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Résumé

Les allergies représentent un enjeu sociétal majeur dans nos sociétés modernes. Les
outils de diagnostics actuels permettent la mesure de concentration d’anticorps spécifiques IgE
responsables des réactions allergiques contenus dans le sérum de patient. L’intégration de nano-
microparticules diminue les distances de diffusion permettant de miniaturiser les dispositifs, de
diminuer le temps de réaction et d’améliorer I’efficacit¢ du diagnostic. C’est dans cette
perspective que cette theése se positionne en développant une méthode innovante de détection
des anticorps IgE par [’utilisation de microbilles polystyrénes (PS) 10 pm et
superparamagnétiques 1 um (SPM).

L’idée explorée dans cette thése est d’utiliser les microbilles PS comme support
d’immunodosage et les propriétés magnétiques des microbilles SPM en réalisant un tri
magnétique des microbilles PS. Nous avons développé cette technologie en trois étapes
technologiques distinctes. Premi¢rement, la bio-fonctionnalisation a permis le greffage des
allergenes et des anticorps a la surface des microbilles qui réagissent ensuite avec le sérum de
patient. Puis, le tri magnétique a été développé pour isoler les microbilles PS en fonction de la
présence ou non d’anticorps IgE a leur surface. L’efficacité de ce procédé est proportionnelle a
la quantit¢ d’IgE par microbilles. Finalement, une technologie d’auto-assemblage de
microbilles appelées « assemblage gravitationnel » a ¢été développée en exploitant
avantageusement les phénomenes de sédimentation et de capillarité. Il a été montré que cette
technologie complémentaire a la technologie d’assemblage capillaire étend le domaine de
I’assemblage a des systemes de suspensions colloidales denses. De plus, cette technologie
permet d’atteindre une limite de détection de 2 microbilles/ml.

Des tests cliniques ont été réalisés avec succes a partir de sérums de patient sensibles
aux extraits d’arachide, de noisette et de crevette. Le temps de procédé, la limite ainsi que la
dynamique de détection ont été optimisés. La preuve de concept de détection des anticorps IgE
a été présentée et ouvre la voie vers le diagnostic des allergies multiplexe.



Abstract

Development of a microbead-based hybrid technology
for IgE antibody detection : towards the allergy
diagnosis

Allergies represent a major social issue for modern societies. Current diagnostic tools enable to
measure the concentration of specific IgE antibodies responsible for allergic responses into the
patient’s serum. The use of nano-micro particles decreases diffusion distances in order to shrink
the size of devices, to reduce the length of time reaction and to improve diagnostic efficiency.
In this perspective, the aim of this PhD work was to develop an innovative method for the
detection of IgE antibodies by using both 10um polystyrene (PS) and 1pum superparamagnetic
(SPM) microbeads.

The PhD explores this idea by using both PS microbeads as support of immunoassay and
magnetic properties of SPM microbeads in order to perform a magnetic sorting of PS
microbeads. We have developed this technology in 3 different technological steps. First,
biofunctionalization is used to link allergens and antibodies onto the surface of microbeads
intended to react with serum patient. Then, the magnetic sorting has been developed to isolate
PS microbeads depending on the presence / absence of IgE antibodies onto their surface. The
efficiency of such a process is proportional to IgE quantity per microbeads. Finally, a self-
assembly process of microbeads called « gravitational assembly » has been developed by
studying sedimentation and capillary phenomenon. It has been shown that this complementary
technology to the capillary assembly technology extend the scope of assembly to dense system
of colloidal suspension. In addition, this technology has reached a detection limit of 2
microbeads per ml.

Clinical trials have been successfully performed from allergic serum patient to peanut, hazelnut
and shrimp. Process time, detection limit and dynamic range of the detection system have been
investigated and optimized. The proof of concept of IgE antibodies detection have been
demonstrated. These results point the way towards the multiplex diagnosis of allergies.
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IgE / IgG : Immunoglobuline E / Immunoglobuline G

PS : PolyStyréne

SPM : SuperParaMagnétique

LTM : Laboratoire des Technologies de la Microélectronique
OMS : Organisation Mondial de la Santé

AAFA : Fondation Américaine pour 1’ Asthme et les Allergies
RAST : RadioAllergoSorbent Test

RIA : Radio ImmunoAssay

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
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BSA : Bovine Serum Albumin
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CMOS : Complementary Metal Oxide Semi-conductor
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Introduction générale

Les microparticules suscitent de plus en plus d’intérét dans de multiples domaines tels que les
matériaux composites, les peintures, les revétements, les recherches d’hydrocarbures, les
matériaux adhésifs, les produits cosmétiques et les produits d’hygiene. Les avancées
technologiques ont permis d’améliorer la synthése des microbilles en contrdlant leurs propriétés
physicochimiques. Le domaine biomédical s’est également beaucoup intéressé a ces microbilles
pour diverses applications telles que : la bioséparation de protéines, la séparation cellulaire, la
diffusion de médicaments in-situ, ’imagerie médicale en médecine nucléaire et les diagnostics
par immunodosage.

De récentes €tudes se sont portées sur I'utilisation des microbilles pour le diagnostic biomédical
a partir d’un échantillon de sérum de patient issu d’un prélévement sanguin. Ces récents travaux
de recherche ont démontré que les microbilles permettent de diminuer le volume de sérum
utilisé, la quantité¢ de réactifs, le temps de réaction et permettent d’augmenter la limite de
détection par rapport aux techniques d’analyse actuellement utilisées dans les laboratoires
d’analyses médicales.

Ces avancées technologiques sont particulierement propices au diagnostic des allergies, car la
quantité¢ d’anticorps a détecter est tres faible (0.24 — 240 ng/ml). Les allergies présentent un
enjeu sociétal important, touchant 25 % de la population et entrainent une diminution de la
qualité de vie. Les symptomes allergiques sont variés et d’intensité différente allant méme
jusqu’a des réactions aigués et généralisées menant au choc anaphylactique. Le diagnostic doit
étre efficace pour conseiller au mieux le patient et diminuer les effets indésirables de cette
maladie chronique.

Actuellement, deux outils de diagnostic sont utilisés, d’une part les tests de provocation in-vivo
effectués sur la peau a partir de gouttes de solution allergénique et d’autre part I’analyse in-
vitro d’échantillon de sérum de patient dans 1’objectif d’évaluer la concentration des anticorps
IgE (ImmunoGlobuline E). Cette classe d’anticorps déclenche des réactions immunitaires
lorsqu’ils reconnaissent une substance allergénique a laquelle ils ont été sensibilisés lors d’une
premicre étape dite de « sensibilisation ». La concentration de ces anticorps est un bon
indicateur du niveau d’intensité de 1’allergie. Depuis 20 ans, de nombreuses idées ont abouti a
des techniques de diagnostic des allergies en utilisant des particules de taille nano et/ou
micrométriques présentant des performances supérieures aux techniques conventionnelles.
Parmi ces méthodes, on retrouve des technologies qui utilisent les particules comme support
solide : particules PS (PolyStyrénes) ou SPM (SuperParaMagnétiques). L utilisation de nano-
microbilles SPM autorise une manipulation simple et efficace ainsi que leur agglutination pour
former des spots de microbilles et réaliser une mesure de fluorescence optimale.

L’objectif de ces travaux de theése est de décrire une approche basée sur 1’utilisation de
microbilles PS et SPM pour la détection d’anticorps IgE contenus dans le sérum de patient. Les
technologies utilisées ont été développées et optimisées pour démontrer la faisabilité de cette
méthode avec une application dirigée vers le diagnostic d’allergies. Cette approche est
composée de 4 étapes. Tout d’abord, les microbilles sont recouvertes d’allergénes et les
microbilles SPM d’anticorps anti-IgE par des procédés de bio-fonctionnalisation provenant de
I’état de I’art. Puis les microbilles PS réagissent avec les sérums de patient d’une part et les
microbilles SPM d’autre part. Dans un troisiéme temps, les microbilles PS ayant réagi avec le
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sérum de patient sont isolées au moyen d’un tri magnétique de microbilles. Finalement, ces
microbilles sont assemblées sur une surface pour faciliter leur comptage.

L’originalité de I’approche que nous proposons dans cette thése est la combinaison de 3
technologies : la bio-fonctionnalisation de surface, le tri magnétique appliqué aux microbilles
et 1’assemblage gravitationnel de microbilles. L’idée est d’utiliser des microbilles PS
pigmentées pour un encodage colorimétriques permettant de discriminer les allergénes fixés a
la surface de la microbille. Un mélange de ces différentes microbilles permet de tester une
multitude d’allergeénes en une seule fois par multiplexage.

Le chapitre 1 introduit de fagon générale les connaissances nécessaires sur les allergies pour
comprendre les objectifs du diagnostic d’allergies. Les différentes méthodes sont décrites en
présentant les avantages et inconvénients de chacune d’entre-elles. Puis, les différents travaux
de recherche sur le diagnostic des allergies basés sur 1’utilisation de nano et/ou microparticules
sont étudiés.

Le chapitre 2 présente la technologie de bio-fonctionnalisation des microbilles polystyrénes
d’une part et des microbilles SPM d’autre part. Cette technologie permet de greffer des
protéines a la surface des microbilles. Les microbilles PS sont fonctionnalisées avec des
allergenes alors que les microbilles SPM sont fonctionnalisées avec des anticorps secondaires
anti-IgE. Différentes techniques de caractérisation sont utilisées pour mettre en évidence le
greffage des protéines d’intérét et pour évaluer la quantité de protéines par unité de surface. Le
dispositif et les protocoles expérimentaux sont détaillés.

Le chapitre 3 s’intéresse a la technologie de tri magnétique appliquées aux microbilles PS. Cette
technologie, tres utilisée pour la séparation des cellules par discrimination de marqueurs
biologiques de surface, a été adaptée pour une application sur des microbilles. Le tri magnétique
est utilisé pour séparer les microbilles ayant réagi avec le sérum de patient des microbilles
restées neutres. Les concepts fondamentaux de magnétisme et de superparamagnétisme sont
présentés.

Le chapitre 4 montre le développement d’une nouvelle méthode d’assemblage de microbilles
uniques en exploitant la force de gravitation. Le principe physique de chaque étape et leur
caractérisation sont présentés. Le dispositif élaboré¢ et le protocole expérimental y sont dévoilés.
Les performances de cette technologie sont comparées aux autres techniques.

Le chapitre 5 utilise les technologies développées dans les chapitres 2, 3 et 4 pour permettre la
détection des anticorps IgE en analysant des échantillons de sérum de patient allergique aux
extraits d’arachide, de noisette ou de crevette. La préparation et les analyses de contrdle des
¢chantillons sont réalisées. Des tests cliniques pour une mesure qualitative sont également
exposés et une comparaison est effectuée avec les valeurs obtenues par la technologie
ImmunoCAP®.
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Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser au principe de fonctionnement des allergies du
point de vue du systéme immunitaire et en particulier : le role clé des anticorps IgE dans le
déclenchement des réactions allergiques. Les différentes techniques utilisées dans les
laboratoires d’analyses médicales pour le diagnostic de 1’allergie seront présentées. Les
performances, les avantages ainsi que les inconvénients de chaque méthode seront exposés.
Puis, I’état de 1’art des techniques du diagnostic des allergies par 1’utilisation de nano-
microbilles sera abordé. Nous présenterons, dans une derni¢re partie, le projet recherche
constituant ce travail de theése portant sur le diagnostic des allergies basé sur la technologie
microbilles mise en place au sein du laboratoire LTM.
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1.1 Comprendre les allergies

1.1.1 Un enjeu sociétal fort

La sociét¢é moderne est soumise aux contraintes environnementales dues a la présence de
polluants dans I’air, I’eau et le sol responsables en partie de 1’augmentation préoccupante des
symptomes allergiques au sein de la population. En effet, ’OMS (Organisation Mondiale de la
Santé) classe les maladies allergiques au quatriéme rang parmi les maladies chroniques,
touchant prés de 30 % de la population des pays occidentaux'. Un nombre qui a doublé en 20
ans notamment chez les enfants et les adolescents, par exemple 1’allergie au lait de vache touche
10 % des enfants>*. L’OMS estime qu’une personne sur deux en sera affectée d’ici 2050. La
figure 1.1a est un graphique de I’AAFA (Fondation Américaine pour I’ Asthme et les Allergies)
qui montre que le nombre de personnes touchées par les allergies est plus élevé que pour
d’autres maladies comme le cancer et le diabete. De plus, le nombre de réactions allergiques
séveres comme les chocs anaphylactiques est également en constante augmentation. C’est une
réaction rapide, violente et potentiellement mortelle s’il n’y a pas une intervention médical
rapide. Le graphique de la figure 1.1b illustre cette augmentation en comparant le nombre
d’admissions pour chocs anaphylactiques chez toutes les tranches d’Age en Australie®. En
particulier, le graphique montre que le nombre de cas de chocs anaphylactiques traités a été
multiplié par 4 (40 a 190) chez la tranche d’age des moins de 4 ans entre 1994 et 2004.
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Figure 1.1 : a) Principales maladies affectant la population aux Etats UNIS, b) statistique des réactions
anaphylactiques en Australie en fonction des différentes tranches d’éges4.

1.1.2 Les allergenes

La plupart des allergies peuvent étre déclenchées par un grand nombre de protéines appelées :
les allergeénes. Ils proviennent de sources trés variées (pollen, acariens, moisissures, insecte,
nourritures et médicaments) comme 1’indique de diagramme circulaire de la figure 1.2. Par
ailleurs, de nouveaux allergénes sont régulierement découverts. Depuis 2004, 200 nouveaux
allergénes sont identifiés chaque année en moyenne. Actuellement, 3 164 molécules’ ont été
reconnues comme potentiellement allergéniques. Certains ne sont pas présents sous forme de
protéines, mais de petites molécules comme la pénicilline ou le nickel. Cependant, ils
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déclenchent des symptdmes allergiques par le méme mécanisme, car ils ont la capacité de se
lier avec une petite molécule appelée hapteéne.

® Pollen and Plants 60% ® Insects 5 %
® Dust mites 17 % ® Food 4 %
® Dander and molds 12 % ™ Drugs 2%

Figure 1.2 : Diversité des sources allergéniques.

1.1.3 L'allergie IgE reliée

Le systéme immunitaire a pour fonction de nous protéger contre les micro-organismes
(bactéries, virus et parasites), les substances chimiques et le cancer. Ce systéme de défense est
composé d’un grand nombre de cellules différentes et de protéines. Cet ensemble a deux roles :
dépister les microorganismes qui constituent une menace et les détruire a cause de leur nocivité.
11 arrive malheureusement parfois, que le systéme immunitaire réagisse de maniere excessive a
des substances provenant du milieu extérieur et normalement inoffensives : les allergenes. Le
mécanisme de réaction allergique se déroule en deux phases® :

- La sensibilisation (premier contact)
- Laréaction allergique (contact ultérieur)

Lors de la phase de sensibilisation, apres avoir détecté un allergéne, le systéme immunitaire se
met a fabriquer en trés grandes quantités des anticorps. Appelés immunoglobuline E (IgE)’!°,
ce type d’anticorps peut se fixer sur des cellules spéciales : mastocytes et basophiles qui
contiennent des granules toxiques.

Durant la seconde phase, 1’allergéne est directement reconnu par les anticorps IgE. L’allergéne
se fixe sur les IgE présents a la surface des mastocytes provoquant la libération des granules
toxiques. Elles contiennent de puissant irritants chimiques tels que I’histamine!®. La figure 1.3
montre le principe de déclenchement des allergies causé par la liaison entre un mastocyte, des
anticorps IgE et des allergenes.

Plus la concentration d’IgE est importante, plus les symptomes seront importants'!'. Les
anticorps IgE sont dits spécifiques, ils reconnaissent un allergéne précis. Par conséquent, il
existe autant d’anticorps IgE différents que d’allergénes. Cependant, il est possible qu’un
anticorps IgE reconnaisse et déclenche une réaction allergique pour un autre allergéne différent
de celui pour lequel il a été fabriqué, c’est le cas des allergies croisées'?.

Un diagnostic d’allergies idéal doit permettre au patient de connaitre sa réaction (allergies ou
non) pour chaque allergéne'®. Nous verrons dans la prochaine partie les différents outils de
diagnostics mis a disposition pour les professionnels de la santé et les particuliers.
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Figure 1.3 : Mécanisme de réaction de reconnaissance 1’allergéne par le systéme immunitaire et provocation
des symptdmes allergiques.

Les allergies présentent un enjeu sociétal majeur avec un nombre de personnes affectées
et des réactions aigues en constante augmentation.

Les sources allergéniques capables de déclencher ces réactions allergiques sont tres
diversifiées, plus de 3 000 protéines ont été identifices comme potentiellement
allergiques.

Nous avons mis en évidence que les anticorps IgE jouent un réle primordial dans le
déclenchement des réactions allergiques qui se déclenchent en deux étapes : une phase
de sensibilisation et une phase de réaction. Il y a un lien entre concentration des IgE
présent dans le systeme immunitaire et intensité des réactions allergiques.

1.2 Diagnostics des allergies

Actuellement, on peut regrouper les technologies de diagnostics d’allergies en deux grandes
catégories. Les tests de provocation sur la peau (in-vivo) et les tests d’analyse du sérum de
patient (in-vitro) pour quantifier la concentration d’anticorps IgE.

1.2.1 Test in-vivo de provocation sur la peau : test de Prick

Les tests in-vivo effectués sur la peau dans le cadre d’un dépistage d’allergies ont été décrits
pour la premiére fois en 1867. Le test de Prick'* est le plus répandu par sa simplicité de mise
en place et d’interprétation des résultats. Il consiste a piquer et déposer a travers 1’épiderme une
goutte de solution allergénique sur la face antérieure de 1’avant-bras ou le dos (figure 1.4a et
1.4b). C’est un test faiblement invasif et assez reproductible s’il est correctement effectué. Les
résultats sont obtenus en 15 minutes. Un test positif se manifeste par une papule (un petit bouton
ressemblant a une piqure d’orties) ayant un diamétre supérieur a 3 mm. Cependant, cette
méthode présente des inconvénients majeurs. Ces tests ne peuvent pas étre réalisés sur les
patients souffrant d’eczéma aigue ou ayant un traitement antihistaminique. De plus, chez
certains patients a risque, une réaction généralisée conduisant a un choc anaphylactique peut se
produire!>16,
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Figure 1.4 : Test de Prick effectué sur la peau du patient en utilisant différentes sources allergéniques.

1.2.2 Test in-vitro : principe de 'immunodosage en « sandwich »

Les réactions allergiques résultent d’une concentration anormalement ¢élevée d’une catégorie
d’anticorps : les immunoglobulines E. Notre systéme immunitaire produit des anticorps
regroupés en 5 classes : IgA, IgD, IgE, IgG, IgM. Les IgE rentrent dans la catégorie d’anticorps
dont la concentration totale dans un échantillon de sérum de patient non-allergique est comprise
entre 1.5kU/1 et 144 kU/I (3.6 ng/ml et 345.6 ng/ml)!”. L’unité de concentration utilisée kU/1
ou Ul/ml correspond a 2.4 ng/ml. Le seuil de concentration des IgE spécifiques est fixé a
0.1UI/ml soit 0.24ng/ml. Si la concentration mesurée est supérieure a cette valeur, le test est dit
positif a ’allergéne correspondant a 1’anticorps spécifique testé. Ainsi, la quantité d’anticorps
a détecter pour effectuer un diagnostic d’allergies est tres faible. C’est pourquoi il est nécessaire
d’utiliser des méthodes de diagnostic trés sensibles dans le cas des allergies.

Dans le but de surmonter les inconvénients du test in vivo, les tests d’immunodosage de type
« sandwich » ont été étudiés, développés puis utilisés. Tout d’abord les allergénes ou I’extrait
d’allergénes est immobilis¢ sur une phase solide. Puis, le sérum de patient y est incubé
permettant aux anticorps IgE de se fixer sur les allergénes. Une solution de révélation contenant
des anticorps secondaires anti-IgE ciblant les IgE spécifiques est ajoutée. Le signal est détecté
grace au marquage de I’anticorps secondaire qui différe selon la technologie utilisée. En 1967,
le test RAST!® (RadioAllergoSorbent Test) a été développé en se basant sur la méthode RIA
(radio-immunoassay) : c’est une technique de dosage semi-quantitative (6 niveaux) des IgE
spécifiques. Les anticorps anti-IgE possédent un marquage radioactif permettant d’évaluer la
concentration d’IgE en mesurant un nombre de désintégrations par seconde. Ce test original a
été¢ remplacé par des dosages immunoenzymatiques. Dans ce cas, [’anticorps secondaire est
marqué avec des enzymes (figure 1.5). La technique ELISA' datant de 1971 (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) utilise des anticorps secondaires marqués a un enzyme qui colore la
solution. Le signal est mis en évidence par mesure de 1’absorbance de la solution a une longueur
d’onde donnée. L’absorbance est proportionnelle a la concentration d’anticorps. Une autre
méthode utilisée pour la révélation est la chimiluminescence CLIA%*2! (ChimiLuminescence
ImmunoAssay). L’anticorps est marqué par une molécule luminescente qui émet dans le visible
ou dans le proche ultra-violet (300 nm — 800 nm), cette émission résulte de la transition d’un
¢lectron d’un état excité a un état fondamental. Cette méthode présente 1’avantage de réaliser
des mesures absolues alors qu’elles sont relatives dans le cas de I’absorbance. La technologie
FEIA?? (Fluorescent Enzyme ImmunoAssay) a été développée pour la détection et la
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quantification des anticorps IgE. Dans ce cas, I’anticorps secondaire est couplé a une enzyme
fluorogene FEIA, ainsi la solution devient fluorescente en présence de I’enzyme. Le signal est
analysé par mesure de la fluorescence a I’aide d’un spectrophotomeétre. La technologie FEIA,
plus récente, permet d’obtenir un signal plus fort et une meilleure limite de détection qu’avec
la technologie ELISA ou CLIA.

Signal de détection (colorimétrique,
= chimiluminescent ou fluorescent

Anticorps secondaire “ ~

conjugué a une —)
enzyme
Anticorps / \
\ Antigéne
B

——

primaire /
A
==

Enzyme du substrat

Figure 1.5 : Principe de détection des anticorps primaires par immunodosage de type « sandwich ».

1.2.3 Les outils de diagnostics d’allergies in-vitro commercialisées

Dans cette partie, nous allons présenter 3 outils de diagnostics commercialisés par PHADIA?*
24 un banc de test automatisé? (ImmunoCAP®), une biopuce?® pour des tests multiplexes
(ImmunoCAP® ISAC) et un test point-of-care’’ (ImmunoCAP® point-of-care Rapid).

1.2.3.1 Les tests automatisés

Actuellement, il existe 3 systeémes de diagnostics d’allergies automatisés provenant de 3
sociétés différentes exploitant des technologies différentes?®. HYTEC a développé le systéme
HYTEC™-288 (figure 1.6a) basé sur la méthode ELISA, PHADIA commercialise le systéme
ImmunoCAP® (figure 1.6b) par méthode FEIA et Siemens utilise le systeme Immulite® basé
sur la chimiluminescence (figure 1.6¢). Ces trois systémes sont automatis€és et permettent
d’analyser un grand nombre de sérums dans un laboratoire d’analyses médicales en une journée.
Ces systémes sont capables de mesurer des concentrations d’anticorps IgE comprises entre 0.1
Ul/ml et 100 Ul/ml (0.24 ng/ml -240 ng/ml). Par exemple, le systtme ImmunoCAP® a une
capacité d’analyse compris entre 16 et 240 tests par heure en fonction du modéle. La durée
d’analyse pour un test est de 2 h 30. Les échantillons d’allergénes, de solution tampon et de
sérums de patient sont introduits dans le dispositif et les tests sont effectués a la chaine
permettant de produire un grand nombre de résultats d’analyses en une journée.
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Phadia > :‘ I——

HYTEC™ - 288 ImmunoCAP® Immulite®

Figure 1.6 : Photo des systémes commercialisés et automatisés pour le diagnostic d’allergies provenant de
différentes entreprises28 : a) HYCOR, b) Phadia et ¢) Siemens.

Nous nous sommes intéress€s plus particulierement au systtme ImmunoCAP®
commercialisées par PHADIA utilisé par notre partenaire du laboratoire d’immunologie situé
au centre hospitalier de Lyon sud. La phase solide d'ImmunoCAP® est constituée d'un dérivé
cellulosique enfermé dans une capsule. Ce polymere hydrophile, fortement ramifi¢, fournit un
milieu qui favorise leur fixation tout en préservant leur structure native. L'allergéne est conjugué
de maniere covalente a la phase solide et réagit avec les IgE spécifiques du sérum de patient.
Un lavage est effectué pour retirer le sérum puis les anticorps anti-IgE marqués par un enzyme
fluorophore sont ajoutés pour former un complexe (allergéne — anticorps IgE — anticorps anti-
IgE). Aprés incubation, les anti-IgE non liés sont ¢liminés par une étape de lavage et le
complexe formé est alors incubé avec une solution de développement qui révele 1’enzyme
fluorophore. Apres avoir arrété la réaction, la fluorescence de la solution est mesurée. La
fluorescence est directement proportionnelle a la concentration d'IgE spécifiques de
I'échantillon. Cette technique est rapide (2 h 30), reproductible, mais laisse peu de flexibilité.
En effet, seulement 650 allergénes provenant de 90 sources allergéniques sont mis a disposition
par le fabricant. De cette manicre, il n’est pas possible d’effectuer des tests avec d’autres
allergénes pour un diagnostic personnalisé pour chaque patient.

1.2.3.2 Les biopuces en multiplexe

Un test d’immunodosage en multiplexe permet de tester plusieurs antigénes en un seul test. Il
existe de différents tests multiplexes pour le diagnostic d’allergies afin de tester plusieurs
allergénes simultanément. Dans cette partie, nous présentons le test InmunoCAP® ISAC?%°,
C’est une plateforme miniaturisée d'immunodosages, basée sur la technologie FEIA, dans
laquelle les différents allergénes sont immobilisés sur un microréseau. Cette technologie
avancée permet de mesurer la concentration d’IgE spécifiques vis a vis d'un panel fixe de
112 allergeénes qui couvre 51 sources allergéniques. Le test est réalis¢ dans un laboratoire
d’analyses médicales, a partir de 30 pl de sérum de patient. InmunoCAP® ISAC est le premier
outil de diagnostic in vitro de type multiplexe destiné aux spécialistes de l'allergie. Cet outil
permet de dépister plusieurs allergies a partir d’un seul échantillon de sérum de patient.

La figure 1.7 montre I'utilisation de la biopuce. Tout d’abord, un prélévement sanguin est
effectué (figure 1.7a), I’échantillon du sérum de patient issu du préleévement est déposé sur le
microréseau contenant les différents allergénes (figure 1.7b). Puis la biopuce est scannée a
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I’aide d’un laser pour mesurer 1’intensité de fluorescence sur chaque spot d’allergene (figure
1.7¢). Finalement, une image représentant 1’intensité de fluorescence de chaque spot d’allergene
est fournie (figure 1.7d). Les spots sont regroupés par trois sur une zone ou I’allergéne est le
méme afin d’effectuer une moyenne statistique. Le microréseau est composé de spots mesurant
200 um de diamétre et contenant chacun 100 pg d’allergénes. Ils sont répartis sur une aire de
49 mm? qui constitue le site réactionnel. Comme indiquée sur la figure, une lame comporte 4
sites réactionnels et permet une analyse pour 4 patients différents. Une goutte de sérum de
patient (30 ul) est déposée sur le site réactionnel, puis apres lavage, I’anticorps secondaire
conjugué¢ a un enzyme est ajouté pour permettre une mesure de fluorescence et évaluer une
concentration en anticorps spécifique IgE. A I’inverse du banc automatis¢ ImmunoCAP® ou la
phase solide est contenue dans une capsule avec un seul allergéne, la biopuce ISAC? est
recouverte de 112 allergenes répartis en réseau a sa surface.
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Figure 1.7 : Procédé de dépistage multiplexe des allergies InmunoCAP® ISAC : a) Préléevement sanguin, b)
dépot du sérum de patient sur la biopuce contenant les allergénes, ¢) examen de la biopuce par laser et d)

analyse des résultats en fonction de ’intensité des différents spots26.

1.2.3.3 ImmunoCAP® point-of-care Rapid

De plus en plus de recherches biomédicales, s’intéressent au diagnostic POC (Point-Of-Care).
C’est un test destiné a étre effectué a proximité directe du patient ; les résultats sont obtenus
rapidement (15 a 60 minutes). Ces tests sont congus pour étre effectués par du personnel non
nécessairement formé en médecine de laboratoire (infirmicre, aide médicale), voire par le
patient lui-méme ou ses proches. L’émergence des puces microfluidiques réalisées a 1’aide des
technologies de la microélectronique a permis de créer des dispositifs miniaturisés permettant
de rendre ces tests rapides, simples d’utilisation et performants. Plusieurs systémes
spécialement congus pour la détection des anticorps IgE (spécifiques ou totaux) existent.

ImmunoCAP® rapid?’ est un de ces dispositifs hors laboratoire miniaturisés et multiplexes. Il
est destiné au diagnostic simultané de 10 allergies afin d’évaluer les patients développant des
symptomes allergiques par agglutination de nanoparticules d’or. Il contient 10 allergenes et les
résultats du test sont qualitatifs. Le test est positif lorsqu’une bande de couleur apparait pour un
allergene donné. Il est simple d’utilisation, une goutte de sang est déposée a I’endroit prévu
(figure 1.8a et figure 1.8b), les anticorps IgE vont se fixer sur des bandes contenant les
allergeénes. Apres un certain temps, il est déposé une solution de développement (figure 1.8c)
contenant des nanoparticules d’or recouvertes d’anticorps secondaires anti-IgE. Ils vont
s’agglutiner sur les anticorps spécifiques IgE qui se sont eux-mémes fixés sur les allergénes de
la bande. Cette agglutination des nanoparticules provoque une coloration de la bande visible a
I’ceil nu montré sur la figure 1.8d, et révele la présence d’anticorps IgE spécifiques
correspondant aux allergenes de la bande. Le temps total de réaction est de 20 minutes.
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Figure 1.8 : Diagnostic point-of-care ImmunoCAP Rapid en 4 étapes : a) prélevement d’une goutte de sang,

b) dépot de la goutte de sang, ¢) injection d’une solution de développement contenant des nanobilles d’or

conjuguées anti-IgE et d) lecture des résultats'%°.

L’inconvénient majeur de cette technique est le manque de flexibilité. En effet, la quantité et la
nature des allergenes sont imposées. Ce test ne permet pas d’évaluer de nouveaux allergénes
pour s’adapter a I’historique allergologique du patient. De plus en plus d’études se concentrent
sur la diminution des temps de procédé et des volumes des sérums de patient nécessaire. Des
techniques émergentes a base de nano-microparticules sont étudiées et développées au sein de
la communauté scientifique.

Technologie Nombre d’allergies dépistées Temps de réaction
ImmunoCAP® 1 (singleplex) 2h30
ImmunoCAP® ISAC 112 (multiplex) 3h10
ImmunoCAP® P-0O-C Rapid 10 (multiplex) 20 min

Tableau 1.1 : Performances des différentes techhnologies ImmunoCAP®

Deux types de diagnostics d’allergies ont été présentés : les diagnostics in-vivo et in-
vitro.

Le test de Prick consiste a injecter dans I ’épiderme des gouttes de solutions allergéniques,
les réactions locales sur la peau sont analysées. Les résultats sont obtenus rapidement en
15 minutes et sont simples d’interprétation. Ce test est effectué chez un allergologue, mais
ne peut pas étre effectué sur les patients a risque.

Les technologies d’ immunodosage utilisées pour le diagnostic in-vitro ont été présentées.
La révélation de [’anticorps primaire présent dans le sérum de patient est effectuée par
le marquage de [’anticorps secondaire soit par un composant radioiodé, soit par un
enzyme (détection colorimétrique ELISA ou fluorescente FEIA) soit par une molécule
detectable par une méthode de chimiluminescence (CLIA).

Dans cette section, nous avons listé les différents outils de diagnostic in-vitro pour les
allergies. Trois outils de diagnostic automatisé utilisé dans les laboratoires d’analyses
médicales basés sur les technologies CLIA, FEIA et ELISA. Deux autres outils de
diagnostics commercialisés par la sociéte PHADIA ont également été présentés. Le
premier est une biopuce de type multiplexe pour le dépistage simultané sur 112 allergenes
réalisé dans un laboratoire d’analyses médicales. Le deuxieme est un systeme miniaturisé
point-of-care tres simple d’utilisation permettant le diagnostic rapide sur une dizaine de
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sources allergéniques proposées a partir d 'une seule goutte de sang pouvant étre effectué
par le patient lui-méme.

1.3 Utilisation des microbilles dans le domaine du diagnostic des
allergies

Plusieurs travaux de recherche ont utilisé les microbilles pour le diagnostic des allergies. Les
microbilles apportent une diffusion plus importante des protéines fixées a leur surface par
rapport aux techniques conventionnelles ou la phase solide est immobile. Grace a ce phénoméene
de diffusion, les volumes de sérum et de réactif, le temps de réaction et la limite de détection
peuvent étre diminués par 1’utilisation de technologies émergentes a base de microbilles. La
concentration des anticorps IgE contenus dans le sérum de patient est évaluée par 1’utilisation
de microbilles. Nous avons classé ces travaux de recherche en 3 grandes catégories, les
techniques utilisant des particules magnétiques comme support d’immunodosage, celles
utilisant des particules PS comme support et les tests basés sur le principe d’agglutination de
nanobilles.

1.3.1 Particules magnétiques comme support solide

1.3.1.1 Immunodosage par électrophorése

Chen H.X?’ et al ont présenté une méthode pour la quantification des IgE totaux correspondant
a la mesure de concentration de tous les IgE contenus dans le sérum de patient. Cette méthode
hybride*® combine I’immunocapture, 1’électrophorése capillaire et ’utilisation des microbilles
SPM (1.08um) comme support d’immunodosage afin de mesurer la concentration des anticorps
totaux IgE. L’électrophorése capillaire®! a été congue pour séparer des espéces chimiques selon
leur charge et leur taille a I'intérieur d'un petit tube capillaire rempli d'un électrolyte. La réaction
a lieu dans un dispositif microfluidique ; la miniaturisation du dispositif présente I’avantage de
proposer un procédé¢ rapide (50 min) automatisé et nécessitant un trés faible volume de sérum
de patient (1pl). La réaction avec le sérum est réalisée dans un canal microfluidique couplé avec
un aimant permanent permettant 1’agglomération des microbilles magnétiques. Le principe est
indiqué sur le schéma de la figure 1.9a. Les anticorps IgE du sérum de patient se fixent d’une
part sur les anticorps anti-IgE présents a la surface des microbilles SPM et d’autre part sur un
deuxieme anticorps anti-IgE marqué avec un fluorochrome. Malgré le flux, les particules SPM
sont immobilisées par I’aimant qui génere une force magnétique plus importante que la force
hydrodynamique. Les étapes de lavage et de séchage sont réalisées in-situ pour retirer le sérum
en exces et les protéines indésirables pouvant se lier de maniére non-spécifique. Les anticorps
secondaires marqués a un fluorochrome sont séparés des nanoparticules par électrophorese
capillaire permettant la détection et la quantification des IgE a 1’aide d’un laser. La limite de
détection est suffisamment faible pour détecter des concentrations picomolaires. Les résultats
sont présentés sur la figure 1.9b. Le graphique présente I’évolution de I’intensité de
fluorescence en fonction du logarithme de la concentration en IgE. Il a été mis en évidence dans
cette ¢étude un signal linéaire dans une gamme de concentration d’IgE de 4 ordres de grandeur
entre 2.4 ng/ml et 2400 ng/ml qui est la gamme de détection des anticorps IgE utilisées par les
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méthodes conventionnelles. Chen H.X et al*® ont démontré que cette méthode permet d’obtenir

des résultats reproductibles et en accord avec les mesures réalisées avec la technologie
ImmunoCAP®.

a)

Magret
',_’_, ~ o Y=o g0 < = '.!! I-,:——' e =5
0 ©< O O @ ©< o=
0 O «(0>0 D& 0 0 @ D=
—lo >0 B >— " B ® >

LA
#  Anticorps IgE oS
>4 Billes magnétiques foncti lisées anticorps daires anti-IgE

> Anticorps secondaires anti-IgE marqués Alexa Fluor 488

b) 1000} (B)

g

Y= 347 + 277.5X
R=0.9936

.
&

Fluorescence / At
S [+
8 B8

2

05 10 15 20 25 30 35
Ig[IgE] / ng/mL

Figure 1.9 : a) Principe de détection des anticorps IgE par électrophorese capillaire3 0, b) Signal d’intensité de
la fluorescence en fonction de la concentration en anticorps IgE des sérums de patient3 0,

1.3.1.2 Systeme microfluidique combinant la technologie ELISA et les microbilles magnétiques

G. Proczek et al’?> de I’Ecole Polytechnique fédérale de Lausanne ont présenté un dispositif
microfluidique GRAVI™-Cell (figure 1.10a) dédié a la quantification des IgE spécifiques du
sérum de patient. Le dispositif permet la calibration et I’analyse sur plusieurs allergeénes
simultanément par multiplexage grace a un ensemble de 8 microcanaux et 8 réservoirs (figure
1.10c) disposés parallelement au sein d’une biopuce. La méthode est basée sur 1’exploitation
des forces de capillarité et de gravitation. Le dispositif créé combine la technique ELISA avec
I’utilisation de microbilles SPM (diametre de 1 pm) en tant que support d’immunodosage de
type «sandwich ». Un mélange contenant les microbilles magnétiques, les anticorps
secondaires et le sérum sont injectés et incubés a travers les microcanaux. Puis les microbilles
magnétiques sont piégées et immobilisées grace a des aimants permanents permettant la
séparation de la phase solide (microbilles magnétiques) des réactifs en exces (figure 1.10b). Le
marquage des anticorps secondaires a 1’enzyme alkaline phosphatase permet une révélation des
IgE par colorimétrie. La manipulation des billes magnétiques a I’aide d’un aimant permet de
les préconcentrer et d’augmenter 1‘intensité du signal fluorescent par rapport a la technique
standard ELISA. La calibration et 1’analyse de sérum est rapide (moins d’1 h) et nécessite
seulement 1.5 pl de sérum de patient. La plateforme est automatisée a 1’aide d’un robot dont le
role est d’apporter une agitation mécanique durant les étapes de réactions. L’étude démontre
que I’intensité du signal colorimétrique est proportionnelle a la concentration en IgE du sérum
de patient. Les résultats obtenus démontrent une limite de détection égale a 17.5 ng/ml et une
linéarité du signal par rapport a la concentration d’IgE (figure 1.10d).
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Figure 1.10 : a) Dispositif microfluidique Gravi™ -Chip dédié au diagnostic d’allergies3 2, b) Piégeage des
microbilles magnétiques a proximité de 1’aimant permanent et des électrodes’ 2, c) réservoirs’ 2, d) évolution

de signal en fonction de la concentration en IgE3 2,

1.3.1.3 Biopuce intégrant des nanoparticules magnétiques

Cette étude, menée par Teste. B et al*>, a été publié en 2011 et présente le développement d’une
biopuce simple d’utilisation dédiée au diagnostic des allergies. Des nanobilles magnétiques sont
utilisées comme plateforme d’immunocapture des anticorps IgE placés a I’intérieur d’un
microdispositif. L’étude mentionne que la cinétique de capture des anticorps du sérum de
patient est 1000 fois plus rapide en phase colloidale qu’en phase solide classique. Les nanobilles
s’agglomérent sur les parois en contact avec un aimant permanent (figure 1.11a). Cette
préconcentration permet d’augmenter la valeur du signal de fluorescence et d’obtenir une forte
sensibilité. Le sérum de patient réagit avec les nanobilles permettant aux anticorps spécifiques
IgE de se fixer a leur surface. Une solution d’anticorps secondaires fluorescents est ajoutée, le
signal de fluorescence dépend de la concentration en anticorps spécifiques présent dans le
sérum de patient. Les résultats montrent une différence de signal fluorescent, ce qui permet de
discriminer les sérums en fonction de leur concentration en anticorps IgE. Les différentes
concentrations sont les suivantes : sérum de contrdle : 0 ng/ml, sérum 1 : 4.5 ng/ml et le sérum
2 : 24 ng/ml (figure 1.11b). Le temps de procédé est court (20 min) et nécessite un volume de
sérum faible (5 pl) avec une limite de détection atteinte égale a 1ng/ml.
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Figure 1.11 : a) Principe d’agglomération des nanoparticules magnétiques dans le systéme microﬂuidique33,
b) mesure du signal de fluorescence sur 1’échantillon de contrdle et les sérums de patient a concentration

différentes en IgE33.

1.3.2 Particules polystyrenes comme support solide

1.3.2.1 Immunodosage par magnétophorese

Ki Hahn.Y et al ont publié des travaux de recherche®* mettant en évidence un immunodosage
par I'utilisation de la magnétophorese. Dans cette étude, ils ont montré que la concentration des
anticorps spécifiques IgE contenus dans un échantillon de sérum de patient peut étre évaluée en
mesurant la vitesse de déviation magnétophorétique d’une microbille PS. L’étude montre que
la vitesse est proportionnelle au nombre de nanoparticules SPM attachées a sa surface via une
liaison anticorps primaire — anticorps secondaires, sous ’action d’un gradient de champ
magnétique élevé. Le schéma de principe est montré sur la figure 1.12a. Des microbilles PS de
diamétre 5.6 um sont fonctionnalisées avec deux types d’allergénes d’acariens, puis sont mises
en incubation avec le sérum de patient. Apres fixation des IgE spécifiques sur les microbilles,
I’ensemble est mélangé avec une suspension de nanoparticules magnétiques (9 nm) conjuguées
avec des anticorps secondaires anti-IgE. Les nanoparticules magnétiques vont se fixer sur la
microbille PS via une interaction anticorps — anticorps. Le tout est placé dans une puce
microfluidique contenant une microstructure de nickel qui combiné & un aimant permanent
génére localement un gradient de champ magnétique élevé. Les microbilles sont soumises a un
flux hydrodynamique a travers un canal microfluidique et présentent une trajectoire de
déviation a I’approche du gradient de champ magnétique. Dans cette étude, pour chaque test, la
vitesse de déviation a été mesurée sur cinq microbilles. Ils ont montré que la vitesse de déviation
magnétophorétique mesurée dépend de la quantité de nanoparticules magnétiques attachées qui
est directement proportionnelle a la concentration d’anticorps spécifique IgE contenus dans le
sérum de patient. Le graphique de la figure 1.12b montre I’évolution des vitesses moyennes de
déviation des microbilles PS en fonction de la concentration des anticorps IgE mesurée a 1’aide
de la technologie ImmunoCAP®. Les résultats fournis par Ki Hahn. Y et al** ont été réalisés
sur 44 sérums de patient différents et indiquent une bonne corrélation entre les valeurs
ImmunoCAP® et les valeurs mesurées par cette méthode avec un coefficient de variation
inférieur a 10%. La plateforme microfluidique (figure 1.12b) congue présente une limite de
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détection inférieure au systeme ImmunoCAP® (0.05 ng/ml contre 2.4 ng/ml). Cette technologie
permet une analyse rapide avec une quantité¢ de sérum de patient faible (10 pl) par rapport aux
techniques conventionnelles utilisées (~50 pl).
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Figure 1.12 : a) Réaction des microbilles PS avec le sérum de patient et les nanobilles SPM permettant la
déviation magnétophorétique34, et b) Résultats présentant la vitesse de déviation magnétophorétique en
fonction de la concentration en IgE des échantillons de sérums de patient34

1.3.2.2 Systeme microfluidique combinant la méthode ELISA et des microbilles PS

L’équipe de Ohashi.T et al a développé un nouveau systéme miniaturisé®®> basé sur la
technologie ELISA pratique d’utilisation pour le diagnostic d’allergies rapide et sensible. La
méthode utilisée se distingue par 1’incorporation, dans son microdispositif, de microbilles PS
fonctionnalisées avec des anticorps de capture (ciblant les allergénes). L’ immunodosage de type
« sandwich » est réalisé a la surface des microbilles PS. Les microbilles sont préconcentrées
localement au sein de la puce microfluidique afin d’augmenter 1’intensité du signal
colorimétrique. De plus, 1’utilisation de microbilles augmente la surface d’interaction de
I’immunodosage. La réaction a lieu dans un systéme microfluidique permettant d’obtenir une
précision et une sensibilité élevées. Le systéme est composé de différentes entrées de liquide
pour les réactions nécessitant différents réactifs et solutions tampon ainsi que d’un pousse-
seringue pour maitriser les débits de flux a D'intérieur de la biopuce (figure 1.13a).
Premierement, les allergénes se fixent sur les anticorps de capture, puis les anticorps IgE du
sérum se greffent sur les allergénes des microbilles PS. Une solution d’anticorps secondaires
marqués a un enzyme est injectée pour permettre la détection des anticorps IgE. Des tests
cliniques ont été réalisés (figure 1.13b) pour mesurer la concentration en IgE totaux et
spécifiques. Le graphique représente l’intensité du signal fluorescent en fonction de la
concentration en IgE totaux. Ohashi. T et al ont montré que la limite de détection de leur
systéme est de 2 ng/ml, par ailleurs les résultats obtenus montrent une bonne corrélation avec
ceux obtenus par la méthode conventionnelle InmunoCAP®. Le volume de sérum nécessaire
(5 ) est 10 fois inférieur, et le temps d’analyse (12 min) est plus de 20 fois plus rapide qu’avec
les méthodes conventionnelles (150 min) actuellement utilisé par les allergologues et les
laboratoires d’analyses médicales. Le procédé est entierement automatisé et miniaturisé.
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Figure 1.13 : a) Mécanisme d’automatisation du dispositif micro-ELISA par I’utilisation d’un pousse seringue,
de valves, d’une biopuce et d’une platine tournante’ 5, b) Signal en fonction de la concentration en IgE total®>.

1.3.2.3 Immunodosage par cytométrie en flux

Une étude de 2012 réalisé par Pomponi. D et al*® présente une technique d’immunodosage en
multiplexe originale exploitant la cytométrie en flux appliqués aux microbilles pour la détection
d’anticorps IgE. La cytométrie en flux est une technique permettant de faire défiler des
particules ou des cellules en suspension dans un liquide a grande vitesse a travers le faisceau
d’un laser pour les caractériser et/ou les compter. Lorsque la particule se trouve sur le trajet du
laser, la lumiere réémise (diffusion ou fluorescence) permet de classer la population suivant
plusieurs critéres (granulométrie ou fluorescence). Dans cette ¢étude, des microbilles sont
fonctionnalisées avec des allergénes puis mises en réaction avec du sérum de patient. Les
anticorps spécifiques IgE sont mis en évidence par des anticorps secondaires marqués a la
fluorescence PE (PhycoErythrine). Ainsi, I’intensité de fluorescence PE d’une microbille sera
proportionnelle a la quantité d’anticorps IgE fixé a la surface. Il est également possible de
discriminer les microbilles en fonction des allergenes greffés a leur surface par fluorescence.
En effet, chaque population de microbilles est constituée de 2 fluorochromes (APC-A et APC-
Cy7) suivant un ratio différent. La figure 1.14a, met en évidence la discrimination des
allergenes de surface par mesure de I’intensité de 2 fluorescences : APC-A en abscisse et APC-
Cy7 en ordonnée. De plus, la mesure de I’intensité de fluorescence PE permet de déterminer la
concentration d’anticorps IgE correspondant a la microbille. La figure 1.14b présente I’intensité
de fluorescence PE en abscisse et le nombre de microbilles comptées (en ordonnées) par
niveaux d’intensité. Par conséquent, en utilisant la cytométrie en flux, le signal fluorescent de
chaque microbille est analysé, d’abord pour reconnaitre I’allergéne de surface (figure 1.14a)
puis pour évaluer la quantité d’IgE spécifiques fixés (figure 1.14b). Les résultats présentés
démontrent la preuve de concept a partir des analyses de sérum de patient permettant la
quantification de 16 anticorps spécifiques IgE simultanément a partir d’1 pl de sérum.
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Figure 1.14 : Résultats du test de cytométrie en flux>® a) discrimination des microbilles et identification des
allergénes de surface, b) comptage de chaque type de microbilles, ¢) rapport d’analyse d’un sérum de patient
pour chaque allergéne testé.

1.3.2.4 Microdispositif électrophorétique pour la détection de protéines

Le groupe de recherche de Barbee. K.D a publi¢ une étude montrant le développement d’un
microdispositif d’assemblage électrophorétique pour 1’assemblage de microbilles dédié a la
détection de protéines®’ (figure 1.15). Ils ont démontré que des microbilles fluorescentes de
polystyréne (0.4 et 1um) conjuguées avec des anticorps reconnaissant une protéine cible
peuvent étre rapidement assemblées sur une surface contenant des micropuits (figure 1.15a).
Les microbilles sont assemblées rapidement par ¢€lectrophorése grace a 1’application d’un
champ électrique pulsé a travers la chambre fluidique. Les microbilles s’auto-organisent suivant
un réseau en 2 dimensions (figure 1.15b et 1.15¢). L’échantillon de sérum de patient a tester est
ensuite injecté dans la chambre fluidique ou les protéines d’intérét vont se fixer sur les
microbilles déposées (figure 1.15d). Une solution contenant des anticorps secondaires
fluorescents est ensuite ajoutée afin de détecter les protéines d’intérét. A chaque endroit ou
réside une microbille, I’intensité de fluorescence est mesurée grace a un microscope a
fluorescence. Les résultats montrés sur la figure 1.15e représentant I’intensité de fluorescence
en fonction de la concentration d’anticorps primaire. Ce résultat met en évidence la corrélation
entre I’intensité de fluorescence et la concentration en anticorps primaires contenus dans le
sérum de patient. En effet, le graphique montre une régression polynomiale avec un R? égal a
0.996 ou 0.994 en fonction de I’anticorps primaire utilisé : lapin ou souris. La limite de
détection atteinte est de 6 ng/ml pour un temps de procédé de 3 h. Cette technologie est
suffisamment sensible pour permettre la détection d’anticorps contenus dans le sérum de
patient, en particulier les anticorps IgE spécifiques. Cette technique permet de tester plusieurs
antigénes en méme temps grace a un encodage spatial et fluorescent. Barbee. K.D et al ont
utilisé deux anticorps secondaires possédant une fluorescence différente pour pouvoir les
distinguer. De plus, des assemblages successifs ont été réalisés (jusqu’a 10 fois). La nature de
I’antigéne présent a la surface des microbilles assemblées est modifiée a chaque itération.
L’observation in-situ entre ces différents assemblages permet d’enregistrer, pour chaque
emplacement, la nature de I’antigéne de surface en fonction de la position de la microbille.
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Malgré le temps de procédé important (3 h) cette méthode présente des possibilités de
multiplexage multiples qui pourrait étre exploités pour le diagnostic d’allergies.
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Figure 1.15 : a) image MEB des microstructures de 1’échantillon (échelle 3 um), assemblage électrophorétique
des microbilles PS>’ b) échelle 200 um37, ¢) échelle 5 um3 7, d) principe de I’'immunodosage par microbilles
au sein du microdispositif électrophorétique3 7, e) résultats du signal de fluorescence en fonction de la
concentration de 1’analyte a détecter’”.

1.3.2.5 Microparticules Luminex

Le groupe de recherche de Chapman. MD a présenté une étude®® qui a permis de développer et
de valider I'utilisation de microspheres (5,6 um) pour la détection simultanée des anticorps IgE
totaux et des anticorps spécifiques dirigés vers une gamme d’allergenes fixée (7 différents). La
figure 1.16a montre le principe’® de 1’immunodosage en sandwich réalisé a la surface des
microbilles PS (1). L’allergeéne a tester (2) est fixé a surface de la microsphére via un anticorps
d’accroche. Apres incubation avec le sérum de patient (20 ul), les anticorps IgE spécifiques (3)
vont se fixer sur les allergenes. Le signal est détecté via un anticorps secondaire (4) possédant
un marqueur fluorescent : la streptavidine phycoérythrine (5). Le temps de procédé global est
de 6 h. Les microsphéeres peuvent étre mélangées suivant des combinaisons différentes pour
s¢lectionner les allergeénes a tester afin de s’adapter a I’historique clinique du patient. La figure
1.16b montre la comparaison des concentrations des anticorps IgE totaux mesurées avec la
méthode Luminex (Multiplex en ordonnée) et la méthode ImmunoCAP indiquée en abscisse.
Le graphique montre les mesures de concentrations effectuées pour 63 sérums de patient
différents représentées par les points bleus. L’étude a montré une corrélation importante entre
les résultats obtenus avec les 2 méthodes. La figure 1.16c montre la comparaison des
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concentrations en IgE spécifique anti Der p 2 mesurées avec la méthode Luminex (Multiplex
en ordonnée) et ImmunoCAP (Streptavidin CAP en abscisse). L’étude a montré que la
corrélation était significative entre les 2 méthodes. La limite de détection pour ce dispositif est
de 0,7 ng/ml. Le systéeme Luminex est un dispositif commercialisable et est utilisé dans certains
laboratoires d’analyse médicale. Il est basé sur la technologie décrite dans ces travaux de
recherche et permet d’effectuer des mesures de concentration d’anticorps IgE totaux et
spécifiques, et est également utilisé pour des diagnostics biomédicaux avec un multiplexage
atteignant 100 analytes différents testés simultanément.

a) b) c)

Total IgE
Derp 1-specific IgE
1o 1—— 10000 T—— c
r=067" =085
o 3 .Q.“"r 1000 +— s
= 100 | & x . "‘:.'
= MR = 100 - e
s o J = .0’ :o o‘“‘\
o e = 10 ‘:‘ H > *
= 100 —. - v
2 1
- = ..
10 01
0 m 1000 10200 01 1 10 100 1CCO
ImmunoCAP (IU/mi) Sueptavidin CAP
U IgEmI

Figure 1.16 : a) Schéma de principe de I’immunodosage des microparticules Luminex39, b) comparaison
des concentrations en anticorps IgE totaux mesurées par technologie ImmunoCAP® et microparticules
Luminex (Multiplex) 38, ¢) Comparaison des concentrations en anticorps IgE spécifiques Der p 1 mesurées
par InmmunoCAP® et Luminex (Multiplex) 38

1.3.3 Test d’agglutination

1.3.3.1 Test d’agglutination de nanoparticules

Chinnasamy. T et al ont présenté un outil de diagnostic*’ répondant au besoin croissant d’un
test de dépistage des allergies en multiplexe permettant d’établir le profil de sensibilisation d’un
patient rapidement. Il est basé sur le principe d’agglutination de nanobilles d’or fonctionnalisées
avec des anticorps secondaires anti-IgE. Des spots de différents allergénes sont disposés sur
une membrane de nitrocellulose puis le sérum de patient est déposé a ces emplacements (figure
1.16a). Aprées fixation des anticorps spécifique IgE, une suspension de nanoparticules d’or est
ajoutée. L’agglutination des nanoparticules d’or sur un spot révele la présence d’anticorps IgE
par coloration et représente un test positif a ces allergénes. Le principe de ce systéme est
semblable au systtme ImmunoCAP® rapid décrit dans la section 1.2.3.3. La figure 1.16b
montre 1’évolution de I’intensité du signal colorimétrique en fonction la concentration en
anticorps spécifiques IgE contenus dans le sérum de patient. Les résultats obtenus dans cette
¢tude montrent que la valeur du signal dépend de la concentration en anticorps IgE (figure
1.16b). Le temps de procédé¢ est de 10 min, la limite de détection et de 2,4 ng/ml et nécessite
30 a 50 ul de sérum de patient par test.
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Figure 1.17 : a) Principe de détection des anticorps IgE sur papier a base de nitrocellulose contenant des spots
d’allergénes40, b) signal colorimétrique en fonction de la concentration en IgE des sérums de patient testés et
de différentes microbilles*”.

1.3.3.2 Test d’agglutination : Immunodosage nanofluidique (Abionic SA©)

Le dispositif abioSCOPE* produit par la société Abionic SA est basé sur le principe de
I’immunodosage nanofluidique par agglutination. La figure 1.18a représente le schéma de
principe, les allergenes a tester (en jaunes) sont fixés sur une couche d’adhésion reposant sur
une paroi d’un canal microfluidique. Aprés incubation avec le sérum de patient, les anticorps
IgE symbolisés en vert vont se fixer sur les allergenes. Puis, des anticorps secondaires marqués
a la fluorescence vont permettre de détecter et de mesurer la concentration en anticorps IgE
spécifiques contenus initialement dans le sérum de patient. Abionic SA a utilisé et a également
développé un dispositif opérationnel de dépistage des allergies suivant cette méthode (figure
1.18b). Le sérum de patient (50 pl) est mélangé avec un réactif puis placé sur une capsule de
test composée de multiples biocapteurs nanofluidiques contenant les allergénes permettant de
mettre en évidence les anticorps IgE spécifiques du sérum de patient. Cette capsule est ensuite
placée sur un disque qui est inséré dans le dispositif abioSCOPE a travers un lecteur DVD. Les
résultats sont ensuite présentés sur un écran numérique tactile de type iPad et sauvegardés sur
une carte SD standard. Le temps de procédé global est de 15 min avec une limite de détection
de 1,4 ng/ml.
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Figure 1.18 : a) Principe de I’immunodosage nanofluidique, b) Dispositif abioSCOPE de diagnostic des
allergies basé¢ sur la technologie d’immunodosage nanofluidique commercialisé par Abionic SA 39,

Afin de comparer ces différentes technologies répertoriées dans cette partie, nous avons classé
leurs performances selon 3 critéres dans le tableau 1.2. Le temps de réaction, le volume de
sérum de patient utilisé et la limite de détection atteinte y ont été reportées pour chaque
technologie*!. L’analyse la plus rapide est de 5 min, le volume le plus faible de 1 pl et la limite
de détection la plus faible est de 0,084 ng/ml. Ces records de performances ne sont pas atteints
par les mémes méthodes, il y a donc un compromis a effectuer entre temps de réaction, volume
de sérum et limite de détection lorsqu’un outil de diagnostic est choisi ou mis en place.
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Méthodes Temps de réaction | Volume de sérum | Limite de détection
Electrophorése 50 minutes 1 pl 2,44ng/ml

ELISzIX _avec microbilles | heure 1.5l 17,5 ng/ml
magnetiques

Biopuce : avee des 20 minutes 5l 1 ng/ml
nanoparticules magnétiques

Magnétophorése 30 minutes 10 pl 0,084 ng/ml

ELISA avec microbilles PS 12 minutes Sul 2 ng/ml

Cytométrie en flux

Assemblage de microbilles et

2 heures 30 minutes

1 ul

Pas de données

2 5 3 heures Pas de données 6 ng/ml
électrophoreése

Microparticules Luminex 6 heures 20 ul 0,7 ng/ml
Agglutination g s 30— 50 ul 2.4 ng/ml
nanoparticules

abioSCOPE, Abionic SA 5 minutes 50 ul 1,4 ng/ml

Tableau 1.2 : Récapitulatif des performances de technologies de diagnostic d’allergies.

Les nano et microparticules sont de plus en plus étudiés en raison de leurs propriétés
physique et chimique. Ces propriétés génerent une surface de réaction plus importante et
une meilleure diffusion que pour des matériaux traditionnels. La maitrise de la
manipulation de ces objets a permis leur utilisation dans plusieurs applications. Au cours
de ces vingt dernieres années, des études ont mis en évidence I’avantage que présentent
ces objets pour le diagnostic biomédical. Nous avons regroupé les principaux travaux de
recherche dans ce domaine en 2 parties : ceux ou les particules PS sont utilisées comme
support d immunodosage et ceux ou ce sont les particules magnétiques.

Particules PS en tant que support d’immunodosage

Ces microbilles sont utilisées comme phase solide d’immunodosage pour révéler la
présence d’anticorps IgE par fluorescence. Leur manipulation permet d’obtenir une
préconcentration des microbilles afin d’augmenter le signal mesuré. La méthode
magnétophorétique remplace le marquage enzymatique par un marquage magnétique en
mesurant la déviation magnétophorétique de microbilles PS ayant réagi avec du sérum
de patient allergique et des nanobilles magnétiques fonctionnalisées avec des anticorps
anti-IgE.

Particules magnétiques en tant que support d’immunodosage

Nous avons vu que [’utilisation des particules magnétiques en tant que support
d’immunocapture présente certains avantages. Tout d’abord, leur manipulation simple
et efficace permet de réaliser les étapes de lavages rapidement et de les préconcentrer
pour augmenter [’intensité du signal de détection et/ou de quantification. Ces particules
magnétiques peuvent étre intégrées avec un systeme d’aimant permanent a l’intérieur




35

d’un dispositif miniaturisé car leur manipulation est plus rapide et plus précise qu’avec
des particules non-magnétiques.

1.4 Projet de diagnostic d’allergie par technologie microbilles développé
auLT™M

Dans cette partie, nous présentons le projet recherche de diagnostic d’allergies par technologie
microbilles développé au laboratoire LTM au cours de ma thése. L’idée innovante du projet est
le développement d’une technologie hybride de diagnostic d’allergie en combinant la réaction
d’immunodosage de type « sandwich » a la surface de microbilles PS comme phase solide et
d’effectuer un marquage magnétique a 1’aide de microbilles SPM pour s’affranchir des
contraintes dues au marquage enzymatique des anticorps secondaires. Cette technologie repose
sur la détection de microbilles individuelles et permet une dynamique de détection importante
et la possibilit¢ de tester plusieurs allergénes simultanément (multiplexage). Les extraits
d’allergénes sont testés et mis a notre disposition par notre partenaire spécialis€ en
pharmacologie du laboratoire PharmaDev a Toulouse. Les sérums de patient sont fournis et
sont analysés préalablement a I’aide de la technologie ImmunoCAP® par le laboratoire
d’analyses médicales spécialisées en allergies de notre deuxiéme partenaire basé au centre
hospitalier de Lyon sud. Le principe de détection repose sur 4 étapes : la biofonctionnalisation,
la réaction avec le sérum suivi du tri magnétique, I’assemblage des microbilles et la lecture des
résultats.
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Figure 1.19 : Schémas du principe de diagnostic d’allergies par technologie microbilles développé au sein du
laboratoire LTM.

1.4.1 Préparation des extraits d’allergenes et biofonctionnalisation des
microbilles

Tout d’abord, les extraits d’allergénes fournis seront immobilisés a la surface des microbilles
PS par des liaisons covalentes. Parallelement, les microbilles magnétiques seront
fonctionnalisées avec des anticorps secondaires anti-IgE. Nous allons choisir les méthodes
permettant de biofonctionnaliser les deux types de microbilles PS et SPM en réalisant une étude
bibliographique. Les microbilles seront aussi fonctionnalisées avec des protéines BSA qui ne
réagissent pas avec le sérum de patient et qui constitueront les tests témoins. L’extrait
d’allergene et la protéine BSA seront associés a des couleurs de pigmentation différentes des
microbilles PS. La pigmentation est photostable contrairement au marquage fluorescent dont
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I’intensité peut diminuer par le phénoméne de photobleaching. Ces microbilles seront utilisées
comme support de marquage magnétique des microbilles PS. La biofonctionnalisation sera mis
en évidence a I’aide des anticorps secondaires anti-IgE marqués a la fluorescence FITC.

1.4.2 Incubation des microbilles PS avec le séerum de patient et tri magnétique

Dans un premier temps, une €tude bibliographique sur le tri magnétique sera réalisée afin de
choisir les outils, la technologie adaptée et la taille des microbilles PS et SPM. Des expériences
préliminaires seront effectuées pour comprendre comment récupérer uniquement les
microbilles ayant réagi avec le sérum de patient, a savoir ayant capturé des anticorps IgE a leur
surface. Tout d’abord, les microbilles PS seront incubées avec le sérum de patient contenant
des anticorps IgE qui se fixeront sur la microbille par des liaison allergénes — anticorps. Puis,
les microbilles SPM réagiront avec les microbilles PS recouvertes d’IgE en se liant ensemble.
Un dispositif aimanté récupérera uniquement les microbilles PS marquées magnétiquement
avec les microbilles SPM. Nous étudierons 1’influence de la concentration des anticorps IgE
contenus initialement dans le sérum de patient sur la proportion de microbilles piégées
magnétiquement. Les résultats attendus sont une augmentation de I’efficacité du piégeage
magnétique avec la concentration d’IgE su sérum de patient. L’objectif est de valider la
méthode sur 3 allergies différentes : arachide, noisette et crevette. Les extraits d’allergenes et
les sérums de patient allergiques seront fournis par nos partenaires.

1.4.3 Assemblage des microbilles sur une surface microstructurée

La dernicre étape pour évaluer la concentration d’anticorps IgE du sérum analysé est le
comptage du nombre de microbilles piégées par le tri magnétique. Nous utiliserons une méthode
d’assemblage pour transférer les particules contenues dans un volume de liquide sur une surface
microstructurée. L’assemblage thermodynamique développé au laboratoire LTM est une
compétence acquise depuis plusieurs années au sein de notre laboratoire et permet un
positionnement précis de micro-nanoparticules dont les résultats ont fait I’objet d’une création
de start-up (http://www.smartforcetechnologies.com/). La méthode et les outils mis a notre
disposition constitueront notre base de travail pour 1I’élaboration d’un protocole et d’un
dispositif expérimental dédi¢ a I’assemblage de microbilles PS. Les microbilles seront
disposées sur une surface suivant un réseau 2D dense pour optimiser I’étape de comptage par
des moyens optiques. La méthode sera testée sur les microbilles PS 10 um et pourrait permettre
en théorie I’assemblage de 10° microbilles le plus rapidement possible (< 1 h).
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1.5 Conclusion

Dans ce chapitre les concepts fondamentaux portant sur le diagnostic des allergies par
technologies microbilles ont été abordés.

Les outils de diagnostic des allergies se divisent en 2 catégories : les tests in-vivo sont
représentés par des tests de provocation sur la peau et les tests in-vitro dont 1’objectif est de
mesurer la concentration des anticorps spécifiques IgE contenus dans le sérum de patient. Parmi
ces tests in-vitro, nous avons décrit les outils de diagnostic mis a disposition des professionnels
de santé tels que les bancs de test automatisés, les biopuces multiplexes et les systémes
miniaturisés de type point-of-care.

Un ¢état des lieux des techniques de diagnostic d’allergies par 1’utilisation de nano et/ou
microparticules a été dressé. Premieérement nous nous sommes intéressés au test ou les
microbilles magnétiques sont le support de I'immunodosage et dans un deuxiéme temps ou ce
sont les microbilles PS qui jouent ce rdle. L’utilisation de particules de tailles nano-
micrométriques permet une diffusion plus rapide et une intégration dans des systémes
miniaturisés. Par conséquent, il est possible d’effectuer les analyses avec un volume de sérum
plus faible avec un temps de procédé plus court qu’avec les techniques conventionnelles.

Nous avons décrit la méthode de détection des anticorps IgE par 1’utilisation de 2 types de
microbilles : des microbilles PS d’une part et des microbilles SPM d’autre part. Cette méthode
combine 3 technologies : la biofonctionnalisation des microbilles, le tri magnétique et
I’assemblage de microbilles unique sur une surface structurée. Ces 3 technologies ont été
développées au cours de nos travaux de theése sur ce projet de recherche.

Problématique de la thése :

Dans ce mémoire de thése, nous allons proposer une méthode de détection des anticorps IgE
par I’utilisation de microbilles. L’un des objectifs de these sera d’apporter la preuve de concept
de I’analyse de sérum de patient appliqué sur un ou plusieurs allergenes différents. Pour cela,
chaque technologie (biofonctionnalisation, tri magnétique et assemblage de microbilles) sera
développée individuellement. Nous effectuerons une étude sur les points de fonctionnement
pour optimiser les protocoles et fournir une méthode dédiée a la détection d’anticorps IgE. Puis
les tests sur les sérums de patient seront effectués et les résultats détermineront les performances
de cette méthode pour les comparer aux méthodes conventionnelles actuellement utilisées et
mis a disposition des professionnels de santé et des particuliers.
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Chapitre 2 : Biofonctionnalisation de microbilles
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Nous avons vu dans le chapitre précédent que le projet de diagnostic d’allergies nécessite deux
types de microbilles: des microbilles PS (polystyrénes) et des microbilles SPM
(SuperParaMagnétiques). Ces microbilles doivent étre enrobées de biomolécules : des
allergénes ou des anticorps secondaires. Cet enrobage peut s’effectuer grace a la
biofonctionnalisation dont I’objectif est de créer des liaisons covalentes entre la biomolécule
d’intérét et la microbille. Cette étape est trés importante puisqu’elle établit le greffage des
protéines et des anticorps tout autour de la microbille pour la reconnaissance des anticorps
primaires spécifiques IgE présents dans le sérum de patient allergique (figure 2.1).

Réaction avec le
Fonctionnalisation sérum de patient
avec des allergénes contenant des

anticorps lgl\
RN

Micro-billes
polystyrénes
pigmentées 10pm

\&Q :‘E allergéne 1 i 4 3 < d
a — allergéne 2 —| ‘&\‘ a i
. " allergéne 3 7 # a7

Figure 2.1 : Schéma du principe de diagnostic d’allergies in-vitro par technologie microbilles.

Le principe de biofonctionnalisation employ¢ ici consiste a créer une liaison covalente entre un
groupement amine de la protéine et les molécules situées a la surface de la microbille** 4.
Contrairement au greffage des protéines par adsorption cette méthode permet une meilleure
résistance aux procédés de centrifugation, de magnétisation ou d’agitation mécanique utilisés
lors des procédés de bio-fonctionnalisation et de tri magnétique que nous décrirons par la suite.

Dans un premier temps, les différents types de microbilles utilisées seront présentés ainsi que
les matériaux, les tailles, la bio-fonctionnalisation de surface, et le marquage des microbilles
nécessaires pour notre application. Puis nous détaillerons les propriétés chimiques des ligands
(allergenes et anticorps) destinés a étre greftés sur les microbilles. Nous expliquerons également
comment a ¢té¢ mis en place le dispositif et le protocole expérimental.

Dans un deuxiéme temps, les grandes étapes du greffage des extraits d’allergénes (arachide,
crevette et noisette) a la surface des microbilles polystyréne carboxylés seront abordées. Puis
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nous caractériserons cette fonctionnalisation par deux méthodes : une quantitative et 1’autre
qualitative.

Enfin, nous exposerons le procédé de biofonctionnalisation des particules SPM par des
anticorps secondaire (anti-IgE ou anti-IgG). Une analyse qualitative de ce procédé¢ sera réalisée
par la microscopie a fluorescence.
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2.1 Introduction

Afin de comprendre le processus de formation des complexes de microbilles
biofonctionnalisées, les propriétés physico-chimiques des microbilles doivent étre décrites ainsi
que les propriétés générales des protéines utilisées : les anticorps et les allergenes.

2.1.1 Les microbilles

Les microbilles polystyrénes seront utilisées en tant que matériau support des allergenes. Elles
sont trés utilisées dans les applications biomédicales en raison de leur biocompatibilité*> 7. Le
polystyréne a une masse volumique faible : 1.05g/cm? ce qui induit une sédimentation lente et
limite le dépot des microbilles par gravitation. Il permet également une bonne visualisation des
microbilles, car son indice de réfraction (nys=1.6)*® est suffisamment supérieur a celui du PDMS
(npams=1.4)* qui est le matériau du support de comptage utilisé lors de 1’étape d’assemblage.
Afin d’étre capable de visualiser les microbilles facilement au microscope ou par un systeme
d’imagerie sans lentille grand champ (> quelques mm?), nous avons opté pour un diamétre de
10 um et une coloration par pigmentation pour les microbilles PS. La pigmentation permet une
discrimination des microbilles sans recourir a la fluorescence. Une fonctionnalisation de surface
avec des groupements carboxyles a été choisi pour utiliser une chimie de type « cross-
linking »°. Une molécule « cross-linker » crée un lien covalent en se fixant d’une part sur la
microbille et d’autre part sur la protéine d’intérét.

Les microbilles magnétiques sont dites SuperParaMagnétiques (SPM). Elles réagissent sous
I’influence d’un champ magnétique, mais présentent une aimantation nulle a champ nul ce qui
évite leur agglomération. Si I’aimantation était non nulle, les microbilles agiraient comme des
dipdles magnétiques induisant des interactions entre les particules. Les microbilles
Dynabeads® Myone™ tosyl-activated’!>? sont idéales pour développer la technologie de tri
magnétique que nous aborderons dans le chapitre suivant. Leurs propriétés magnétiques sont
couramment utilisées pour les immunodosages’®>2°? et les séparations magnétiques>*>°. Elles
sont constituées de nanoparticules d’oxydes de fer emprisonnées dans une matrice de
polystyréne®. Elles mesurent 1 um de diamétre et sont recouvertes de groupes ester sulfonyles
qui réagissent avec les groupements amines primaires, présents en abondance a la surface des
protéines.

2.1.2 Les ligands (allergénes et anticorps)
2.1.2.1 Les allergénes

Un allergéne est une protéine capable de provoquer une réaction allergique chez un sujet
préalablement sensibilisé lorsqu’il est a son contact (le plus souvent par contact avec la peau,
inhalation ou ingestion). Pour 1’étape de fonctionnalisation, nous utiliserons des extraits
d’allergeénes qui sont constitués de différentes protéines allergéniques ainsi que trois extraits
d’allergénes différents : arachide, noisette et crevette. La nomenclature utilisée pour nommer
systématiquement un allergéne connu est approuvée par I’OMS et ’'[UIS (International Union
of immunological societies)’’. Le nom est composé d’une abréviation du nom scientifique latin
de la source allergénique et d’un numéro, le tableau 2.1 indique le nom des différents allergénes
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utilisé et mis a notre disposition par I’équipe Pharma-Dev. Ainsi, nous nommerons les différents
allergenes de I’arachide, de la noisette et de la crevette en utilisant cette nomenclature. Un
allergéne est dit « majeur » quand un antigeéne purifié¢ déclenche une allergie chez 50 % ou plus
des patients testés, et qu'il présente des IgE spécifiques, avec des tests cutanés immédiatement
positifs, a une concentration trés faible, chez au moins 90 % des sujets ayant la maladie
allergique en relation avec cet allergeéne. L’allergie a 1’arachide déclenche des chocs
anaphylactiques chez certains patients avec une tres faible dose d’allergénes ce qui a fait I’objet
de nombreuses études>®. Ara h 1, Ara h 2 et Ara h 3 sont les trois allergénes majeurs de I’allergie
a I’arachide dont la représentation 3D est montrée sur la figure 2.2. Ces trois protéines différent
par leurs tailles, leur forme et leurs séquences en acides ce qui induit des différences sur le
déclenchement et le role dans les symptomes allergiques.

Figure 2.2 : Allergénes majeurs de I’arachide a) ara h 1, b) Ara h 2 et ¢) Ara h 3 modélisés par le logiciel
Chimera.

Allergie Arachide Noisette Crevette
Nombre 12 9 6

d’allergénes

Dénomination Ara h1-3etdArah Cor a 1-2, Cor a Cra ¢ 1-2, Cra ¢
(IUIS) 5-13 8-14 4-6et Crac8

Tableau 2.1 : Liste des différents allergenes protéiques pour I’arachide, la noisette et la crevette.

2.1.2.2 Les anticorps

Un anticorps est une molécule biologique impliquée dans I’immunité. C’est une
glycoprotéine de la famille des immunoglobulines subdivisées en 5 classes ou isotypes (IgA,
IgD, IgE, IgG et IgM). Ils sont formés par deux chaines lourdes identiques (H pour /eavy) et
de deux chaines légeres identiques (L pour light), comme ’indique la figure 2.3. Ils sont
souvent représentés en Y, ou les deux chaines lourdes sont reliées entre elles par un ou plusieurs
ponts disulfures au niveau de la tige du Y. Les deux chaines 1égéres sont associées aux chaines
lourdes au niveau des bras du Y, également par des ponts disulfures. Chaque chaine 1égéere est
constituée d’un domaine constant (CL) et d’un domaine variable (VL) alors que les chaines
lourdes sont constituées de plusieurs domaines constants contenus dans une partie constante
que nous nommerons (CH) et d’'un domaine variable (VH). Ainsi, un anticorps posséde 4
domaines variables (2VL et 2VH) situés aux extrémités des deux bras. La combinaison d’un
domaine variable d’une chaine légere et d’une chaine lourde constitue le site de reconnaissance
de I’antigéne. Un anticorps possede deux sites de liaison a ’antigéne, un au bout de chaque
bras.
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Sites de fixation a l'antigéne (paratopes)

HO
HO

Figure 2.3 : Schéma d’un anticorps. Il est composé de deux chaines lourdes et de deux chaines 1égéres. Les
parties variables (VL et VH) et les parties constantes (CL et CH) constituent les différents domaines de
I’anticorps.

2.1.3 Complexe de microbilles

Dans le cas de I’allergie, les antigénes sont des allergeénes. Les anticorps contenus dans le sérum
de patient sont d’isotype IgE pour les sérums humaines employé pour les test cliniques et
d’isotype IgG pour les sérums de lapin que nous utiliserons dans le chapitre 3. Les allergenes
greffés sur la surface des microbilles PS, se fixent via les paratopes (partie de 1’anticorps qui
assure la fonction de reconnaissance de 1’antigeéne). Ces anticorps sont dits « primaires », car
ils reconnaissent spécifiquement un allergéne via un épitope (partie d’un antigéne reconnu par
un paratope d’un anticorps associ¢). Un allergéne posseéde plusieurs épitopes. Les anticorps
secondaires sont attachés sur la surface des microbilles SPM. Ces anticorps reconnaissent la
partie constante de I’anticorps primaire. Les anticorps secondaires utilisés seront soit anti-IgE
soit anti-IgG afin de reconnaitre les anticorps primaires IgE ou IgG. C’est grace a ces propriétés
de reconnaissance qu’une liaison s’établit entre les microbilles PS et SPM et que se forme le
complexe de microbilles représenté par le schéma de la figure 2.4.

6\0073/ Microbille magnétique +
\ anticorps secondaire anti-IgE / anti-IgG

L\ Anticorps primaire IgE / IgG

Microbille polystyréne +
allergénes

Figure 2.4: Schéma du complexe de microbilles.

Nous avons présenté les deux catégories de microbilles utilisées. D’une part, les
microbilles PS destinées a étre enrobées d’allergenes présentent les propriétés
suivantes : diametre de 10 um, indice optique n=1,6, pigmentées et présentant une
fonctionnalisation de surface carboxyles. D autre part, les microbilles SPM mesurent 1
um de diametre et présentent une fonctionnalisation de surface esters sulfonyles. Les
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propriétés des allergenes et des anticorps destinés a étre greffés a la surface des
microbilles ont été decrites. Les microbilles PS-SPM forment des complexes de
microbilles via les liaisons allergene - anticorps primaire et anticorps primaire —
anticorps secondaire.

2.2 Biofonctionnalisation

Dans un premier temps, nous allons décrire le principe de biofonctionnalisation des microbilles
polystyrénes par des extraits d’allergenes.

2.2.1 Biofonctionnalisation des microbilles polystyrenes

Les fonctions carboxyliques sont trés intéressantes pour les applications biologiques, car elles
permettent d’accrocher des biomolécules de fagon covalente. La liaison des groupements
carboxyliques avec les fonctions amines, disponibles en grande quantité¢ dans les biomolécules
en général, nécessite une étape d’activation des fonctions carboxyliques pour les transformer
en ester activé.

Les composés contenant des fonctions carbodiimide N-C-N sont des agents déshydratants
souvent utilisés pour activer les acides carboxyliques COOH dans le but de faciliter leur
couplage avec les amines primaires NHy et ainsi créer des liaisons amides COONH.

2.2.1.1 Activation des groupements carboxyles

Pour activer les groupements carboxyliques présents a la surface de la microbille PS, nous
avons utilis¢ de I’EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide), qui est un
carbodiimide soluble dans I’eau. L’ajout de ce dernier génere 1’ester activé intermédiaire par la
réaction d’addition du groupement OH de ’acide carboxylique sur le carbone électrodéficient
de ’EDC, comme le montre la figure 2.5.

Cependant, ’EDC n’est pas particulierement efficace pour le couplage des groupements COOH
avec les amines portées par les allergénes. En effet, I’ester activé est instable en solution
aqueuse. Pour cette raison, nous combinons [’'utilisation de I’EDC avec du sulfo-NHS (sulfo-
Hydroxysuccinimide) voir figure2.5). Ce composé est souvent utilisé pour augmenter
I’efficacité du couplage COOH-NH,’.
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Microbille PS
Groupe carboxyle

. o
//// Ester réactif instable Osg-0~
N o-acylisourea O,

I o=%-0 i
¢ EDC =5~ N
I o o
//N (o]
N
HO 5 Ester NHS semi-stable
Sulfo-NHS réactif a 'amine

Figure 2.5 : Schéma de réaction de ’EDC et du sulfo-NHS sur les groupes COOH de la microbille polystyrene.

Apres cette étape d’activation des groupements carboxyliques, les allergénes peuvent étre
attachés de manicre covalente a la surface des microbilles magnétiques par la réaction
d’amidation.

Nous avons développé un protocole de fonctionnalisation a partir de différents protocoles
trouvés dans la littérature>%0-6!,

Tout d’abord 10" microbilles PS-COOH sont lavées 3 fois dans solution tampon MES (0.1M,
pH 5,0).

Le lavage consiste a mettre les microbilles en suspension dans un 1 ml de solution tampon, puis
la suspension est centrifugée pendant Imin a 2000 rcf (relative centrifugal force) pour former
un culot de microbilles, finalement le surnageant est retire.

Une quantite de 50 ug d’EDC est ajoutée avec 50 ug de sulfo-NHS a 5 minutes d’intervalle. Le
volume de réaction est ajusté a Iml de solution tampon MES.

La réaction a lieu pendant 30 minutes a température ambiante sur le plateau tournant rotatif.

Apres centrifugation, le surnageant est retiré et 3 lavages sont effectués de nouveau avec une
solution tampon PBS 1X.

2.2.1.2 Immobilisation de I'extrait d’allergéne

Les microbilles ont été « activées », car nous avons formé des esters NHS qui sont réactifs aux
groupes amines primaires. IlIs réagiront directement avec un des nombreux groupes amines
primaires que comporte la protéine par une réaction d’amidation : le groupe amine se substitue
a I’ester NHS pour former une liaison covalente (figure 2.6).

La réaction d’immobilisation est réalisée dans une solution tampon PBS a pH 7.4 pendant 2 h.
Ensuite, la réaction est arrétée en utilisant une solution tampon 2-amino-2-hydroxyméthyl-1.3-
propanediol appelé communément Tris a pH 11°2. Elle aura pour effet d’arréter la réaction en
désactivant les esters NHS actifs restants via le groupe amine primaire de la molécule. Comme
I’extrait de protéines est ajouté en exces par rapport aux nombres de molécules d’esters NHS
formés sur les microbilles, il est considéré que le nombre de molécules Tris greffées est
négligeable devant la quantité de protéines greffées sur la surface de la microbille PS.
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Figure 2.6 : Schéma décrivant la réaction entre I’ester sulfo-NHS et un groupe amine primaire de la protéine.

1) Immobilisation de ’allergéne
Une quantité de 5 mg de protéines pour 10" microbilles est ajoutée dans 1 ml de solution tampon
PBS I1X
Le tout est incubé pendant 2 h sur le plateau tournant rotatif a température ambiante.
La suspension est centrifugée pendant 1 minute a 2000 rcf puis le surnageant est retire.

2) Blocage de la réaction
Les microbilles sont remises en suspension dans un ml de solution tampon Tris 20mM pH 11
pendant 24h sur le plateau tournant rotatif a température ambiante.

3) Stockage de la réaction
La suspension est de nouveau centrifugée (1 min, 2000 rcf) pour retirer le surnageant et mettre
les microbilles en suspension dans une solution tampon PBS-TBN 0.1 % (PBS 1X, 0.05 %
Tween 20, BSA 0.1 % et sodium azide 0.1 %).

- \
EDC Sulfo-NHS Allergenes
Q — Q —}— o Q Y 0 Y
== [=1 e [ ] O0sd V]
\L 0 ~0
— 0
1 ) oo =~ °
o @ o w - H
9 t ’ .)k N
0 H
Groupe carboxyle Intermédiaire instable Ester sulfo-NHS semi stable Microbilles recouvertes d'allergénes
o-acylisourca réactif aux groupes amines primaires

Figure 2.7 : Résumé chronologique du procédé de fonctionnalisation des microbilles polystyrénes.

2.2.1.3 Modélisation des sites de liaison des allergénes majeurs de I’arachide

Les groupes amines primaires favorables a la réaction d’amidation se trouvent sur des résidus
d’acides aminés électropositifs. Seuls deux acides aminés correspondent a cette condition la
Lysine (Lys) et I’Arginine (Arg). La figure 2.8 montre les structures tridimensionnelles des
allergénes Ara h 1, Ara h2 et Ara h 3 effectuées grace au logiciel Chimera®%. Ce logiciel
permet la visualisation interactive, I’analyse des structures des molécules et le calcul de
différentes grandeurs. Nous 1’avons utilisé pour visualiser les structures tridimensionnelles des
allergenes et pour localiser les résidus d’acides aminés électropositifs. La figure 2.8 indique la
position des résidus d’acides aminés Arg (en bleu) et la position des résidus Lys (en violet).
Premiérement, on remarque qu’ils sont disposés tout autour des allergénes. Deuxiémement, une
¢tude comparative a été effectuée pour comparer le pourcentage de surface occupée par les
résidus électropositifs par rapport a la surface totale de 1’allergene. Il reste inchangé : 20 % pour
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Ara h 1 et 21 % pour Ara h 2 et Ara h 3, comme indiqué par le tableau 2.2. La structure
tridimensionnelle des allergénes majeurs de 1’arachide n’a pas d’influence sur le pourcentage
de surface des allergénes pouvant créer des liaisons amides avec les microbilles PS. En
considérant uniquement ce parametre, les allergénes majeurs de 1’extrait I’arachide se fixeront
de la méme manic¢re sur les microbilles PS. Aucun allergéne ne sera fixé de maniere
préférentielle due a un pourcentage de surface de réaction plus important.

Arah1 Arah2

Figure 2.8 : Localisation des acides aminés ¢lectropositifs (Arginine en bleu et Lysine en violet) pour les allergenes
majeurs de I’arachide Ara h 1,2 et 3.

Allergénes Surface total de Surface électropositive Pourcentage de la
Pallergene de P’allergéne surface électropositive
par rapport a la surface
total de I’allergéne

Ara h 1 52326 A? 10 762 A? 20 %
Ara h 2 6 700 A? 3800 A? 21 %
Ara h 3 114 500 A? 24300 A? 21 %

Tableau 2.2 : Tableau indiquant la surface totale, la surface électropositive et le pourcentage de cette dernicre
pour Ara h 1,2 et 3.

2.2.2 Biofonctionnalisation des microbilles superparamagnétiques

Nous avons choisi d’utiliser des microbilles SPM pour manipuler et séparer les particules PS
qui ont réagi avec les sérums de celles qui n’ont pas réagi. Ce tri sera effectué¢ a 1’aide des
microbilles SPM dynabeads® MyOne™ tosyl activated. Afin qu’elle puisse se fixer aux
anticorps primaires IgE, nous devons réaliser une biofonctionnalisation de ces microbilles par
des anticorps secondaire anti-IgE.

2.2.2.1 Immobilisation de I'anticorps secondaire

Ces particules SPM sont appelées « tosyl-activated » en raison du procédé¢ de fonctionnalisation
chimique effectué par le fabricant. Premiérement, elles ont été recouvertes d’une couche de
polyuréthane. Puis les groupements hydroxyles ont été activés par une réaction avec du chlorure
de p-toluénesulfonyle (Tosyle) pour produire un ester sulfonyle prét a réagir avec des protéines,
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selon le schéma de réaction présenté sur la figure 2.9. Ce groupement chimique permet une
réaction douce pour créer une liaison covalente en orientant 1’anticorps secondaire avec la partie
variable (site de reconnaissance de 1’anticorps primaire) vers I’extérieur de la microbille®’.

Nous avons réalisé des fonctionnalisations avec des anticorps secondaires anti-IgE et anti-IgG
pour préparer les réactions de tri magnétique avec les anticorps primaire IgE et IgG.

1) Immobilisation de ’allergéne

Les particules SPM (1 um) sont lavées trois fois dans une solution tampon de sodium phosphate
a pH 7.4. Pour les microbilles SPM, le lavage consiste a mettre les microbilles en suspension
dans un I ml de solution tampon, puis le microtube contenant la suspension est mise en contact
avec un aimant permanent. Au bout d’'une minute, le surnageant est retire.

La solution d’anticorps (40 ug d’anticorps pour 1 mg de microbilles) est ajoutée et un volume
solution tampon de sodium phosphate est ajoutée pour ajuster le volume de réaction a 1 ml.
L’ensemble est incubé pendant 48 h a température ambiante. Selon le fabricant, c’est a l’issue
de ce temps de réaction que les performances du procédeé de biofonctionnalisation sont
maximales.

2) Blocage de la réaction
Selon le méme procédé les microbilles SPM sont lavées trois fois avec une solution tampon Tris
20mM pH 11. Puis, un volume d’un ml de cette solution tampon est ajoutée, [’incubation dure
24 h a température ambiante. La solution Tris va neutraliser les esters sulfonyles n’ayant pas
réagi avec un anticorps.

3) Stockage de la réaction
Un aimant permanent est appliqué pendant une minute afin de retirer le surnageant. Les
microbilles sont remises en suspension dans une solution de TBN 0.1 % (PBS 1X, Tween 20 a
0.05 %, BSA a 0.1 % et NaN3 a 0.01 %) pour une conservation optimale d’1 mois.

microbille magnétique Anticorps
tosyl-acitvated secondaires

Figure 2.9 : Schéma réactionnel de la bio-fonctionnalisation des microbilles superparamagnétiques par des
anticorps secondaires.

2.2.3 Dispositif expérimental

Afin de réaliser la biofonctionnalisation et sa caractérisation, nous avons choisi d’utiliser le
dispositif expérimental montré sur la figure 2.10.

Différentes solutions tampon permettront de stabiliser le pH lors de la réaction malgré 1’ajout
d’acide ou de base ou lors des dilutions ainsi que d’ajout de précurseurs. Les solutions seront
préparées en utilisant des micropipettes de différents calibres ainsi qu’une balance de précision
pour peser des poudres avec une précision d’un dixiéme de mg. Lors des différentes réactions,
nous placerons les microtubes sur un plateau tournant pour générer une agitation mécanique
afin d’¢éviter que les microbilles sédimentent. Une centrifugeuse et un aimant permanent seront
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utilisés pour isoler les microbilles et changer de solution tout en minimisant les pertes de
microbilles a chaque fois qu'une étape de lavage devra étre réalisée. Un microscope optique est
a notre disposition pour visualiser les microbilles par fluorescence afin de caractériser la
biofonctionnalisation des microbilles SPM.

Figure 2.10 : Dispositif expérimental utilisé pour la bio-fonctionnalisation. a) microscope optique, b) balance
de précision, c¢) plateau tournant rotatif, micropipettes de différents calibres et une centrifugeuse.

Les réactions de greffage auront lieu dans des microtubes Eppendorf® Protein LoBind dont les
parois sont en polypropyléne pour limiter I’adsorption de protéines®® (figure 2.11).

Figure 2.11 : Photo de microtubes Eppendorf® 0.5, 1.5 et 2ml. Photo du fournisseur SigmaAldrich®.

Notre partenaire de Toulouse nous a mis a disposition ses équipements et son expertise afin de
procéder aux caractérisations de biofonctionnalisation par méthode BCA et « \microbilles blot »
(voir section 2.3.1). Dans un premier temps, les microbilles PS ont été fonctionnalisées avec
des allergeénes et dans un deuxieme temps, les microbilles SPM ont été fonctionnalisées avec
des anticorps secondaires fluorescents.

Un protocole de biofonctionnalisation des microbilles PS a été développé par chimie
« cross-linking » en 2 étapes. Premierement, les groupes carboxyles sont activés par la
réaction des réactifs : EDC et sulfo-NHS. Puis les allergenes sont immobilisés a la
surface avec la formation d’'une liaison covalente entre le groupe COOH de la microbille
et un groupe amine primaire de la protéine d’intérét. Les positions des sites potentiels de
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fixation de ’allergene avec la microbille ont été modélisées avec les trois allergenes
majeurs de ’arachide : Ara hl, Ara h2 et Ara h3. Nous avons validé le protocole de bio-
fonctionnalisation des microbilles SPM fourni par Dynabeads. Les anticorps secondaires
sont greffés directement sur la surface avec la bonne orientation (site de reconnaissance
de [’antigene vers [’extérieur de la microbille). Un dispositif expérimental dédié a la
biofonctionnalisation a été decrit.

2.3 Caractérisation de la biofonctionnalisation

L’étape de caractérisation est primordiale, car elle permet de contrdler, de quantifier la
biofonctionnalisation et de s’assurer que les allergénes sont toujours reconnus par les anticorps.

2.3.1 Microbilles polystyrenes

Pour caractériser la fonctionnalisation de ces microbilles, nous avons utilisé deux stratégies. La
méthode dite « BCA (BiCinchoninic acid Assay) » permet de quantifier la quantité de protéines
a la surface des microbilles puis une méthode « microbille blot » pour vérifier que les allergénes
n’ont pas été¢ dénaturés et qu’ils sont toujours reconnu par des sérums de patient allergique
(sérum contenant des anticorps spécifiques reconnaissant les allergénes présents a la surface de
la microbille).

2.3.1.1 Méthode BCA

Un dosage indirect BCA a été réalisé¢ pour mesurer la quantité d’allergénes immobilisés a la
surface des microbilles PS. C’est une méthode colorimétrique de détection et de quantification
des protéines contenus dans un échantillon en utilisant I’acide Bicinchoninique. Elle repose sur
le principe connu de la réduction des ions Cu?" en ions Cu'" par une protéine dans un milieu
basique. La réaction de coloration violette apparait grace a la formation d’un complexe de 2
molécules de BCA avec un ion Cu'* (figure 2.12a). Ce complexe soluble dans 1’eau montre une
grande absorption a 562 nm (violet). L’absorbance mesurée est proportionnelle a la
concentration en protéine sur une gamme de concentration indiquée par le fabricant. La figure
2.12b montre la variation de coloration de solution de protéines a différentes concentrations (0
—40ug/ml) apres la réaction BCA.
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a)

Protéine | +Cu?* |
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BCA-Cu*
complexe
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Figure 2.12 : a) Schéma de la réaction de réduction des ions Cu?" en Cu" et de la réaction de complexation
responsable de la couleur apparente violette et de 1’absorbance a 562nm. b) résultats du test BCA sur les
solutions de référence (0 — 40pg/ml).

Les dosages de concentration d’allergeénes par colorimétrie ont été réalisés avec le kit de dosage
de protéine : « Micro BCA™ Protein Assay Kit» acheté auprés de ’entreprise Thermo
Scientific™. Ce kit mesure la concentration de protéines en solution dans une gamme de
concentration faible (2 — 40ug/ml). Nous avons utilis€¢ un spectrophotomeétre pour réaliser les
mesures d’absorbance en solution. Une courbe de calibration de 1’absorbance doit étre réalisée
avec des solutions de protéines BSA de références fournis dans le kit. Les concentrations des
solutions de référence sont : 0, 1, 5, 10, 20 et 40pg/ml. On considére que la nature des protéines
n’influe pas sur I’absorbance final du test BCA™. Apres avoir tracé la courbe de calibration en
rouge sur la figure 2.14 1’absorbance des échantillons a analyser est mesurée puis reportée sur
la courbe de calibration pour évaluer la concentration en protéines. En vue de caractériser la
fonctionnalisation, nous avons réalisé un test avant et apres la fonctionnalisation en allergénes
de 10° microbilles polystyrénes comme 1’indique le schéma de la figure 2.13. En premier lieu,
un test BCA™ a ¢été réalisé pour évaluer la concentration de protéines contenues dans 1’extrait
d’allergenes qui sera utilisé¢ pour la fonctionnalisation. La biofonctionnalisation est réalisée et
les microbilles sont stockées, puis 1’extrait d’allergénes utilisé est récupéré afin de réaliser un
second test BCA™., Ce deuxi¢me test ¢value la quantité de protéines qui ne s’est pas greffée
sur les microbilles. La différence de concentration de protéines mesurée entre ces deux tests
nous permet d’évaluer la quantité de protéines qui s’est fixées par microbille PS.
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Figure 2.13 : Descriptif du dosage différentiel de la concentration d’allergénes greffés a la surface des
microbilles polystyrénes en réalisant deux tests colorimétriques BCA : sur la solution d’allergénes qui sera
utilisée pour le greffage et sur le surnageant apres le procédé de greffage.

Les résultats sont présentés sur la courbe de la figure 2.14, les mesures d’absorbances (A) a 562
nm sont représentées en fonction de la concentration en protéine de BSA (Cprot). L’absorbance
a été modélisée par régression linéaire (en rouge) en utilisant le logiciel OriginPro 8.
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Figure 2.14 : Courbe d’étalonnage de 1’absorbance a 562 nm en fonction de la concentration de protéine.

Un volume de 150 ul d’une solution de protéines de concentration connue (solution de
référence) ou a determiner sont ajoutés a 150 ul de la solution WR « working reagent ».
Composition de la solution WR : 25 volumes de réactif A, 24 volumes de réactif B et I volume
de réactif C.
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Le réactif A est une solution tampon basique, le réactif B contient [’acide bicinchoninique
(BCA) et le réactif C est une solution de sulfate de cuivre qui contient les ions cuivre Cu’*.
L’ensemble est incubé pendant 2 h a 37°C (zone de travail 2 — 40 ug/ml).

Puis la solution est refroidie a la température ambiante. Finalement, [’absorbance de chaque
solution est mesurée en respectant une durée maximale de 10 min entre la premiere et la
derniére mesure.

Les résultats sont reportés sur un histogramme (figure 2.15). Avant la fonctionnalisation, la
quantité de protéines mesurée est de 50 + 1.48 pg. Apres la fonctionnalisation, la quantité de
protéines n’ayant pas réagi est évaluée a 38.4 + 5.21 pg. Donc la quantité de protéines greffées
sur les microbilles est 11.6 + 6.69 pg.
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Figure 2.15 : Graphique présentant les résultats des deux dosages BCA et la différence calculée représentant la
quantité d’allergenes fixés.

Pour effectuer une comparaison, nous allons calculer la masse théorique d’allergeénes qui se fixe
sur 10° microbilles. Il a été supposé qu’un allergéne greffé occupe une aire de 25 nm? et que
toute la surface de la microbille est recouverte d’ une seule couche d’allergenes.

Le nombre de protéines greffées par microbille est égal au ratio de ’aire de la microbille A
sur I’aire occupé par une protéine A, estimé a 25 nm?.

Am

Npjm = 72 2.1)

Le nombre total de protéines greffées sur 10° microbilles Ny, ot est ainsi calculé selon
I’équation 2.1.

Np,tot — Np/m * 105 (22)
La masse de protéine théorique my, qui se fixe sur 10° microbilles est égale a

Np/m*Mp 2.3)

m., =
14 Ng

Na constante d’ Avogadro (6,022.10%° mol™!), M, masse molaire de la protéine (estimée
a 50 000 g/mol pour I’arachide).

En utilisant la relation (2.3) la masse théorique est de 64.8 ng si I’on considére uniquement un
enrobage monocouche autour de la microbille. Cette expérience montre que les protéines se
greffent bien a la surface des microbilles polystyrénes, car la masse mesurée est non
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négligeable. Cependant, la quantité théorique (64.8 ng) est beaucoup plus faible que la quantité
mesurée (11.6 pg). Pour expliquer ce résultat, on peut supposer que les allergenes, et/ou d'autres
composés absorbant a 562 nm qui sont présents au sein de la suspension se greffent sur les
microspheres en formant des multicouches.

2.3.1.2 Test « microbilles blot »

Les allergeénes sont maintenant immobilisés a la surface des microbilles, mais nous devons nous
assurer qu’ils ont gardé leur fonction de reconnaissance. C’est leur conformation
tridimensionnelle qui permet leur reconnaissance par les anticorps spécifiques IgE via une
liaison clé — serrure. En effet, si les allergénes sont trop serrés entre eux a la surface de la
microbille, la structure tridimensionnelle des protéines sera modifiée par contraintes stériques
et la reconnaissance des allergénes par les anticorps sera altérée.

Nous allons procéder a une technique dite « microbilles blot », réalis¢ avec I’équipe BIOCID
du laboratoire Pharma-Dev de 'université Paul Sabatier a Toulouse, lors d’une semaine
d’expériences communes. Le principe de cette expérimentation est le suivant : des microbilles
sont déposées sur une membrane de nitrocellulose puis mises en contact avec du sérum de
patient contenant des anticorps IgE réactifs aux allergenes fixés sur la surface de la microbille.
La réaction a lieu pendant 2 h a température ambiante. Puis la membrane est rincée a I’aide
d’une solution tampon de PBS 1X. Nous déposons une goutte de solution d’anticorps
secondaire marquée a un enzyme sur l’ensemble membrane-microbilles. Ces anticorps
permettront la détection et la visualisation par chimiluminescence, Cf figure 2.16.

Microbille allergene Microbille BSA

| Membrane de nitrocellulose | | Membrane de nitrocellulose |

Dépot microbilles

Réaction avec le
sérum de patient

Réaction avec la
solution d'anticorps
secondaires

Ringage et séchage
de la membrane

Figure 2.16 : Schéma du principe de révélation des anticorps spécifiques IgE par chimiluminescence sur une
membrane de nitrocellulose.

Les sérums de patient utilisés présentent des concentrations en anticorps IgE variables : faible
(1 UI/ml), moyenne (10 Ul/ml) et forte concentration (100 Ul/ml). Les microbilles arachide et
noisette sont mises en contact avec les sérums de patient allergiques a I’arachide et a la noisette.
Nous avons également effectué¢ des tests de contrdle, des microbilles fonctionnalisées aux
protéines BSA (non-réactives aux différents s€rums de patients). Les différentes conditions sont
récapitulées et indiquées par une croix sur le tableau 2.3.
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Chaque condition est effectuée deux fois, sur un «spot » de microbilles déposées sur la
membrane. La révélation par chimiluminescence se traduit par une tche noire a 1’endroit du
dépot de microbilles qui traduit une présence importante d’anticorps secondaire. L.’absence de
tache signifie une absence d’anticorps secondaire et par conséquent une absence d’anticorps
spécifique IgE. Plus la tache sera sombre, plus la quantité d’anticorps mise en évidence est
importante. En utilisant ce procédé, il est possible de réaliser des tests comparatifs.

Sérum de Concentration en Microbilles Microbilles Microbilles BSA
patient IgE (UI/ml) arachide noisette (controle)
allergique
Arachide Faible (1) X X

Moyen (10) X X

Fort (100) X X
Noisette Faible (1) X X

Moyen (10) X X

Fort (100) X X

Tableau 2.3 : Récapitulatif des 12 conditions différentes (microbilles + sérums de patient) utilisées, chaque
croix correspond a une condition utilisée.
Les résultats sont présentés sur la figure 2.17, la différence de signal entre les microbilles
allergenes et les microbilles témoins (BSA) est significative pour les sérums de 1’allergie a la
noisette et pour les sérums moyens et fort de 1’allergie a I’arachide. Les résultats ne permettent
pas de discriminer le sérum moyen et le sérum fort pour 1’allergie a la noisette.

Sérum Sérum Sérum
faible moyen fort

Microbilles

arachides + sérum . ‘

positif a 'arachide

Microbilles BSA +
sérum positif a
I'arachide

Microbilles
noisettes + sérum , ¥ oy
positif a la noisette

Microbilles BSA +
sérum positif a la
noisette

Figure 2.17 : Résultats des expériences sur membranes de nitrocellulose avec des sérums positifs a 1’allergie
a I’arachide et a la noisette a 3 niveaux de concentrations en IgE spécifiques. Des microbilles tests (arachide et
noisette) et BSA (témoins) ont été utilisées.

Nous attribuons ces anomalies au caractére non-quantitatif de 1’expérience mise en place. La
présence d’un signal faible pour les microbilles BSA révele des interactions non-spécifiques
BSA - anticorps IgE. Cependant, les signaux des microbilles témoins observés sont
négligeables par rapport aux signaux des microbilles allergenes pour les sérums moyens et forts.
Une présence importante d’anticorps spécifiques a été révélée pour les sérums de patient a
moyenne et forte concentration. Ces anticorps spécifiques ont alors reconnu les allergénes de
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I’arachide et de la noisette immobilisés sur la surface des microbilles. Les allergenes
fonctionnalisés ont donc gardé leur capacité a étre reconnus par le systtme immunitaire bien
que contraints par des liaisons covalentes.

2.3.2 Microbilles magnétiques

Le protocole de biofonctionnalisation de surface des microbilles SPM a été validé par révélation
des anticorps secondaire a la fluorescence FITC. En effet, les anticorps secondaires utilisés lors
du greffage sont marqués a la FITC, ainsi les microbilles SPM deviennent fluorescentes apres
I’étape de greffage (figure 2.18). Les dérivés de la fluorescéine sont les plus utilisés en
recherche biologiques en raison de leur grande capacité d’absorption et leur grande solubilité
dans I’eau. Cette molécule présente un maximum d’excitation a la longueur d’onde de 490 nm
et un maximum d’émission a la longueur d’onde de 525 nm.

PREEN A

Figure 2.18 : Schéma des microbilles a) sans fonctionnalisation b) avec fonctionnalisation des anticorps
fluorescents.

Tout d’abord, les microbilles magnétiques sont fonctionnalisées avec des anticorps secondaires
en utilisant le protocole énoncé dans la partie 2.2.2. Les microbilles sont lavées pour retirer
I’excédent d’anticorps secondaires n’ayant pas réagi, un petit volume de suspension de
microbilles est déposé sur une lame de verre puis est visualisé par fluorescence a 1’aide d’un
microscope optique de fluorescence.

L’image microscope (figure 2.19) montre que les microbilles SPM apparaissent vertes ce qui
révele la présence des anticorps secondaires marqués FITC. En effet, la longueur d’onde
d’émission du FITC est de 525 nm ce qui correspond a la couleur verte. Les particules sont bien
recouvertes d’anticorps fluorescents FITC et I’on conclut que le greffage des microbilles par
les anticorps secondaire anti-IgE s’est produit correctement.
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Figure 2.19 : Microbilles magnétiques observées mise en évidence des anticorps secondaires par microscopie a
fluorescence.

Nous avons mis en place plusieurs stratégies de caractérisation pour mettre en évidence
la réussite des réactions de greffage tel que la méthode BCA, une technique de
« microbille blot » et une technique de visualisation des anticorps par fluorescence des
anticorps secondaires. Nous avons caractérisé le greffage des allergenes par la méthode
BCA et la méthode « microbille blot ». La méthode BCA a permis de quantifier la quantité
d’allergene fixée par microbilles alors que la deuxieme technique a confirmé que les
serums de patient réagissent normalement avec les allergenes situés sur la surface des
microbilles PS malgré la liaison covalente. La microscopie par fluorescence a révélé
qualitativement la présence des anticorps secondaires, marqués FITC, sur la surface des
microbilles SPM apres le procédé de biofonctionnalisation.

2.4 Conclusion

Dans ce chapitre, deux protocoles de biofonctionnalisation ont été¢ développés, d’une part pour
les microbilles PS et d’autre part pour les microbilles SPM. Les différentes caractérisations
nous ont permis de mettre en valeur la fixation des ligands a la surface des microbilles et la
conservation de leurs propriétés immunologiques.

Les microbilles PS ont une réponse magnétique tres faible (matériau diamagnétique). Elles
mesurent 10 pm de diameétre et sont pigmentées pour permettre une discrimination optique
optimale. La fonctionnalisation de surface par des groupes carboxyles autorise la formation
d’une liaison covalente avec des protéines. Les microbilles SPM dynabeads® MyOne™ tosyl-
activated sont particulierement adaptées pour notre application en raison de leur réponse et leur
manipulation avec un aimant permanent.

Des anticorps secondaires anti-IgE et anti-IgG ont été fonctionnalisés a la surface des
microbilles Dynabeads®. Nous avons mis en place un dispositif expérimental permettant de
réaliser toutes les étapes du protocole expérimental.

Le schéma de fonctionnalisation utilisé est une réaction d’activation des groupes COOH par
« cross-linking » en produisant un ester NHS favorablement réactif aux groupements amine
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d’une protéine. Une étude numérique a été réalisée pour connaitre les potentiels sites de fixation
des 3 allergénes majeurs de 1’arachide sur la microbille.

La fonctionnalisation a été caractérisée par la méthode Pierce™ BCA qui a montré que les
protéines se sont bien greffées a la surface des microbilles. Puis nous avons vérifi¢ que les
allergenes présents sur la microbille ont gardé leur fonction de reconnaissance des anticorps
primaire IgE par une méthode dite de « microbille blot ».

Les microbilles SPM possedent des esters sulfonyles attachés a leur surface ce qui permet de
créer une liaison covalente avec des anticorps secondaire anti-IgE. La présence des anticorps
secondaires marqués au FITC par microscopie a fluorescence atteste la réussite de la
biofonctionnalisation. Nous avons décrit le procédé de biofonctionnalisation des microbilles
nécessaires pour la réaction avec le sérum d’une part et le tri magnétique d’autre part. En effet,
les microbilles PS fonctionnalisées avec les allergeénes seront utilisées pour la réaction avec le
sérum de patient. Tandis que les microbilles SPM seront employées pour effectuer la séparation
magnétique afin d’isoler les microbilles polystyrénes qui se sont recouvertes d’IgE spécifique
durant I’étape précédente. Dans le prochain chapitre, nous étudierons le fonctionnement, le
dispositif expérimental et les performances du tri magnétique qui constitue la deuxiéme
technologie a développer pour apporter la preuve de concept de notre application biomédicale.



58

Chapitre 3 : Développement d’une technologie de tri
magnétique appliqué aux microbilles
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Le chapitre 2 a traité du greffage covalent des protéines d’intérét (allergenes et anticorps
secondaires) sur la surface des microbilles. Grace a cette biofonctionnalisation, les microbilles
PS réagissent avec les anticorps primaires contenus dans le sérum de patient, représenté sur la
figure 3.1. Ainsi, les microbilles PS qui se sont recouvertes d’anticorps par reconnaissance
spécifique sont dites « positives » (bleu et vert), elles ont réagi avec le sérum. Alors que celles
non recouvertes sont dites « négative » (rouge) se traduisant par une absence de réaction avec
le sérum. Puis les microbilles SPM et PS formeront des complexes via les anticorps primaires
qui établissent une liaison avec 1’allergéne d’une part et I’anticorps secondaire d’autre part.
L’objectif du tri magnétique est de séparer ces deux catégories de microbilles.

Réaction avec le Réaction avec une suspension  Tri magnétique
sérum de patient contenant  de microbilles SPM (1pm)
des anticorps IgE anti-IgE

-

° >
00 4 3 4 ”’: o ]
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* ':3 ' Microbilles allergénes 1 )

M Anticorps spécifique IgE [) Aimant
e a

Microbille SPM anticorps secondaire anti-IgE

Figure 3.1 : Schéma de principe du tri magnétique de microbilles.
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Dans un premier temps, les propriétés de magnétisme et de superparamagnétisme seront
décrites. Nous verrons comment des particules micrométriques possédent la propriété¢ de
superparamagnétisme.

Dans un deuxiéme temps, les principes physiques de la magnétophorese et du tri magnétique
seront détaillés.

La troisieéme partie sera consacrée a la mise en place du dispositif expérimental, les dimensions
et morphologie des aimants seront discutées.

Dans la quatrieme partie, le tri magnétique sera caractéris€ en effectuant la comparaison avec
différentes tailles de microbilles et variant la distance a 1’aimant. Une étude des points de
fonctionnement (dilution du sérum, quantité de microbilles PS/SPM, et temps de réaction) sera
effectuce.

Dans la derniére partie, nous étudierons I’influence de 4 parametres (taille des microbilles,
quantit¢ de microbilles, temps de réaction avec le sérum et la concentration d’anticorps
primaires) sur I’efficacité du tri magnétique pour une optimiser de I’efficacité de la technologie.
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3.1 Introduction au magnétisme

Le tri magnétique constitue une étape cruciale pour notre application. Il a été longuement étudié
et est trés utilisé pour la séparation de cellules®*>>%°"! (voir chapitre 1), cependant son usage
appliqué au tri de particules est beaucoup plus rare**’2. Nous montrerons que cette technologie
est appropriée pour un usage sur des microbilles. Puis, le protocole de tri magnétique de cellules
sera adapté pour obtenir un protocole expérimental optimisé et dédié au tri magnétique de
microbilles PS. Nous chercherons a savoir si la faible concentration des anticorps IgE peut étre
mise en évidence avec cette méthode.

3.1.1 Les différentes catégories de matériaux magnétiques

Il existe cinq catégories de matériaux magnétiques dont le comportement varie en présence d’un
champ magnétique.

Dans un matériau, le spin d’un électron crée un moment magnétique, appelé moment
magnétique de spin. Des interactions purement quantiques dues aux spins des €lectrons tendent
a orienter les moments magnétiques de maniere paralléle ou antiparalléle en fonction du type
de matériau magnétique. De plus, les moments magnétiques peuvent interagir avec un champ
magnétique externe, soit en s'y opposant, soit en s'alignant avec celui-ci, selon la nature
magnétique du matériau. Plus le champ magnétique externe est puissant, plus il y aura
d'électrons qui orienteront leur spin en fonction de celui-ci.

On définit alors la susceptibilité magnétique du matériau ym, qui est la facilité avec laquelle un
matériau réagit en fonction du champ magnétique externe appliqué. Par conséquent, le matériau
acquiert une aimantation M, qui dépend du champ magnétique externe appliqué By et de la
susceptibilité du matériau indiqué par la relation 3.1.

M = xm By (3.1)

Plus la susceptibilit¢ d’un matériau est élevée plus il obtiendra une aimantation
importante.

Lorsque la susceptibilité est négative, I’aimantation est opposée au champ magnétique externe,
le matériau est repoussé. A ’inverse, I’aimantation sera alignée dans la méme direction pour
une susceptibilité positive, le matériau est alors attiré.

Les matériaux sont classés en cing catégories’” (figure 3.2) qui définissent leurs comportements
lorsqu’ils sont soumis a un champ magnétique. Il existe d’une part les matériaux ayant la
capacité¢ de former des domaines magnétiques spontanément. D’autre part, les matériaux qui
n’ont pas cette capacité¢ mais dont le moment magnétique global s’oriente en présence d’un
champ magnétique externe. Ces matériaux possedent une susceptibilité plus faible que pour les
matériaux qui s’orientent spontanément.

Dans un matériau ferromagnétique, les moments sont alignés dans la méme direction. La
susceptibilit¢ est positive et tres élevée (~100). Le ferromagnétisme (qui inclut le
ferrimagnétisme) génére les champs les plus importants et crée des forces suffisamment
importantes pour étre ressenti et est responsable du phénomeéne de magnétisme des aimants.
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Les trois autres mécanismes (diamagnétisme, paramagnétisme et antiferromagnétisme)
générent des forces beaucoup plus faibles.

Certains matériaux magnétiques forment des domaines magnétiques spontanément. Dans un
matériau antiferromagnétique, les moments sont antiparalleles. C’est également le cas pour un
matériau ferrimagnétique cependant les moments d’amplitude différents générent un moment
magnétique résultant non-nul contrairement au matériau antiferromagnétique.

Un matériau diamagnétique ne présente aucun domaine ou ordres magnétiques néanmoins le
moment total s’aligne dans la direction opposée du champ magnétique externe. Un matériau
paramagnétique ne présente pas d’ordre, mais possede une aimantation alignée avec le champ
magnétique. Ces deux matériaux réagissent trés peu aux champs externes, car ils possedent une
susceptibilité magnétique trés faible (ym ~107).

e $ O

Moments des atomes individuels alignés

TR

Moments alternatifs différents

e § 4 4 4 4

Moments alternatifs d'un atome a |"autre

Diamagnétisme Pas d'ordre
Alignement a I'opposé du champ appliqué

Paramagnétisme Pas d'ordre
Alignement avec le champ appliqué

Pas de domaines Formation de domaines spontanés

Figure 3.2: Schéma récapitulatif des 5 classes de comportements magnétiques: ferromagnétisme,

ferrimagnétisme, antiferromagnétisme, ferrimagnétisme et diamagnétisme1 10,

Le graphique de la figure 3.3 décrit I’aimantation d’un matériau ferromagnétique en fonction
du champ appliqué. Il posséde une aimantation de saturation Ms lorsque tous les moments
individuels sont alignés avec le champ externe. Il présente une aimantation rémanente Mg
correspondant a I’aimantation du matériau en 1’absence de champ appliqué. Le champ coercitif
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Figure 3.3 : Cycle d’hystérésis d’un matériau ferromagnétique''°.
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(Hc) est la valeur du champ externe lorsque 1’aimantation du matériau s’annule. Lorsque I'on
applique un champ magnétique externe sur un matériau ferromagnétique, les moments
magnétiques s'orientent dans la méme direction que le champ. Par la suite, méme lorsque le
champ est supprimé, une partie de I'alignement est conservée : le matériau s'est aimanté. En
appliquant un champ magnétique opposé¢ suffisamment intense, les moments magnétiques
s’inversent, mais l'aimantation ne suit pas le chemin initial.

3.1.2 Le superparamagnétisme

Le superparamagnétisme’* est une forme de magnétisme inhérent aux nanoparticules
ferromagnétiques et ferrimagnétiques de tres petites tailles.

En effet, plus la particule est petite plus cela requiert de 1’énergie d’obtenir une configuration
multidomaine ; en dessous d’un certain diamétre critique (d < 28 nm pour I’oxyde de fer), tous
les moments s’alignent : on parle de configuration monodomaine. Pour une nanoparticule
monodomaine, les moments sont tous parall¢les, ’aimantation de la particule est assimilée a un
moment géant dit « macrospin ». Si I’objet posseéde une anisotropie uniaxiale (résultat de la
forme ou de la structure cristalline), le moment posséde deux configurations stables : parall¢le
et antiparall¢le a la direction définie par I’anisotropie (axe facile d’aimantation). Ces deux états
sont séparé¢s par une barriere énergétique KV produit de 1’anisotropie magnétique K par le
volume de la particule V. Le moment magnétique oscille spontanément entre ces deux
configurations avec un temps caractéristique t,, (temps de relaxation de Néel) définie par
I’équation 3.27°76;

T, = Tpe *BT" = 14e *BT (3.2)

7o est le temps de relaxation critique (~ 10”s), kg est la constante de Boltzmann et T

est la température. Si le temps de relaxation est grand par rapport a notre temps de
mesure, le moment a peu de probabilité de se retourner : on parle de moment « bloqué » et de
ferromagnétisme. Si en revanche ce temps est court par rapport au temps de mesure, le moment
de la particule oscillera au cours de la mesure et le moment résultant sera nul : on parle alors de
superparamagnétisme.

Lorsque la particule a un diameétre supérieur au diametre critique, le moment est bloqué et le
mécanisme résultant est le ferromagnétisme (figure 3.4a). Lorsque le diamétre de la particule
est inférieur au diametre critique, le moment de la particule oscille suivant I’axe facile générant
le phénomene de superparamagnétisme (figure 3.4b). Dans ce cas, il n’y a pas de phénomene
d’hystérésis et le moment magnétique est nul en I’absence de champ magnétique externe.
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Figure 3.4 : Diagramme d’aimantation en fonction du champ appliqué pour une particule ferromagnétique
et superparamagnétique’!!.

3.1.3 Les microbilles superparamagnétiques

Les particules doivent étre SPM pour éviter la formation de chaines de dipdles magnétiques
lors de leur manipulation sans champ externe. Dans la partie précédente, nous avons vu que des
nanoparticules de fer ont un comportement SPM lorsque leur diametre est inférieur a 28 nm.
Les nanoparticules SPM possédent une réponse a un champ magnétique qui varie en fonction
de la taille. Par exemple, les nanobilles de maghémite (y-Fe2O3) de diamétre 7.5 nm et 81 nm
présente une courbe d’aimantation différente (M) en fonction du champ appliqué (H) représenté
par la figure 3.5.

Les deux graphiques’’, issues d’un travail de recherche publié par G.Fonnum et al, mettent en
¢vidence une différence de comportement magnétique entre deux tailles de nanoparticules de
maghémite. Pour les nanobilles de 7.5 nm, la courbe d’aimantation suit un chemin unique
spécifique au comportement SPM sans cycle d’hystérésis et avec une aimantation rémanente
nulle. Pour un diamétre égal a 81 nm, on observe I’ouverture d’un cycle d’hystérésis
caractéristique d’un matériau ferromagnétique ce qui est en accord avec la théorie du
superparamagnétisme.
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Figure 3.5 : Graphique représentant 1’aimantation en fonction du champ appliqué pour des nanobilles
d’oxyde de fer de diamétre a) 81 nm et b) 7.5 nm’’.

Cependant, la manipulation des particules magnétiques de si petite taille n’est pas possible en
utilisant uniquement un aimant permanent. C’est pour cette raison qu’il a été¢ décidé de nous
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orienter vers des microbilles SPM Dynabeads de la société Invitrogen dédiées aux applications
biomédicales qui sont manipulables au moyen d’un aimant permanent. Ces microbilles sont
composées de nanoparticules d’oxyde de fer: magnétite (Fe3Os) et maghémite (y-Fe.O3)
emprisonnées dans une matrice de polystyréne qui empéche toute agglomération. D’une part,
le volume magnétique contenu dans le polystyréne est suffisamment important pour permettre
une manipulation a I’aide d’un aimant permanent. D’autre part les nanobilles encapsulées sont
suffisamment petites pour observer un comportement SPM. Le fabricant propose 3 diamétres
de microbilles : 4.5 pm (M-450), 2.8 um (M-280) et 1 um (MyOne™). La figure 3.6 présente
une image MEB d’une microbille M-280"7. L’image révéle la présence de nanoparticules
d’oxyde de fer (blanc) emprisonnées dans le polystyréne (gris). A partir de cette image, le
diametre moyen d’une nanoparticule a été évalué¢ a 7 nm. Cette étude a également été réalisée
sur les microbilles M-450 et MyOne dont les résultats sont affichés dans le tableau 3.1.

Le tableau indique une taille de nanoparticules comprise entre 7 nm et 8 nm pour les 3 tailles
différentes. Cette taille est en conformité avec la théorie qui évalue, pour I’oxyde de fer, un
diametre inférieur a 28 nm pour garantir le phénomene de superparamagnétisme.

a)

Figure 3.6 : Image MEB d’une microbille SPM a deux échelles de tailles différentes. a) de nombreuses
nanoparticules d’oxydes de fer sont révélées en blanc b) les nanoparticules possedent des tailles et des formes
variées’’.

Microbille Diameétre des microbilles Diamétres moyens des
(num) nanoparticules (nm)
M-450 4.4 7.8-8.1
M-280 2.83 7.5-8.5
MyOne™ 1.05 7.4-1.7

Tableau 3.1 : Tableau résumant les mesures des tailles des microbilles et nanobilles étudiés.

Le graphe 3.7 représente 1’évolution de I’aimantation en fonction du champ magnétique externe
appliqué pour des microbilles MyOne™ fourni par le fabricant. Nous constatons que la courbe
est caractéristique d’un comportement SPM sans cycle d’hystérésis et présentant une
aimantation rémanente nulle a champ nulle.
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Figure 3.7 : Graphique montrant I’évolution de I’aimantation des microbilles SPM de 1 pm en fonction du
champ appliqué”.

Tout d’abord, les différents comportements des matériaux magnétiques ont été introduits
ainsi que certaines grandeurs physiques. La susceptibilit¢ magnétique est une grandeur
qui caractérise la réponse d’un matériau a un champ magnétique externe. Nous nous
sommes intéressés aux matériaux ferromagnétiques qui ont une réponse €levée au champ
magnétique. La courbe de 1I’aimantation décrit un cycle d’hystérésis avec une aimantation
non-nulle & champ nul. Le superparamagnétisme est une propriété des nanoparticules
magnétique ou I’aimantation est considérée comme un spin unique (macrospin) et ou
I’aimantation est nulle a champ nul. L’intégration de ces nanoparticules dans une sphere
de polystyréne permet d’obtenir le comportement SPM au sein d’une particule
micrométrique.

3.2 Principe théorique

3.2.1 Magnétophorese et force magnétique

La manipulation des microbilles SPM est effectuée en appliquant un champ magnétique, on
parle alors de magnétophorése. Cependant, un champ magnétique uniforme n’est pas suffisant
pour induire un déplacement de particules magnétiques sphériques, il faut au contraire générer
un gradient de champ. La force de translation, responsable de la magnétophorése, est générée
par la présence d’un gradient de champ magnétique. La valeur de la force exercée sur la
microbille est calculée par 1’équation 3.37¢ qui démontre la nécessité d’un gradient de champ.
Dans le cas d’un complexe de microbilles PS-SPM, la force magnétique exercée sur la
microbille SPM déplacera le complexe grace aux liaisons protéines entre les deux microbilles.

- - V - -
E,= (i-V)B = 5m(B-V)B
0

(3.3)
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Nous cherchons a définir la force magnétique en fonction de sa vitesse magnétophorétique,
afin de simplifier la relation 3.3. Une particule magnétique sphérique en suspension dans un
liquide subit un gradient de champ magnétique VB provenant d’un aimant permanent. Quatre

forces s’appliquent principalement sur la particule’’s7° : la force de gravité F,, la poussée

d’Archiméde?a, la force de freinage visqueux ﬁd et la force magnétique F,,,dont nous cherchons
a évaluer la valeur, ces 4 forces sont représentées sur la figure 3.8

Les trois premicres forces sont définies par les équations 3.4, 3.5 et 3.6. R est le rayon de la
particule sphérique, p, la densité du matériau de la particule, prla masse volumique du fluide,

g la constante de pesanteur, 7 la viscosité dynamique et #, la vitesse de la particule.

. T

Fé) = §7-[R ppg (3.4)

L4

Fy = §7TR Prg (3.5)

Fy = 6mnR v, (3.6)
_ Aimant

Figure 3.8 : Bilan des forces appliquées sur une microbille SPM soumis a un gradient de champ magnétique
VB.

Lorsque le systéme atteint 1’état d’équilibre, la somme des 4 forces est nulle, ce qui se traduit
par 1’équation 3.7. Ainsi, la force magnétique F,, peut étre calculée en connaissant la vitesse de
la particule u; qui correspond a la vitesse magnétophorétique, tous les autres parametres sont
connus.

- 4 4 e
Fne; = (Fa - F;] + Fd)ez - <§7tR3Apg + 67TRT]l7p) € 37

3.2.2 Séparation magnétique

Le tri magnétique cellulaire a fait I’objet de nombreuses études>*>>-6%70-8081 1] consiste a
effectuer un marquage magnétique des cellules d’intérét via des nano ou microparticules
magnétiques. Les particules magnétiques sont fonctionnalisées a 1’aide d’anticorps spécifiques
qui ciblent des protéines de surface exprimées uniquement chez les cellules d’intérét. De cette
maniére, des complexes cellules - microbilles®' se forment (figure 3.9), le tri cellulaire est
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effectué¢ par magnétophorese en appliquant un gradient de champ magnétique. La figure 3.9
illustre par un schéma et une image microscope des complexes cellule - microbilles, les cellules
mesurent environ 10 pm et sont marqués par des particules magnétiques de 1 pm. Etant donné
que les microbilles utilisées dans ce projet de recherche ont la méme taille que les cellules, nous
avons choisi d’utiliser cette méthode pour le tri de microbilles.

To » Cell-Particle
™ o < S oo

M;?:;k ’bﬂ\ ﬂo o
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Anti-cell] - — 5 nu c
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complex ’ ' ‘
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Figure 3.9 : Tri magnétique de cellules humaines WBC (Whole Blood Cell) par magnétophorése a)
déplacement magnétophorétique des complexes cellules — particules magnétiques vers un aimant, b) 1égende,
¢) observation microscope des complexes cellules — particules magnétiques®!.

A présent, nous allons décrire comment cet effet physique est exploité pour effectuer un tri
magnétique de microbilles afin de séparer les microbilles positives des microbilles négatives
aprés la réaction avec le sérum de patient. Le sérum est le liquide sanguin débarrassé de ses
cellules et de ses protéines de coagulation par les procédés de coagulation et de centrifugation
comme indiqué par la figure 3.10.

Preparation du serim

coapelation | -cenirifugatian

-

-

camnp total cosgaulum

Figure 3.10 : Procédé de coagulation et centrifugation pour obtenir du sérum de patient a partir d’un
¢échantillon sanguin.

Tout d’abord, les microbilles PS — allergénes vont capturer les anticorps IgE spécifiques
contenus dans le sérum de patient via une interaction allergéne — anticorps primaire.

Les anticorps primaires IgE contenus dans le sérum sont spécifiques, cela signifie qu’ils
reconnaissent exclusivement un allergene. Ils se fixent alors sur la microbille PS via une liaison
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antigéne — anticorps pour former une microbille dite « positive ». Les microbilles n’ayant pas
fixé d’anticorps sont dites « négatives ». Les microbilles SPM se fixent aux microbilles
positives par I’intermédiaire d’une liaison anticorps primaires — anticorps secondaires. Cette
liaison ne se produit pas avec les microbilles négatives qui ne possédent pas d’anticorps
primaires a leur surface. Les forces de liaison entre protéines sont faibles, elles sont constituées
d’interactions ioniques, d’interactions de Van Der Waals, de liaisons hydrogéne et
d’interactions hydrophobes. La figure 3.11 présente le schéma de principe du tri magnétique de
particule effectu¢ dans des microtubes. La suspension de microbilles contenues dans un
microtube « A » est composée de complexe SPM-PS. Un aimant permanent est mis en contact
avec le microtube pour générer la magnétophorese, les complexes vont alors migrer et
s’agglomérer sur la paroi (phase solide) en contact avec I’aimant. Le surnageant (phase liquide)
est transféré du microtube « A » vers un microtube « B » a 1’aide d’une micropipette. Les
microbilles sont remises en suspension dans le microtube « A » et I’aimant est enlevé. Le
procédé de tri magnétique permet la séparation des deux types de microbilles (positives et
négatives), il ne reste plus qu’a procéder au comptage pour évaluer la concentration d’anticorps
présent dans le sérum et réaliser un diagnostic.

Figure 3.11 : schéma de principe du tri magnétique de particules.

Nous avons détaillé le principe de magnétophorese. Une particule magnétique soumise a
un gradient de champ magnétique subit une force magnétique qui attire la particule vers
les zones de plus fort gradient. La séparation magnétique de microbilles repose sur le
principe d’agglomération de microparticules SPM avec des microbilles PS recouvertes
d’IgE via une liaison anticorps — anticorps. Comme les particules sont larges (1 um), un
aimant permanent génere un gradient de champ magnétique suffisant pour induire un
deéplacement magnétophorétique.
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3.3 Mise en place du dispositif expérimental

3.3.1 Les séparateurs magnétique

De manicre générale, les grosses particules magnétiques (> 200 nm) sont plus utilisées que les
particules de plus petites tailles qui requicrent des techniques de séparation plus complexes. On
oppose la séparation magnétique a gradient élevé®>8334 (HGMS) a la séparation magnétique a
faible gradient® (LGMS). Les microparticules sont manipulables avec 1’utilisation d’un aimant
permanent macroscopique (LGMS). Cependant, comme les nanoparticules sont beaucoup
moins volumineuses et subissent une diffusion plus importante, il est nécessaire d’utiliser la
méthode de séparation magnétique a gradient ¢levé (HGMS).

3.3.1.1 Séparation magnétique a gradient élevé HGMS

Un systéme HGMS est généralement constitué d’une colonne remplie d’une couche de fils
magnétiques (diametre 50 um) placé a I’intérieur d’un électroaimant, représenté par la figure
3.12a. Lorsque le champ magnétique est appliqué a travers la colonne, les fils modifient le
champ magnétique dans la colonne en produisant des forts gradients de champs autour des fils
qui attirent les particules magnétiques a leur surface pour étre piégées. Un autre dispositif
HGMS combine les techniques de la microélectronique et de la microfluidique afin d’intégrer
des micro-aimants dans des dispositifs de petites tailles. En particulier, ceux contenant des
microstructures composées de matériaux ferromagnétiques. Ces matériaux sont adaptés pour la
manipulation de nanoparticules magnétiques. Les microstructures qui sont intégrées dans un
micro-canal permettent de concentrer localement le champ magnétique provenant d’un aimant
externe (voir figure 3.12b). Le champ magnétique réorient¢ augmente la force magnétique Fn
et améliore I’efficacité de la séparation.
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Figure 3.12 : Schéma des dispositifs de gradient de champ magnétique élevé. a) colonne HGMS et b)
aimant microstructuré®*.

3.3.1.2 Séparation magnétique a gradient faible (LGMS)

Lorsque I’on cherche a manipuler des particules micrométriques, il est judicieux d’utiliser un
aimant permanent en raison de sa simplicité¢ d’utilisation et de son bas prix. Les aimants de
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terres rares produisent les champs magnétiques les plus importants, en particulier ceux
constitués en NdFeB. Ils sont vendus a travers une gamme de tailles et de formes trés variées.

Le champ magnétique est généré par I’aimant permanent qui induit des forces d’intensité tres
¢levées qui prédominent par rapport aux forces de sédimentation. Cette méthode est
avantageuse, car elle permet d’étre utilisée sur des volumes de solution plus importants (> 1
ml) contenu dans des microtubes. La force magnétique doit étre constante sur la zone de travail
pour que les microbilles subissent la méme force et se déplacent vers la paroi a vitesse constante.
Les systémes de séparation magnétique actuels sont homogenes et parfaitement adaptés a la
manipulation en microtube.

Nous utiliserons un séparateur magnétique a faible gradient (LGMS) car les microbilles a
manipuler sont de taille micrométrique Dynabeads MyOne (1 pm) et M-450 (4.5 pm) et ne
nécessitent pas de dispositifs a fort gradient contrairement aux nanoparticules SPM.

La photo de la figure 3.13 montre le dispositif de séparation magnétique de type LGMS utilisé
pour effectuer le tri magnétique. C’est un aimant permanent plan en NdFeB recouvert d’une
couche d’aluminium (en gris) vendu par la société Invitrogen (DynaMag™-2). Ce systéme est
spécialement dédi¢ au tri magnétique cellulaire via des microbilles SPM. Il est livré avec un
porte-échantillon amovible afin de maintenir les microtubes de volume 1.5 ml ou 2 ml. Le porte-
¢chantillon peut étre placé ou retiré de I’aimant facilement, il comporte 16 emplacements pour
microtubes. Ainsi, ce systeéme permet d’effectuer jusqu’a 16 tris magnétiques simultanément.
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Figure 3.13 : Dispositif de séparation magnétique a faible gradient dédié pour une utilisation de microtubes
(1.5ml — 2ml).

3.3.2 Mesure de la vitesse magnétophorétique et de la force magnétique des
microbilles SPM

Les microbilles SPM MyOne (1 pm) et M-450 (4.5 um) ont été caractérisées afin d’évaluer la
vitesse magnétophorétique ainsi que les forces magnétiques associés par 1’utilisation d’un
aimant permanent cylindrique en NdFeB. Cet aimant est différent du dispositif de séparation
magnétique qui sera utilisé pour toutes les manipulations de tri magnétique présentés dans
ultérieurement. Pour cela, nous avons placé une suspension de microbilles dans un microtube
Eppendorf de 2 ml contenant un faible volume de 200 pul de suspension de microbilles SPM.
Un aimant permanent cylindrique est placé a une certaine distance de la base de 1’eppendorf,
voir figure 3.14. L’aimant est mis en contact avec I’eppendorf a I’instant to, la durée de
magnétophorese nécessaire a 1’agglomération de toutes les microbilles magnétiques au fond du
tube est mesurée. L’expérience est réalisée 3 fois pour le calcul de la moyenne et de I’écart type.
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A partir du temps de piégeage mesuré, une vitesse moyenne magnétophorétique est calculée
pour les deux tailles de microbilles en fonction de 1’espacement entre le microtube et 1’aimant.
Puis, la force magnétique est calculé a partir de la vitesse magnétophorétique en utilisant la
relation 3.7.

Aimant

Figure 3.14 : Mesure de la vitesse magnétophorétique.

Le graphique 3.15a montre 1’évolution de la vitesse magnétophorétique de deux types de
microbilles SPM (1 pm et 4.5 pm) en fonction de la distance a I’aimant. Lorsque 1’aimant est
proche de la paroi de I’eppendorf (6 mm) la vitesse moyenne est de 2.5 et 5.2 mm/s. Cette
vitesse diminue fortement (~1 mm/s) en ¢€loignant ’aimant (9 mm - 22 mm). Les forces
magnétiques ont €té calculées et reportées sur le graphique 3.15b. Les valeurs de la force
magnétique calculées sont a comparer avec la force de rupture de la liaison anticorps — antigéne
qui est approximativement de 40 pN. On remarque que pour des distances a I’aimant inférieures
a 12 mm, les microbilles M-450 appliquent une force magnétique supérieure a cette force de
rupture. Si la liaison microbilles PS — SPM n’est assurée que par une interaction anticorps —
antigene, il est probable que le complexe de microbilles se casse. En revanche, 1’utilisation de
microbilles MyOne (1 pm) produit une force magnétique toujours inférieure a cette valeur
limite. Par la suite, une étude comparative sera réalisée sur I’efficacité du tri magnétique pour
ces deux tailles de microbilles dans le but de confirmer ce phénomene. Toutefois, nous avons
estimé que la stabilité des complexes de microbilles est garantie par plusieurs liaisons anticorps
— anticorps et le dispositif de séparation magnétique utilisé pour cette étude est différent de
celui utilisé pour les futures manipulations de tri magnétique appliqués aux sérums. Ce résultat
démontre uniquement que la force magnétique subit par les microbilles SPM est plus faible
pour la plus petite taille de microbilles et qu’il n’est pas possible théoriquement de casser cette
liaison lors du processus de magnétophorése. Il a été choisi d’utiliser le dispositif de séparation
magnétique décrit dans la partie précédente, car il est spécialement congu pour cette application
et permet d’éviter 1’application d’une force magnétique trop brutale pour une efficacité de tri
maximale.
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Figure 3.15: a) Mesure de I’évolution de la vitesse magnétophoretique v, en fonction de la distance a
I’aimant, b) Force magnétique en fonction de la distance a I’aimant Fp,

3.3.3 Mise en évidence du phénomene d’agglomération des microbilles SPM

Une étude’” a été menée, par G.Fonnum et al, pour étudier le temps de piégeage des microbilles
SPM de différentes tailles au moyen d’un dispositif LGMS. Dans un microtube, les microbilles
SPM sont mises en suspension, un gradient de champ magnétique est appliqué au moyen d’un
aimant permanent a 1’instant to. Le pourcentage de microbilles en suspension en fonction du
temps est mesuré, cela représente le pourcentage de microbilles non récupérées par I’aimant.
Le résultat de cette étude est présenté sur le graphique 3.17. Les microbilles de plus grandes
tailles M-450 (4.5 um) sont plus rapides a étre totalement piégées que pour les microbilles de
plus petites tailles M-280 (2.8 um) et MyOne (1 pm). MyOne et M-280 présentent le méme
temps de récupération alors qu’elles possédent des tailles différentes. De plus, le ratio de durée
entre MyOne et M-450 est de 4.5. Selon la théorie, la vitesse du déplacement
magnétophorétique est proportionnelle a 12, le ratio entre les vitesses devrait étre égal a 20,25.
Ce phénomene est expliqué dans cette étude par une agglomération des microbilles MyOne en
raison de leurs petites tailles. Ainsi, ces agrégats de microbilles possédent une vitesse
magnétophorétique plus importante que celle de la microbille individuelle.
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Figure 3.17 : Pourcentage de microbilles en suspension en fonction du temps d’application de 1’aimant et de
la taille des microbilles””.

La figure 3.18, montre une photo prise par microscopie a fluorescence des microbilles SPM
MyOne. Elle montre une inhomogénéité de tailles des microbilles SPM. La dispersion de taille
est importante, les agrégats formés mesurent 1 pm et 10 pm.

Figure 3.18 : Agrégation des microbilles SPM MyOne (1pm).

3.3.4 Protocole détaillé du tri magnétique

Nous avons développé le dispositif expérimental utilisé pour la réalisation de séparations
magnétiques.

Dans ce chapitre, un sérum de lapin sera utilisé a la place du sérum de patient. Il contient des
anticorps primaires d’isotype 1gG : anti-Ara h 1, anti-Ara h 2 et anti-Ara h 3 qui reconnaissent
spécifiquement les allergénes majeurs de ’arachide : Ara h I, Ara h 2 et Ara h 3. Le tri
magnétique sera effectué par des microbilles MyOne™ fonctionnalisées avec des anticorps
secondaires anti-IgG. Ce sérum présente 1’avantage de posséder une concentration plus
importante en anticorps primaires ce qui nous permet de tester les performances de notre
dispositif sans la contrainte d’une faible concentration en anticorps primaires IgE. Les
expériences de tri magnétique avec le sérum de patient seront présentées dans le chapitre 5.
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3.3.4.1 Séparation magnétique

Premierement, les microbilles PS - arachide sont mises en suspension en solution tampon PBST
2 % dans un microtube 2 ml. Un volume de 50 ul de sérum de lapin dilué (dilution optimale :
10%) est ajouté. Puis, ’ensemble est incubé pendant deux heures a température ambiante.

Les microbilles sont lavées trois fois par centrifugation et changement de milieu afin d’enlever
les anticorps primaires libres et les protéines qui pourraient faire écran et diminuer [’efficacité
du tri magnétique. Les microbilles magnétiques sont ajoutées aux microbilles PS dans une
solution tampon PBST 0.1 %. Le tout est incubé pendant 30 minutes a température ambiante.

Les microtubes sont disposés sur [’aimant DynaMag™-2 pendant 2 minutes. Le surnageant est
retiré puis disposé dans un autre microtube Eppendorf. Les microbilles du premier tube sont
remises en suspension dans une solution tampon PBST 0.1 %.

Ainsi, on obtient deux microtubes, le premier contient les microbilles MyOne™ et PS piegées
par la séparation biomagnétique (microbilles positives). Le deuxiéme microtube contient
exclusivement des microbilles PS n’ayant pas réagi lors du tri magnétique (microbilles
négatives), le volume est fixée a 1 ml de telle sorte qu’il soit égal au volume du premier
microtube.

3.3.4.2 Mesure de la concentration des microbilles positives

Ensuite, la concentration de microbilles positives est mesurée. Cette concentration mesurée est
a comparer avec la concentration initiale connue et incubées avec le sérum avant 1’étape du tri
magnétique. La proportion de microbilles piégées correspond a I’efficacité du tri magnétique.
Comme nous ’avons expliqué précédemment, plus ce pourcentage est élevé plus la réaction de
microbilles avec le sérum a été importante ce qui traduit une concentration ¢levée d’anticorps
primaires contenus dans le sérum.

Trois techniques sont utilisées pour estimer la concentration de microbilles PS positives.

La premiere technique consiste a analyser un petit volume au microscope optique. Trois gouttes
d’un volume égal a 1 ul sont déposées sur une lame de verre. L’ observation se fait apres
sedimentation des microbilles sur la lame de verre, les images microscopes permettent de
compter le nombre de microbilles par gouttes et de déduire une concentration moyenne.

La deuxieme technique consiste a utiliser la technique d’assemblage gravitationnel de
microbilles que nous développerons dans le chapitre 4.
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La troisieme technique exploite les propriétés d’absorbance des microbilles PS pigmentées.
L’absorbance de la suspension de microbilles est mesurée grdce a un spectrophotometre
capable de mesurer [’absorbance en solution. Un rayon de lumiere blanche, provenant d’une
source lumineuse et amené grdce a une fibre optique qui traverse la suspension de microbilles
contenue dans une cuvette d’'une contenance 2 ml. Pour chaque mesure, le dispositif mesure
["absorption a une certaine longueur d’onde qui varie en fonction de la pigmentation des
microbilles. Une courbe de calibration, réalisée au préalable, permet de relier I’absorbance a
la concentration de microbilles PS colorées. L’absorbance est mesurée avant et apres le tri
magnétique et permet de calculer le pourcentage de microbilles PS piégées.

Light path

Figure 3.19 : Mesure de I’absorbance de la suspension de microbilles avant et apres le tri magnétique pour
évaluer la proportion de microbilles positives.

La prochaine partie sera dédiée a la caractérisation et a 1’étude des performances du tri
magnétique. Dans cette partie, nous utiliserons la premiére technique pour évaluer le rendement
du tri magnétique (pourcentage des microbilles piégées). Les deux dernieres techniques seront
utilisées dans le chapitre 5 lors des réactions avec le sérum de patient.

Dans cette partie, nous avons mis en place le dispositif expérimental. Les séparateurs
magnétiques qui sont regroupés en deux catégories : ceux a gradient de champ élevé
nécessitant un appareillage complexe et ceux a champ faible : les aimants permanents.
Ces aimants permanents délivrent une intensité de champ suffisamment importante pour
la manipulation de particules micrométriques magnétiques. Puis nous avons mesuré la
force magnétique subie par les microbilles SPM sous [’action d’un aimant permanent.
Une étude comparative sur deux tailles de microbilles SPM a été menée. Nous avons
conclu que les microbilles de diametre 1 um sont plus adaptées, car la force magnétique
deéveloppée par les microbilles SPM de 4.5 um est plus importante que la force de rupture
d’une liaison antigéne — anticorps. Pour compléter notre étude sur la vitesse
magnétophorétique, nous avons mis en évidence le phénomene d’agglomération des
microbilles SPM MyOne, en montrant qu’il est plus important sur les microbilles de
petites tailles. C’est pour cette raison que le rapport entre les valeurs des forces
magnétiques ne correspond pas a celui calculé théoriquement. Le protocole de tri
magnétique dure 2 minutes et a été présenté dans ce chapitre. Nous avons également
exposé notre technique utilisée pour mesurer et caractériser [ efficacité du tri magnétique
en mesurant la concentration de microbilles ayant été piegées magnétiquement.
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3.4 Performances du tri magnétique

Nous allons a présent étudier I’influence de certains parametres sur ’efficacité du tri
magnétique. Les séparations biomagnétiques ont été effectuées en utilisant le protocole présenté
précédemment. Pour chaque parametre, le tri magnétique a été réalisé trois fois pour obtenir
une moyenne de I’efficacit¢ du tri magnétique. Le nombre de microbilles piégées
magnétiquement est évalué et il en est déduit une efficacité de tri magnétique qui est représentée
par la valeur du pourcentage de microbilles PS pié¢gées. L’objectif de ces expériences est de
savoir quel est la valeur idéale de chacun de ces paramétres pour une efficacité maximale du tri
magnétique.

3.4.1 Influence de la taille des microbilles

3.4.1.1 Influence de la taille des microbilles SPM

Nous avons réalisé une étude comparative de tri magnétique avec deux tailles de microbilles
SPM (MyOne : 1 um et M-450 : 4,5 um). Le protocole expérimental détaillé dans la section
3.3.4.1. a été utilisé. Les microbilles PS utilisées sont de diametre 10 um. L’efficacité maximale
a ¢té effectuée avec une dilution de sérum égale a 10 000. Le tableau 3.2 montre que 1’efficacité
est de 90 % avec des microbilles de 1 pum contre 80 % seulement avec les microbilles de 4,5
um. La limite de détection est d’un ordre de grandeur inférieure avec 1’utilisation de microbilles
I um. Ce phénomene peut s’expliquer par le fait que les microbilles MyOne présentent une
diffusion plus importante d’un facteur 20 (proportionnel a 1) par rapport aux microbilles M-
450. De plus, la force magnétique des microbilles M-450 est plus forte que la force de rupture
d’une liaison IgE — anti-IgE. Méme si la liaison est garantie par plusieurs liens anticorps —
anticorps, ce phénomene pourrait expliquer une baisse de performance du tri magnétique.

Microbilles SPM M-450 (4.5 pm) MyOne (1 pm)
Efficacité maximale du tri 80 % 90 %
magnétique
Limite de détection Dilution : 10° Dilution : 10°

Tableau 3.2 : Comparaison des performances du tri magnétique avec deux tailles de microbilles SPM
différentes.

3.4.1.2 Influence de la taille des microbilles PS

En pratiquant de la méme manicre, nous avons réalisé¢ une étude comparative avec deux tailles
de microbilles PS. Le tri magnétique a été effectué en utilisant les microbilles SPM 1 um
présentant de meilleurs résultats qu’avec les microbilles SPM M-450. Les résultats sont
résumés dans le tableau 3.3. L’efficacité maximale du tri magnétique est de 90 % pour des
microbilles PS 10 pm et de 99 % pour des microbilles PS 6 pum. Comme avec les microbilles
SPM, on obtient des meilleurs résultats avec des microbilles PS de plus petites tailles, ce qui
s’explique par le fait qu’elles possedent une meilleure diffusion (trois fois plus importante). Les
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microbilles PS de diamétre 6 pm permettent d’obtenir une limite de détection 10 fois inférieur
(107).

Fournisseurs MerckMillipore (10 pm) BioValley (6 um)
Efficacité maximale du tri 90 % 99 %
magnétique
Limite de détection Dilution du sérum : 10° Dilution du sérum : 10’

Tableau 3.3 : Comparaison des performances du tri magnétique pour deux tailles de microbilles PS.

3.4.2 Influence de la quantité des microbilles
3.4.2.1 Influence de la quantité de microbilles PS

Nous allons a présent nous intéresser a la quantité¢ de microbilles PS introduite avec le sérum
de lapin. Pour réaliser cette étude, trois quantités différentes de microbilles (10, 10° et 10°) ont
¢été utilisées pour un volume de 50 pl de sérum dilué¢ 10 000 fois.

Le graphique de la figure 3.20 expose les résultats de cette expérience. Nous remarquons que
plus la quantité de microbilles augmente plus 1’efficacité du tri diminue. Ainsi, pour 10*
microbilles, 99 % de microbilles sont piégées. L’efficacité du tri diminue a 90 % pour 10°
microbilles et a 45 % pour 10° microbilles. On remarque une chute de rendement a partir de 10
microbilles.

60
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Figure 3.20 : Evolution de ’efficacité du tri magnétique en fonction du nombre microbilles PS.

Ce résultat s’explique par le fait que lorsque la quantité de microbilles est élevée, le nombre
d’anticorps IgE par unité de surface est faible. Nous avons effectué¢ un calcul pour déterminer
la quantité de microbilles nécessaires pour saturer enticrement leur surface d’anticorps IgE avec
un volume de 50 pl de sérum de patient a la concentration de 100 UI/ml (240 ng/ml).

Tout d’abord, nous avons calcul¢ la surface développée d’une microbille de polystyréne (Aps)
d’un diamétre (D) égal a 10 pm.

Aps = mD? = 3.14 * 108 nm? (3.8)
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Puis, le nombre d’anticorps IgE par microbille (Nige/ps) a été évalué lorsque sa surface en est
saturée. Pour effectuer le calcul, il a été estimé qu’un anticorps IgE mesure en moyenne 10 nm
et qu’il occupe une aire de 100 nm? (Age) sur la microbille.
A (3.9)
Nigg/ps = —— = 3.14 * 10
AIgE
Ensuite, le nombre d’anticorps IgE (Nige) contenu dans un volume de 50 pl de sérum de patient
a la concentration de 100 Ul/ml est calculé. La masse molaire d’anticorps IgE (Mygg) est de 200
kDa, Na est la constante d’Avogadro: 6.022%*10* mol™!, m est la masse d’anticorps IgE
contenus dans le volume de 50 ul de sérum et égale a 12 ng.
(3.10)

mN
4 — 3641010

NIgE =
IgE
Puis, le ratio entre les deux grandeurs Nigg et Nigg/ps donne le nombre de microbilles nécessaire
pour atteindre la saturation : 1,12.10* microbilles.

Nige (3.11)

NPS S = 112 * 104

Ce résultat indique que le nombre de microbilles PS optimal pour I’analyse de 50 pl de sérum
de patient est égale a 1.12 *10%,

3.4.2.2 Influence du ratio de la quantité de microbilles PS/SPM

Le ratio PS/SPM ou PS magnétique sur la figure 3.21 est le nombre de microbilles SPM pour
une microbille PS. Nous avons réalisé cette étude avec 3 ratios différents : 10, 100 et 1 000.

La figure 3.21 montre les résultats de cette étude. Lorsque le ratio est égal a 1 000, I’efficacité
est de 100 %, 97 % pour 100 et 30 % pour 10. Ce ratio correspond au nombre maximal de
microbilles SPM qui peuvent se fixer par microbille PS. Ainsi, plus le ratio est grand plus le
nombre de microbilles SPM fixé par microbilles PS est important. La probabilité qu’une
microbille PS positive soit marquée magnétiquement est plus importante. Ainsi, pour un ratio
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Figure 3.21 : Evolution de I’efficacité du tri magnétique en fonction du ratio quantité de microbilles PS —
SPM.



79

¢leve, les microbilles PS sont plus réactives au gradient de champ magnétique avec une vitesse
magnétophorétique et une efficacité de tri magnétique plus élevé.

3.4.3 Influence du temps de réaction

Nous avons également conduit une étude pour déterminer le temps de réaction optimal entre le
sérum et les microbilles PS de 10 um. Le procédé de tri magnétique a été réalisé avec 4 temps
de réaction différente : 5 min, 20 min, 1 h et 2 h.

A partir du graphique de la figure 3.22, il est constaté que 1’efficacité est de 95 % pour 2 h, 94
% pour 1 h, 90 % pour 20 minutes et 80 % pour 5 minutes. On remarque qu’il y a peu de

100 111
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.

Figure 3.22 : Evolution de I’efficacité du tri magnétique en fonction du temps de réaction des microbilles PS
avec le sérum.

variation d’efficacité entre 20 minutes et 2 heures (90 % a 95 %). Cependant, lorsque le temps
de réaction est faible 5 minutes, I’efficacité chute a 80 %. Pour un temps de réaction court, tous
les anticorps ne se sont pas fixés a la surface de la microbille PS. Ainsi, la couverture des
anticorps primaire n’est pas maximale et I’efficacité du tri magnétique diminue. Cependant, ce
résultat montre qu’il est possible théoriquement avec cette technologie de réaliser des
diagnostics d’allergies plus rapidement (20 minutes) que par des technologies actuellement
utilisées dans le laboratoire d’analyses médicales. En effet la technologie ImmunoCap qui
repose sur le principe FEIA décrit dans le chapitre 1 a une durée de réaction de 2 h 30.

3.4.4 Evolution du tri magnétique en fonction de la concentration d’anticorps
primaires

Il est important de connaitre 1’évolution de I’efficacité¢ de tri magnétique en fonction de la
concentration d’anticorps spécifique présent dans le sérum. Nous avons réalisé¢ des tris
magnétiques pour différentes dilutions du sérum de lapin compris entre 1 et 10%. Afin de tracer
la courbe de I’efficacité en fonction de la concentration, nous avons utilis¢ 12 dilutions
différentes de sérum de lapin. Le protocole utilisé est celui explicité dans la partie précédente
avec I'utilisation de microbilles PS 10 um et des microbilles SPM 1 um.

Les résultats sont présentés sur le graphique de la figure 3.23 ci-dessous. Pour les forte dilutions
(108 & 10°) I’efficacité du tri magnétique est inférieure a 5 %. Cette valeur de 5 % est égale a
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I’efficacité¢ du tri magnétique pour des microbilles témoins fonctionnalisées avec la protéine
BSA. La protéine BSA (Bovine Serum Albumin) est une protéine qui ne réagit pas avec le
sérum de lapin. Pour les dilutions comprises entre 103 et 10? (cadre bleu), I’efficacité du tri
magnétique augmente significativement (de 5 % a 70 %), on remarque que 1’évolution de
I’efficacité est corrélée avec la diminution de la dilution. Pour les dilutions faibles comprises
entre 10% et 1, lefficacité augmente modérément de 70 % a 90 %. Nous avons mis en évidence
3 zones : 1) a tres forte dilution, 1’efficacité est constante et égale a 5 %, 2) pour des dilutions
intermédiaires, 1’efficacité augmente fortement et 3) pour les dilutions tres faibles, la valeur de
I’efficacité augmente plus modérément. Dans la deuxiéme zone identifiée par le cadre bleu, la
courbe s’apparente pratiquement a une droite. Cela signifie que 1’on peut corréler 1’efficacité
du tri magnétique avec la concentration des anticorps primaires selon un comportement linéaire.
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Figure 3.23 : Courbe de I’efficacité du tri magnétique en fonction de la concentration des anticorps primaires
contenus dans le sérum.

L’efficacité¢ du tri magnétique dépend de nombreux parameétres. Le développement de cette
technologie a consisté a trouver les valeurs de certains paramétres critiques pour augmenter
I’efficacité (90 %) et diminuer le temps de procédé (1 h). Cette étude nous a permis de trouver
la valeur optimale des parametres étudi€ pour augmenter au maximum I’efficacité du tri
magnétique et de diminuer la limite de détection. L’étude de I’influence de la concentration des
anticorps primaires du sérum a été réalisée avec les microbilles de diamétre 10 um. Par
conséquent, il est important de souligner que 1’utilisation des microbilles de diamétre 6 um
pourrait permettre de diminuer la limite de détection.

Nous avons étudié l'influence de certains parametres sur [’efficacité du procédé de tri
magnétique. Tout d’abord, l'influence de la taille des microbilles PS et SPM a été étudiée.
Dans notre étude, nous avons montré que diminuer la taille des microbilles PS (6 um
contre 10 um) et SPM (1 um contre 4.5 um) rend le tri magnétique plus efficace. Ainsi,
le procédeé permet d’abaisser la limite de détection.

Nous avons montré que la quantité de microbilles PS et SPM par test a également une
influence. Une diminution du nombre de microbilles PS d’une part et une augmentation
du nombre de microbilles SPM permettrait d’améliorer le rendement et la limite de
détection.

1l a été montré que le temps minimal de réaction entre les sérums et les microbilles PS

est de 20 min pour une baisse d’efficacité de 5 % par rapport a un temps de procédé de
2 h.




Nous avons demontré que [’efficacité du tri magnétique dépend de la concentration en
anticorps primaire contenu dans le sérum. Cela permet de mesurer la concentration
d’IgE d’un sérum de patient par évaluation de [’efficacité du tri magnétique.

81
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3.5 Conclusion

La technologie du tri magnétique de microbilles a été développée a partir du tri magnétique de
cellules. Un dispositif expérimental (LGMS) a été mis en place avec un protocole permettant
une efficacité maximale et un temps de procédé minimal.

Les microbilles SPM possedent une aimantation en présence d’un gradient de champ
magnétique causé par un aimant permanent. Leur aimantation est nulle a champ nul ce qui évite
leurs agglomérations en chaines de dipdles.

Nous avons défini et présenté le principe physique du déplacement magnétophorétique ainsi
que la séparation biomagnétique.

Un protocole expérimental a été mis en place a 1’aide d’un aimant permanent en néodyme.

Nous avons ¢étudié¢ I'influence de certains parametres (taille de microbilles, quantités de
microbilles, ratio PS-SPM et temps de réaction) en réalisant des manipulations de tri
magnétique permettant de caractériser le systeme expérimental.

Finalement, une courbe de calibration reliant I’efficacit¢ du tri magnétique et la quantité
d’anticorps a été tracée. L’expérience a montré que pour une certaine gamme de concentration
d’anticorps I’efficacité du tri magnétique varie quasi linéairement. Ce dernier résultat permet
d’affirmer qu’il est possible d’évaluer la concentration d’anticorps primaires IgE spécifiques
d’un sérum en mesurant 1’efficacité du tri magnétique.

Dans ce chapitre, nous avons développé la technologie de tri magnétique aussi appelé séparation
biomagnétique pour isoler les microbilles recouvertes d’anticorps primaires IgE afin de les
compter. La technologie aboutissant au comptage de microbilles sera développée dans le
chapitre suivant. En effet, ’assemblage gravitationnel permet de disposer des microbilles en
trés grandes quantités en moins de 30 minutes suivant un réseau 2D sur un échantillon
microstructuré.
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Chapitre 4 : Développement d’une technologie d’assemblage
gravitationnelle de microbilles en 4 étapes ultra-rapides pour le
comptage de particules
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Dans le chapitre précédent, nous avons développé la technologie de tri magnétique afin d’isoler
la population de microbilles ayant réagi avec le sérum de patient. Les microbilles en suspension
dans un volume de liquide doivent étre disposées en un réseau 2D de particules uniques a la
surface d’un échantillon (figure 4.1) pour faciliter le comptage des microbilles.
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Figure 4.1 : Schéma de ’objectif d’assemblage : disposer des microbilles contenues dans un volume
sur une surface.
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Nous avons choisi de nous diriger vers des techniques d’auto-assemblage de particules qui ont
fait I’objet de nombreuses études. Ces technologies sont étudiées depuis les années 1990 pour
réaliser principalement deux grandes catégories d’objets®. La premiére catégorie correspond
aux réseaux de particules auto-organisées en 2 ou 3 dimensions (figure 4.2a). La seconde
catégorie d’objet, celle que I’on souhaite reproduire, regroupe 1’ensemble des structures
discrétes positionnées de maniére déterministe sur une surface (figure 4.2b). Toutes les
méthodes de fabrications associées peuvent étre regroupées en deux catégories : les méthodes
consistant a controler 1’évaporation naturelle et celles consistant a forcer 1’évaporation par une
action mécanique.

.a)

Figure 4.2 : a) Image MEB de structures 2D/3D de particules de formes et de dimensions différentes, b)
réseau de particules uniques disposées sur une surface structurée®.

Tout d’abord, 1’état de 1’art des méthodes d’assemblage de particules uniques est exposé.

Puis, nous nous sommes intéressés a la technologie d’assemblage thermodynamique (controle
de I’évaporation naturelle) qui a fait I’objet de plusieurs études dans notre laboratoire ainsi que
I’émergence de la start-up : Smart Force Technologies. La présentation de cette technologie,
ses principes physiques, ses performances ainsi que ces limitations feront 1’objet de la deuxiéme
partie de ce chapitre.

Dans la troisiéme partie, nous exposerons la méthode d’assemblage gravitationnel en quatre
étapes, que j’ai développé durant ma thése, spécialement dédiée aux microbilles polystyrénes
de 10 pm. Ses principes physiques et son intérét par rapport a I’assemblage thermodynamique
seront abordés. Les différentes étapes du procédé seront décrites et caractérisées.

La quatriéme partie sera consacrée au dispositif expérimental et a la mise en place du protocole
d’assemblage.

L’étude des points de fonctionnements de chaque étape sera traitée dans la cinquiéme partie.

Nous exposerons les performances de cet assemblage dans une sixiéme partie. Les limitations
de cette technique seront investiguées par un assemblage ultra rapide sur une grande surface.
Puis nous ¢étudierons I’influence de la concentration de microbilles et d’assemblages successifs
sur la qualité de 1’assemblage.
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4.1 Méthode d’assemblage de microbilles sur une surface structurée

Nous allons présenter les différentes techniques d’assemblage de particules nanométriques ou
micrométriques sur un substrat structuré a partir d’une suspension de particules. Il est important
d’utiliser des substrats dont la dimension des motifs soit du méme ordre de grandeur que la
taille des particules afin d’obtenir un réseau de particules uniques. La plupart de ces techniques
reposent sur 1’évaporation naturelle ou controlée d’une suspension de particules déposée un
substrat structuré. Ces techniques exploitent les flux provoqués par I’évaporation et les forces
de capillarités présentes a I’interface triple (échantillon — air — liquide). Nous nous sommes
¢galement intéressés aux méthodes ne faisant pas intervenir 1’évaporation.

4.1.1 Phénomenes physiques mis en jeu lors de I’évaporation

Avant de faire la liste des différentes techniques d’assemblage de particules uniques les
phénomeénes physiques présents lors de 1’évaporation d’une goutte de suspension colloidale ont
été étudiés. Dans cette partie, nous montrerons comment ces phénomenes peuvent étre exploités
pour réaliser des structures discrétes de particules sur un échantillon structuré.

4.1.1.1 Modes d’évaporation d’une goutte posée sur un échantillon

De précédents travaux de thése effectués au LTM par Tatiana Pinedo Riviera®® démontrent que
lors de 1I’évaporation d’une goutte sur un échantillon, on distingue trois sortes de régime : le
mode d’évaporation a angle contact constant, le mode d’évaporation a surface de contact
constante et le mode mixte®®. Dans le cas du mode a angle de contact constant, la surface de
contact (a D’interface solide/liquide) diminue (figure 4.3a). La ligne de contact recule et le
diametre de la goutte diminue en s’accélérant vers la fin de 1’évaporation. Pour 1’évaporation a
surface de contact constant, I’angle de contact et la hauteur de la goutte diminuent (figure 4.3b).
La ligne de contact est immobile et ancrée sur la surface de 1’échantillon. Un troisieme mode
d’évaporation a été étudi€, le mode mixte correspondant a la combinaison des deux précédents
modes décrits. L’angle de contact et la surface de contact diminuent de maniére simultanée ou
discontinue. Bourges Monnier et Shanahan®’ ont montré que I’évaporation d’une goutte sur une
surface non-idéale (présence de rugosité) ne suit pas un seul et unique mode. L’évaporation
présente des régimes d’évaporation suivant les 3 modes décrits. Ils ont étudié I’évaporation
d’une goutte d’eau sur une résine d’époxy et ont mis en évidence 3 régimes d’évaporation. Le
régime 1 correspond au mode a surface de contact constant, le régime 2 au mode a angle de
contact constant et le régime 3 au mode mixte.

AN AN

Figure 4.3 : Evaporation d’une goutte suivant le mode a) a angle de contact constant, b) a surface de contact

constanteg7.
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4.1.1.2 Flux de liquide générés lors de I'évaporation

Lors de I’évaporation d’une goutte posée sur un échantillon ayant une température supérieure
a celle de I’air ambiant, il a ét¢ mis en évidence la présence de flux de liquide au sein méme de
la goutte. Deux catégories de flux apparaissent au sein du liquide®®. Un flux de convection
Marangoni induit par le gradient de température et un flux induit par le gradient du taux
d’évaporation a la surface de la goutte.

Flux de convection Marangoni dans une goutte chauffée par I’échantillon

L’instabilité thermo-capillaire de Bernard-Marangoni aussi appelé effet Marangoni®®*° est une
instabilité interne qui intervient lorsqu’une fine couche de liquide est chauffée par une surface
sur laquelle elle repose. Lorsque la température de la surface est supérieure a celle de I’air
ambiant, un gradient de température est généré. Le sommet de la goutte qui est le point le plus
distant de I’échantillon correspond a la zone la plus froide alors que le bord de la goutte en
contact avec ’échantillon est la zone la plus chaude. Ce gradient de température génére un
gradient de tension de surface sur la surface libre de la goutte. Ainsi, la tension superficielle est
plus élevée au sommet de la goutte. L’effet Marangoni suit le mécanisme suivant : une partie
de liquide a la surface de la goutte est attiré vers les zones de fortes tensions superficielles.
Ainsi, le liquide se déplace des zones chaudes vers les zones froides. Dans I’hypothése des
liquides incompressibles, le liquide a ’intérieur de la goutte remonte vers la surface pour
compenser la perte de liquide a la surface de la goutte.

Le phénomene de refroidissement par évaporation est considéré négligeable par rapport a
I’apport de chaleur de la surface chauffante qui est la principale source de chaleur. La figure
4.4 montre les flux de convection Marangoni générés a I’intérieur de la goutte. A la surface de
la goutte, le liquide est attiré vers le sommet de la goutte, par conséquent le liquide a I’intérieur
de la goutte se déplace vers le bord de la goutte pour compenser la perte de liquide générant des
flux de convections.

Figure 4.4 : Lignes de courant générées par les flux de convection au sein d’une goutte chauffée par un
¢chantillon®®.

Flux hydrodynamique induit par évaporation

Les phénomeénes thermo-capillaires ne sont pas les seuls phénoménes responsables de la
naissance d’un flux au sein d’une goutte. L’évaporation est un autre phénomene qui peut donner
naissance a un flux. La distribution du taux d’évaporation a la surface de la goutte est non-
uniforme. Dans leur recherche, Hu et Larson ont étudié 1’évaporation d’une goutte posée sur un
¢chantillon. Leurs travaux démontrent que le taux d’évaporation d’une goutte posée est plus
important aux bords de celle-ci (figure 4.5). De cette maniére, la perte de liquide est plus
importante a cet endroit. Par conséquent, un flux hydrodynamique s’établit en direction du bord
de la goutte pour compenser cette perte.
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Figure 4.5 : Taux d’évaporation non-uniforme provoquant des flux hydrodynamiques au sein d’une goutte%.

4.1.1.3 Evaporation d’une goutte de suspension colloidale

Nous nous intéressons a ces phénomenes de flux lors de l’évaporation d’une goutte de
suspension colloidale qui permet 1’auto-assemblage de colloides sur la surface de 1’échantillon.
On peut ainsi observer la formation de réseaux 2D ou 3D°' ou de plusieurs anneaux
concentriques, de trainées, etc. Sur une surface hydrophile, I’évaporation d’une goutte de
suspension colloidale aqueuse se produit principalement selon le mode d’évaporation a surface
de contact constante. La ligne de contact de la goutte est immobile pendant la majeure partie de
I’évaporation, les colloides sont déplacés par les flux décrits précédemment et un anneau de
colloides est dépos¢ sur la surface de I’échantillon. Les deux conditions principales nécessaires
a la formation d’un anneau de colloides sont : une ligne de contact immobile et un flux
d’évaporation plus important aux bords de la goutte. De cette manicre, un flux global de liquide
en direction de la ligne de contact est induit. La force hydrodynamique de ce flux entraine les
colloides vers la ligne de contact ou ils s’adsorbent a la surface de 1’échantillon et s’accumulent,
comme le montre la figure 4.6.

Sur une surface hydrophobe, I’évaporation se déroule principalement suivant le mode a angle
de contact constant ce qui empéche la formation d’un anneau de colloides. La concentration des
colloides augmente, car la surface de contact de la goutte rétrécit. Lorsqu’une concentration
critique est atteinte, on observe la formation d’agrégats de colloides.

Figure 4.6 : Comportement d’une goutte de suspension colloidale en évaporation sur un échantillon et
formation d’anneaux de colloides®®.

Sur des surfaces hydrophiles, le profil du ménisque induit un confinement vertical des particules
proche de la ligne de contact. Dans ce cas, on observe la formation de structures 2D. Cependant,
sur des surfaces hydrophobes, la composante de la force de capillarité exercée par le ménisque
paralléle a I’échantillon est suffisamment €élevée pour empécher le dépot de particules sur des
surfaces planes. Dans le cas de surfaces structurées (nano et microstructures, €lectrodes,
gradient de mouillabilité), la composante horizontale de la force de capillarité est compensée
par une autre force. Dans le cas des motifs topographiques, la composante horizontale est
contrebalancée par une structure verticale. La composante verticale de la force de capillarité
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permet de piéger un ou plusieurs colloides a 1‘intérieur de microstructures en forme de creux
présent a la surface.

4.1.2 Assemblage de particules uniques sans évaporation

Les méthodes permettant 1’auto-assemblage de particules uniques sans évaporation sont
réalisées soit en appliquant un champ électrique soit en utilisant des particules denses subissant
de maniere non-négligeable la force gravitationnelle.

- Assemblage électrophorétique

Whitesides. G.M et al®? ont décrit une technique d’auto-assemblage de microbilles PS (diamétre
de 2 um) sur une ¢€lectrode structurée sous 1’action d’un champ électrique. Ils ont démontré
qu’il est possible de réaliser des assemblages de structures discrétes ordonnées suivant des
réseaux 2D sur des surfaces larges de 0.7 cm? présentant un taux de défauts (particules en exces
ou en défauts) inférieur a 1 %. L’assemblage se fait en phase liquide sur un échantillon de
chrome structuré par des électrodes en or (figure 4.7a et 4.7b). Les microbilles sont ensuite
injectées dans la cellule fluidique (figure 4.7c). L’application du champ électrique (figure 4.7d)
permet le déplacement et I’organisation des microsphéres sur les électrodes de 1I’échantillon
(figure 4.7¢). La figure 4.7f montre le réseau de structures discrétes (particules uniques) avec
un taux de défaut faible, 2 défauts ont ét¢ comptabilisé sur une seule image représentant une
petite surface (10mm?) de 1’échantillon. Cette méthode permet d’ordonner des structures qui ne
peuvent pas étre réalisées par des méthodes de lithographie classique. L’étude a montré que la
valeur du champ électrique est un parameétre critique influant sur la qualité de ’assemblage. La
valeur optimale a été déterminée a 20 kV. Une autre étude®’ a été conduite par un autre groupe
de recherche pour 1’assemblage de particules par ¢électrophorese. Ils ont appliqué un champ
¢lectrique pulsé permettant d’assembler rapidement des particules polystyrénes (0.4 pm et 1
um) avec une densité trés élevée.
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Figure 4.7 : Assemblage de particules par électrophorc‘:sc92 : formation de I’échantillon a électrodes d’or
structurées par a) tamponnage, b) gravure, ¢) injection des billes sphériques, d) agitation mécanique et
application dun champ électrique pulsé a 20 kV, e) formation d’un réseau de microbilles de verres comportant
des défauts (microbille en défaut ou en excés) a un taux de 1%. f) Image microscope de 1’échantillon
comportant le réseau de microbilles assemblées.

- Assemblage gravitationnel
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Yeh.h et al propose une méthode d’assemblage dit fluidique pour I’intégration de LED GaAs
sur un substrat de silicium”. Les LED sont assemblées en phase liquide dans de I’éthanol, les
LED en forme trapézoidale (figure 4.8) ont été congus de maniere a épouser la forme des sites
d’assemblages. Cette différenciation de formes oriente correctement les LED a I’intérieur des
motifs et permet d’obtenir des connexions électriques optimales avec le substrat. L’étude a
montré qu’il est possible d’assembler 3 millions de LED sur la surface d’un wafer de silicium
de 2 pouces (diamétre de 50.8 mm).

Figure 4.8 : Assemblage hydrodynamique de microLED sur un échantillon de silicium®>.

4.1.3 Assemblage par évaporation naturelle

- Evaporation d’une goutte sur un échantillon comportant des motifs
topographiques

L’auto-assemblage par évaporation naturelle® d’une goutte de suspension colloidale sur un
¢chantillon contenant des motifs topographiques est le procédé proposé dans une étude mené
par le groupe de Choi.S et al. L’échantillon sur lequel repose la goutte de suspension colloidale
contient des motifs creux de forme et de taille définie (figure 4.9a). IIs se sont intéressés a la
géométrie des structures réalisées en contrdlant certains parametres du procédé. En étudiant
I’influence des paramétres fondamentaux (volume, concentration et tension de surface), ils ont
montré la possibilité¢ de réaliser des structures discretes. Le phénomene physique intervenant
lors de I’assemblage est le méme que celui responsable de la formation d’anneaux lors de
I’évaporation d’une goutte posée sur un échantillon. En effet, 1I’évaporation cause une perte de
liquide qui est compensée par un flux hydrodynamique d’entrainement qui entraine les
particules vers la ligne triple (interface eau/air/échantillon). L’angle de contact a I’interface
eau/air diminue jusqu’a atteindre une valeur de saturation provoquant le déplacement de la ligne
triple qui balaye le substrat. Les forces de capillarit¢ permettent le piégeage des particules a
I’intérieur des motifs topographiques. L’assemblage se termine lorsque la totalité du liquide
s’est évaporée. La figure 4.9b montre un assemblage de particules (3 um) uniques de silice sur
une petite surface.
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Figure 4.9 : a) Assemblage de particules par évaporation d’une goutte de suspension colloidale sur un
échantillon structuré, b) Assemblage de particules uniques de silice de taille 3pm94.

- Evaporation d’une goutte sur un échantillon comportant des domaines de
mouillabilité différentes

Une autre technique consiste a assembler des particules par évaporation d’une goutte sur une
surface présentant une structuration avec des zones hydrophobes et des zones hydrophiles
représentées par le schéma de la figure 4.10a. Fan. F et al®> se sont intéressés aux mécanismes
d’évaporation et d’auto-assemblage de particules sur cette surface. Lors du retrait de la ligne
triple, un démouillage spontanée des domaines hydrophobes vers les domaines hydrophiles
s’opere. On observe la formation d’éléments de fluide discrets reproduisant la structuration de
la surface. Par conséquent, les particules en suspension se déplacent avec le fluide vers les
domaines hydrophiles et se déposent sur la surface lorsque les domaines de fluide discret
s’évaporent. L’équipe de recherche a montré qu’en réglant la hauteur de fluide et la dimension
des structures du méme ordre de grandeur que la dimension des particules, il est possible de
réaliser des distributions 0D de particules uniques centrés sur les domaines hydrophiles. Pour
obtenir un réseau de particules uniques la taille des zones hydrophiles doit étre du méme ordre
de grandeur que le diametre des particules. La figure montre le résultat d’un assemblage de
particules uniques de polystyrénes (diametre de 0.8 pm). Comme le montre la figure 4.10b,
cette technique d’assemblage donne des taux de défauts (site d’assemblage présentant 2
particules) importants supérieurs a 10 % (4 défauts sur 12 sites d’assemblage).

a) b)
Figure 4.10 : a) Evaporation d’une goutte reposant sur un échantillon comportant des zones hydrophobes et
hydrophiles, b) Assemblage de particules uniquesgs.
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4.1.4 Assemblage par évaporation contrdlée

- Evaporation par retrait d’une lame horizontal

Pour réaliser 1’assemblage de structures discrétes, une technique a été développée’® pour
I’assemblage de réseaux auto-organisés. Une suspension colloidale est placée entre un
¢chantillon de PDMS dans lesquels ont été répliqués des motifs lithographiés et une lame de
verre. L’échantillon et la lame de verre sont déplacés horizontalement I’un par rapport a I’autre
par déplacement motorisé de la lame de verre pour forcer le démouillage de la ligne de contact
(figure 4.11a). Le flux hydrodynamique causé par 1’évaporation dispose les particules le long
de la ligne de contact (figure 4.11b) qui les piege a I’intérieur des motifs grace aux forces de
capillarité. Un réseau de particules uniques a été réalisé en utilisant des microbilles PS de deux
tailles différentes 100 nm et 500 nm. La figure 4.11c montre les réseaux denses formés de
particules uniques auto-organisées a la surface de 1’échantillon.

a),. I ———— c)

Figure 4.11 : a) Assemblage de particules contenues dans une goutte en évaporation disposée entre un

échantillon structuré et une lame de verre mobile, b) Recul de I’interface triple (échantillon — liquide — air)

vue de dessus, ¢) Assemblage de particules uniques%.

- Assemblage thermodynamique développé au LTM

L’assemblage thermodynamique®®*® a pour objectif de positionner des nano-micro particules

en suspension dans un liquide a I’intérieur de motifs topographiques d’un échantillon structuré.
Un certain volume de suspension colloidale 50 pl est placé sur cet échantillon dans une cellule
fluidique confinée. Le contrdle de la température et du taux d’humidité permet de déclencher
et de maitriser I’évaporation du liquide. La figure 4.12 présente de manic¢re schématique le
principe physique de cette technologie. Tout d’abord, 1’évaporation s’effectue suivant un mode
a surface de contact constante, la force hydrodynamique d’entrainement Fq entraine les
particules colloidales vers la ligne triple (interface air-liquide-échantillon) jusqu’a saturation.
Puis, I’évaporation bascule suivant un mode a angle de contact constant ce qui déclenche le
déplacement de ligne triple et balaie la surface de I’échantillon. Lorsque cette interface va
rentrer en contact avec une particule, le ménisque va se déformer localement pour appliquer
une force de capillarit¢ Fne orientée vers le bas et piéger la particule dans un motif
topographique au moment ou la ligne balaye ce dernier (voir Figure 4.12). Ainsi, cette méthode
utilise les forces de capillarité pour déjouer le mouvement brownien et piéger les particules
dans les nano-microstructures du substrat.
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Figure 4.12 : Schéma de principe de fonctionnement de I’assemblage thermodynamique. L’évaporation induit
un flux de liquide qui induit une force hydrodynamique d’entrainement Fq qui entraine les colloides vers la
ligne triple. F. est la force de capillarité qui agit sur la particule au niveau de ’interface particule/liquide/air et
Fxc est la force de capillarité nette qui pousse les particules dans les motifs®.

L’assemblage thermodynamique est une technologie qui a été étudiée et développée au sein de
notre laboratoire. Cette technologie a donné lieu a la création d’une start-up (Smart Force
Technologies) qui commercialise un équipement dédié a cette technologie d’assemblage. Les
recherches effectuées sur I’optimisation de la chambre fluidique ont fait I’objet d’un brevet”
(figure 4.13a). Cette chambre fluidique est composée d’un canal d’injection de liquide relié a
une préchambre, un canal prévu pour I’aspiration d’air et un évent pour le renouvellement de
I’air. Le role de la préchambre est de remplir la chambre principale sans que la ligne triple ne
rentre en contact avec la paroi opposée. Il a été réalisé des assemblages de particules PS 1 pm
uniques (figure 4.13b) ou en doublets (figure 4.13c¢).

(a)*

Capilla
assgmbrg'

Bel

Colloidal ./ Capillary
~.suspension /  separation
Hydrophobic - i
gyI?isspshde

—

Substrate

Substrate heating

/ 5 3 EF
Air-suction ik
PDMS spacer
Figure 4.13 : a) Schémas de principe de ’assemblage thermodynamique de particules et de la cellule
fluidique, b) photo d’un échantillon d’assemblage de particules, c) particules assemblées en doublets®®

Nous avons étudié [’état de [’art des techniques d’assemblage permettant le dépot de
particules uniques sur une surface. Nous les avons séparés en 2 catégories : les méthodes
sans évaporation et avec évaporation.
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Evaporation d’une goutte

L’étude du comportement d’une goutte lors de son évaporation sur une surface a été
abordée. Nous avons montré que les flux de convection ont un réle fondamental.

En particulier, lorsqu’il s’agit d’une goutte de suspension colloidale. Les flux de
convection déplacent les colloides vers la ligne triple. 1l a été montré que les forces de
capillarité permettent de déposer et de piéger les microbilles a [’intérieur de
microstructures.

Assemblage sans évaporation

L’assemblage par électrophorese et par gravitation permet [’auto-assemblage de
particules sans avoir recours a l’évaporation. L électrophorése permet la migration de
particules rapidement sur des électrodes structurées. Il a été montré que I’assemblage
gravitationnel est possible sur des microLED. La gravitation est suffisamment importante
pour que la sédimentation soit rapide.

Assemblage par évaporation naturelle

Une goutte de suspension colloidale est déposée sur une surface contenant des motifs
topographiques ou des domaines de mouillabilité variables (succession de domaines
hydrophiles et hydrophobes). Cela permet de positionner précisément les particules sur
une surface que ce soit au centre des microstructures ou au centre de domaine hydrophile.
Assemblage par évaporation controlé

L’assemblage repose sur l’exploitation de la force hydrodynamique d’entrainement et
des forces de capillaritée a la ligne triple. La vitesse de retrait de la ligne triple est
controlée pour maitriser la qualité de [’assemblage.

4.2 Observation de I'assemblage thermodynamique de microbilles

4.2.1 Montage expérimental

Nous avons utilisé le montage expérimental (figure 4.14) de 1’assemblage thermodynamique
mis a disposition au sein de notre laboratoire. La suspension de microbilles est injectée dans
une cellule fluidique confinée. Elle est composée d’un échantillon structuré par lithographie, de
deux espaceurs en PDMS et d’une lame de verre hydrophobe. L’échantillon, lui aussi en PDMS,
contient les motifs topographiques dans lesquels seront assemblées les particules. Cet
¢chantillon sera également un support sur lequel reposent les espaceurs. Ils permettront de
contenir un volume de suspension de particules pour effectuer I’assemblage. La lame de verre
recouvre le tout pour que la cellule soit confinée et que 1’on se place en conditions d’atmosphere
controlée (température et taux d’humidité). La cellule est placée sur un module a effet Peltier
qui, combiné avec un systéme de refroidissement liquide, permet de réguler la température a
I’intérieur de la cellule fluidique. Une pompe péristaltique est utilisée pour aspirer 1’air saturé
en vapeur d’eau a I’intérieur de la cellule et réguler le taux d’humidité. Le tout est placé dans
un support aluminium sur la cellule Peltier, et maintenu en place par une lame métallique et
deux clips a vis. Ce systéme permet d’assurer une bonne étanchéité entre les différents ¢éléments.
Un microscope comprenant une caméra reliée a un ordinateur permet de prendre des photos et
d’enregistrer des séquences vidéo au cours de I’assemblage.
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Figure 4.14 : Schéma du montage expérimental utilisé pour 1’assemblage thermodynamique®’.

Nous allons réaliser un assemblage de microbilles PS de diamétre 10 um en utilisant le
dispositif expérimental décrit ci-dessus et étudier ses performances pour connaitre son efficacité
pour des particules micrométriques. L’échantillon microstructuré mesure 15 mm? et contient
2680 motifs (puits carrés de dimensions : 15um*15um*8um). Un volume de 50 pl de
suspension de microbilles & la concentration de 1,5.10° microbilles/ml est injecté a I’intérieur
de la cellule a I’aide d’une seringue.

L’évaporation de la suspension de microbilles est amorcée en augmentant la température de
I’échantillon (45 °C) et en régulant le taux d’humidité de la cellule (débit d’aspiration d’air de
40 ml/min).

4.2.2 Observations et résultats

L’assemblage se déroule en 2 étapes. Premiérement, on remarque que les microbilles se
déplacent vers I’interface triple qui est immobile. Dans un deuxiéme temps, cette interface se
déplace et balaye la surface de I’échantillon en piégeant les microbilles dans les microstructures.
Cette observation est conforme avec les principes physiques décrits ci-dessus. Lorsque la ligne
triple a balayé la totalité de la zone d’assemblage, le reliquat de liquide est extrait grace a une
seringue. Finalement, I’échantillon est enlevé du dispositif, séché et observé au microscope
pour étre analysé. Le temps de procédé est d’une heure.

A présent, I’échantillon va étre analysé pour mesurer la qualité de 1’assemblage. Nous avons
défini une grandeur afin de caractériser la qualité de chaque assemblage. Le taux d’assemblage
ta est le ratio entre le nombre de motifs contenant une microbille Ny, et le nombre de motifs
totaux Nt (4.1). Ce ratio représente la part de motifs contenant une microbille. A I’inverse,
nous définissons le taux de défauts (4.2), c’est la part de motifs comprenant un défaut ou un
exces de microbilles. Par exemple, le schéma de la figure 4.15 présente 20 microstructures (Niot
= 20) dont 16 contiennent une microbille (N, = 16), par conséquent le taux d’assemblage est
de 0,8 pour un taux de défauts de 0,2 en utilisant les relations 4.1 et 4.2.

N

t, = 4.1
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Figure 4.15 : Schéma représentant un échantillon aprés assemblage. Sur les 20 motifs, 16 ont piégés une
microbille. Ny = 16, Niot =20 et ta = 0.8, tp = 0.2.

La figure 4.16a est une photo microscope de 1’échantillon assemblé. Nous allons décrire la
méthode d’analyse des images obtenus au microscope pour établir le taux d’assemblage d’un
¢chantillon. Premi¢rement, plusieurs images ont €té prises a I’aide d’un microscope optique et
couvrent plus de 10 % de la surface assemblée. Ces images sont collectées pour calculer une
moyenne du taux d’assemblage. L’analyse d’images est effectuée par le logiciel « Imagel » qui
possede un module d’analyse de particules. L’image (figure 4.16a) est convertie en une image
8 bits en noir et blanc. Puis, nous procédons a une optimisation du contraste et a une
binarisation. Nous utilisons le module d’analyse de particules qui détecte et mesure le nombre
de particules (microbilles sur I’image) ayant la taille prédéfinie. Le logiciel attribue un nombre
de microbilles mesurées par image et une carte qui montrant la position des microbilles (en
blanc sur fond noir) pour chaque image analysée. La dimension de I’image nous renseigne sur
le nombre total de motifs et permet de calculer le taux d’assemblage. La figure 4.16b montre la
carte des microbilles détectées par le logiciel correspondant a la figure 4.16a. La moyenne des
images analysées indique que 2546 microbilles ont été assemblées sur 2680 motifs ce qui
correspond a un taux d’assemblage égal a 0,95.

Figure 4.16 : a) image microscope de I’échantillon de microbilles PS (10um) assemblées, b) reconnaissance
et comptage des microbilles grace au logiciel de traitement d’image ImageJ.

Dans le cadre de notre projet d’application biomédicale, notre objectif est d’assembler 400 fois
plus de microbilles (10°) le plus rapidement possible. Un tel échantillon doit avoir une surface
de 324 mm?, en supposant que le pas du réseau 2D soit au moins égal a 18 pm. Cela correspond
a 10 fois la taille de I’échantillon utilisé. Par extrapolation, le temps nécessaire pour
’assemblage de 10° microbilles serait de 10 h, ce qui rendrait notre méthode de diagnostic
d’allergies non-compétitive par rapport aux techniques existantes en termes de temps
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d’exécution. Par conséquent, il n’est pas possible d’utiliser cette technologie pour un
assemblage rapide (< 2 h). Ceci constitue un verrou technologique au développement d’un
procédé d’auto-assemblage de microbilles rapide.

Cette technologie est principalement utilisée pour 1’assemblage de particules colloidales dont
la taille varie entre (5 nm et 10 pm). Une particule peut étre considérée comme colloidale
lorsque son diamétre est inférieur a un diametre critique appelé limite colloidale Do défini par
’équation 4.3'%%191 [ e tableau 4.1 indique les diamétres critique pour différents matériaux.

kpTu? (4.3)
Deoy = 345 (———) '
cot p(8p)?g?
Matériau o (10°kg/m?) D. (um)
PS 1.05 30
SiO, 2 11
Au 19.3 4

Tableau 4.1 : Diamétre critique de sédimentation a 25°C dans 1’eau pour 3 matériaux: polystyréne, silice et
or.

Lorsque D < D¢, on considére que la sédimentation est un phénomene négligeable par rapport
au mouvement brownien. Toutefois, lors de cet assemblage de microbilles PS de diameétre 10
pum (D < D¢) nous avons constaté I’inverse, les microbilles sédimentent rapidement (< 10
minutes) et la variation d’amplitude du déplacement des microbilles, du au mouvement
brownien, est faible par rapport a leur diameétre (<2 um). A cette taille il n’est pas utile d’utiliser
les forces de capillarité pour déjouer le mouvement brownien ; la force de gravité est suffisante
pour piéger les microbilles a I’intérieur des motifs. En effet, le graphique de la figure 4.17
montre que pour un diametre de 10 um, les particules PS se trouvent dans un état intermédiaire
entre 1’¢état colloidal (les particules restent en suspension) et 1’état sédimenté (sédimentation
instantanée). Contrairement aux deux autres états ni la force de gravité ni la force balistique
brownienne n’est majoritaire. A partir de ce constat, nous avons décidé de mettre au point une
technologie d’assemblage dite « gravitationnelle » en exploitant la sédimentation rapide des
microbilles. L’objectif est de mettre en place un dispositif d’assemblage dédi¢ aux microbilles
PS de 10 um permettant un procédé plus rapide sur de larges surfaces (330 mm?). Le gain de
temps et de surface que nous procure la méthode gravitationnelle par rapport a la méthode
thermodynamique sera évalué.
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Figure 4.17 : Définition du comportement des particules plongées dans un liquide et de la force prédominante
en fonction de la taille des particules.

Premierement, nous nous sommes intéressés a [’assemblage thermodynamique. Le
principe physique a été étudie, il a été montré que les forces hydrodynamiques et
capillaires permettent aux particules d’étre piégés dans les microstructures malgré le
mouvement brownien. 2546 microbilles polystyrénes de 10 um ont été assemblées en 2 h
sur une surface de 30 mm?. L évaporation a été déclenchée en établissant la température
de ’échantillon a 45 °c et un débit d’aspiration d’air a 40 ml/min pour renouveler [’air
au sein de la cellule fluidique. L’ analyse de I’échantillon est réalisée grdce au logiciel
Image J qui permet I’analyse d’images microscope de |’échantillon apres [’assemblage.
Nous avons introduit le taux d’assemblage qui quantifie la part de microbilles
assemblées. Une méthodologie a été détaillée pour la mesure du taux d’assemblage de
[’échantillon. Les observations effectuées lors de l’assemblage montrent que la force
gravitationnelle suffit a piéger les microbilles a l'intérieur des microstructures et que le
phénomene de mouvement brownien n’est que trés peu perceptible.

4.3 Développement de la technologie d’assemblage gravitationnel en
4 étapes

Dans la partie précédente, il a été montré que 1’assemblage thermodynamique n’est pas adapté
pour I’assemblage de microbilles PS 10 pm. Nous nous sommes ensuite orientés vers la
technologie d’assemblage gravitationnel. Cette technologie repose sur le principe de piégeage
des particules par sédimentation sur un échantillon microstructuré en phase liquide dans un
milieu confiné.

Nous avons développé une technique d’assemblage gravitationnel en 4 étapes :

- Dissolution des bulles d’air.

- Sédimentation : dépdt des microbilles sur la surface de 1’échantillon par gravitation.

- Piégeage thermique : déplacement des microbilles par variation de température.

- Balayage capillaire : retrait du liquide. Le liquide hote est rapidement retiré pour ne
laisser qu’une microbille par motif topographique.
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4.3.1 Etape 1 : dissolution des bulles d’air

La microstructuration et I’hydrophobie de 1’échantillon empéchent le liquide d’épouser la forme
des microstructures. De 1’air est alors piégé dans les microstructures entre 1’échantillon et la
couche de liquide présente au-dessus (figure 4.18). Le mouillage est dit « hétérogeéne », cette
situation est modélisée par I’état de Cassie-Baxter!?. Si les microstructures ne sont pas remplies
de liquide, I’interface air — eau génére une force de capillarité d’immersion orientée vers le haut
qui empéche la microbille d’atteindre le fond de la microstructure et d’étre piégée. Pour réaliser
I’assemblage, il est primordial de se débarrasser des bulles d’air et de rendre le mouillage
« homogeéne ». Le mouillage homogéne modélisé par 1’état de Wenzel'® correspond a un
liquide posé sur la surface rugueuse qui épouse la forme de la rugosité. L’objectif de cette étape
est de déclencher la transition vers 1’état de Wenzel par diminution de la température de
I’échantillon. Le résultat est I’augmentation de la dissolution de 1’air dans 1’eau, les bulles d’air
vont alors se dissoudre dans le liquide'®. La taille des bulles d’air diminuera progressivement
avec la température jusqu’a leur disparition. A ce stade, les bulles d’air se sont dissoutes
complétement dans le liquide. Cette étape est irréversible, car leurs nucléations dans le liquide
sont énergétiquement défavorables. Par conséquent, une augmentation de température ne
causera pas I’apparition de nouvelles bulles d’air.
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Figure 4.18 : Schéma de 1’étape 1. La chute de température de 1’échantillon déclenche la disparition des bulles
d’air, piégées dans les microstructures, par dissolution.

Nous utilisons un échantillon microstructuré moulé en PDMS, chaque microstructure
correspond a un site de piégeage pour une microbille. Des microsphéres ayant un diametre de
10 um sont utilisées. Les motifs topographiques sont des cylindres creux de hauteur 10 pm et
de diameétre 12 um.

1l est nécessaire de préparer la suspension de microbilles. Pour un assemblage optimal, la
concentration est fixée a 2.10° microbilles/ml pour un échantillon contenant 10° micro-puits.
Ce ratio sera justifié dans la partie 4.4. Un détergent de synthese (Triton X-100) est ajouté pour
augmenter la mouillabilité et diminuer [’angle de contact eau/PDMS au ratio volumique de
1/10 000. Cela permettra d’obtenir un angle de contact optimal de 45° afin que les forces de
capillarité aient la meilleure orientation possible durant [’étape de retrait. Dans un premier
temps, nous déposons [’échantillon de PDMS sur le module a effet Peltier. Puis le haut de la
cellule fluidique (espaceur + lame de verre) est placé sur cet échantillon. Un systeme de fixation
en plastique assure l’étanchéité entre [’échantillon et [’espaceur grdce a 4 vis qui le lient au
support. Le tout est placé sous le systeme de visualisation surmonté de la caméra connectée a
["ordinateur pour controler et observer le déroulement de [’assemblage.
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Un volume de 750 ul de suspension de microbilles est injecté dans la cellule, la température
est abaissee a 6 °C afin de procéder a l’étape 1 de dissolution des bulles d’air pendant 1 minute.

4.3.2 Etape 2 : sédimentation

L’¢tape 1 de dissolution des bulles d’air a été réalisée en diminuant la température de
I’échantillon. Nous allons maintenant nous intéresser a 1’étape de sédimentation.

Elle a lieu une fois que le liquide contenant les microbilles est injecté dans la cellule fluidique.
La force de gravitation Fg entraine les microbilles vers la surface de 1’échantillon a la vitesse
Vsed (figure 4.19). Afin d’obtenir un dépot homogene sur toute la surface, 1’échantillon est placé
a température ambiante pour diminuer les flux de convection.
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Figure 4.19 : Schéma de principe de ’étape 2 : Les microbilles se déposent sur 1’échantillon grace a la force
de gravité F, qui s’exerce sur les microbilles.

Comme expliquée dans la partie précédente, la sédimentation des microbilles est rapide. La
vitesse de sédimentation d’une particule sphérique dans un liquide est décrite par la relation
44101104 "Eile dépend de la masse volumique du fluide (py) et de celle de la microbille (pm) en
kg/m?, ainsi que de son diamétre (D) en m, g est la constante de gravité en m.s™ et pest la
viscosité dynamique en Pa.s. Dans notre cas D=10pm, pm=1050kg/m> et p=1000kg/m’ et la
vitesse de sédimentation calculée est vseq=2.73um/s.

Useda = FIJ- (Pm — pf)

11 est important de connaitre la vitesse de sédimentation des microbilles utilisées pour connaitre

le temps de sédimentation établi par la relation 4.5 qui représente la durée de 1’étape de

sédimentation.

_ 18w A (45)
gD? (pm = pr)

sed

L’échantillon est mis a température ambiante pendant 6 minutes pendant le cours de l’étape de
sédimentation.
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4.3.3 Etape 3 : piégeage thermique

Apres I’étape de sédimentation, les particules sont positionnées aléatoirement a la surface du
substrat. Certains motifs contiennent une microbille alors qu’une majorité n’en contient pas.
Pour optimiser le taux d’assemblage, il est nécessaire de maximiser le nombre de
microstructures ayant une microbille avant 1’étape de retrait de liquide. Un déplacement de
microbilles est déclenché par augmentation de température. En effet, la différence de
température entre le haut et le bas de la cellule provoque des instabilités thermiques de
Rayleigh-Bernard!® et génére des flux de convection au sein de la cellule fluidique. De plus,
I’augmentation de température génere ¢galement des instabilités thermo-capillaires de Bernard-
Marangoni. La tension de surface du liquide diminue avec 1’angle de contact. Par conséquent,
la ligne triple va s’avancer et générer également des flux dans le liquide. La combinaison de
ces deux effets déplace significativement les microbilles sur la surface de 1’échantillon. La
durée de cette étape dépend de la densité¢ des microstructures, la concentration de particules
initialement injectées et le taux d’assemblage souhaité. Ce phénoméne génere des forces
suffisamment grandes pour induire le déplacement des microbilles. Les microsphéres roulent
sur la surface du substrat en présence d’un flux dans une certaine direction décrit par la figure
4.20. Ce déplacement va augmenter la probabilité d’une microbille de se positionner au-dessus
d’un motif et de tomber a I’intérieur.
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Figure 4.20 : Schéma montrant le principe de fonctionnement de I’étape 3. Les flux de convection causés par
I’augmentation de température du substrat déplacent les microbilles a la vitesse V.

La température est réglée a 50 °C pour procéder a l’étape de piégeage convectif pendant 5
min. A la fin de cette étape, la plupart des microstructures sont remplies avec une microbille.
Cela peut étre veérifie grace a la visualisation in-situ.

4.3.4 Etape 4 : Balayage capillaire

Lorsque I’étape de piégeage est terminée, une majorité des microstructures contiennent une ou
deux microbilles. La deuxiéme étant en équilibre sur la premicre et le bord de la structure.
L’objectif de cette dernicre étape est d’extraire le liquide, et enlever les microbilles non piégées
pour ne laisser qu’une microbille par puit. Le contréle de la vitesse de retrait de liquide est
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fondamental. Un retrait trop rapide serait violent et laisserait des particules non piégées sur
I’échantillon alors qu’une faible vitesse rendrait I’assemblage moins rapide. Un compromis doit
étre trouvé entre rapidité et qualité d’assemblage pour cette étape.

Pour effectuer cette étape nous allons placer I’échantillon a température ambiante pour éviter
les flux de convection. Puis le liquide est aspiré doucement en contrélant le débit. La figure
4.21 montre que la ligne triple va balayer les motifs de la zone d’assemblage. Lorsque le
ménisque de la ligne triple se déforme par la présence d’une microbille, il applique une force
de capillarité qui pousse la microbille vers la sortie. Seules les microbilles non piégées ou en
doublon seront entrainées par I’interface. Celles qui sont pi¢gées seront bloquées au fond du
puits par les parois latérales et resteront sur 1’échantillon.
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Figure 4.21 : Principe de I’étape 4 : I’aspiration du liquide a la vitesse Vi induit le recul de I’interface triple
en balayant les microbilles non piégées et en ne laissant qu’une microbille par motif.

L’échantillon est placé a température ambiante, une seringue de 1 millilitre est placée sur un
pousse-seringue. Un petit tuyau flexible connecte une aiguille a la seringue et permet de
l’insérer a travers la préchambre de la cellule fluidique. Le pousse-seringue est programmé de
sorte qu’il aspire 750 ul de liquide a la vitesse d’aspiration de 100ul/min.

Ensuite, la cellule fluidique est enlevée, I’échantillon est séché délicatement afin de retirer toute
trace d’humidité pour qu’il puisse étre analysé correctement. L’ échantillon est analysé en
utilisant le microscope optique.

L’échantillon est hydrophobe et présente une microstructuration. Par conséquent, de
[’air se piege dans les micro-puits (modele de Cassie-Baxter) ce qui empéche les
microbilles d’étre piégées. A l'inverse, 1'état de Wenzel correspond a la situation ol tous
les puits sont remplis de liquide. Nous avons démontré qu’il est nécessaire de réaliser
une transition entre ces deux états. Les bulles d’air sont éliminées par dissolution de |’air
dans l’eau en diminuant la température de [’échantillon. La deuxieme étape est la chute
des microbilles vers [’échantillon par sédimentation. Nous avons établi les relations
evaluant la vitesse et le temps de sédimentation. La troisieme étape est le déplacement
des microbilles a la surface de I’échantillon pour maximiser la probabilité de piégeage
des microbilles. IL a été démontré qu 'une augmentation de température de [’échantillon
crée des instabilités thermiques qui génerent des flux de convection déplacant les
microbilles. Finalement, la derniere étape consiste a retirer le liquide rapidement pour
ne laisser exactement qu’une microbille par puit et obtenir un réseau 2D de particules
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uniques. Les forces de capillarité entrainent les particules non piégées ou en exces
contenues dans un motif.

4.4 Dispositif expérimental

Dans la partie précédente, nous avons vu la description et la caractérisation des 4 étapes de
I’assemblage gravitationnel. Le passage de 1’assemblage thermodynamique a I’assemblage
gravitationnel exige de modifier le poste de travail. Nous nous sommes inspirés du montage
expérimental utilis¢ pour I’assemblage thermodynamique pour concevoir une plate-forme
dédiée uniquement a 1’assemblage gravitationnel.

La mise en place du dispositif, la fabrication de ces constituants et le protocole expérimental
utilisé seront décrits.

4.4.1 Description du dispositif expérimental

L’objectif est de mettre en place une plate-forme expérimentale fonctionnelle pour
I’assemblage gravitationnel (figure 4.22). Lors de la description des étapes, il a été souligné
qu’il faut confiner le liquide sur 1’échantillon, contrdler la température (au-dessus et en dessous
de la température ambiante) et le débit d’aspiration du liquide. Pour y parvenir, le dispositif est
compos¢ des constituants suivants :

- Une partie fluidique (D) : c’est I’élément principal du dispositif, c’est a ’intérieur de
celle-ci que I’assemblage est réalisé. Il est composé d’un échantillon structuré (5) et
d’une cellule fluidique (4). Un module thermoélectrique a effet Peltier (2) permet de
réguler la température de I’échantillon au-dessus et en dessous de la température
ambiante. Il est placé sur un support en aluminium (1) pour la diffusion de chaleur.
L’ensemble est encastré dans un support PVC (3) pour fixer les constituants entre eux
et assurer son étanchéité.

- Un pousse-seringue programmable (C) controle le débit d’aspiration et d’injection du
liquide. La seringue utilisée est reliée a la cellule fluidique par un flexible.

- Le systéme de visualisation pour observer I’assemblage est constitué¢ d’une colonne
Mitutoyo et d’un jeu d’objectif de grossissement X5 et X10 (B). Une caméra, reliée a
un ordinateur, est fixée sur la colonne pour permettre 1’observation de 1’assemblage.

- Un générateur (E) alimente le module a effet Peltier (2), la polarisation doit étre changé
en fonction de son mode d’utilisation (chauffer ou refroidir I’échantillon).

- Une source de lumiére (A) illumine 1’échantillon (5) via une fibre optique.
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Composants de la partie
fluidique

Figure 4.22 : Image du dispositif d’assemblage spécialement dédi¢ pour la réalisation d’assemblage
gravitationnel.

4.4.2 Fabrication de la cellule microfluidique

Dans le but d’assembler 10° microbilles, nous avons modifié la taille de 1’échantillon, la surface
d’assemblage est a présent de 330 mm? (15 mm*22 mm). Cela exige de modifier la taille de
tous les composants de la cellule fluidique. Ainsi, I’échantillon (5), le module a effet Peltier,
I’espaceur et la lame de verre (4) sont plus grands que pour 1’assemblage thermodynamique.
Nous allons décrire les différentes étapes de conception de la cellule fluidique. Premiérement,
I’espaceur et I’échantillon en PDMS sont réalisés séparément. La lame de verre et I’espaceur
sont ensuite liés par plasma air et déposés sur I’échantillon pour former la cellule micro-
fluidique.

4.4.2.1 Réalisation de 'espaceur de PDMS

L’espaceur est une picce moulée en PDMS, de dimension semblable a la lame de verre qui se
fixe a sa surface. Ensemble (4), ils confinent le liquide sur I’échantillon (5). Le moule de
I’espaceur a été dessiné a 1’aide d’un logiciel de conception assistée par ordinateur 3D :
SolidWorks. Le design, présenté par la figure 4.23, intégre 2 chambres : une chambre principale
dite « d’assemblage » (a) de dimension 25 mm par 17 mm et | mm de hauteur. C’est a cet
endroit que le liquide sera en contact direct avec 1’échantillon. La préchambre (b) est de
dimension 8 mm par 17 mm et 0.1 mm d’épaisseur. Le concept de préchambre est utilisé par la
start-up Smart Force Technologies et a fait I’objet d’un brevet” pour leur dispositif
d’assemblage thermodynamique commercialisable. Elle permet de contrdler le remplissage
sans toucher le bord oppos¢ a la préchambre par capillarité grace a son épaisseur tres faible (0,1
mm). Deux ouvertures ont été dessin€es : la premiere est placée du coté de la préchambre et
permet I’insertion de 1’aiguille pour I’injection et I’aspiration de liquide. La deuxiéme ouverture
joue le role d’évent pour que I’air puisse circuler lors du remplissage ou de ’aspiration du
liquide et éviter une dépression/surpression au sein de la cellule fluidique.
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Figure 4.23 : Schéma technique de I’espaceur

Dans un premier temps, le moule en téflon a été usiné a 1’aide d’une fraiseuse numérique de la
société Cielle. Le moule est constitué de deux pieces de téflon qui s’emboitent et dont le serrage
est maintenu avec 6 Vvis.

Dans un deuxiéme temps, la solution de PDMS est préparée. C’est un polymere thermo-
réticulable qui est tres utilisé dans le domaine de la micro-fluidique. Ce polymeére, vendu en kit
(Sylgard 184) est préparé en mélangeant un monomere avec un agent réticulant dans un ratio
massique de 10 : 1. Apres agitation mécanique du mélange pour le rendre homogene, une étape
de dégazage est nécessaire pour évacuer les bulles d’air emprisonnées lors de 1’agitation. Apres
dégazage total, une petite quantité du mélange est versée a I’intérieur du moule en téflon. Le
tout est chauffé a la température de 100 °C pendant 4 h. Apres refroidissement, 1’espaceur est
prét a étre fixé sur la lame de verre.

4.4.2.2 Fabrication de la cellule fluidique

La cellule fluidique est assemblée en fixant I’espaceur sur la lame de verre. Tout d’abord, la
lame de verre (37 mm*22 mm) est nettoyée a I’aide d’un mélange d’acide sulfurique et d’eau
oxygénée en volume égal pour enlever les déchets organiques présents sur la surface.
L’espaceur est nettoyé dans des solutions d’acétone et d’isopropanol. Apres séchage, la lame
de verre et I’espaceur sont placés dans un bati de gravure ionique réactive (Plassys) afin de
subir un plasma oxygéne pendant 10 secondes. Les faces oxydées de la lamelle de verre et de
I’espaceur sont mises en contact. Le plasma d’oxygeéne va avoir pour effet de générer un
couplage covalent irréversible entre ces deux ¢éléments. L’intérét est d’avoir une cellule
parfaitement hermétique pour éviter toutes infiltrations apres le remplissage par la suspension
de microbilles. Finalement, la cellule est rendues hydrophobes en réalisant un traitement de
surface par chimisorption d’une couche d’Optool DSX (Daikin Industries)®’.

4.4.2.3 Fabrication de I’échantillon

L’objectif est de fabriquer un échantillon microstructuré en PDMS contenant 10° micro-puits
de profondeur 10 um sur une surface de 330 mm? (15 mm* 25 mm). La taille totale de
I’échantillon est de 40 mm par 25 mm. La figure 4.24 indique le procédé de fabrication de la
microstructuration de I’échantillon.
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Nous allons tout d’abord fabriquer le moule de silicium en effectuant une lithographie optique
pour créer un masque dur en aluminium par un procédé de lift-off!% puis de gravure ionique
réactive profonde DRIE (Deep Reactive lon Etching). Le masque en chrome utilisé est un
réseau de motifs circulaires laissant passer la lumiere. Premi¢rement, 1 pum d’une résine
photosensible positive AZ1512 est étalé sur un wafer de silicium 4 pouces. La résine est insolée
a la longueur d’onde 365 nm a travers le masque chrome. Apres développement, on obtient un
réseau de micro-puits a travers la résine. Une couche de 100 pm de chrome est déposée puis on
réalise un lift-off qui dégrade la résine. On obtient un masque dur en aluminium permettant une
DRIE par plasma SF¢ et CHF;. Le résultat final est un réseau de micro-plots de 10 um de hauteur
dans le silicium. Le moule produit est stable aux solvants et aux hautes températures (200 °C)
permettant de multiples utilisations sans étre altéré.
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Dépot de chrome

/‘
F Gravure humide
Echantillon PDM
Moulage PDMS c :m illon / S
microstructuré

Figure 4.24 : Schéma du procédé de fabrication de 1’échantillon de PDMS.

Le PDMS est coulé sur le moule qui épouse les micro-puits en silicium, un recuit est effectué a
200 °C pendant 5 minutes. Apres refroidissement, I’échantillon est décollé du moule, il posséde
la tonalité inverse du moule a savoir un réseau de micro-puits de profondeur 10 um. La figure
4.25 est une photo montrant 1’échantillon microstructuré fabriqué. La zone d’assemblage
apparaissant opaque est de dimensions 15 mm par 22 mm ce qui correspond a une aire de 330
mm?. Cette large surface est mise en évidence par la présence d’un objet macroscopique sur la
photo : une piece de cinquante centimes.

Figure 4.25: Echantillon en PDMS (40mm*25mm) placé & coté d’une piece de 50 centimes. La zone
d’assemblage (opaque) au centre mesure 15mm*22mm.
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Le dispositif expérimental utilisé pour [’assemblage gravitationnel est décrit. La cellule
fluidique est reliéce a un pousse-seringue pour [’injection et le retrait de liquide.
L’échantillon est placé sur un module a effet Peltier pour contréler la température au-
dessus et en dessous de la température ambiante. Un systeme de visualisation est placé
Juste au-dessus pour observer [’assemblage in-situ. La cellule fluidique est composée
d’une lame de verre et d’un espaceur en PDMS moulé dans un moule en téflon.
L’espaceur presente la particularité de posséder une préchambre qui permet d’optimiser
le remplissage de la chambre principale. Ces deux parties sont fixées ensemble par une
méthode de plasma O. La fabrication de [’échantillon microstructuré en PDMS est
effectuée par une méthode de lithographie optique suivie d’une gravure plasma pour
obtenir un moule silicium formé d’un réseau de micro-plots. Le transfert sur le PDMS
donnera un réseau de micro-puits de dimension : 15 um*15 um*10 um sur une surface
totale de 330 mm? correspondant a 10° motifs.

4.5 Etude des points de fonctionnement

Apres avoir décrit en détail le fonctionnement et la mise en place de cette technologie
d’assemblage nous allons justifier les valeurs de certains paramétres mentionnés dans le
protocole expérimental. Pour chaque étape, une étude sera réalisée pour déterminer le point de
fonctionnement idéal pour un assemblage rapide et de qualité. Les parametres concernés sont
la température et la vitesse de retrait du liquide en ce qui concerne 1’étape finale.

4.5.1 Etape 1

Pour caractériser cette étape nous avons réalisé 1’étape de dissolution des bulles d’air a
différentes températures : 6 °C, 12 °C, 18 °C et 25 °C (température ambiante). L’objectif est
I’étude de I'influence de la température sur la vitesse de dissolution des bulles d’air. Le
dispositif d’assemblage est placé sous un microscope en utilisant un objectif de grossissement
X10. La figure 4.26 est une photo microscope de I’échantillon vue de dessus, avant (a) et apres
(b) I’étape 1. On remarque que les microstructures remplies d’eau apparaissent de la méme
couleur que I’échantillon alors que les microstructures contenant de 1’air apparaissent blanches.
Cette variation apparente de couleur nous permet de suivre I’évolution du nombre de motifs
remplies d’eau afin de savoir a quel moment 1’étape 1 est réalisée (aucun motif comprenant de
I’air piégé).
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Figure 4.26 : Image microscope avant a) et aprés b) 1’étape de dissolution des bulles d’air. Les motifs contenant
une bulle d’air sont blancs et ils changent de couleurs (marron) apres dissolution.

Des images sont enregistrées toutes les 5 secondes pour suivre 1’évolution du pourcentage de
microstructures ayant emprisonné une bulle d’air en fonction du temps. Les images sont
analysées via le logiciel Imagel et les résultats sont présentés sur un graphique de la figure 4.27.
Il montre 1’évolution de la proportion de microstructures remplies de liquide en fonction du
temps a différentes températures de dissolution (6 °C, 12 °C, 18 °C et 25 °C). Lorsque la part
de micro-puits rempli de liquide atteint 100 %, il n’y a plus d’air piégé et I’étape de dissolution
est considéré terminée. Le graphique indique que plus la température de 1’échantillon est basse
plus cette étape est rapide. L’étape dure 45 secondes a 6 °C, 70 secondes a 12 °C et 220 secondes
a 18 °C de facon a se débarrasser de toutes les bulles d’air piégés dans les motifs de
I’échantillon. En revanche, on remarque qu’a température ambiante, seulement 30 % des motifs
se remplissent d’eau au bout de 4 minutes. C’est la différence de température entre I’échantillon
et ’air ambiant qui influe sur la vitesse.
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Figure 4.27 : Graphique montrant 1’évolution de la dissolution des bulles d’air dans le liquide pour 4 températures
différentes (6°C, 12°C, 18°C et température ambiante).

4.5.2 Etape 2

A présent, nous allons caractériser 1’étape de sédimentation qui est réalisée a température
ambiante. En effet, une différence de température entre le haut et le bas de la cellule génére des
flux de convection qui déplacent les microbilles et peuvent se déposer préférentiellement a
certains endroits occasionnant un dépot non-homogene.

Nous avons réalisé une expérience pour valider expérimentalement la relation de vitesse de
sédimentation. La cellule fluidique a été¢ placée sous un microscope, une suspension de
microbille est injectée. Des images sont prises toutes les 5 secondes pour suivre I’évolution de
la sédimentation. L’image est focalisée a la surface de I’échantillon de telle sorte que les
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microbilles apparaissent nettes si elles ont sédimentées et floues si elles sont toujours en
suspension. Lorsque toutes les microbilles ont atteint 1’échantillon, la sédimentation est
terminée et la vitesse de sédimentation en est déduite sachant que la hauteur de la cellule est de
1 um. Nous avons réalisé¢ ces mesures pour 3 tailles de microbilles PS et Si0».

- PS:D=3pum,5pumet 10 um

- SiO02:2 um, 4.5 ymet 8 um

Les temps théoriques sont calculés en utilisant la relation 4.5. Le graphique de la figure 4.28
montre deux courbes représentant 1’évolution de la vitesse de sédimentation pour deux
matériaux différents : la silice tracée en rouge et le polystyréne tracé en noir. Les courbes en
traits pleins correspondent aux valeurs théoriques alors que les triangles représentent les points
expérimentaux. Les points expérimentaux (triangles) ont été placés sur le graphique suivant le
méme code couleur. Les microbilles Si0» sédimentent plus rapidement que les microbilles PS,
car leur masse volumique est plus élevée que celle du PS (Mps = 1050kg/m’ et Msio2 =
2000kg/m*). De plus, la vitesse de sédimentation (vsed) diminue avec le diamétre de la
microbille.
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Figure 4.28 : Graphique montrant I’évolution de la vitesse de sédimentation des microsphéres de polystyréne
(noir) et de silice (rouge) en fonction de leurs diameétres.

4.5.3 Etape 3

Le déplacement des microbilles est causé par une augmentation de température de I’échantillon.
Nous avons mesuré le déplacement moyen des microbilles en fonction de la variation de
température. Une suspension de microbilles est injectée dans la cellule fluidique qui a été
disposée sous un microscope. Nous avons réalisé 1’expérience avec des microbilles PS de
diamétre 5 et 10 um et des particules SiO> de diamétre 8 um.

A TDorigine la cellule fluidique est a température ambiante, puis 1’échantillon subit une
augmentation de température (+5 °C, +10 °C, +15 °C et +20 °C). La température s’établit
instantanément a la surface de I’échantillon. Durant une minute, des images sont capturées
toutes les 5 secondes pour suivre le déplacement des microbilles en fonction de la température.
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La vitesse est calculée en mesurant le déplacement des microbilles entre chaque image. Pour
chaque microbille, une vitesse moyenne est calculée et reportée sur le graphique (figure 4.29).
Le graphique montre que la vitesse de déplacement des microbilles est proportionnelle a la
variation de température. Sans variation de température (25 °C), les microbilles sont immobiles.
A la température maximale (45 °C) la vitesse moyenne est de 0.6 pm/s. Cette vitesse permet
aux microbilles de parcourir en une minute une distance moyenne équivalente a 2 fois le pas du
réseau (18 pm). Le nombre de microbilles piégées est alors augmenté significativement. Nous
ne pouvons pas appliquer une température plus élevée que 45 °C, car cela altere I’étanchéité de
la cellule et rends la solution trouble li¢ a la formation de micelles (Triton X-100).
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Figure 4.29 : Graphique montrant I’évolution de la vitesse de déplacement des microbilles en fonction de la
température appliquée sur I’échantillon.

4.5.4 Etape 4

L’influence du débit de retrait du liquide a été étudiée pour différentes concentrations de
microbilles sur le taux d’assemblage. 4 débits de retrait de liquide différents (0.01, 0.1, 1 et
10ml/min) ont été choisis. Le ratio de microbilles (Rm) est le rapport entre le nombre de
microbilles injectées et le nombre de microstructures. Pour chaque débit, nous avons réalisé un
assemblage avec trois Rim différents (1, 2 et 5). Les échantillons sont ensuite séchés et analysés
a I’aide d’un microscope optique pour compter le nombre de microbilles assemblées et en
déduire le taux de défauts grace au logiciel ImagelJ. La figure 4.30 montre que le débit de retrait
n’a pas d’influence sur le taux de défauts (> 99 %) lorsque I’échantillon est saturé en microbilles
(Rn=2.5). Cependant, il a une influence pour Rmn= 1 et Rx=0.5, le taux de défauts augmente
avec le débit de retrait de liquide. Cela prouve que 1’étape de retrait peut tre effectuée en
quelques secondes si 1’échantillon est saturé¢ en microbilles. Lorsque I’assemblage n’est pas
effectué a saturation de microbilles, il est préférable de choisir un débit de retrait faible (10 —
100 ul/min). L’étape de retrait par balayage capillaire ressemble au déplacement de la ligne
triple de I’assemblage thermodynamique. Cependant, le déplacement de la ligne triple n’est pas
caus¢ par I’évaporation, mais juste par le retrait du liquide, par conséquent 1’assemblage est
beaucoup plus rapide.
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Figure 4.30 : Courbes d’évolution du taux de défauts des assemblages en fonction de la vitesse d’aspiration
Vi et de la quantité de microbilles injectées dans la cellule fluidique.

La caractérisation de chaque étape montre les points de fonctionnement optimums pour obtenir
un procédé le plus rapide (10 min) possible avec un taux d’assemblage ¢élevé (0,99). L’influence

de la température a été étudiée pour chaque étape ainsi que le débit de retrait du liquide pour
1’étape finale.

Dans cette partie, nous avons étudié les points de fonctionnement pour chaque étape. Afin
d’obtenir un assemblage rapide présentant un taux d’assemblage éleve, les parametres
critiques ont été identifiés et analysés. Lors de [’étape 1, le paramétre clé est la
température, A 6 °C [’étape de dissolution des bulles d’air est rapide (I minute). Durant
[’étape 2, nous avons identifie que I’apport de chaleur est néfaste, car elle génere des flux
de convection durant la sédimentation. Cette étape doit se faire a température ambiante
pour éviter une sédimentation non-homogene. La vitesse de sédimentation des microbilles
a également été mesurée pour connaitre la durée de cette étape (6 minutes). La
température est un parametre clé pour l’étape 3. Il a été montré que la vitesse des
microbilles est proportionnelle a la variation de température entre le haut et le bas de la
cellule. Cependant, une température trop importante cause des problemes d’étanchéité
et de cristallisation du tensioactif utilise. Pour [’étape 4, deux parametres ont été pris en
considération. Premierement, la vitesse de retrait du liquide a une influence sur le taux
d’assemblage. Une vitesse élevée (> Iml/min) augmente le nombre de défauts alors
qu 'une vitesse faible (< Iml/min) cause moins de défauts, mais le temps de procédé est
plus long.

4.6 Performances de la technologie d’assemblage gravitationnel

A partir des études précédentes sur la cellule d’assemblage gravitationnel et des 4 étapes, nous
avons déterminé des points de fonctionnement optimums. Le taux d’assemblage, le taux de
défauts et la durée d’assemblage sont les 3 parametres importants du procédé. Dans cette partie,
un test de rapidité sera réalisé pour évaluer le temps d’assemblage minimal. Puis I’influence de
la concentration de microbilles injectées sur le taux d’assemblage sera étudiée. Enfin, nous
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effectuerons des expériences afin de prouver que le concept d’assemblages successifs effectués
sur un méme €échantillon diminue considérablement le taux de défauts.

Un assemblage a été réalisé pour connaitre la vitesse d’exécution de cette technologie et validée
son utilisation dans le cadre de notre application du diagnostic des allergies. Le cahier des
charges indiqué dans le chapitre 1 a été pris en compte : assembler 10° microbilles en réseau
2D en moins de 30 minutes. Le protocole expérimental décrit dans la partie précédente a été
utilisé. Apres assemblage, 1’analyse montre que le taux d’assemblage a atteint une valeur
supérieure a 0.99 en 10 minutes (figure 4.31a). L’image MEB prise a incidence rasante (figure
4.31b) montre le positionnement des microbilles dans les motifs apres assemblage. Cette image
confirme que la hauteur des motifs est égale aux diamétres des microbilles. Ainsi, la technologie
d’assemblage gravitationnel permet de positionner des microbilles polystyrénes de 10 pm en
moins de 10 minutes avec un taux d’assemblage supérieur a 0.95. Le verrou technologique a
¢té débloqué et autorise I’intégration de cette méthode dans notre précédé de diagnostic des
allergies.

Figure 4.31 : Assemblage de microbilles polystyrénes 10um fluorescentes par a) microscopie a fluorescence,
b) microscopie électronique a balayage (MEB).

4.6.1 Etude de l'influence de la concentration de microbilles sur le taux
d’assemblage

Nous avons effectué¢ des assemblages différents en variant la concentration initiale de
microbilles injectées dans la cellule, représentés par le ratio Rm. C’est le ratio entre le nombre
de microbilles injectées et le nombre de motifs. Le protocole expérimental décrit précédemment
est utilisé. Les échantillons contiennent 70 000 motifs (15 pum*15 pm*10 pm) pour les billes
de 10 um et 1 077 371 motifs (7.5 pm*7.5 um*5 um) pour les billes de 5 pm. L’objectif est de
caractériser I’évolution du taux d’assemblage en fonction de la concentration initiale. Cette
caractérisation nous permettra par la suite d’estimer la concentration d’une suspension de
microbilles a 1’aide d’un assemblage gravitationnel. Les résultats sont présentés sur le
graphique de la figure 4.32, les courbes décrivant les taux d’assemblage pour les microbilles
polystyrénes 5 um et 10 um y sont tracés sur une échelle log/log. La concentration a une
influence sur le taux d’assemblage. Nous avons extrait des courbes 3 comportements différents
que nous avons délimités en zone de travail.

- Zone de détection : cette zone permet la détection de trés faible concentration de
microbilles (Rm < 10™), le taux d’assemblage est trés faible. Le graphique montre que
méme a ces tres faibles concentrations, le taux d’assemblage n’est pas nul ainsi, il est
possible de détecter la présence de microbilles malgré leur faible nombre. La limite de
détection atteint 2 microbilles/ml pour les 2 tailles utilisés : 10 um et 5 pm.
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- Zone de comptage : nous nous situons a des concentrations intermédiaires (10* < Rp
<2). Dans cette zone, le taux d’assemblage est proportionnel a la quantité de microbilles
injectées. Cette relation est linéaire et permet le comptage de microbilles. Dans cette
zone, la courbe tracée s’apparente a une droite et il est possible d’estimer la
concentration de la suspension de microbilles a partir du taux d’assemblage.

- Zone d’assemblage : enfin, des assemblages présentant des taux de défauts tres faible
(< 0.01) ont été réalisés pour des fortes concentrations de microbilles (Rm > 2). Le
graphique montre que la courbe du taux d’assemblage décrit une asymptote : ta = 1. Un
régime de saturation est atteint, car le taux d’assemblage est trés proche de 1. Les
microbilles sont en exces par rapport aux microstructures. Cette saturation est atteinte
expérimentalement pour Rm= 2, ce qui est en accord avec nos observations précédentes
d’une particule sur deux assemblées (limite de détection de 2 microbilles/ml).
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Figure 4.32 : Graphique indiquant 1’évolution du taux d’assemblage ta en fonction du ratio Rp,.

4.6.2 Réalisation d’assemblages successifs

Nous avons mis en place une série d’expériences pour étudier 1’influence des assemblages
successifs sur le taux d’assemblage tp pour deux vitesses de retraits du liquide différents
(10ml/min et 100ul/min). Les assemblages sont réalisés en utilisant le protocole expérimental
décrit dans la partie précédente.

Premiérement, un assemblage est réalis¢ sur un échantillon comportant 1077 371
microstructures avec une concentration de microbilles égale a 2.10° part/ml. Aprés 1’étape de
retrait du liquide, I’échantillon est séché puis analysé au microscope afin de calculer le taux de
défauts tp. Puis, I’assemblage est effectué¢ de nouveau sur le méme échantillon en utilisant une
nouvelle suspension de microbilles présentant la méme concentration. A chaque itération,
I’assemblage est réalis¢ suivant le méme protocole et le taux de défauts est mesuré a 1’aide d’un
microscope optique. Nous avons effectué cinq assemblages successifs avec un débit de retrait
du liquide de 100 ul/min et 10 ml/min. Les résultats sont présentés sur le graphique de la figure
4.33 ou est représenté le taux d’assemblage en fonction du nombre d’assemblages successifs
réalisés. Deux courbes pour deux valeurs de débit d’aspiration ont été tracées et montrent que
les assemblages successifs diminuent significativement le taux de défauts qui varie de 0.95 (1*
assemblage) a 0.9995 (4°™ itération) pour un débit d’aspiration de 10 ml/min. Il varie de 0.995
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(1°" assemblage) a 0.99995 (4°™¢ itération) pour un débit d’aspiration de 100ul/min. De plus, le
graphe montre que le taux de défauts diminue avec le débit d’aspiration. Le graphe montre que
la valeur de tp est la plus faible pour la plus faible valeur du débit d’aspiration. La diminution
de tp est plus importante lors des deux premiéres itérations que lors des deux dernicres. Cette
expérience montre que I'utilisation d’assemblages successifs permet de réduire tp par 3 ordres
de grandeur. Comme la durée d’exécution est plus importante, un compromis doit étre trouvé
entre le taux de défauts et temps d’assemblage. Dans notre cas, le temps d’assemblage est un
parametre plus important que la qualité d’assemblage. De plus, méme sans avoir recours aux
assemblages successifs, le taux d’assemblage est de 0,99.
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Figure 4.33 : Graphique montrant I’évolution du taux d’assemblage en fonction du nombre d’assemblage successifs
effectués sur un méme échantillon pour deux vitesses de retraits de liquide V; différentes.

Nous avons comparé la vitesse d’assemblage maximale réalisé par la technologie d’assemblage
gravitationnelle par rapport aux autres technologies de I’état de I’art. Les vitesses surfaciques
d’assemblage des différentes techniques de 1’état de I’art ont été reportées sur le graphique de
la figure 4.34 pour les comparer avec la vitesse surfacique (en mm?/min) maximale atteinte lors
d’un I’assemblage gravitationnel. On constate que la vitesse surfacique est d’un ordre de
grandeur plus €levé que pour les autres technologies conventionnelles.
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Figure 4.34 : Vitesse surfacique d’assemblage en fonction de la technologie utilisée et de la taille des
particules.
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Nous nous sommes intéressés aux performances de la technologie d’assemblage
gravitationnel. Tout d’abord, il a été montré que cette technologie posséde une limite de
détection de 2 microbilles/ml. L’avantage de cette technique est que le taux d’assemblage
est proportionnel a la quantité de microbilles injectées dans la cellule fluidique. Ainsi, il
est possible d’évaluer la concentration de microbilles d’une suspension inconnue.
Lorsque [’échantillon est saturé en microbilles, les assemblages produits sont
d’excellente qualité avec des taux d’assemblage supérieur a 0.99. Des assemblages
successifs ont éteé expérimentés sur le méme échantillon pour obtenir une meilleure
qualité d’assemblage. En effet, le taux d’assemblage est augmenté de deux ou trois ordres
de grandeur en réalisant 5 assemblages a la suite. Cependant, cette méthode allonge
sensiblement la durée de procédé et ne peut étre validée dans le cadre de notre
application.
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4.7 Conclusion

Nous avons développé une technologie d’assemblage de microbilles en 4 étapes pour un
procédé rapide (15 min) et sur une grande surface (3,3 cm?). Les propriétés de sédimentation
ont été exploitées pour €laborer un dispositif dédié. Les performances de cette technologie
prouvent que le transfert technologique est réalisable.

Au cours de ce chapitre, les phénomeénes mis en jeu et I’état de 1’art des techniques
d’assemblage de particules uniques ont été présentés.

Nous avons montré que 1’assemblage thermodynamique est une technologie pertinente pour
réaliser des structures en 2 ou 3 dimensions et pour positionner individuellement des particules
colloidales dont le phénomene de sédimentation ne peut étre négligé. Cette technologie permet
¢galement I’assemblage de microbilles PS 10 um cependant sa réalisation est trop chronophage
pour I’inclure dans la technologie de diagnostic d’allergies par microbilles.

La technologie d’assemblage gravitationnel a été mise en place en développant une méthode
divisée en 4 étapes qui a été brevetée. La dissolution de 1’air piégé a la surface de 1’échantillon
microstructuré hydrophobe, la sédimentation des microbilles, le piégeage thermique et le
balayage capillaire constituent les 4 phases de cette méthode.

Un montage expérimental dédi¢ a I’assemblage gravitationnel a été élaboré. La partie fluidique
et I’échantillon ont ét€¢ modifiés pour obtenir une surface d’assemblage de 330 mm?. Un pousse-
seringue a ¢té inclus dans le dispositif pour contrdler le débit de retrait de 1’étape 4. Nous avons
détaillé le procédé de fabrication de la cellule fluidique et de I’échantillon par combinaison des
techniques de lithographie optique, gravure et moulage PDMS. Une preuve de concept a été
apportée par la réalisation d’un assemblage de 10° microbilles en moins de 30 minutes en
¢tablissant un protocole détaillé.

Nous avons étudié les points de fonctionnement de différents parameétres en réalisant diverses
expériences au sein de la cellule fluidique pour développer un procédé rapide (15 min)
d’assemblage présentant un taux d’assemblage élevé (0.99).

Les performances et les limites de cette technologie ont été évaluées en étudiant 1’influence de
la concentration de microbilles et la mise en place d’assemblages successifs sur le taux
d’assemblage.
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Chapitre 5 : Utilisation de la technologie microbilles pour la
détection d’anticorps spécifiques IgE

5.1 Préparation des analyses du sérum de patient......c..ccccciiiiiiiminciiiiiiiininenennnicnnenneeeennene. 117
5.1.1 Analyse qualitative des sérums sensibles a I'arachide........ccccoceeveieiieciieecccieece 117
5.1.2 Analyse quantitative des sérums de patient par technologie ImmunoCAP®.............. 120

5.2 Détection des anticorps IgE sériques par la méthode microbilles........ccccccecceeeiiirrinnnnnnee. 121
5.2.1 Description de 1a MEthOE .......ueiiiceiee e e e 121
5.2.2 Lecture des résultats par assemblage gravitationnel............cccocooeveciieiiiiiieeiccieecens 122
5.2.3 Lecture rapide des résultats par SpeCtroSCOPIE ..ccovvireieciiiieeeeieeeeecee et 126

5.3 Lo ol 11T o T Xt 129

Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser a I’analyse des sérums de patient par la technologie
microbilles en utilisant le travail présenté dans les chapitres 2, 3 et 4 consacrés au
développement des différentes technologies appliquées aux microbilles. La méthode est
subdivisée en plusieurs étapes de biofonctionnalisation, de réaction avec le sérum de patient,
de tri magnétique, d’assemblage gravitationnel et de lecture des résultats.

Dans un premier temps, les analyses de controle seront effectuées sur les extraits d’allergénes
et les sérums de patient.

Puis, nous décrirons la méthode utilis€e, le principe et les étapes détaillées de la technologie
microbilles qui s oriente vers le diagnostic des allergies développés au sein du laboratoire LTM.
Des tests cliniques qualitatifs et quantitatifs seront effectués avec des sérums de patient
sensibles a 1’arachide, la noisette ou la crevette.

Les performances de notre outil de diagnostic seront évaluées et une comparaison des tests
cliniques sera effectuée avec les technologies actuelles.
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5.1 Préparation des analyses du sérum de patient

Tout d’abord, des tests de contrdle sont effectués sur les extraits d’allergenes et les sérums de
patient pour s’assurer qu’ils sont bien réactifs entre eux.

5.1.1 Analyse qualitative des sérums sensibles a I'arachide

51.1.1 Etape 1 SDS-PAGE

Les extraits d’allergénes sont analysés avant 1’étape de biofonctionnalisation par la méthode
SDS-PAGE!'" (Sodium Dodecyl Sulfate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). C’est une
technique qui permet d’analyser les protéines contenues dans une solution par séparation en
fonction de leur masse moléculaire sur un gel a base de polyacrylamide. Le laurylsulfate de
sodium (SDS) est un détergent ionique qui a pour fonction de se fixer sur la chaine
polypeptidique de la protéine via sa longue chaine carbonée grace a des interactions
hydrophobes. Cette molécule se fixe sur la protéine avec une proportion d’une molécule de SDS
pour 2 acides aminés'®. Le groupement sulfate portant une charge négative, le complexe formé
possede un nombre de charges proportionnel a la quantit¢ d’acide aminé et a son poids
moléculaire. L’¢lectrophorése de la solution de protéine est effectuée dans un gel
polyacrylamide dont la taille des pores est contrélée. Comme le montre la figure 5.1, une
protéine de petite taille traverse les pores du gel plus rapidement et effectue une plus grande
distance qu’une protéine de taille supérieure. Ainsi, les protéines sont séparées sur le gel en
fonction de leur masse moléculaire. La coloration au bleu de Coomassie permet de visualiser
directement les protéines qui forment des bandes protéiques. La distance parcourue par les
protéines est révélée par la position des bandes protéiques sur le gel et indique le poids
moléculaire des protéines isolées.

06 3,3\ Ciano V Poids moléculaire faible
i1t e

Figure 5.1 : Schéma de principe de I’¢électrophorése.

Le tableau 5.1 présente les poids moléculaires des différents allergénes moléculaires de
’arachide dont la présence dans I’extrait d’allergéne est nécessaire®® pour un diagnostic
efficace. Ces allergeénes (Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3, Ara h 8 et Ara h 9) sont utilisés sous forme
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pure par la technologie ImmunoCAP® pour détecter et évaluer la concentration des anticorps
IgE spécifiques.

Allergénes de I’arachide Ara h 1 Ara h 2 Ara h 3 Ara h 8 Ara h 9
Poids moléculaire (en kDa) 63.5 20 45 16.8 10

Tableau 5.1 : Poids moléculaire des allergénes indispensables au diagnostic de 1’allergie a I’arachide.

La figure 5.2 montre le résultat du test SDS-PAGE sur I’extrait d’arachide fourni par le
laboratoire de Toulouse. A gauche, on remarque la position des bandes protéiques (en bleu)
révélant la présence de différentes protéines contenues dans 1’extrait d’arachide. A droite, des
reperes ont été placés pour indiquer la masse des protéines exprimée en kDa. Les résultats
réveélent la présence des allergénes cités précédemment dont la présence dans 1’extrait
d’allergéne est indispensable pour le diagnostic d’allergies™®.
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Figure 5.2 : Electrophorése d’un extrait d’arachide mettant en évidence la présence des allergénes : Ara h 1,
Arah 2, Arah 3, Ara h 8 et Ara h 9.

51.1.2 Etape 2 : Western Blot

Cette technique permet de mettre en évidence la présence et la fonction de reconnaissance des
anticorps primaires spécifiques IgE sur les allergénes de manicre qualitative. Les protéines de
I’extrait d’arachide sont séparées par la technique SDS-PAGE (figure 5.3a) comme décrit dans
la section 5.1.1, puis transférés sur une membrane de nitrocellulose. Ces membranes sont
incubées avec du sérum de patient pour permettre aux anticorps spécifiques IgE de se fixer sur
les allergénes (figure 5.3b). Aprés lavage, une solution d’anticorps secondaires marqués a un
enzyme est ajoutée pour révéler les anticorps spécifiques IgE par chimiluminescence CLIA
(figure 5.3c). La séparation spatiale des allergenes sur la membrane de nitrocellulose permet
I’identification individuelle des anticorps spécifiques IgE.
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Figure 5.3 : Schéma de principe de la technique « Western Blot ».

b

La figure 5.4 montre les tests Western Blot effectués par le laboratoire de Toulouse avec des
sérums de forte, moyenne et faible concentration en anticorps IgE dirigés vers 1’extrait
d’arachide. Les concentrations sont indiquées sur la figure : 95.8 Ul/ml, 15.7 Ul/ml et 0.1 Ul/ml
avec 1 Ul/ml =2.4 ng/ml. La colonne de gauche est constituée de reperes permettant d’identifier
la masse moléculaire des protéines en kDa. La révélation effectuée par chimiluminescence
indique un signal positif par la présence d’une tache noire. On remarque un signal important
pour les sérums forts, une intensité faible pour les sérums intermédiaires et un signal nul pour
les sérums faibles. De plus, une intensité importante aux emplacements des allergénes majeurs
de I’arachide es observée. Cela confirme la réaction des anticorps du sérum avec les allergeénes
de I’arachide mise en évidence par le test SDS — PAGE (section 5.1.1).
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Figure 5.4 : Analyse qualitative des 3 sérums de patient sensible a 1’arachide de concentrations d’IgE
différentes par la méthode Western Blot.
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5.1.2 Analyse quantitative des sérums de patient par technologie ImmunoCAP®

Les sérums de patient que nous analyserons par la technologie microbilles, ont été
préalablement analysés par le laboratoire d’analyses médicales des hospices civils de Lyon,
partenaire dans ce projet de recherche. Des mesures de concentration des anticorps IgE
spécifiques ont été effectuées par la méthode ImmunoCAP® (quantitative) au centre hospitalier
de Lyon sud.

Cette méthode décrite dans la section 1.2.3.1, permet d’évaluer la concentration des anticorps
spécifiques IgE contenus a I’intérieur des sérums de patient. Le tableau 5.2 liste les
concentrations en anticorps IgE pour plusieurs sérums regroupés en 3 catégories : les sérums
sensibles a I’arachide, la noisette et la crevette. Les résultats indiquent la concentration des
anticorps spécifiques dirigés contre les extraits totaux d’arachide, de noisette et de crevette
exprimée en Ul/ml. Par la suite, nous analyserons les 5 sérums de patient sensibilisé a I’arachide
présentant des concentrations en IgE spécifiques différentes (Arachide 1-5), le sérum fortement
sensibilisé a la noisette (Noisette 1) et le sérum fortement sensibilisé a la crevette (Crevette 1).

Sérums de patient = Concentration en IgE spécifique en

Arachide Ul/ml (extrait d’arachide)
Arachide 1 > 100

Arachide 2 > 100

Arachide 3 95.8

Arachide 4 15.7

Arachide 5 <0.1

Sérums de patient = Concentration en IgE spécifique en
Noisette Ul/ml (extrait de noisette)
Noisette 1 > 100

Sérums de patient = Concentration en IgE spécifique en
Crevette Ul/ml (extrait de crevette)
Crevette 1 > 100

Tableau 5.2 : Concentrations (exprimées en Ul/ml) mesurées avec la technologie ImmunoCAP® des
anticorps spécifiques IgE des sérums de patient mis a notre disposition par le laboratoire de Lyon.

Afin de préparer les tests de détection des anticorps IgE nous avons analysé les extraits
d’allergenes et les sérums de patient. Premierement, les extraits d’allergenes ont été
analysés par la technique SDS-PAGE afin de s’ assurer que les principaux allergenes sont
présents dans les extraits. Nous avons réalisé les tests avec [’extrait d’arachide et mis en
evidence la présence des allergenes de ’extrait d’arachide, de noisette et de crevette. Les
serums de patient sensible a l’arachide ont été analysés par la méthode Western Blot qui
a permis de révéler la présence des anticorps spécifiques IgE ciblant les allergenes
présents dans les extraits d’arachide. Les sérums ont également été analysés avec le
systeme ImmunoCAP® pour quantifier précisément la composition en anticorps
spécifiques de chaque sérum, ces mesures constituent notre point de comparaison pour
les tests cliniques que nous allons effectuer.
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5.2 Détection des anticorps IgE sériques par la méthode microbilles

5.2.1 Description de la méthode

La méthode microbilles est la combinaison des 3 technologies étudiées précédemment : la
biofonctionnalisation de surface, le tri magnétique et I’assemblage gravitationnel. Pour chaque
test, nous utiliserons des microbilles PS fonctionnalisées avec les allergénes correspondants a
la sensibilisation du sérum de patient (arachide, noisette ou crevette) et des microbilles témoins
fonctionnalisées a la BSA, cette protéine ne réagit pas avec les sérums de patient testés (figure
5.5a). Le code couleur est le suivant : les microbilles rouges sont fonctionnalisées avec les
allergénes et les microbilles bleues sont fonctionnalisées avec la BSA (test témoins).
L’efficacité du tri magnétique (pourcentage de microbilles piégées magnétiquement) sera
évaluée selon deux méthodes.

La premiére méthode est basée sur le procédé d’assemblage gravitationnel (figure 5.5¢)
développé dans le chapitre 4 suivi d’'un comptage de microbilles par analyse de photos de
I’échantillon prises au microscope optique. La quantité de microbilles rouge et bleu présent a
la surface de I’échantillon donnera I’efficacité du tri magnétique pour les deux types de
microbilles. Chaque test est effectué trois fois dans les mémes conditions expérimentales pour
produire une moyenne et un écart type.

La deuxiéme méthode utilisée (figure 5.5d) est basée sur la mesure d’absorbance des
microbilles en suspension réalisée dans le méme temps que le tri magnétique. Cette méthode
permet d’évaluer plus rapidement la concentration des microbilles de I’échantillon apres le
procédé de tri magnétique. A savoir, que le test avec les microbilles témoins doit étre réalisé
séparément des microbilles allergeénes, car cette méthode ne permet pas de discriminer le code
couleur inhérent aux microbilles.



122
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Figure 5.5 : Schéma du principe de la méthode de détection des IgE par technologie microbilles. a) étape de
biofonctionnalisation suivi de la réaction avec le sérum de patient, b) étape de tri magnétique, lecture des
résultats par ¢) assemblage gravitationnel ou d) par spectroscopie.

Premiérement, 10° microbilles PS enrobées d’allergénes sont mises en suspension dans une
solution tampon de réaction (TBN 0.1 %) et incubées avec un volume de 50 ul de sérum de
patient pendant 2 h a température ambiante. Les microbilles sont lavées par centrifugation
pour retirer l’exces d’IgE libres et les protéines indésirables susceptibles de subir des
interactions non-spécifiques. Puis une suspension contenant 10" microbilles SPM MyOne (1
um) est ajoutée a l’échantillon dans un volume de 500 ul de solution tampon TBN a 0.1 %.
L’échantillon est incubé sous agitation mécanique pendant 30 minutes a température ambiante.
Le microtube « A » contenant le mélange est placé en contact avec un aimant permanent
pendant 2 minutes. Le surnageant est retiré et disposé dans un autre microtube noté « B » alors
que les microbilles piégées magnétiques sont remises en suspension dans le microtube « A »
dans un volume égale a celui du microtube B. L’assemblage gravitationnel ou les mesures
d’absorbance sont alors effectués pour évaluer l’efficacité du tri magnétique.

5.2.2 Lecture des résultats par assemblage gravitationnel

5.2.2.1 Sérum sensibles a I'arachide de 0.1 Ul/ml a 100 Ul/ml

Dans un premier temps, nous avons analysé des échantillons de sérum de patient allergique a
I’arachide présentant les concentrations en IgE spécifiques suivant : 0.1 Ul/ml, 1 Ul/ml, 10
Ul/ml et 100 Ul/ml. Cela correspond a la gamme de concentration détectable par les méthodes
automatisées actuelle (HYCOR, Immulite ou ImmunoCAP). Nous avons utilis¢ le sérum :
Arachide 1 (100 Ul/ml) et effectué plusieurs dilutions pour obtenir les échantillons avec ces
concentrations. L’objectif est d’étudier I’influence de la concentration d’anticorps IgE du sérum
de patient sur I’efficacité du tri magnétique. Les microbilles PS fonctionnalisées avec 1’extrait
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d’arachide et les microbilles PS fonctionnalisées avec la protéine BSA (Bovine Serum
Albumine) ne réagissant pas avec le sérum de patient dans le but de constituer un signal témoin
ont été utilisés. Le comptage de microbilles a été effectué¢ a I’aide de la méthode d’assemblage
gravitationnel suivi d’une analyse d’image microscope ou 10 % de la surface de 1’échantillon
est analysée grace au logiciel d’analyse d’image « ImageJ ». Chaque dilution de sérum a été
analysée trois fois et les résultats sont indiqués sur I’histogramme de la figure 5.6. La quantité
de microbilles alors mesurée est rapportée a la quantité initiale utilisée pour une condition (10°
microbilles), le ratio entre ces deux valeurs nous donne un pourcentage représentant 1’efficacité
du tri magnétique.

Sur I’histogramme, les colonnes noires représentent le pourcentage de microbilles arachide
piégées magnétiquement et les colonnes rouges représentent le pourcentage de microbilles
témoins piégés magnétiquement en fonction de la concentration en IgE spécifiques du sérum
de patient analysé. On remarque une augmentation de 1’efficacité du tri magnétique avec la
concentration en IgE (5 % a 38 %) des microbilles arachide alors que le pourcentage des
microbilles témoins est constant (5 %). La figure montre une nette différence entre les
microbilles arachide (38 %) et les microbilles témoins (7 %) pour la concentration la plus forte
(100 Ul/ml). Pour les concentrations intermédiaires (1 Ul/ml et 10 Ul/ml) le signal positif est
légérement supérieur au signal témoin (8 % et 12 %). En ce qui concerne la concentration la
plus faible (0.1 Ul/ml) les valeurs du signal arachide et BSA est identique. Cette tendance
atteste que I’efficacité du tri magnétique est plus importante pour le sérum de patient a forte
concentration en IgE spécifique avec une valeur bien supérieure a celle du signal témoin. Ce
résultat montre qu’il est possible de mettre en évidence une concentration anormale d’IgE
spécifiques (> 1 Ul/ml) par la technologie microbilles.
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Figure 5.6 : Calibration montrant I’efficacité du tri magnétique en fonction de la concentration IgE (rouge)
et le signal témoin (en noir).

Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé les tests sur 4 sérums de patients (Arachide 2 — 5)
de concentration en IgE différentes (valeurs InmunoCAP® : 0.1 Ul/ml, 15.7 Ul/ml, 95.8 Ul/ml
et 100 UIl/ml) fournis par notre laboratoire partenaire situé au centre hospitalier de Lyon sud.
Chaque test a été réalisé 3 fois. Les résultats sont reportés sur I’histogramme de la figure 5.7
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qui présente 1’efficacité du tri magnétique des microbilles Arachide et BSA en fonction des
différents sérums analysés. Les résultats révélent une augmentation de 1’efficacité du tri
magnétique avec la concentration d’IgE. L’efficacité est tres élevée 44.7 %, 44.4 % et 35.2 %
pour les sérums : Arachide 2 (100 Ul/ml), Arachide 3 (95.8 Ul/ml) et Arachide 4 (15.7 UIl/ml).
La variation de signal avec les microbilles témoins (< 6 %) est significative. Le sérum de patient
Arachide 5 de concentration 0.1 Ul/ml ne présente pas de variation significative avec les
microbilles BSA (6 % contre 4 %). Pour chaque test, il a été possible de discriminer les sérums
non sensibilisés (Arachide 5) des sérums sensibilisés (Arachide 2, 3 et 4) a I’arachide.
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Figure 5.7 : Analyse des sérums de patient par technologie microbilles.

Les résultats présentés sur les deux diagrammes précédents ont été résumés sur la figure 5.8.
Nous avons effectu¢ les analyses sur 5 sérums de patient différents. Les points rouges
représentent les tests témoins et les points noirs représentent les tests avec les microbilles
arachide. Les moyennes sont représentées par les points expérimentaux alors que les barres
d’erreurs représentent I’écart type de la mesure calculé a partir des trois analyses effectuées sur
chaque condition. On remarque que ’efficacité du tri magnétique augmente globalement avec
la concentration en IgE spécifique. Lorsque la concentration est treés faible (< 0.1 Ul/ml),
I’efficacité est semblable a celle des tests témoins (~5 %). Dans le cas des concentrations plus
élevées (entre 1 Ul/ml et 10 Ul/ml), efficacité est 1égerement supérieure aux tests témoins
(entre 8 % et 10 %) et pour des concentrations ¢élevées (> 10 Ul/ml) Defficacité est
significativement supérieure au tests témoins (> 35 %).
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Figure 5.8 : Analyse qualitative sur 5 sérums de patients sensibles a I’extrait d’arachide présentant 4
concentrations en IgE différentes.

5.2.2.2 Sérum fortement sensibles (> 100 Ul/ml) aux extraits d’arachide, de noisette ou de
crevette

Dans cette section, nous présentons les résultats des tests de détection des anticorps IgE sur les
sérums de patient possédant une forte concentration d’IgE (> 100 Ul/ml). Les tests avec des
sérums fortement sensibilisés individuellement a I’arachide, a la noisette ou a la crevette ont été
effectués suivant le protocole explicité dans la section 5.2.1.

Les résultats sont indiqués sous la forme d’un histogramme (figure 5.9), chaque sérum est
identifié par D’extrait d’allergene auquel il est sensible (arachide, noisette ou crevette). Le
pourcentage en ordonnée correspond a I’efficacité du tri magnétique. Le signal allergéne
correspond a I’efficacité du tri magnétique sur les microbilles PS fonctionnalisées avec les
allergenes auxquels le sérum de patient est sensible (arachide, noisette ou crevette). Le signal
témoin présenté (colonnes rouges) est I’efficacité du tri magnétique réalisé sur les sérums avec
des microbilles BSA. On remarque que le sérum sensibilisé a 1’arachide obtient le meilleur
résultat avec 35 % d’efficacité, le sérum de noisette 15 %, le sérum de crevette 8 % pour un
signal témoin compris entre 4 % et 6 %. La différence de signal avec le test témoin est
significative pour les sérums sensibilisés a I’arachide et a la noisette. Cependant, dans le cas de
I’allergie a la crevette, la différence avec le test témoin n’est que de 2 %. Cependant, cette
différence est suffisamment élevée pour conclure a la détection d’anticorps IgE spécifiques.
Effectivement, la valeur maximale atteinte par les tests témoins est de 6 % et la valeur avec
I’extrait d’allergéne a la crevette est de 8 %.
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Figure 5.9 : Résultats des analyses sur les sérums de patient sensible a I’arachide, la noisette et la crevette par
rapport au signal témoin.

5.2.3 Lecture rapide des résultats par spectroscopie

Nous avons ¢galement réalisé des mesures d’absorbance évaluant I’efficacité du tri magnétique
pour un temps de procédé¢ plus rapide qu’avec la technologie d’assemblage gravitationnel. La
mesure effectuée par absorbance est immédiate et est réalisée simultanément au tri magnétique.
Comme I’indique le schéma de la figure 5.10 le tri magnétique est effectué in-situ dans une
cuve traversée par un faisceau lumineux a I’intérieur d’un spectrometre. Un aimant permanent
plan est mis en contact avec la paroi de la cuvette pendant une minute. Par conséquent, la totalité
des microbilles SPM et des microbilles PS positives (recouvertes d’IgE) migrent vers la paroi
en sortant du chemin optique. Ainsi, I’absorbance mesurée diminue rapidement et atteint une
valeur limite au moment ou toutes les microbilles SPM et PS positives ont migré vers la paroi.
Cette valeur d’absorbance est proportionnelle a la concentration de microbilles PS contenues
dans la cuvette d’absorbance. Par conséquent, cette mesure permet d’évaluer la concentration
de microbilles PS non piégées magnétiquement ainsi que ’efficacité du tri magnétique. Ce
procédé de lecture est plus rapide (2 min) comparé a la technique d’assemblage gravitationnel
(15 minutes). De plus, la lecture se fait simultanément avec le tri magnétique alors que
I’assemblage gravitationnel demande deux étapes de plus (assemblage et comptage par
microscope optique).
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Figure 5.10 : Schéma : méthode d analyse de I"efficacité du tri magnétique par mesure d’absorbance en direct.

Afin de montrer la faisabilité de cette technique, deux sérums de patient ont été testés sur des
microbilles fonctionnalisées arachide : un fortement sensibilisé a I’arachide (100 UI/ml) et un
sérum non sensibilisé¢ (< 0,1 Ul/ml). Le graphique de la figure 5.11 montre I’évolution de
I’absorbance normalisée durant le procédé¢ de tri magnétique des 2 sérums de patient.
L’absorbance est normalisée par rapport a 1’absorbance initiale (microbilles PS et SPM). Apres
le tri magnétique, la différence d’absorbance entre le sérum fortement sensibilisé et celui non
sensibilisé est significative (0,5 pour le sérum a 0,1 Ul/ml, 0,2 pour le sérum a 100 Ul/ml).
Dans les 2 cas, toutes les microbilles SPM ont migré vers la paroi ; la différence d’absorbance
entre les 2 sérums est uniquement due a une différence de concentration de microbilles PS apres
le tri magnétique. En effet, la totalit¢ des microbilles PS sont restées en suspension et générent
une absorbance plus importante pour le sérum a 0,1 Ul/ml comparée au test avec le sérum fort
(100 Ul/ml) ou une proportion non-négligeable de microbilles PS ont migré vers la paroi aux
contacts des microbilles SPM créant une différence d’absorbance nettement observable. Cette
différence d’absorbance permet de mettre en évidence rapidement la présence des anticorps IgE
dirigés vers les extraits d’arachide.
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Figure 5.11 : Variation de 1’absorbance entre le sérum fortement sensible (en noir) et le sérum faiblement
sensible (en rouge).

Dans cette partie, nous avons rappelé le protocole détaillé de détection d’IgE en
indiquant la nature des réactifs, des solutions tampon et des temps de réaction. A chaque
test 10° microbilles sont utilisées par condition pour un temps de procédé de 3 h. Les
avantages et inconvénients de cette technique ont été comparés par rapport aux tests
conventionnels actuellement utilisés. La calibration du systéeme est effectuée avec des
microbilles recouvertes d’arachide d’une part et des microbilles fonctionnalisées BSA
qui constituent le test témoin d’autre part. L’efficacité du tri magnétique est mesurée
grdce a des moyens optiques. Nous avons montré que le signal témoin est constant alors
que le signal arachide dépends de la concentration des anticorps IgE. Des tests sur 3
serums de patient fortement allergiques indépendamment a 3 extraits d’allergenes ont été
réalisés : arachide, noisette et crevette. Dans chaque cas, le signal mesuré est supérieur
au signal témoin montrant la détection d’une concentration anormale d’anticorps IgE.
Nous avons également effectué des tests sur 4 sérums de patient avec des concentrations
en IgE variables. Cette méthode a permis de mettre en évidence les sérums la
concentration trop élevée de certains sérums de patient. De plus, [’analyse du tri
magnétique a permis de determiner si le sérum est sensible a [’extrait d’allergenes en
concordance avec les analyses ImmunoCAP®. Cependant, nous avons mis en évidence
que les résultats avec les tests InmunoCAP® sont tres différents en valeur absolue.
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5.3 Conclusion

Le tableau 5.3 résume les performances de la technologie microbilles comparées aux
performances de la technologie ImmunoCAP® et a celles de 1’état de I’art. La limite de
détection atteinte par la méthode microbilles a été¢ estimé a 1 Ul/ml (2.4 ng/ml). Les tests
présentés dans ce chapitre ont été réalisés en 3 h : 2 h d’incubation avec le sérum, 30 minutes
d’incubation avec les microbilles SPM et 30 minutes d’assemblage et d’analyse. Il a été mis en
¢vidence que la concentration en IgE spécifique du sérum de patient a une influence sur le
I’efficacité du tri magnétique. Il a été possible de détecter des anticorps IgE dirigé vers 1’ extrait
d’arachide pour les sérums de patient comprenant une concentration d’anticorps IgE supérieur
ou égal a 1 Ul/ml. De plus, nous avons mis en évidence la présence d’anticorps IgE dans les
sérums de patient allergiques a 1’arachide, la noisette et la crevette. Une technique rapide de
comptage de microbilles PS par absorbance de la suspension rendant la lecture des résultats
rapide et efficace a ét€ mise au point.

Méthode Temps de réaction Volume de sérum Limite de détection

Etat de I’art 12min—-3 h 1 pl—50 pl 0,084 ng/ml — 17,5
ng/ml

ImmunoCAP® 3h 40 ul 0,24 ng/ml

DIALMIB 3h 50 ul 2,4 ng/ml

Tableau 5.3 : Récapitulatif des performances de technologies de diagnostic d’allergies.

Ce procédé présente des avantages par rapport aux techniques conventionnelles, car les
microbilles PS et SPM ont une diffusion importante ce qui diminue le temps de réaction avec
le sérum par rapport a des techniques ou la réaction a lieu a la surface d’une phase solide
immobile. Elle est également plus flexible, car il est possible de tester une grande variété
d’allergénes différents grace au procédé de biofonctionnalisation de surface qui reste identique
quelle que soit la nature de la protéine a greffer. Cette flexibilité est une avancée majeure pour
apporter un outil de diagnostic adapté au patient (de type Point-Of-Care) a la différence des
techniques d’analyses conventionnelles ou les allergenes et sources allergéniques sont imposées
par les fabricants et ne permettent pas de s’adapter réellement au besoin du patient et de faire
preuve de réactivité. De plus, le test InmunoCAP® est capable de réaliser des tests sur un
allergéne a la fois alors que la méthode microbilles proposée ouvre la voie vers le diagnostic
multiplexe des allergies grace a ’encodage couleur des microbilles. En effet, avec cette
technique, il est potentiellement réalisable de tester 100 allergenes en une seule fois. Nous avons
montré dans le chapitre 3, qu’une quantité de 10* microbilles suffit pour effectuer une analyse
sur une condition, de plus I’assemblage gravitationnel a une capacité d’assemblage de 10°
microbilles, ce qui démontre la possibilité d’un multiplexage de 100 avec cette technologie.
Cependant, cette condition nécessite I'utilisation de microbilles de 100 couleurs différentes
avec une méthode optique permettant leur discrimination selon leur couleur. La quantité
d’allergene et d’anticorps secondaires nécessaire par test est faible ce qui diminuerait les colts
d’un test de dépistage d’allergies.

Dans ce chapitre, les résultats des analyses conduites sur 7 sérums de patient différents ont été
effectués 3 fois pour pouvoir en déduire une moyenne statistique et un écart type correspondant
a chaque mesure. Nous avons démontré que cette méthode permet la détection d’une
concentration d’anticorps IgE supérieure a 10ng/ml.
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Tout d’abord, nous avons démontré par analyse SDS-PAGE que les extraits d’allergenes utilisés
sont composés des allergénes majeurs Ara h I, Ara h 2 et Ara h 3. De plus, les analyses
ImmunoCAP® et Western Blot ont montré que les sérums de patient réagissent positivement
aux allergénes des extraits immobilisés a la surface des microbilles PS.

Puis nous avons décrit I’approche méthodologique utilisée lors de la réalisation des tests. Des
analyses ont été réalisées sur des sérums de patient fortement sensibilisés a 1’arachide, la
noisette, la crevette par I’utilisation de la technologie microbilles. Les résultats ont montré une
efficacit¢ de tri magnétique supérieur au test celle du test témoin caractéristique d’une
concentration d’anticorps IgE spécifiques supérieure a la normale. Finalement, des tests ont été
effectués sur des sérums sensibilisés a I’arachide présentant des concentrations variables (entre
0.1 Ul/ml et 100 UI/ml). Les résultats des tests ont confirmé la capacité de la méthode a mettre
en évidence une concentration anormalement ¢levée d’anticorps IgE dirigés contre les extraits
totaux d’arachide.

Dans la derniére partie, nous avons comparé¢ les performances de cette technique avec la
méthode ImmunoCAP® en termes de limite de détection (1 Ul/ml), reproductibilité (< 10 %),
temps de réaction (3 h) et volume de sérum nécessaire (50 pl).
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Conclusion et perspectives

L’objectif de ces travaux de thése consistait a apporter la preuve de concept de détection des
anticorps IgE par I’analyse des échantillons de sérum de patient grace a la technologie
microbilles composée des ¢étapes technologiques suivantes: biofonctionnalisation de
microbilles, tri magnétique et assemblage gravitationnel.

Tout d’abord, nous avons présenté¢ dans ce manuscrit les concepts fondamentaux sur le
fonctionnement des allergies. Les différents outils de diagnostics actuellement utilisés dans le
domaine des allergies ont été répertoriés et un bilan des techniques émergentes en recherche
s’appuyant sur I’utilisation des nano et microparticules a été dressé¢. La méthode choisie et
développé au cours de cette these a été présentée brievement ainsi que ses avantages par rapport
aux autres techniques de 1’état de ’art.

Le procédé de greffage de protéines a la surface des microbilles a été présenté. D une part la
fixation d’allergeénes sur des microbilles PS 10 um carboxyles et d’autre part la fixation
d’anticorps secondaires anti-IgE ou anti-IgE a la surface des microbilles SPM 1 pum. Des
méthodes de caractérisation de fonctionnalisation ont ét¢é mené pour controdler la qualité et la
réussite des différents protocoles de biofonctionnalisation utilisés.

La technologie du tri magnétique de microbilles par magnétophorése a été étudiée et
caractérisée. Nous nous sommes inspirés du tri magnétique cellulaire pour établir un protocole
adapté et dédié aux microbilles PS de diamétre 10 um. Puis, I’influence de certains parametres
sur I’efficacité du tri magnétique a été étudiée. L’influence de la quantité de microbilles PS et
SPM et le temps de réaction (entre les microbilles PS et le sérum) sur I’efficacité du tri
magnétique a également ¢té investigué. Cette étude a révélé qu’une diminution de la quantité
de microbilles PS augmente 1’efficacité du tri magnétique. L’efficacité diminue avec le temps
de réaction entre les microbilles PS et le sérum de patient. Il a ét¢ montré que 1’efficacité est
supérieure a 80 % a partir de 20 minutes de réaction pour une concentration €élevée d’anticorps
primaires. La courbe décrivant I’évolution de I’efficacité du tri magnétique en fonction de la
concentration en anticorps primaire a €té tracée. Nous avons mis en €vidence une zone de
corrélation linéaire ou il est possible de réaliser des mesures quantitatives afin de relier
I’efficacité du tri magnétique et la concentration en anticorps IgE du sérum de patient.

En parall¢le, une étude bibliographique sur les techniques d’assemblage de particules uniques
sur une surface a ét¢ conduite pour comprendre les différents outils a notre disposition pour le
positionnement de structures discretes de particules sur une surface. Le développement de la
technique d’assemblage de microbilles uniques a prouvé que les microbilles PS 10 um subissent
la gravité¢ de maniére non-négligeable et possédent une sédimentation rapide méme s’ils sont
considérés théoriquement comme des colloides. Une méthode d’assemblage dit
« gravitationnel » a été élaboré en 4 étapes : dissolution des bulles d’air, sédimentation,
piégeage convectif et balayage capillaire. Toutes ces €tapes technologiques ont été caractérisées
en termes de temps de procédé et de performances. Il a été prouvé qu’il est possible de réaliser
des assemblages trés rapides (10 min) avec un taux de défauts inférieur a 5 % et des assemblages
présentant un taux de défauts tres faible (< 0.0001 %). Cette technologie a fait 1’objet d’un
dépot de brevet.
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Finalement, nous avons exploité les trois technologies développées au cours de ces travaux de
these (biofonctionnalisation, tri magnétique et assemblage gravitationnel) pour évaluer des
sérums de patient individuellement allergiques a 1’arachide, a la noisette et a la crevette. Tout
d’abord, les extraits d’allergenes et les sérums de patient ont été examinés pour vérifier que les
allergenes et les anticorps spécifiques sont réactifs entre eux. L’analyse d’un sérum de patient
a 4 dilutions différentes : 0.1 Ul/ml, 1 Ul/ml, 10 Ul/ml et 100 Ul/ml a montré la corrélation
entre 1’efficacité du tri magnétique et la concentration en anticorps IgE spécifiques contenus
dans le sérum. Nous avons également testé 5 sérums de patient différents contenant des IgE
spécifiques de concentrations variées et ¢valué 1’écart par rapport aux résultats ImmunoCAP®.
Puis, des sérums de patient fortement allergiques a 1’arachide a la noisette et a la crevette ont
¢été testés. Les résultats obtenus indiquent que cette méthode permet la détection des anticorps
spécifiques au-dessus d’une certaine concentration (> 1 Ul/ml) mais ne permet pas d’effectuer
une mesure quantitative précise.

Perspective 1 : Diminution du diamétre des microbilles PS

La limite de détection dépend de nombreux paramétres comme la taille et le taux de
fonctionnalisation des microbilles PS et SPM. En particulier, il a ét€ montré qu’une diminution
du diameétre des microbilles PS et/ou SPM augmente 1’efficacit¢ du tri magnétique et par
conséquent la limite de détection des anticorps IgE. Nous avons montré que 1’utilisation de
microbilles PS 6 um présente une limite de détection de deux ordres de grandeur inférieurs aux
microbilles PS 10 pm. Ce résultat a été obtenu en analysant le sérum de lapin contenant des
anticorps primaires IgG dirigés vers ’extrait d’arachide. Cependant, les analyses effectuées sur
le sérum de patient ont été réalisées avec des microbilles de diamétre 10 um. Par extrapolation,
il est possible que la limite de détection des anticorps spécifiques IgE du sérum de patient puisse
étre également diminuée de deux ordres de grandeur. Ainsi, la limite de détection des tests
commerciaux actuellement utilisés dans le cadre du diagnostic d’allergies pourrait étre atteinte
(0.1 Ul/ml au lieu de 10 Ul/ml).

Nous avons démontré en réalisant des tests avec le sérum de lapin qu’il est possible de réaliser
ces tests sur un temps plus court (réaction avec le sérum de 20 min au lieu de 2 h) sans changer
significativement la sensibilité (baisse de 5 % de I’efficacité du tri magnétique). Ainsi, les tests
pourraient étre effectués en 1 h (durée globale), soit trois fois plus rapidement que les analyses
de sérum de patient présentées lors de ces travaux de these.

Nous avons choisi de réaliser les analyses avec un volume de sérum de patient de 50 ul, car
c’est une valeur proche du volume de 40 pl par allergeéne requis par le protocole établi par
ImmunoCAP®. De plus, les techniques de ’état de 1’art basé sur 1’utilisation de micro-nano
particules utilisent un volume compris entre 1 pl et 50 pl de sérum de patient. Un autre axe de
recherche serait de diminuer le volume de sérum utilisé pour étudier son impact sur la limite de
détection.

Perspective 2 : intégration d’un dispositif lens-less

Paralléelement a mes travaux de recherche au cours de cette thése, des études ont été menées au
sein du laboratoire sur un dispositif lens-less destiné au comptage de microbilles (figure A).
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C’est un dispositif créé a partir d’un capteur CMOS. Le dispositif est dit « lens-less », cariln’y
a pas de lentilles. L’échantillon micro structuré contenant les microbilles assemblées est placé
sur le capteur CMOS qui prend une image holographique qui est reconstitué apres application
d’algorithmes de reconstruction d’images. Une approche innovante serait de réaliser
I’assemblage gravitationnel directement au sein de ce dispositif lens-less sur le capteur CMOS.
L’intérét de cette perspective est la possibilité de regrouper les étapes d’assemblage
gravitationnel et de comptage constituant un gain de temps sur le temps de procédé global.

| Sample’
1
100 pm core 8 |
.
Optical I !
! LY
Halogen il | | .
illumination 4
Color filters| | amera|
(on wheel) Y ¢ fﬂ::;?
5 4 L J

Figure A : Schéma du dispositif optique lens-less.

Perspective 3 : Test avec des allergenes moléculaires

Les résultats des analyses montrent qu’il n’est pas possible de déterminer avec précision la
concentration absolue des anticorps IgE a cause de la fluctuation des résultats entre les
différents sérums de patient analysés. Une des explications avancées est la différence de
sensibilité du test en fonction des anticorps spécifiques contenus dans le sérum dont les
concentrations et ratio varie en fonction du profil allergique du patient. Ainsi, des sérums de
patients peuvent présenter une concentration en anticorps IgE dirigés vers 1’extrait d’allergénes
semblable tout en produisant des efficacités de tri magnétiques trés différentes di aux
concentrations en IgE spécifiques différentes. Par conséquent, il est nécessaire de réaliser des
tests avec des allergenes moléculaires au lieu de I’extrait d’allergénes total qui est constitué de
plusieurs protéines allergéniques afin de rendre le test plus précis avec une meilleure
reproductibilité.

Par exemple, 1’extrait d’arachide contient 16 allergénes différents dont les allergénes majeurs :
Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3, voir figure B. Pour dresser un profil d’allergies précis du patient il
est nécessaire d’effectuer des tests sur les allergénes moléculaires, comme cela est réalisé avec
ImmunoCAP® avec 5 allergénes moléculaire. Ainsi, les allergénes auxquels est sensible le
patient seront connus. Ce profil donnera une indication sur les habitudes alimentaires que le
patient doit adopter pour éviter une réaction allergique. Par ailleurs, I’extrait d’allergéne
immobilis¢ sur les microbilles PS est différents de celui utilis¢ par la technologie
ImmunoCAP®. Par conséquent, il est difficile d’effectuer une comparaison entres les 2
technologies : ImmunoCAP® et microbilles.
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b)

Figure B : Allergénes majeurs de ’arachide a) Ara h 1,b) Ara h 2 etc) Ara h 3.

Perspective 4 : Automatisation en puce microfluidique

Comme nous 1’avons vu dans la partie 1.3 sur I’état de 1’art des outils de diagnostic d’allergies
et I’utilisation de nano-microparticules, ces méthodes sont souvent couplées avec la technologie
microfluidique pour miniaturiser le dispositif sous la forme d’une puce. De cette manicre, les
distances de diffusion sont plus courtes diminuant les volumes de sérum et de réactifs utilisés.
Par conséquent, ces microdispositifs diminuent le temps de réaction et la limite de détection.
Des ¢études pourraient étre menées pour étudier le design idéal d’une biopuce ou la réaction
avec le sérum et les microbilles SPM, le tri magnétique, I’assemblage gravitationnel et le
comptage aurait lieu afin de rendre automatique le protocole expérimental tout en diminuant la
limite de détection atteinte par la technologie microbilles. La biopuce pourrait étre intégrée au
sein d’un dispositif miniaturisé global de type Point-Of-Care comme imaginé sur la figure C.

Figure C : Prototype de dépistage d’allergies imaginé, miniaturisé et dessiné sur un logiciel de dessin 3D.
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