m). Les particules sont ensuite concentrées pendant 5 minutes contre la paroi du tube
grace a un aimant néodyme, permettant ainsi de pipeter la totalité du surnageant. Les billes
sont ensuite resuspendues dans 500 pl de SDS 0,1%. Cette procédure de lavage est
réitérée deux fois. Aprés trois lavages, les billes sont suspendues dans 450 ul de SDS 0,1%.

Une solution d’activation est préparée (1 ml de SDS 0,1% + 4 mg EDCI + 4 mg NHS)
pour activer les fonctions carboxyliques par la chimie classique NHS/carbodiimide. Pour
éviter I'hydrolysation du carbodiimide, la solution d’activation est préparée qu’au moment de
son utilisation.

50 ul de solution d’activation est ensuite ajoutée aux 450 pl présents dans le tube

puis la suspension de particules est homogénéisée. L’activation est menée pendant 2h a

147



température ambiante avec une agitation intermittente. Les billes sont ensuite lavées en
suivant la méme procédure que décrite ci-dessus. Elles sont finalement dispersées dans du

SDS,q 0,1%, pour former des solutions de différentes concentrations de billes.

2.3.2 Préparation des billes Ademtech

2 ul de billes magnétiques Ademtech dans leur tampon de stockage étaient
transférés dans des tubes eppendorf et suspendus dans 500 pl de tampon de stockage 1X
fourni avec les billes. Les billes étaient ensuite concentrées pendant 5 minutes sur la paroi
du tube par un aimant néodyme, de maniére a pouvoir pipeter la totalité du surnageant. Les
billes étaient immédiatement resuspendues dans 500 ul de tampon de stockage 1X. Ce
procédé de lavages était réitéré deux fois supplémentaires. Aprés ces trois lavages, les billes
étaient suspendues dans 450 pl de tampon d'activation 1X. Les acides carboxyliques de
surface des billes étaient ensuite activés par une solution d’activation (1 ml de tampon
d’activation 1X fourni avec les billes + 4 mg EDCI). 50 pl de solution d’activation étaient alors
ajoutés dans le tube et la suspension était homogénéisée. L’activation était menée pendant
2h a température ambiante. Les billes étaient alors lavées en suivant la méme procédure
gue décrite ci-dessus. Elles étaient finalement dispersées dans du tampon de stockage 1X a

différentes concentrations en billes.

2.3.3 Formation des filaments a partir des billes m  agnétiques activées

Pour chaque expérience, un quart d’'une lame d’or fonctionnalisée est déposé sur un
systeme de pointes similaire a celui décrit dans la Figure IV-2b. Pour les expériences
menées au LCFIO ou nous ne disposions pas d’'un systeme d’électroaimant, nous avons
utilisé un aimant de type néodyme a la place. Le montage est placé dans une chambre
humide qui permet en maintenant une atmosphére saturée d’éviter I'évaporation du solvant.

Chaque quart de lame ne comporte qu'un unique type de billes (SIGMA ou

Ademtech) car les tampons utilisés sont différents. Pour chaque pointe magnétisée, une

goutte de 5 pl de billes SIGMA (ou Ademtech), & une concentration choisie, est déposée

148



directement sur le support. 1 ul de Jeffamine 600 & 1% (v : v) dans SDS 0,1% pour les lames
avec les billes SIGMA ou 1 pl de Jeffamine 600 a 1% (v : v) dans du tampon de stockage 1X
pour les billes Ademtech . Les zones en dehors des pointes ne comportent pas de billes
magneétiques.

Une chambre Coverwell d’'un volume total de 65 pl est ensuite posée sur le support,
de maniere a couvrir les solutions de billes. Du SDS 0,1% pour les lames comportant les
billes SIGMA ou du tampon de stockage Ademtech 1X pour les lames avec les billes
Ademtech est ensuite injecté a la micropipette dans la chambre Coverwell, de maniére a la
remplir sans perturber le positionnement des filaments. La réaction de pontage des
particules grace a la diamine est laissée sur toute la nuit & température ambiante en
chambre humide fermée.

Les lames d’or homogénes ont été utilisées pour vérifier que la formation de filaments
permanents a partir de billes magnétiques et leur ancrage sur une surface d'or

fonctionnalisée étaient possibles.

3 Formation de filaments sur des supports mixtes or Iverre

Pour faciliter la localisation des zones de filaments et les zones de référence (sans
filament) sur les lames lors des mesures par P-SPRI, on a utilisé des supports mixtes
or/verre. Ces supports nécessitent I'utilisation d’'une double fonctionnalisation permettant,
d’'une part, un ancrage de filaments permanents spécifiquement sur les zones d’or et d'autre
l'autre, une protection des zones de verres.

Nous présentons tout d’abord les différents supports mixtes utilisés pour les analyses
par P-SPRI, puis la méthode générale de double fonctionnalisation ainsi que la formation des

filaments permanents.
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3.1 Supports

Les deux types de supports mixtes « verre + or » utilisés sont représentés sur la

Figure 1V-8.

Figure IV-8. Schéma des deux types de lames utilisées pour les supports mixte verre + or. A gauche : lame
« |IEF » préparée par techniques classiques de microfabrication. Chaque carré fait 1 mm de co6té ; a droite lame
«LCFIO» préparée par décapage d’or sous pointe polarisée. Chaque carré fait environ 5 mm de coté.

Le premier type de support a été fourni par I'lEF (Orsay) dans le cadre d'une
collaboration avec Sylvain Held, Philippe Gogol et Bernard Bartenlian. Chaque support de
verre comporte un ensemble de carrés d'or d'1 mm de cbté espacés de 0,5 mm. Ces
supports ont été obtenus par lithographie UV, dépbt d'or par évaporation thermique et lift-off
a la centrale de technologie MINERVE, a partir de lames de verre SF11 polies par l'atelier
d'optique de l'Institut d'Optique Graduate School (I0GS). Ces lames seront appelées lames
« |IEF » dans la suite du manuscrit.

L'autre type de support mixte a été fabriqué au LCFIO (Palaiseau), dans le cadre
d’'une collaboration avec le groupe MacSyBio dirigé par Michaél Canva.

Des lames Schott constituées d’'un dépbét homogene d'or sur verre SF10 ont été
modifiées en tracant des motifs par application d’une forte tension entre la surface d’or et
une pointe métallique de spotter. Cette différence de potentiel induit un claquage localisé de
I'or, permettant ainsi de décaper la couche superficielle de métal. Cette approche a permis
de fabriquer un damier d’or défini par des frontieres de verre. Ces lames seront appelées
lames «LCFIO» dans la suite du mémaoire.

Les motifs ont simplifié le repérage des zones de greffage de filaments et la

construction de la grille d’analyse pour le banc de P-SPRI.
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3.2 Double fonctionnalisation de surface des suppor ts verre/or

Les lames mixtes verre + or ont été fonctionnalisées a I'INL en traitant d'une part les

zones d'or par un dép6t d'alkylthiols, et d’autre part les zones de verre par un dépot de

silanes selon le schéma représenté sur la Figure IV-9. Dans une expérience typique, on

procede d'abord a la formation d’'une couche de thiols sur les lames selon le protocole décrit

dans le paragraphe 2.2.1.
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Figure 1V-9 : Double fonctionnalisation de surface de supports verre/or. (a) Lame d’or de type IEF. (b) Formation
d’'une SAM a partir de l'acide 11-mercapto-undécanoique. Aprées lavage par l'isopropanol, les alkylthiols présents
sur le verre se sont décrochés. (c) Protection du verre par silanisation grace a un PEG-silane. (d) Formation et
ancrage de filaments permanents sur les plots d’or en utilisant les réactions chimiques décrites en Figure IV-1
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Comme les alkylthiols ont une affinité beaucoup plus forte pour les métaux et en
particulier I'or [2, 3] que pour le verre, on peut par lavage a l'isopropanol les décrocher de
cette surface. La deuxieme étape consiste alors a silaniser les zones de verre. Pour cela, on
les immerge dans une solution de PEG-silane (215 pl dans 50 ml d’isopropanol) pendant 48
h a température ambiante.

Les lames sont ensuite lavées au dichlorométhane pendant 10 min sous ultrasons,
lavées 10 min au SDS 0,1% sous ultrasons, puis rincées a I'eau ultrapure. Les lames sont
ensuite stockées dans des boites de transport.

Avant leur utilisation, les lames sont activées avec une solution d’activation (125 ml
de THF ; 1,5 g de NHS ; 2 ml de DCI) versée dans un flacon Schott de 100 ml, de maniére a
recouvrir intégralement la surface doublement fonctionnalisée. L’activation est menée sur la
nuit & température ambiante sous hotte aspirante. Les lames sont lavées au THF pendant 10
min avec sonication puis, sans séchage lavées au dichloroéthane pendant 10 min avec
sonication. Le dichloroéthane est ensuite évaporé a I'air ambiant sous hotte aspirante. Les
lames sont conservées a I'abri de la poussiére dans des tubes falcons de 50 ml avant leur

utilisation.

3.3 Formation des filaments

Les supports « IEF » ou « LCFIO » sont posés directement sur I'aimant néodyme,
selon la Fig 2.a. Une goutte de 5 ul de billes (Sigma ou Ademtech) a la concentration choisie
est déposée sur chaque zone d’'or a la micropipette. Puis 1 pl de Jeffamine 600 a 1% (v : V)
dans le tampon correspondant aux billes utilisées (SDS 0,1% pour les Sigma et tampon de
stockage 1X pour les Ademtech) est ajouté sur chaque carré d’or. Plusieurs zones d’or sont
conservées sans billes pour former des zones de référence pour les mesures P-SPRi. On
fixe une chambre Coverwell d’'un volume de 65 pl sur le support. La chambre est ensuite
remplie de tampon (SDS 0,1% pour les billes Sigma, et tampon de stockage 1X pour les
billes Ademtech) a la micropipette, La réaction de pontage des billes se fait sur la nuit a
température ambiante, en chambre humide.
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Pour vérifier la polymérisation par microscopie optique et afin de distinguer les
filaments ancrés a la surface des filaments présents en solution, on effectue un lavage de la
lame en aspirant délicatement le tampon avec une micropipette munie d’un embout capillaire
par une des entrées de la chambre Coverwell, et en injectant simultanément par I'autre
entrée du tampon. Le flux ainsi créé a un faible débit mais permet de remplacer le tampon
dans la chambre. Aprés ce lavage final, on peut observer les lames par microscopie

optique.

3.4 Caractérisations par microscopie optigue et mic roscopie

électronique

Des caractérisations par microscopie optique ont été effectuées pour contrdler le
comportement des filaments et leur ancrage a la surface. Compte tenu de la taille
nanométrique des billes Ademtech, une caractérisation par microscopie électronique a été

nécessaire pour observer les filaments.

3.4.1 Caractérisation des filaments sur or homogene

L’ analyse des zones de dép6t en microscopie optique a confirmé la formation de
filaments de billes orientés perpendiculairement a la surface. L'annulation du champ
magnétique n’'induit aucune dégradation des filaments, ce qui valide la stabilité des filaments
grace aux liaisons formées par la Jeffamine.

Les filaments qui présentent un seul point d’attache sur la surface de I'or peuvent étre
orientés par un champ magnétique externe, comme l'indique la Figure IV-10. Toutefois, sur
les échantillons testés, une grande partie des filaments présentent plusieurs points d’attache

sur la surface, ce qui restreint la possibilité de contrdler leur orientation.

153



Figure 1V-10: Orientations des filaments permanents obtenus a partir de billes SIGMA (1 um de diametre) sur

surface d’or homogéne. a- Filaments couchés sur la surface d'or. b- Filaments perpendiculaires a la surface..

La formation de filaments sur or avait été menée dans les locaux du LCFIO, pour
éviter la difficulté de sécher correctement la surface inférieure des supports (destinée a étre
placée sur le montage optique de P-SPRI, sur un film d’huile d’indice optique fixée) tout en
maintenant humide la face portant les filaments.

Le maintien de I'humidité de la face portant les filaments est important pour la
mobilité des filaments, I'évaporation du tampon entrainant une adsorption des filaments sur
la surface d’'or. Lorsqu’ils sont remis en solution, aprés ce séchage, la majorité des filaments

reste adsorbés sur la surface ou enchevétrés limitant leur mobilité.

3.4.2 Caractérisation des filaments sur support ver  re+or

Pour valider l'efficacité de la double fonctionnalisation de la surface, on a placé une
lame IEF sur un montage de pointes de maniére a ce que des pointes se retrouvent a cheval
entre une zone d’or et une zone de verre. On a déposé une goutte de billes a cheval sur le
verre et l'or puis polymérisée (Figure IV-11). Une analyse par microscopie optique a été

effectuée avant et aprés le lavage de la lame.
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Figure IV-11 : Observation de la zone de dépdt des billes SIGMA sur une lame IEF a la loupe binoculaire. Zone
de dépdt cerclée de rouge. Entouré en bleu, reflet d’'une goutte d'eau déposée sur la chambre pour éviter
I’évaporation du tampon.

L’ analyse par microscopie optique d'une zone de greffage avant rincage de la lame
structurée montre la formation de filaments sur les deux surfaces or et verre (Figure 1V-11 et
IV-12a) Pour éviter I'évaporation du tampon a cause de I'éclairage de la lame lors de
'observation par microscopie, on a déposé sur la chambre Coverwell une goutte d'eau
ultrapure qui recouvrait les entrées de la chambre. Les limites de cette goutte sont visibles
sur les images.

Aprés lavage, la méme zone observée montre que (Figure IV-12b), les filaments
précédemment observés sur les zones de verre ont disparus contrairement & ceux déposés

sur les zones d’or qui sont toujours présents.
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Figure 1V-12 : Filaments formés sur lame IEF a partir de billes SIGMA, observation a la loupe binoculaire. (a)
Lame avant lavage, des filaments sont observables au-dessus des zones verre et au-dessus des zones d'or. (b)
Lame apres lavage, des filaments sont toujours observables sur les zones d’'or mais plus sur la zone de verre
observée. Sur I'image b on a délimité en blanc des poussiéres présentes sur 'objectif de la loupe binoculaire.

Ceci montre bien que les filaments sur or ont pu étre greffés via les diamines aux
acides 1ll-mercapto-undécanoiques de la surface tandis que les filaments au-dessus du
verre n'ont pas pu former de liaisons covalentes avec les polyéthylénes glycols de la surface
du verre. Les surfaces de PEG étant terminées par une fonction éther, fonction chimique peu

réactive et ne pouvant pas réagir avec les amines, sont ainsi protégées. Les filaments
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formés en solution au-dessus du verre n'ont pas pu s’ancrer de maniere permanente a la
surface et ont donc été lavés.

A I'échelle des observations en microscopie optique, la double fonctionnalisation
alkylthiol sur or/ silanes sur verre semble permettre de limiter fortement I'adsorption non

spécifique des filaments sur les zones de verre, et d’ancrer des filaments sur I'or.

3.4.3 Géomeétrie et comportement des filaments

L’'observation des filaments permanents fabriqués a partir des billes SIGMA par
microscopie optique a permis de conclure a la mobilité des filaments (Figure 1V-10). Grace a
la double fonctionnalisation des lames mixte verre/or, on peut imposer la localisation des
filaments Nous pouvons ainsi fabriquer des puces portant des filaments pour une détection
sur verre (puce a ADN classique par exemple) ou sur or (puce SPR).

A partir de I'observation et de I'analyse des images obtenues par microscopie, nous
avons recherché des indications sur la géométrie et le comportement des filaments.

La Figure IV-10 montre que les filaments fabriqués a partir de billes SIGMA
s’orientent en fonction du champ magnétique appliqué. On peut aussi observer que comme
pour les filaments fabriqués sur une surface de verre, sur surface d’or les filaments ne sont
pas homogéenes dans leur aspect. La forme des filaments est variée, certains ont méme un
aspect branché (Figure 1V-13). Ces différentes formes sont peut-étre dues a la
polymérisation de plusieurs billes en paralléle, a la formation de deux ou plusieurs filaments
qui sont suffisamment proches pour s’attirer mutuellement et étre pontés par la Jeffamine
pendant la phase de polymérisation. Les filaments branchés sont peut-étre obtenus lorsque
les filaments comportent un point d’ancrage a la surface par une de leur extrémité et un
second point d’'ancrage dans leur chaine ou lorsque la chaine comporte un défaut (deux

billes pontées cote a céte sur un méme filament formant alors deux branches distinctes).
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Figure 1V-13 : Image des filaments obtenus a partir des billes de 1 um de diamétre par microscopie optique sans
champ magnétique aprés lavage de la lame. Les filaments cerclés de noir paraissent avoir un squelette branché.

Les filaments obtenus a partir des billes Ademtech de 200 nm ne sont pas
observables par microscopie optigue a cause du diamétre du matériel de base. Pour
contourner cette difficulté, les lames dont les filaments ont été fabriqués a partir de billes
Ademtech sont observées par microscopie a balayage électronique (MEB) apres leurs
analyses sur le banc de P-SPRI. Les lames sont mises a sécher a I'air libre sous l'influence
du champ magnétique produit par un aimant néodyme (1 T au contact) qui permet de
coucher sur la surface de la lame les filaments en les orientant dans la direction des lignes
de champ puis observer par MEB (Figure 1V-14). Le spot observé par MEB étant Iégérement
excentré par rapport a I'axe de I'aimant lors du séchage, les filaments forment alors un angle
avec le champ magnétique indiqué sur les images.

On observe que les billes peuvent polymériser sous plusieurs formes : des filaments
plus ou moins épais comportant des défauts mais aussi de grands groupes compacts. On
remarque aussi que l'aire occupée par les billes ne représente qu’une faible partie de I'image

et que la majorité de cette aire est constituée des groupes compacts et pas par les filaments.
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L'aire occupée par les billes calculée a partir de I'image segmentée par le logiciel
Image J est de 5% de l'aire totale de I'image. Cette faible densité doit pouvoir s’expliquer par
la méthode de fabrication des filaments. En effet, lors de la fabrication des filaments les billes
s’alignent en suivant les lignes de champ. La réaction de pontage utilise les billes autour du
filament en formation pour continuer sa croissance. Ceci entraine un appauvrissement en
billes & proximité de ce dernier. Puisque le milieu n'est pas agité durant la fabrication des
filaments, la croissance n’est pas alimentée. La quantité de billes & proximité du filament
n'est pas renouvelée ce qui arréte la polymérisation. De plus, des filaments sont formés en
solution et la plupart ne sont pas immobilisés sur la surface du fait de leur éloignement de la
lame. Le lavage comme le montre les images de la Figure 1V-12 permet de retirer tous les
filaments non immobilisés sur la lame qu’ils soient au-dessus d’une surface d’or ou une
surface de verre.

Notre stratégie de formation peut expliquer aussi pourquoi la longueur des filaments

observés ne dépasse guéere 5 um a part pour quelques exceptions (Figure 1V-15).
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Figure IV-15 : Histogramme en taille des filaments sélectionnés sur I'image b de la Figure IV-14

Les filaments les plus longs sont aussi ceux qui semblent avoir un ancrage a la

surface formé de nombreuses billes. Cette base est peut-étre un filament qui s’est effondré
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sous son propre poids lorsque les forces de gravité sont devenues plus importantes que les
forces magnétiques. On observe aussi que les longueurs des filaments calculées grace au
logiciel Image J ne sont pas des multiples de 0,2 um. Cette différence est due au coefficient
de variation de taille des billes (CV max = 20%) ainsi qu’'a la fine gangue de Jeffamine s’est

formée autour et entre les billes durant la polymérisation qui est visible sur la Figure 1V-16

2/1/2010 | HV WD |spot| 1 um
4:04:19 PM |15.00 79 mm| 25 GP06-4

Figure IV-16 : Image brute par MEB d’un filament isolé. On distingue la gangue formée par la Jeffamine autour

des billes magnétiques ainsi que la Jeffamine polymérisée reliant les billes entre elles.

La caractérisation des lames par MEB a permis de vérifier que la polymérisation des
billes de diameétre 200 nm a bien été effectuée. La caractérisation dynamique par
microscopie optique des lames a permis de vérifier que les propriétés d’orientation des
filaments en fonction des lignes de champ que I'on cherche a exploiter sont bien présentes

et peuvent étre utilisées pour des mesures d’anisotropie par P-SPRI.
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Chapitre 5 : Exemples d’utilisation de
fillaments magnétiques

Nous présentons dans cette partie deux applications que nous avons faites des
filaments permanents.

La premiéere exploite la mobilité des filaments pour faire des mesures d’anisotropie
optique par imagerie polarimétrique par résonance de plasmon de surface. Cette expérience
a pour objectif de valider que le banc P-SPRI concu et fabriqué par I'équipe MacSyBio du
LCFIO est sensible a I'anisotropie des objets a I'échelle nanométrique.

La seconde application porte sur la biodétection. L'enjeu est d’augmenter I'amplitude
des signaux de reconnaissance lors de la détection de la fluorescence d’interactions
biomoléculaires. Pour cela, nous avons immobilisés sur une puce a ADN des filaments

fonctionnalisés pour la reconnaissance du gene HPA-1.

1 Mesures d’'imagerie polarimétrique par résonance d e plasmon

de surface sur filaments

La fabrication des filaments magnétiques a servi d’expérience de validation pour un
banc de P-SPRI monté au LCFIO dans le cadre de la thése d’Aurélien Duval (1) soutenue en
juillet 2009). L’'expérience a consisté a mesurer de maniére dynamique les différences de
réflectivité (AR) entre les deux bras orthogonaux du banc en fonction de I'orientation de nos

filaments induite par un champ magnétique.

1.1 Le dispositif expérimental

Dans cette partie, nous ne développerons pas ici les préparatifs relatifs au banc P-
SPRI qui sont rapportés par Aurélien Duval dans le cadre de ses travaux de doctorat (1).
Nous présentons uniqguement les éléments nécessaires pour la compréhension de

I'expérience.
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1.1.1 Le positionnement de I'aimant

Pour effectuer des mesures d’anisotropie par P-SPRI, nous avons déterminé les
positions d’un aimant néodyme de 1T pour avoir la plus grande différence de réflectivité. Ces
positions sont les positions nommeées pos1 pour laquelle 'aimant est dans I'axe de la caméra
1 et pos2 ou l'aimant est dans I'axe de la caméra 2 soit a 90°de I'axe 1. La position posO est
a un angle de 45°par rapport aux deux axes ainsi | a différence de réflectivité entre les deux
axes due aux filaments est théoriguement nulle. Les positions de I'aimant, I'échantillon, les

systémes optiques et le chassis sont représentés sur la Figure V-1.

aimant
'\

Qé) _ /carrﬂ

5cm

chassis/

Figure V-1: Représentation schématique des positions de I'aimant autour du banc de P-SPRI. MB représente la
position du site de greffage des billes magnétiques. Cam1 et cam2 représentent le positionnement des caméras
le long des axes 1 et 2 respectivement. Le chassis métallique est représenté en gris autour de I'échantillon.

Le chéssis a posé des problémes pour obtenir une aimantation suffisante permettant
de changer l'orientation des filaments. En effet, on peut voir sur le schéma que la position
posO est en face d’'une piece métallique du chéassis ce qui nous oblige a conserver une
distance de 5 cm entre I'aimant et les bords de la pyramide. Cette distance était celle qui
nous permettait de rapprocher au maximum l'aimant de I'échantillon sans le toucher ou sans

toucher et/ou perturber les éléments optiques (pyramide, lentilles, caméra). Cependant, a
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cause de la décroissance rapide du champ en fonction de la distance, le champ magnétique
disponible au niveau de I'’échantillon n’est plus que de 0,3 T. De plus, le champ peut étre
perturbé par la présence du chassis métallique du banc et sa force peut étre aussi diminuée
si le moyen trouvé ne permet pas un positionnement précis avec une bonne répétabilité des
distances tout en évitant au maximum les vibrations qui seraient transmises aux optiques
provoquant des signaux parasites.

Les positions ont été fixées grace a un dispositif « trait-point-plan » a la base d’'un
bras mécanique maintenant I'aimant , assurant la répétabilité des distances et permettant
d’avoir une force du champ magnétique identique au niveau de I'échantillon pour chaque
position de l'aimant. Ce bras mécanique a été aussi positionné quelques centimétres en
dessous de la surface de I'échantillon, cette position permettant de plaquer les filaments sur
la surface de la lame et d’augmenter le signal.

Pour voir les effets de I'aimant dans diverses positions et diverses orientations sur les
filaments et ainsi sur les mesures d’anisotropie, on a effectué plusieurs fois la séquence
suivante de positionnement de I'aimant dans le temps : pos0O-posl-pos2 en laissant I'aimant
3 min dans chacune des positions pour avoir une accumulation suffisante d'images. Cette
séquence est reproduite pour chacune des orientations de I'aimant al, a2 et a3 comme
illustrées sur la Figure V-2. Les meilleurs résultats sont obtenus pour l'orientation al et sont

présentés par la suite.

Figure V-2 : Orientations al (a), a2 (b) et a3 (c) de I'aimant maintenu par le bras mécanique. Les péles nord et

sud sont situés sur les grandes faces de I'aimant.
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1.1.2 Le systeme de cuve

Le systeme de cuve coverwell utilisé pour la polymérisation des filaments est certes
trés pratique pour maintenir les filaments en solution et contréler leur mobilité mais a posé
des problémes pour les mesures sur le banc.

Le banc est équipé d’'une cuve de fluidique qui une fois fermée permet de maintenir la
lame dans le bon positionnement par rapport aux faisceaux et exerce une pression sur la
lame et I'huile d’indice nécessaire pour compenser les différences d’indices optiques entre la
pyramide et le verre de la lame. On peut penser que remplacer la cuve coverwell par la cuve
fluidique est aisé mais le simple fait de retirer la cuve coverwell dispersait le tampon qu’elle
contenait sur la totalité de la lame puisque celui—ci n’était plus maintenu et entrainait un
séchage trés rapide des filaments du fait du faible volume de tampon a évaporer. Or le
séchage des filaments entraine une perte totale de leur mobilité puisqu’ils s’adsorbent sur la
surface d’or. La chimie a empéché I'utilisation de la partie haute du banc ce qui fait que le

systeme était beaucoup plus sensible aux vibrations.

1.1.3 La grille de points pour les mesures

Pour pouvoir effectuer des mesures de différence de réflectivité, la premiére étape a
consisté a positionner une grille de points sur une image de référence obtenue apres

balayage angulaire.

Figure V-3 : Position de la grille de points sur la lame IEF utilisée pour I'expérience
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La Figure V-3 indigue le positionnement des points sur la lamelle. Afin de s’affranchir
du bruit, particulierement important du fait des vibrations, un moyennage spatial de 80 x 80
pixels (soit environ 0, 6 x 0, 6 mm) est utilisé. Grace a I'observation de la lame IEF par
microscopie optique, on s’apercoit apres rincage que les filaments sont regroupés en
majorité sur un seul carré : le carré 23. Il est donc possible de considérer que les carrés les
plus éloignés de celui-ci ne comportent pas de filaments (loin de la zone de dép6bt des billes)
et peuvent donc servir de référence pour les mesures d’anisotropie. Le signal du point O de
la grille sera utilisé comme référence et sera soustrait aux signaux obtenus pour tous les

autres points de la grille.

1.1.4 La séquence de positionnement utilisée

Nous nous placons tout d'abord en position pos0O de I'aimant, soit a 45%®ntre I'axe 1
et 'axe 2, ou nous prenons une référence temporelle. Nous déplagons ensuite I'aimant en
posl soit Ofar rapport a lI'axe 1, puis pos2 soit 90%ar rapport a I'axe 1. Comme le
positionnement du bras sur les bases "trait-point-plan” est manuel, et que cela entraine des
vibrations, nous conservons une marge de transition (représentée par la lettre "T” sur les
chronogrammes de la Figure V-4) a chaque passage d’une position a l'autre. Cette transition
est de 4 images, soit environ 30 secondes. Le chronogramme (bas de la Figure V-4) illustre
les orientations des filaments observées lors de I'exécution d’une séquence identique sous
microscope optique.

Malgré les problemes rencontrés, il est possible d’effectuer des mesures qualitatives
et au vu des imprécisions apportées par I'aimant ces mesures sont suffisantes pour valider

notre expérience.

1.2 Reésultats

Pour indiquer le niveau de signal de la référence et de ses voisins, nous avons
indiqué sur la Figure V-4 par un trait bleu, le signal du point 1, normalisé par rapport a la
référence. De la méme maniére, nous avons matérialisé le signal normalisé du point 23 par
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un trait rouge. Les niveaux de signaux durant cette expérience étant trés faibles (de 'ordre
de 0,1 % pour un bruit d’environ 0,01%), nous avons finalement procédé a un lissage par la
méthode des moindres carrés a pondération locale (ou méthode de LOWESS pour Locally-
Weighted Least Squares), avec une fenétre glissante de 16 points. Les résultats lissés sont

indiqués sur la figure par un trait plus épais.
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Figure V-4 : (haut) Mesure de I'anisotropie de filaments par P-SPRI pour l'orientation al de l'aimant. La ligne
verte indique la référence temporelle des mesures. La courbe bleue correspond au point 1 (sans filaments), la
courbe rouge au point 23 (contenant les filaments). Les courbes épaisses sont un lissage LOWESS 16 points des

données brutes (marqueurs). (bas) Chronogramme des images observées au microscope correspondantes.

En observant les résultats obtenus par le banc de P-SPRI pour cette expérience sur
les filaments constitués de billes SIGMA on peut dire qu’il existe un signal anisotrope a
I'endroit ou les filaments sont immobilisés sur la surface. On a observé une brusque variation
du signal sur le plot 23 aprés déplacement de I'aimant, passant d’environ AR = -0,01% a 45°
par rapport & I'axe 1 a environ AR = -0,08% a 0° par rapport & I'axe 1. Le phénoméne se

reproduit dans l'autre sens entre 0%t 90° de AR =-0,08% a AR =-0,04%.
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Pour les autres orientations de I'aimant, des phénomeénes similaires apparaissaient,
mais de maniére moins nette. Néanmoins, il était toujours possible de corréler une variation
du signal brusque sur le point 23 avec un déplacement de I'aimant.

L’intensité des signaux obtenus est cependant faible. Cela peut étre d0 a deux
phénomeénes : soit les plasmons ne pénetrent que sur une faible profondeur le milieu
constitué de la SAM et des billes, soit la densité de filaments est trop faible pour obtenir un
signal plus important. Si la faible variation des signaux provient de la taille des billes, le
contraste d'indice sera plus grand avec des billes de diamétre plus petit.

Aussi, une expérience similaire a été effectuée avec des filaments constitués de billes
Ademtech de 200 nm de diametre. La seule autre différence réside dans le fait que les
filaments ont été polymérisés sur une lame « LCFIO ». Les procédés de fabrication des
filaments et les analyses sur le banc de P-SPRI ont été effectués dans les mémes conditions
gue précédemment. Malheureusement, les résultats obtenus n’étaient pas exploitables. Les
observations au MEB faites apres les analyses par P-SPRI, laisse penser que la faiblesse
des sighaux est due a la trés faible densité des filaments immobilisés sur la surface. Nous
avons vu que seulement 5% de la surface contenait des filaments.

L'utilisation de filaments constitués de billes de 1 um et orienté par I'application d’un
champ magnétique a permis de montrer que le banc peut détecter un signal anisotrope
proche de la surface, cependant, I'intensité de ce signal est dépendant dans notre cas de la
densité de matériel a la surface. Pour une application a la biologie, il faudra veiller a ce que
la densité de biomolécules soit suffisante pour détecter par exemple 'augmentation de la
guantité de matériel lors d'une bioreconnaissance ou bien les changements de conformation

de protéines.

2 Hybridation sur filaments et détection par fluore scence

Nous avons aussi testé [l'utilisation des filaments pour procéder a des

reconnaissances biomoléculaires. Nous avons choisi d'utiliser les oligonucléotides
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représentant l'allele a du gene HPA-1 pour vérifier la capacité des filaments a étre
fonctionnalisés par des biomolécules sans que celles-ci perdent leur activité biologique.
Notre stratégie a consisté a greffer des oligonucléotides sur des billes magnétiques
en utilisant les protocoles de biofonctionnalisation des billes (magnétiques ou non)
développés pour les analyses par biocode barre (Figure V-5a). Une caractérisation par
HPLC a montré que la moitié des sites carboxyliques sert a l'immobilisation des
oligonucléotides. Pour la formation des filaments et leur immobilisation sur une lame de
verre, la Jeffamine a donc la possibilité de ponter les billes entre elles avec la moitié

restante des sites carboxyliques (Figure V-5b).

Oligonucléatide cible
fluorescent

Particule magnétique portant
des sondes biomoléculaires et
une surface réactive

— Chaine PEG-diamine

Figure V-5 : Utilisation des filaments magnétiques pour la bioreconnaissance. (a) Particules magnétiques
biofonctionnalisées par des oligonucléotides. (b) Formation de spots de filaments permanents en suivant la
méthodologie générale. (c) Hybridation des oligonucléotides sondes fluorescents sur les filaments permanents.
Les puces ADN ainsi formées sont analysées grace a un scanner de fluorescence.

Sur une lame de verre, nous avons disposé des spots de filaments permanents
biofonctionnalisés et des spots fonctionnalisés avec la sonde HPA-1 (sonde AL-
HPA1aAS18-Cy3). Nous avons comparé la fluorescence obtenue apres hybridation avec

des cibles marquées par Cy5 et complémentaires aux sondes fixées sur les filaments
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permanents ou immobilisées sur le verre pour les mémes concentrations (Figure V-6). Les

images de fluorescence ont été obtenues grace un scanner Axon Genepix 4100A.
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5 25000
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Filaments sur verre Verre seul
Méthode d'immobilisation de sonde

Figure V-6 : Comparaison de l'intensité de fluorescence des séquences complémentaires Cy5-ODN apres leur
hybridation avec les ODN greffés sur les filaments permanents (a gauche) et leur hybridation avec les mémes
ODN greffés sur du verre seul (droite). Les moyennes ont été faites sur 4 plots

On a observé que la fluorescence émise par les spots ou les ODN cibles sont
hybridés sur des filaments fonctionnalisés est trois fois plus importante que la fluorescence
émise par les ODN cibles hybridés sur des ODN sondes directement immobilisés sur le verre
seul. La différence d’émission de fluorescence est attribuée a la différence de la surface de
I'hybridation. En effet, le nombre d’ODN immobilisés sur les filaments permanents doit étre
plus important car la présence des filaments augmente la surface spécifique des spots. Nous
avons aussi déterminé que la fluorescence d’une cible mésappariée d’'une seule base lors de
la reconnaissance sur les filaments immobilisés sur verre (sonde HPA-1a et cible HPA-1b)
est deux fois moins importante que la fluorescence lorsque les sondes et les cibles sont
complémentaires. Nous avons donc une certaine spécificité de la reconnaissance lors de

I'hybridation sur filaments permanents.
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Le scanner analyse la fluorescence a son plan focal qui se situe sur la surface de la
lame de verre. L'utilisation d’un détecteur avec un systeme optique « moins focal » devrait
augmenter le signal de fluorescence détecté.

Les filaments magnétiques permanents peuvent améliorer les systemes de puces (a
ADN, a protéines ou a sucres) en augmentant leur surface spécifique. On peut aussi
envisager de se servir de leur mobilité pour capturer un plus grand nombre de cibles en

utilisant intelligemment un champ magnétique pour orienter le filament dans I'espace.

3 Conclusions

Nous avons développé une méthode simple pour fabriquer des filaments
magnétiques permanents et les immobiliser sur une surface. Ces filaments ancrés sur une
surface pour une extrémité sont orientables dans la direction d'un champ magnétique.
L'utilisation d’'un systéme de pointes et d’'une double fonctionnalisation (pour des supports
mixte verre/or) permet la localisation de spots de filaments sur des zones d’intérét comme
des plots d'or. Nous avons déterminé la géométrie des filaments grace a des
caractérisations par microscopie optique et électronique.

L'utilisation des filaments pour la validation du banc de P-SPRI n’est pas entierement
satisfaisante. En effet, le signal obtenu pour des filaments fabriqués avec des billes de grand
diamétre (1 um) est proche du bruit de fond. Le changement de la taille des billes afin d’avoir
des objets montrant une plus grande anisotropie n’a pas permis d’améliorer les signaux.
Ceci est probablement dO a la faible densité de surface des filaments. Il faudra donc
envisager de travailler & des concentrations beaucoup plus importantes.

L'utilisation des filaments pour la reconnaissance de biomolécules est plus
encourageante. Nous avons montré que I'hybridation de cibles fluorescentes a partir de
filaments biofonctionnalisés permet d’augmenter significativement le signal de fluorescence

comparé au signal obtenu sur les plots « classiques ». Nous avons également montré que

sur les filaments magnétiques, la reconnaissance est bien spécifique. |l est possible

172



d’'améliorer facilement le dispositif en utilisant un champ magnétique permettant aux

filaments de se mouvoir en solution pour capturer plus de cibles.

4 Reéférences bibliographiques
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Conclusion générale

Ce mémoire exploite la biofonctionnalisation, la caractérisation et la mise en ceuvre
de particules magnétiques pour leur utilisation avec des biocapteurs en utilisant les savoir-
faire de notre équipe et les faisant évoluer.

Dans un chapitre introductif, nous avons présenté la composition, la structure et leurs
propriétés magnétiques des particules magnétiques. Nous avons aussi présenté brievement
dans ce chapitre les utilisations actuelles des particules magnétiques. Ce travail de thése se
découpe en deux axes distincts :

A- L'utilisation des particules magnétiques pour la capture et la concentration de cibles
biologiques dans une analyse par biocode barre a I'aide d’un nouveau biocapteur a onde
évanescente.

B- La fabrication de filaments magnétiques permanents orientables et ancrés a une surface.

Nous avons consacré la partie A du mémoire au développement d’une analyse par
biocode barre pour le génotypage plaquettaire couplée a une détection sur un biocapteur a
ondes évanescentes. L'ensemble des protocoles a été validé en s’appuyant sur un modele
biologique, le systeme biallélique HPA-1. Ce travail de these présente, dans un premier
temps, I'efficacité de la biofonctionnalisation des différents éléments de I'analyse déterminée
par diverses méthodes.

Nous avons aussi étudié les parametres influencant I'analyse. Nous avons pu
déterminer que les tubes utilisés pour I'analyse doivent étre bloqués et que les meilleures
performances sont obtenus pour un rapport entre les billes magnétiques et les billes de latex
de 1/30 et pour un rapport [cBCB]/[capture] de 2000.

Une fois les parameétres fixés, nous avons étudié deux stratégies analytiques
différentes : i) la détection se fait grdce a une reconnaissance des biocodes barres par
hybridation a leur complémentaire au fond de la barrette d’analyse et ii) la détection se fait

par interaction neutravidine/biotine au fond de la barrette d'analyse. Les meilleures
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performances de détection sont obtenues pour I'approche neutravidine/biotine qui est aussi
plus simple & mettre en ceuvre.

Nous avons procédé a des analyses par biocode barre couplé a la détection par le
biocapteur a onde évanescente pour le typage du géne HPA-1 en employant des cibles
synthétiques. Ces essais nous ont permis de montrer que nous pouvions détecter une
concentration de 2 fM de cibles synthétiques ce qui correspond pour notre volume d’analyse
a 6. 10° oligonucléotides cibles. Nous avons aussi montré que nous pouvions a cette
concentration discriminer les alleles a et b du géne. Ces alleles ne différent que d’'une seule
base azotée. Grace a cette limite de détection, nous pouvons procéder, théoriquement, a un
génotypage plaquettaire sans PCR (Polymerase Chain Reaction). Il sera nécessaire de
poursuivre les tests en utilisant de I’ADN génomique natif et améliorer le temps total
d’analyse.

Nous avons consacré la partie B du manuscrit a la fabrication de filaments
permanents greffés sur une surface et orientables.

Nous avons développé une méthode simple de fabrication et d'adressage de
filaments sur une surface de verre. Nous avons montré que notre méthodologie peut étre
adaptée a une surface d'or et des supports mixtes verre/or. Les filaments ont été
caractérisés par microscopie optique et par microscopie électronique a balayage. Nous
avons aussi pu observer que les filaments fabriqués sont immobilisés a la surface et que leur
partie supérieure et orientable en solution sous I'effet d’'un champ magnétique.

Nous avons fabriqué une puce de P-SPRI (Polarimetric Surface plasmon resonance
imaging) sur laquelle on a greffé des filaments qui sont orientables grace a un champ
magnétique extérieur pour tester un systéme d'imagerie par résonance de plasmon de
surface sensible a I'anisotropie créé par I'équipe MacSyBio du Laboratoire Charles Fabry —
Institut d'Optique. Nous avons montré que 'anisotropie peut étre détectée mais que le signal
est trés faible. Il faudra poursuivre les expériences en améliorant la densité de surface du

greffage pour augmenter le signal de réponse.
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Nous avons aussi fabriqué une puce a ADN sur support de verre comportant des
filaments permanents fonctionnalisés pour la détection du géne HPA-1. La présence des
filaments sur cette puce a ADN permet multiplier par trois le signal de fluorescence d’'une
puce ADN classique grace a l'augmentation de la surface spécifique. Nous envisageons
d’utiliser un champ magnétique pour permettre aux filaments de se mouvoir en solution afin

d’optimiser la capture de cibles.
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Annexe |

Liste des maladies, le type de maladie, I'incidence
prévalence de ces maladies liées a des désordres

plaquettaires.

ou la

Maladie

Prévalence estimée

S— _ .| Incidence (cas — ~
Nom générique du | Maladies du | Type de maladie par an) Prévalence du | Prévalence
groupe groupe groupe individuelle
Thrombocytopénie néonatale | Allo-immune 1-2 bébés sur
allo-immune (NAIT) 1000
Purpura thrombotique
thrombocytopénique (PTT) ou | Allo-immune 24,6/100 000
syndrome de Moschcowitz
20-60 9% des
Etat réfractaire aux transfusions . patients
i Allo-immune recevant de
plaquettaires (PR) .
multiples
transfusions
. 1 pour
Purpura  post transfusionnel Allo-immune 200 000 transfu
(PTP) .
sions
TR 5% des patients
'rl]'brombocytopenle induite  par Allo-immune traités par
éparine hépari
éparine
- 0,
El:(r)rr)sg?)cytopéniqu forme aigue 22590/0 e
e idiopathique | forme Autoimmune 25/100 000 10-15% des
(PTI) chronique cas

Thrombocytose essentielle[13]

2-3 cas sur 100
000 personnes

Syndrome de Bernard-Soulier

Autosomique

100 cas décrits

récessive
Tvoe 1 Autosomique 50 a 75 %
yp dominante 12,5/100 000 | des cas
Maladie de von Autosomique soit 1% de la[20 a 45 %
Willebrand Type 2 dominante population des cas
Autosomique mondiale < 5 % des
Type 3 . :
récessive cas
Thrombasthénie de | Autosomique
. . Rare
Glazmann[11] récessive
Thrombocytopénie .
amégacaryocytaire  congénitale Autosomique NA

(Amégacaryocytose)

récessive

Syndrome de Wiskott-Aldrich

Récessive liée a

1 naissance sur

0,15/ 100 000

I'X 200 000
Syndrome TAR (Thrombopénie | Autosomique 1 naissance sur
avec aplasie radiale) récessive 100 000

Syndrome ATRUS Autosomique < 20 cas publiés
dominante

Syndrome de Hermansky-Pudlak Aytoso_mmue 0,15/100 000
récessive

Syndrome des plaquettes grises

Autosomique
récessive

20 cas décrits
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Maladie . Prévalence estimée
i i .| Incidence (cas
Nom générique du[Maladies du|Type de maladie| .~y Prévalence du [ Prévalence
groupe groupe groupe individuelle
Syndrome de Scott Autosomique N
. . Tres rare
récessive
Anomalie de
May-
Hegglin
Syndrome < 100
Syndrome d'Epstein Autosomique familles
MYH9[14] Syndrome dominante 1-9/1 000 000 |decrites
de Fechtner
Syndrome < 1/1 000
de 000
Sebastian
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Annexe Il
Protocoles d’'une analyse par biocodes barres couplé e a une
détection par Evareader.

Matériels

Tous les produits suivants proviennent de chez Sigma-Aldrich (Saint Quentin
Fallavier, France) :

- PBS 1X (0.01 M phosphate buffered saline, [NaCl] = 0.138 M, [KCI] = 0.0027 M, pH
7.4), SSC 20X (0.3 M sodium citrate, pH 7.0, [NaCl] = 3 M), N-hydroxysuccinimide (NHS), 1-
[3-(Dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide methiodide (EDCI), I'Albumine de sérum
bovin (BSA), Tween 20, I'hydrogénocarbonate de sodium, le carbonate de sodium, les
particules magnétiques (MB) de 1 um de diamétre en quantité de 20 mg/ml avec 5.10°
particules/mg, modifiées par des fonctions carboxyliques ([COOH] = 5 pmol/ml de solution),
les billes de latex (LB) de 900 nm de diamétre (30 % de contenu solide, 7.5.10"
particules/ml) modifiées par les fonctions carboxyliques.

Tous les tampons ont été préparés a partir d’'eau ultra pure (18.2 MQ), purifiée par le
systéme Purelab ultra. Un aimant néodyme (NdFeB, 1 T au contact) est utilisé pour les
séparations magnétiques. Le tampon PBS 1X est utilisée & un pH de 7,4 pour I'ensemble
des protocoles sauf si indication contraire.

Tous les oligonucléotides synthétiques ont été obtenus chez Eurogentec (Belgique).
Les séquences présentées dans le tableau ci-dessous correspondent au systeme biallélique

HPA-1.
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Nom Séquences des oligonucléotides (5" -> 3’)
Oligonucléotide  sonde

allele HPA-la (sonde CGAGGT GAGCCCAGAGGECAGGEECCT - G- NH,
«a»)*

Oligonucléotide  sonde

allele HPA-1b (sonde CGAGGT GAGCCCCGAGECAGGEECCT - G- NH,
«b»)*

AL-HPA1aAS18-Cy3 Cy 3- AGCCCAGAGGECAGGEECCT - G- NH,
Oligonucléotide de

capture (capture)

GGGEGCACAGT TATCCTTCAGCAGATTCTCCT- Co- NH,

Sonde biotinylée

ATGCCCTCTTTGATATT- bi oti ne

Complémentaire du
biocode barre  pour
'expérience ODN-ODN
(cBBC+2T)

ATGCCCTCTTTGATATT- Gs- NH,

Biocode barre  pour
'expérience  ODN-ODN
(BBC)

Cy5- TATCAAAGAGGGCAT

Complémentaire du
biocode barre pour les
expériences ODN-
biotine / neutravidine
(cBBC+15T)

ATGCCCTCTTTGATATTTTTTTTTTTTTTT- G- NH

Biocode barre marqué
Cy5 et biotinylé pour
(biot-BBC)

Cy5( bi oti ne) - AAAAAAAAAAAAAAAT AT CAAAGAGGGCAT

Oligonucléotide  cible | §33~TCCTGTCTTACAGECOCTGCCT CTGEECTCACCTCGCTGT
Zgi'f HPA-la  (cible | o 0T GAAGGAGAAT CTGCTGAAGGATAACT GTGCOCCA
Oligonucléotide  cible | §33~TOCTGTCTTACAGECOCT GCCT COGEECT CACCTCGCTGT
f("t')‘f)')e HPA-1b  (cible | o ST GAAGGAGAAT CTGCTGAAGGATAACT GTGCOCCA

* Les SPN sont soulignés dans les séquences d’ADN.

Tableau All-1 : Séquences des acides nucléiques utilisés pour les analyses par biocode barre.
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Protocoles

Cette partie décrit les protocoles de préparation des différents éléments nécessaires

a une analyse par biocode barre ainsi que le protocole de I'analyse

Préparation des Evachips

Evachip pour 'analyse ODN-biotine / neutravidine: Evachips ODN-biotine / neutravidine

On prépare une solution de tampon de blocage composé de BSA a 4% en masse et
de Tween 20 a 0,25 % dans du PBS 1X (pH 7,4), une solution de saccharose a 1% dans du
PBS 1X (pH 7,4) et une solution de neutravidine de 10 mg/ml dans un tampon
hydrogénocarbonate de sodium (0,1 mol/l ; pH=9,13) dont le pH est ajusté a 9,3 par addition
de carbonate de sodium (0,1 mol/l ; pH=10,98).

On laisse incuber, une nuit a température ambiante et en atmosphére saturée, 50 pl
de la solution de neutravidine dans chacun des puits des barrettes. Les barrettes sont
ensuite rincées avec du PBS 1X puis séchées. On ajoute ensuite 80 pl de tampon de
blocage par puits qu'on laisse incuber pendant 1 heure a température ambiante. Les
barrettes sont rincées deux fois avec du PBS 1X, puis deux fois avec la solution de
saccharose et enfin séchées. L'extérieur des barrettes est finalement nettoyé avec de I'eau
ultrapure et séchée avec du papier optique pour éviter les traces, de laisser des fibres ou de

rayer la surface de la partie formant le prisme.

Evachip pour I'analyse ODN-ODN : Evachips ODN/ODN
On prépare une solution de BSA a 4% en masse dans du PBS 1X (pH 7,4) et une

solution de sondes biotinylées a une concentration de 50 nM dans du PBS 1X (pH 7,4).

On dépose 25 pl de sondes biotinylées dans chacun des puits d'une partie des
barrettes préalablement préparées (Evachips ODN-biotine / neutravidine). On laisse incuber
45 min a température ambiante et en atmosphere saturée. On aspire I'excés de sondes
biotinylées. Puis, on dépose 30 pl de la solution de BSA a 4% en masse dans chaque puits

gue I'on laisse incuber pendant 30 min. On aspire la solution de BSA et on effectue ensuite 3
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lavages des puits avec 40 ul de PBS 1X suivis de 3 lavages avec 40 pl d’eau ultrapure. On
retire I'eau résiduelle en tapotant les barrettes au-dessus d’'un papier absorbant et on les

laisse sécher a température ambiante.

Préparation des tubes eppendorfs

Etant donné que l'on travaille avec de trés faibles concentrations de matériels, il est
important de limiter I'adsorption non spécifique des oligonucléotides et des particules sur les
parois des tubes de stockage ou d’analyse. Aussi, on prépare autant de tubes eppendorfs de
1,5 ml que nécessaires pour une analyse. Les tubes sont remplis d’'une solution de BSA a
4% dans du PBS 1X (pH 7,4). On laisse incuber les tubes pendant 2h dans une étuve a
37<C. lls sont par la suite vidés et séchés. Les tu bes ainsi préparés sont dit bloqués par la

BSA qui limite les phénoménes d’adsorption.

Préparation des billes magnétiques (étape 1)

Oligonucléotides sonde Billes
avec leur animo-linker magnétiques

Figure All-1 : Schéma de greffage des particules magnétiques.

10 ul de billes magnétiques dans leur tampon de stockage sont transférées dans des
tubes eppendorfs et suspendues dans 490 pl d’eau ultrapure. On utilise ensuite un aimant
néodyme pour procéder a une séparation magnétique. L'aimant attire les particules
permettant ainsi de pipeter la totalité du surnageant. On suspend les billes dans 500 ul d’eau
ultrapure. Ce procédé de lavage est appligué 3 fois successivement puis les billes sont

suspendues dans 450 pl de PBS 1X.

On prépare une solution d’activation (1 ml de PBS 1X + 4 mg EDCI + 4 mg NHS)
pour activer les fonctions carboxyliques par la chimie classique NHS/carbodiimide [1]. DO a
la réactivité du carbodiimide avec I'eau, il est d’'usage de préparer cette solution juste avant

de s’en servir.
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Activation :
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Figure All-2 : Réaction chimique de greffage. Dans la premiére étape dite d’'activation, 'EDCI réagit avec la
fonction carboxylique pour former de I'O-acyl isourée trés réactif qui réagit par la suite avec le NHS pour former
une fonction ester activé intermédiaire. Dans la seconde étape dite de couplage, I'ester activé réagit avec I'mina
primaire portée par I'amino-linker présent a I'extrémité 3’ de(s) oligonucléotide(s) utilisé(s) pour le type de bille
fonctionnalisée (capture, cBCB + 2T ; cBCB + 15T, sonde « a », sonde « b »). (D’aprés Swingle et al. [1])

On ajoute 50 ul de solution d’activation dans chacun des tubes et les billes sont
incubées sous agitation & 550 rpm pendant 2h a 25 dans un thermomixer. Une fois
l'activation terminée, les billes sont lavées en suivant la méme procédure que décrite ci-

dessus en remplacant I'eau par du PBS 1X.

Les particules magnétiques aprées le troisieme lavage au PBS 1X sont suspendues
dans 450ul de PBS 1X. On ajoute dans chacun des tubes 50 pl d'une solution a 25 uM dans
du PBS 1X les oligonucléotides sonde « a » ou sonde « b » suivant I'analyse que I'on veut
faire. On obtient ainsi une concentration finale pour le greffage de sondes spécifiques de 2,5
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HMM. Notons que ces oligonucléotides portent un aminolinker qui permet un greffage covalent
a la surface des billes via les fonctions acides carboxyliques activées. L’incubation des billes
s'effectue dans un thermomixer sur la nuit (15 h) & 25T et sous agitation constante (550
rpm). Les billes magnétiques ainsi greffées sont lavées avec du SSC 5X en suivant la
procédure décrite ci-dessus et sont finalement suspendues dans 450 pl de SSC 5X en
attendant d’étre utilisées pour une analyse par biocode barre. Les particules peuvent étre

conservées pendant 1 mois a température ambiante.

Préparation des billes non magnétiques(étape 2)

Complémentaires du Oligonucléotides de capture
biocode barre avec leur avec leur amino-linker
amino-linker

?/‘04\ +B'II It " =‘Q\ |:>

Figure All-3 : Schéma de greffage des particules de latex non magnétiques.

10 pl de billes de latex dans leur tampon de stockage sont transférés dans des tubes
eppendorfs et suspendues dans 490 ul d’eau ultrapure. On centrifuge les tubes pendant 10
min & 14000 rpm permettant de récupérer le surnageant en le pipetant dans sa totalité
précautionneusement pour ne pas resuspendre les billes. On suspend les billes dans 500 pl
d’eau ultrapure. Ce procédé de lavage est appliqué trois fois successivement. puis les billes

sont suspendues dans 450 ul de PBS 1X.

On prépare la méme solution d’activation que pour les billes magnétiques a savoir 4
mg de NHS + 4 mg de EDCI dans 1 ml de PBS 1X en respectant les précautions données

dans la section précédente.

On ajoute 50 ul de solution d’activation dans chacun des tubes et les billes sont
incubées sous agitation a 550 rpm pendant 2h & 25C dans un thermomixer. Une fois
l'activation terminée, les billes sont lavées en suivant la méme procédure que décrite ci-

dessus en remplagant I'eau par du PBS 1X.
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Les billes de latex aprés le troisieme lavage au PBS 1X sont suspendues dans 400l
de PBS 1X. On ajoute dans chacun des tubes 50 pl d'une solution PBS 1X contenant les
séquences complémentaires du biocode barre a 25 uM) et 50 pl d'une solution PBS 1X
contenant les oligonucléotides de capture a une concentration dépendante du rapport
[capture]/[complémentaire  du  biocode  barre]. Les différents  rapports
[capture]/[complémentaire du biocode barre] étudiés qui seront décrits et étudiés dans le
chapitre 2. La séquence des complémentaires des biocodes barres utilisés dépendra du type
d’interaction entre les biocodes barres et les Evachips. Si les Evachips utilisent une
reconnaissance biotine/avidine (Evachips ODN-biotine/neutravidine ), les billes de latex
sont fonctionnalisées avec le complémentaire du biocode barre cBBC+15T . Si les
Evachips utilisent une reconnaissance ODN/ODN (Evachips ODN/ODN ), les billes de latex
sont fonctionnalisées avec le complémentaire du biocode barre cBBC+2T . .L’incubation
des billes s'effectue dans un thermomixer sur la nuit (15 h) & 25T et sous agitation
constante (550 rpm). Les billes de latex ainsi greffées sont lavées dans SSC 5X en suivant la
procédure décrite ci-dessus et sont finalement suspendues dans 500 pl de SSC 5X pour étre

analysées par le spectrophotometre UV-Visible SAFAS.

Une fois que les spectres d’absorption des billes sont effectués, on calcule leur
concentration a l'aide d’'une courbe d’'étalonnage. On centrifuge les tubes pendant 10 min a
14000 rpm et on supprime le surnageant. On suspend ensuite les billes dans suffisamment
de SSC 5X pour que I'on obtienne dans un volume de 200 ul de tampon un nombre de
particules de latex satisfaisant le rapport : nombre de billes magnétiques / nombre de billes

de latex = 1/30.

Formation des sandwichs (étape 3)

Les 450 pl de billes magnétiques sont introduits dans un nouveau tube eppendorf
blogué. On ajoute 50 pl de la cible d’intérét pour notre analyse. On laisse les sondes portées
par les billes magnétiques et les cibles s’hybrider dans un thermomixer pendant 2 h & 66

sous agitation. Cette premiére partie du sandwich formé est lavée trois fois avec du SSC 5X
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en suivant le protocole de lavage des billes magnétiques. On suspend les demi-sandwichs
dans 300 pl de SSC 5X.

On ajoute alors 200 ul de billes de latex (MB/LB = 1/30) et on laisse hybrider les
demi- sandwichs avec les oligonucléotides de capture portés par les particules de latex dans
un thermomixer pendant 2 h a 66T sous agitation. L es sandwichs ainsi formés sont lavés
trois fois avec du SSC 5X en suivant le protocole de lavage des particules magnétiques. On

suspend les sandwichs dans 450 pl de SSC 5X.

Analyse par biocode barre et Evareader (étapes 4 et  5):

Analyse par biocode barre et Evachip ODN-ODN

On ajoute 50 pl d’'une solution de 2,5 pM de biocodes barres (BBC) aux sandwichs et
on hybride les cBBC+2T portés par les billes de latex avec les biocodes barres dans un
thermomixer pendant 30 min & 25T sous agitation. L es sandwichs sont lavés en suivant le
protocole concernant les billes magnétiques une premiere fois dans SSC 5X, les deuxiéme
et troisieme fois dans SSC 2X et la quatrieme fois dans SSC 0,2X.

On procéde a la dénaturation des biocodes barres. On place les tubes eppendorfs
dans un thermomixer a 90C pendant 5 min en vortexant chacun des tubes toutes les
minutes. On centrifuge ensuite les tubes pendant 10 min a 14000 rpm. On pipette le
surnageant et on transfere celui-ci dans un nouveau tube eppendorf blogué et enveloppé
dans du papier aluminium pour éviter le photobleaching des fluorophores.

30 pl de chacun des surnageants récupérés sont pipetés et placés dans les puits
voisins d’'une plaque a 384 puits. 25 ul sont alors pipetés dans la plaque a puits grace a une
pipette muliticanaux et transférés dans la barrette d’analyse ODN qui est aussitdt introduite

dans I'Evareader pour y étre analysée.

Analyse par biocode barre et Evachip ODN-biotine / neutravidine

On ajoute 50 pl d'une solution de 2,5 uM de biocodes barres (biot-BBC) aux
sandwichs et on hybride les cBBC+15T portés par les billes de latex avec les biocodes
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barres dans un thermomixer pendant 30 min & 50C sous agitation. Les sandwichs sont
lavés en suivant le protocole concernant les billes magnétiques une premiére fois avec du
SSC 5X, les deuxieme et troisieme fois du SSC 2X et pour la quatrieme fois du SSC 0,2X.

On procéde a la dénaturation des biocodes barres. On place les tubes eppendorfs
dans un thermomixer a 90C pendant 5 min en vortexant chacun des tubes toutes les
minutes. On centrifuge ensuite les tubes pendant 10 min a 14000 rpm. On pipette le
surnageant et on le transfere dans un nouveau tube eppendorf bloqué et enveloppé dans du
papier aluminium pour éviter le photobleaching des fluorophores.

30 ul de chacun des surnageants récupérés sont pipetés et placés dans les puits
voisins d’'une plaque a 384 puits. 25 ul sont alors pipetés dans la plaque a puits grace a une
pipette muliticanaux et transférés dans la barrette d’analyse neutravidine qui est aussitot

introduite dans I'Evareader pour y étre analysée.
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Annexe |llI
Méthodes de caractérisation

Spectroscopie UV-Visible

Principe de fonctionnement

La spectroscopie UV-visible est une technique mettant en jeu les photons dont les
longueurs d'onde sont dans le domaine des ultraviolets (200 nm — 400 nm) et du visible
(380 nm & 780 nm).

Un monochromateur permet de sélectionner la longueur d’onde du faisceau de
photons incident. Celui-ci traverse la cuve contenant I'échantillon ou une partie de son
intensité est absorbée. L'intensité lumineuse résiduelle est réfléchie vers une cellule
photoélectrique. Le courant fourni par la cellule est proportionnel a I'absorbance.

Le spectrophotomeéetre mesure donc lintensité lumineuse passant a travers

I'échantillon (I) et la compare a l'intensité lumineuse émise par la source (I,). L’absorbance

de I'’échantillon est définie par la loi de Beer-Lambert pour une longueur d’'onde A donnée :
Ar= —Iog(%o)
Ar=&aCL
Avec A; l'absorbance ; £; le coefficient d’extinction molaire en Lmolt.cm™; ¢ la

concentration en mol.I* et I la longueur du trajet optique dans I'échantillon en cm.

L’absorbance et le coefficient d’extinction molaire sont dépendants de la longueur d’onde.
En faisant un balayage du spectre électromagnétique a différentes longueurs d’onde,

on obtient un spectre d’absorbance en fonction de la longueur d’onde (Figure Alll-1).
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Figure Alll-1 Spectre d’'absorbance des billes de latex en fonction de la longueur d’onde

Ces spectres nous permettent a partir d’'une courbe d'étalonnage effectuée a la
longueur d'onde Amax d’ajuster la concentration des particules pour se placer dans les

mémes conditions d’analyse et pouvoir ainsi comparer les différents résultats obtenus

Appareillage

La caractérisation de la biofonctionnalisation des particules non magnétiques et la
détermination des concentrations en particules non magnétiques ont été effectuées par
analyse des spectres d’absorption des particules obtenus a l'aide du spectrophotomeétre
SAFAS UV mc2 ® (Monaco) et de son logiciel d’exploitation SP 2000.

Ce spectrophotométre a pour source une lampe tungsténe (360 nm - 1050 nm) et une lampe

deutérium (190 nm - 360 nm). Les mesures ont été effectuées dans une micro-cuve d’'une contenance

maximale de 5 pl et dont le trajet optique est de 0,2 mm (Figure Alll-2)
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Figure Alll-2 : A gauche : Photo du spectrométre SAFAS (ouvert). En haut a droité“:' 'I;hoto de la microcuve

fermée. En bas a droite : Photo de la microcuve ouverte.

HPLC/UV-Visible

Principe de fonctionnement

La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) est une technique
analytique de séparation permettant d’identifier, de quantifier et purifier les composés d’'un

mélange.
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Figure Alll-3 : Schéma d’'une chaine d’'HPLC

Grace a un systeme de pompes, un liquide (appelé phase mobile) se déplace a

l'intérieur du montage chromatographique. Un petit volume de I'échantillon a analyser est

introduit dans le flux de la phase mobile a l'aide d'un injecteur. Les analytes traversent

ensuite la colonne ou ils sont ralentis par leurs interactions physico-chimiques avec la phase

stationnaire. Ce ralentissement dépend de la nature des analytes, de la phase mobile et de

la phase stationnaire. Ainsi les analytes peuvent étre séparés et détectés. Cette détection

permet de tracé un chromatogramme en temps réel. (Figure Alll-4).
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Figure Alll-4: Chromatogramme de [I'élution d'une solution d’oligonucléotides marqués Cy3 (AL-
HPA1aAS18-Cy3)

Le temps que met un analyte a étre élué (a sortir de la colonne) est appelé temps de
rétention. Ce temps de rétention est représenté par un pic sur le chromatogramme et est
caractéristigque du composant. De plus, l'aire sous le pic chromatographique est
proportionnelle a la quantité d’analyte. Ainsi, a partir d’'une courbe de calibration, il est

possible d’effectuer des dosages sur les analytes d'intérét.

Appareillage

La caractérisation de la biofonctionnalisation des particules magnétiques a été
effectuée sur une chaine HPLC (pour High performance liquid chromatography) Thermo
Finnigan sur laquelle était montée une colonne de type Hypersil-C18 fournie par Agilent
Technologies (Massy, France) dont les caractéristiques sont données dans le tableau ci-

apres.
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Parameétres Caractéristiques

Longueur de la colonne 250 mm

Diametre de la colonne 4.6 mm

Billes de silice greffées par des chaines linéaires

Type de phase stationnaire d'octadécylsilane

Dimension des billes 5 um de diameétre

Taille des pores des billes 300 A

Tableau Alll-1 : Caractéristiques de la colonne du montage HPLC/UV-Visible

La technique utilisée est la chromatographie & polarité de phase inversée puisque la
phase stationnaire est apolaire et la phase mobile est polaire et est composée d’'un mélange
de tampon acétate de triéthylammonium (TEEA ; 50 mM) et d’acétonitrile.

L’élution a été faite & un débit de 0,5 ml/min avec le gradient d’élution par pallier pour
I'acétonitrile (0-5 min: 3-5% ; 5-6 ,5 min : 5-30 % ; 6,5-15 min : 30-57,5% 15-26 min : 57,5-
100%) grace a une pompe P1000 Gradient Pump.

La détection de la sonde en sortie de colonne est réalisée par une mesure
d'absorbance UV-visible avec un spectrometre UV6000LP. Nous avons choisi 260 nm
comme longueur d’onde pour cette détection afin d'utiliser ce protocole pour différents types
de séquences oligonucléotides. L’acquisition des données a été faite par le logiciel

Chromquest.

Microscopie optique

La microscopie optique permet d’observer des objets de quelgues micrométres. Nous
avons utilisé deux instruments de microscopie optiques pour observer le comportement des
filaments permanents formés par des billes de 1 um de diameétre sous l'effet d'un champ

magnétique.

Le microscope optique

Le microscope optique est un instrument d'optique muni d'un objectif et d'un oculaire
qui permet de grossir I'image d'un objet de petites dimensions et de séparer les détails de
cette image afin qu'il soit observable par I'ceil humain. Le microscope optique se base sur un
systeme de lentilles optiques pour obtenir une image agrandie de I'échantillon & observer

(Figure Alll-5).
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Figure Alll-5: Photo du microscope optique a téte binoculaire et principe de fonctionnement d’un microscope
optique.

L'objet a observer est placé devant la premiére lentille appelée objectif. Si I'objet est
au-dela de la distance focale, cela forme une image réelle inversée et de taille différente ;
I'image est plus grande que l'objet si celui-ci est situé a une distance inférieure au double de
la distance focale de l'objectif. La deuxieme lentille est I'oculaire : elle est positionnée de
sorte que l'image soit dans son plan focal. Ainsi, I'ceil observe une image « a l'infini ».

La techniqgue de microscopie utilisée pour l'observation de nos lames est la
microscopie en réflexion. L'échantillon est illuminé du méme cbété que l'observateur. La
lumiere produite par la source passe une premiére fois par I'objectif, arrive sur I'échantillon,
est réfléchie et repasse par I'objectif pour observation ce qui nécessite plusieurs jeux de
Miroirs ou prismes.

Le microscope utilisé est un Nikon a téte binoculaire (Figure Alll-5). Il ne faut pas le

confondre avec la loupe binoculaire qui nous a aussi servi a observer nos échantillons.
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La loupe binoculaire.

L'instrument d'optique appelé couramment « loupe binoculaire » est en réalité un
stéréomicroscope qui fournit une image tridimensionnelle de faible grossissement (Figure
Alll-6). C'est un appareil destiné en priorité a I'observation a faible grossissement avec un
éclairage par-dessus. Il permet surtout la perception stéréoscopique, en relief, de petits

sujets.

Figure Alll-6 : Photo d’une loupe binoculaire

Un stéréomicroscope se compose en fait de deux microscopes accolés pour fournir
deux images de l'objet, une pour chaque ceil. Chaque image est redressée par un dispositif
particulier qui n'existe pas dans un microscope classique. Cela permet une vision en relief
de I'objet.

La loupe binoculaire utilisée a un pouvoir grossissant de x2

Les microscopes optiques n’ont pas un pouvoir de résolution suffisant pour observer
les filaments formés par les billes de 200 nm de diameétre. Nous avons donc utilisé un

microscope a balayage électronique (MEB).
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Microscopie électronique a balayage

Un microscope électronique a balayage est essentiellement composé d’'un canon a
électrons et d'une colonne électronique, dont la fonction est de produire une sonde
électronique fine sur I'échantillon, d'une platine porte-objet permettant de déplacer
I'échantillon dans les trois directions et de détecteurs permettant de capter et d’analyser les
rayonnements émis par I'échantillon. En outre I'appareil doit nécessairement étre équipé

d’'un systéme de pompes a vide et I'échantillon doit étre conducteur.
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Figure Alll-7 : Schéma d’un microscope électronique a balayage

Une sonde électronique fine (faisceau électronique) est produite par le canon a
électrons qui joue le réle d’'une source réduite par des lentilles électroniques qui jouent le
méme roéle vis-a-vis du faisceau d’électrons que des lentilles conventionnelles, photoniques
dans un microscope optique. Des bobines disposées selon les deux axes perpendiculaires a
'axe du faisceau et parcourues par des courants synchronisés permettent de soumettre la
sonde a un balayage du méme type que celui de la télévision. Les lentilles électroniques, qui
sont généralement des lentilles magnétigues et les bobines de balayage forment un
ensemble que I'on appelle la colonne électronique.

Le faisceau d'électrons est projeté sur I'échantillon a analyser. L’interaction entre la

sonde électronique et I'échantillon génere des électrons secondaires, de basse énergie qui
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sont accélérés vers un détecteur d’électrons secondaires qui amplifie le signal. A chaque
point d'impact correspond un signal électrique. L’'intensité de ce signal électrique dépend a la
fois de la nature de I'échantillon au point d'impact qui détermine le rendement en électrons
secondaires et de la topographie de I'échantillon au point considéré. Il est ainsi possible, en

balayant le faisceau sur I'échantillon, d’obtenir une cartographie de la zone balayée.
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Annexe |V

Analyse des images de filaments sur verre

Procédure pour une analyse semi-automatique desima  ges de filaments

1. Elimination manuelle des défauts non significatifs prévenant une analyse correcte des
images (bulles, polluants)

2. Algorithme semi automatique pour l'analyse d’image. Cet algorithme nécessite la
détermination manuelle d’'un seuil permettant de distinguer les filaments de I'image de
fond. Il faut aussi inclure une calibration spatiale en utilisant une référence géomeétrique.
Les axes X et Y sont équivalents pour cette calibration spatiale. Les filaments retenus et
analysés par l'algorithme sont indiqués par un détourage blanc. Les autres filaments ne
sont pas pris en compte dans 'analyse quantitative. Les filaments rejetés correspondent
aux items les plus petits.

Image brute

Image aprés élimination manuelle des défauts non significatifs
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Image segmentée montrant les filaments pris en compte

Etablissement d’'une échelle (microns)
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3) Extraction des caractéristiques de formes.
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Exemple de tableau contenant les caractéristiques de forme pour chaque filament isolé et segmenté
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Analyse quantitative de I'image des filaments prépa

particules a=1,6. 10 “* M
Nombre de filaments segmentés = 219

rés avec une concentration de
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Image de filaments formés a une concentration de particulesa= 1,6 E-4 M
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Analyse quantitative de I'image des filaments prépa

particules b=4,15. 10 “M
Nombre de filaments segmentés = 330

rés avec une concentration de
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207




Analyse quantitative de I'image des filaments prépa
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Image de filaments formés & une concentration de particules c = 1,6 E-3 M.

Les filaments pris en compte par I'algorithme de segmentation sont entourés pour un contour blanc
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Analyse quantitative d
particules d=4,15. 10° M/
Nombre de filaments segmentés = 462

'image des filaments prépa
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Image de filaments formés a une concentration de particules d = 4,15 E-3M .

Les filaments pris en compte par I'algorithme de segmentation sont entourés pour un contour blanc
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Analyse quantitative de I'image des filaments prépa

particules e=8,3. 10°M
Nombre de filaments segmentés = 135

rés avec une concentration de

Aspect ratio of external rectangle (e)

0 6Aspect ratio of external ellipse (e)

0.6
0.5 0.5
4 > 0.4

2 0.4 3
S ()
3 0.3+ g 03]
2 &
" 02- 027

0.1- 0.1+

0 _
0 2 4 6 8 10 12
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Rectangle aspect ratio clas Ellipse aspect ratio clas:

0.6 Orientation (e) 0.6 Surface (e)

0.5+ 0.5+
§0.4 . B > 0.4 -
g 0.3 o
S 2 0.3
oo Z

0. L 9o

01 N H H 01 B

0 = o [ \ I:l \ — |:| \ [ I
0 4
0 1020 30 40 50 60 0 100 200 300 400 500
Surface clas:

Orientation class (angle °)

Image de filaments formés a une concentration de particules e = 8,3 E-3 M.

Les filaments pris en compte par I'algorithme de segmentation sont entourés pour un contour blanc
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Résumé

La manipulation de micro et nanoparticules magnétiques et leurs applications dans les
domaines de la biologie, la biodétection et du diagnostic a continuellement gagné en intérét ces
derniéres années. Ce travail de thése explore I'utilisation des propriétés magnétiques des particules

en suivant deux axes distincts.

Dans un premier axe, nous avons utilisé des particules magnétiques dans une analyse par
biocode barre pour la capture et la concentration de cibles biologiques. La détection a été effectuée a
l'aide d'un nouveau biocapteur a onde évanescente. Le but était de pouvoir procéder a un génotypage
plaquettaire sans utiliser la « Polymérase Chain Reaction» (PCR), en collaboration avec
I'Etablissement Frangais du Sang Rhone-Alpes. Nous nous sommes servis du systeme biallélique
HPA-1 comme preuve de concept, en utilisant des cibles de type oligonucléotide synthétique pour
valider nos protocoles d’analyse. Nous avons réussi a détecter une concentration de 2 fmol/l de cibles
non marquées. Notre test permet de discriminer les deux alléles du géne HPA-1, qui ne différent que
d’un nucléotide. Notre approche par biocode barre permet d'abaisser le seuil inférieur de détection de
notre biocapteur d’'un facteur 125 000. Nous avons pu détecter 6.10° copies de cible synthétique, sans
passer par une amplification PCR. La prochaine étape consistera a adapter le test pour analyser des
échantillons biologiques réels.

Dans un deuxiéme axe, nous avons exploré I'assemblage de particules magnétiques sous
champ magnétique, de maniére a fabriquer des filaments permanents ancrés sur une surface et
orientables. Les filaments ont pu étre greffés sur des supports homogénes de verre, d'or et sur des
supports mixte verre/or fonctionnalisés de maniére orthogonale. Les filaments ont pu étre localisés
dans des zones précises du support, soit en employant des pointes concentrant le champ magnétique
localement (spots de 500 pum), soit en jouant sur la fonctionnalisation sélective sur support mixte
(carrés d'or de 1 mm de c6té). Typiquement I'assemblage de particules de 200 nm de diametre a
permis d'obtenir des filaments de 5 um de longueur pour 200 a 400 nm de largeur. Les conditions de
formation des filaments restent toutefois & améliorer.

Les filaments magnétiques permanents ont été employés pour deux applications. Tout d’abord
nous avons employé les filaments magnétiques orientables pour valider un banc d'imagerie
polarimétrique par résonance de plasmon de surface (P-SPRI) développé par le LCFIO (Palaiseau).
Les premieres mesures tendent a montrer que 'anisotropie des filaments peut étre détectée par le
banc de P-SPRYI, il est toutefois nécessaire de poursuivre les travaux pour mieux valider ces résultats.
Deuxiemement nous avons employé des filaments magnétiques biofonctionnalisés avec des
oligonucléotides sondes, pour procéder a un génotypage plaquettaire. Dans des conditions de mesure
non optimisées, I'hybridation d'oligonucléotides cibles fluorescents sur les filaments ancrés sur
support permet de multiplier par trois le signal de fluorescence par rapport a une hybridation sur

surface plane, grace a une augmentation de la surface spécifique du support.

Mots-clés ;: Particules magnétiques, génotypage plaq uettaire, biocode barre, filaments

magnétiques, biofonctionnalisation, biocapteur a on des évanescentes, fluorescence, SPRI.
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Abstract

Manipulation and utilization of magnetic nano/microparticles have raised some interest in the
field of biology, biodetection and diagnostics during the last few years. This work explores the uses of

magnetic properties of particles in two different axes.

In a first part, we used magnetic particles in a bio-barcode assay for the capture and biological
target concentration steps. The detection was done using a new evanescent wave biosensor. The aim
was to perform a platelet genotyping without polymerase chain reaction (PCR) with the collaboration of
the French national blood service (EFS). We used the biallelic system HPA-1 as proof-of-concept,
using synthetic oligonucleotides as target in order to validate our protocols. The assay allows to
specifically detect single nucleotide polymorphism for HPA-1 gene with a detection of 2 fmol/l of label-
free target synthetic oligonucleotides. Our bio-barcode assay allows to lower the inferior limit of
detection of our biosensor by a factor of 125 000. We can detect 6.10° copies of synthetic target
without using a PCR amplification step. The next step will be to adapt our assay to analyze real
biological samples.

In a second part, we explored the assemblage of magnetic particles with a magnetic field to
create permanent filaments anchored on a surface and that can be actuated. The filaments could be
grafted on homogeneous glass or gold supports and also on mixed glass/gold supports with
orthogonal functionalization. Filaments could be localized on precise support zones using either
metallic tips concentrating locally the magnetic field (500 um spots) or selective functionalization on
mixed supports (1 mm gold squares). Assembling 200 nm diameter particles allowed to typically obtain
filaments 5 um long and 200 - 400 nm wide. The filament formation conditions could still be improved.

Permanent magnetic filaments were used for two applications. Firstly, we used magnetic
filaments which can be actuated to validate a polarimetric surface resonance imaging biosensor (P-
SPRI) developed by the LCFIO (Palaiseau). First measurements tend to show that the anisotropy can
be detected by the P-SPRI biosensor. It is necessary to continue this work to better validate the results
already obtained. Secondly, we used magnetic filaments biofunctionalized by oligonucleotide probes
to type platelets. In non-optimized measurement conditions, the hybridization of fluorescent target
oligonucleotides on filaments anchored on a surface allows to multiply by 3 the fluorescence signal

compared to hybridization on plane surface by increasing the support specific surface.

Keywords : Magnetic particles, platelet genotyping, bio-barcode assay, magnetic filaments,

bio-functionalization, evanescent wave biosensor, f luorescence, SPRI
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