N 2, L Université
\lemn s LL de Lille

PhLAM

THESE DE DOCTORAT

Présentée a
I'Université de Lille
Ecole Doctorale Science de I'Ingénierie et des Systémes

pour I'obtention du grade de

DOCTEUR en
Micro et NanoTechnologies, Acoustique et Téelécommunications

par

Mohamed Taieb BAKOUCHE

Fonctionnalisation de surface et développement de biocapteurs
SPR microfluidiques pour la détection du Zymoseptoria tritici et de
Candida albicans.

Soutenue le 10 Juin 2022

.. Professeur, Université de Lille, Centre

Boualem SENDID President Hospitalier Universitaire de Lille, Institut de Microbiologie
Centre de Biologie Pathologie Génétique (Lille)

Eric FINOT Rapporteur  Professeur, Université de  Bourgogne, Laboratoire
Interdisciplinaire Carnot de Bourgogne (Dijon)

Yoann ROUPIOZ Rapporteur  Directeur de Recherche CNRS, Systemes Moléculaires et
nanoMatériaux pour I'Energie et la Santé (Grenoble)

Sylvain DESPREZ Examinateur Ingénieur, Materia Nova (Mons, BE)

Deborah LANTERBECQ Examinatrice Enseignant-chercheur, Haute Ecole Provinciale de Hainaut
- Condorcet Laboratoire de recherche et de service en
Biotechnologie et Biologie Appliquée (Ath, BE)

Sophie MARICOT Encadrante Maitre de Conférences, Université de Lille, Institut
d'Electronique, de Microélectronique et de Nanotechnologie
(Villeneuve d'Ascq)

Mohamed BOUAZAQUI Co-directeur Professeur, Université de Lille, Laboratoire de Physique des
Lasers, Atomes et Molécules (Villeneuve d'Ascq)

Jean-Pierre VILCOT Co-directeur Directeur de Recherche CNRS, Institut d'Electronique, de
Microélectronique et de Nanotechnologie (Villeneuve d'Ascq)






Remerciements

Jai mené mes travaux de thése essentiellement a I'Institut d’Electronique, de Microélectronique et de Nanotechnologie (IEMN-UMR
CNRS 8520), laboratoire que j’ai visé il y" a exactement dix ans. Six ans apres, j'y ai mis les pieds malgré une longue attente.

Je tiens a remercier du fond du cceur mes co-directeurs de these, DR. Jean-Pierre Vilcot et Pr. Mohamed Bouazaoui, qui m’ont tant
attendus pour m’avoir donné la chance de travailler dans un des laboratoires d’excellence et de m’avoir permis de travailler dans un cadre
professionnel hautement qualifié.

Je tiens également a remercier énormément mon encadrante, Dr. Sophie Maricot, pour I'aide qu’elle m’a apportée avant mon arrivée
et pour son soutien dans les moments les plus difficiles.

Je réitére ma gratitude envers mes trois encadrants, méme si insuffisante puisse étre, pour leur temps consacré a nos discussions, leur
aide pour I'utilisation des bancs expérimentaux, leurs conseils, ainsi que pour la relecture et la correction de ce manuscrit et nous savons 6
combien ! ¢ca a été dur de se comprendre par moments, puisque nous venons de deux, voire trois disciplines différentes.

Je voudrais exprimer mes remerciements aussi envers les membres du Jury, Dr. Eric Finot, DR. Yoann Roupioz, Dr. Sylvain Desprez,
Dr. Deborah Lanterbecq et Pr. Boualem Sendid pour avoir accepté de relire ce travail.

Les travaux de cette these ont nécessité de fortes interactions pluridisciplinaires avec les partenaires du projet BIOSENS, je cite ici :

Les physiciens Dr. S.Ganesan et Dr. Laurent Hay, que je remercie pour m’avoir initié a |'utilisation des bancs expérimentaux ;

Les biologistes agronomes de I'institut C.A.R.A.H, Dr. Camille Dekuijper et Dr. Deborah Lanterbecq, que je remercie de nous avoir fourni
les monobrins d’oligonucléotides et d’avoir échangé avec moi a propos des protocoles de greffage dés mon premier jour au laboratoire ;

Les biologistes médecins du C.H.U Lille, Dr. Karine Lecointe que je remercie pour le temps accordé aux expériences réalisées a I'lEMN et
au C.H.U et les explications auxquelles j'ai eu droit, au Pr. Boualem Sendid pour nous avoir fourni les éléments biologiques pour la détection
des candida albicans ;

Dr. Sylvain Desprez, électronicien et Dr. Aline Roobroeck, chimiste de MateriaNova que je remercie également pour leur disponibilités
et la programmation d’expériences menées conjointement.

Les électroniciens de Multitel, Dr. Fabien Dortu et Dr. Damien Bernier, que je remercie pour le développement, le prét du dispositif de
détection Valisette et ma formation a son utilisation, mais aussi pour les expériences menées dans leurs locaux avec les partenaires de
Materianova.

Les électroniciens du Centre Spatial de Liege (CSL), Dr. Cedric Laenarts et Juri Hastanin, que je remercie pour les échanges constructifs
guant a la conception du systéme microfluidique.

Je tiens aussi a remercier le personnel technique de la Centrale de Micro et NanoFabrication (CMNF) de I'lEMN, en particulier Annie
Fattorini et Dr. Mark Dewitte, Dr. Frangois Vaurette, Dr. Pascal Tilmant ainsi que David Guérin pour leur aide a différentes étapes de processus
de fabrication de bio/capteurs plasmoniques.

Mes remerciements vont aussi particulierement DR. Djamila Hourlier pour son aide sur le plan professionnel et son énorme soutien
personnel, il est rare de rencontrer des personnes de confiance et qui se soucient d’autrui.

Je tiens aussi a remercier les anciens et actuels membres de I'équipe OPTO permanents, Dr. Cathy Sion et Dr.Vincent Magnin et les non-
permanents avec qui j’ai noué des liens d’amitié, Boubakeur, Mohammad, Mostafa, Pierre-Vincent, Thanh, Phuong, Achwek et Khaoula.

Mes pensées vont aussi aux membres d’autres groupes, comme DR. Kamal Lmimouni, Abdelghafour, Warda, Baker et Ibrahim.

Je remercie aussi Nora et Andy du pdle RH ainsi que Jean-Frangois Demeyer que j'ai embété maintes fois pour I'activation de mon badge,
mais particuliérement pour les discussions qu’on a partagées.

Mes pensées vont aussi au Pr. Abdelkader que je tiens a remercier particulierement et peut-étre sans qui je n’aurais pu étre la.

Merci aux membres de mon actuelle équipe (MATHYB) a 'lUCCS ; Pr. Christophe Volkringer de m’avoir laissé la liberté de finir ma thése
durant mon année d’ATER. Merci aussi a Amandine, Despoina, Iro, Julie, Julien, Nelly, Nicolas, Orféas, Pauline et Teddy pour les merveilleux
moments de rires qui me sont tant essentiels.

Bien évidemment, mes remerciements les plus chaleureux vont aux membres de ma famille qui me soutiennent inlassablement de loin
dans I'espace et dans le temps.

Je remercie spécialement mon ami de longue date Abderrahmane, qui avec le temps devint un frere pour son soutien depuis le début
de mes démarches, nous y voila mon cher ! presque a la fin, ensemble. Qui I'elit cru ? On vient de loin, mais toujours sur le bon chemin.

Pour finir sur une belle note, je te remercie toi Rym, ma chérie avec qui j’ai réellement partagé ce long parcours. Fous de voyages, je
dirais que nous avons pris un billet pour la méme destination mais avec deux moyens de locomotion différents, selon nos tempéraments, tu
as préféré 'avion et ses turbulences, pendant que j'ai pris le bateau, plus long mais traversant un fleuve paisible. Malgré les péripéties de
chacun, on a su se soutenir, on a su tenir et rien que pour ¢a, MERCI.






Table des matieres

INTrOAUCTION ENEIAIE ..o 1
RETEIENCES ...ttt 4
Chap. l.  ContexXte de I'"BLUdE . ..ocviiii e 5
L1 LaseptorioSe dU DI .....cooiiiiiiii e 7
1.1.1 La culture du blé: production, colts et PErtes ........ccevvveveiiiiieeeciiiee e 7
[.1.2 Le champignon Zymoseptoria tritiCi..........cccovuviiiiiiiiiiiiiiiiieeee e, 8
[.1.3 Traitements et moyens de CoONtrole .......ooovviiiiiiiiii e, 11
[.11.3.1 Les fongicides ChimMIQUES .......coiuviiiiiiiiie e 11
1.1.3.2 Les DIofONGICIAES ....vvviii e 11
[.1.3.3 Assistance bioteChnNOlOgIQUE.........ccovviiiiiiii e 11

1.2 La candidose chez I"NUM@IN .......oiiii e 12
[.2.1 Le champignon Candida albiCans ..............cccc.covvvuiiiiiiiiiiieeiciee e, 12
1.2.2 Formation de biofilmS........oo e 12
[.2.3 LI LT 1= ) 0 13
1.3 MEthodes de dETECTION ..ioiuiiiiiie et 14
1.3.1 TeCNIQUES USUBIIES ..., 14
1.3.1.1 CUlture CellUl@ire ..o..iiiiiii 14
1.3.1.2 PR e 14
[.3.1.3 B S A e 14

1.3.2 Techniques NoON-CoNVENtIONNEIIES........cooiiiiii e, 15
1.3.2.1 LM I ettt 15
1.3.2.2 Résonance plasmonique de sUrface......coocvvveeiiieiiiiiiiee e 15

1.3.3 Statut sur la détection des pathogenes ciblés ... 16
1.3.3.1 ZYMOSEPLOIIA TIITICH.c......ooeeiiiieie e et e ree e aae e 16
1.3.3.2 Candida GIDICANS ...........ccouiiiiiiii i 16

[.4  BiolOogie MOIECUIGINE. .. uvviiiiiieee e 16
1.4.1 Acides NUCIEIGUES (ADN) ..o 17
1.4.2 Interactions antiCorPS-antigeNES....couuiiiiiiiies ceeeeeecee e 18
R = 1o Yot o) K= TU ] PO P RTTTRS PSP 19

1.5.1 (R o] (o] {=TolT o1 11U SR USRI 19



[.5.2 L AN SAUCT U . e e e e e 19

1.5.3 Développement des DiOCaPtEUIS......cuvviiiiiiiiieecie et 20
1.5.4 TYPES A DIOCAPTEUIS ...eiiiiiiie et 21
[.5.5 APPICATIONS ©.eeiieeeee e 22
[T oo Vol [ oo HE PSPPSR PPPR 22
RETEIEINCES ...ttt ettt 23
Chap. Il. Capteur et BioCapTEUI SPR......uviii e 31
.1 La résonance plasmonique de SUMACE .....cocuvviiiiiiiiieiiie e 33
11.1.1 HISTOTTQUE L.ttt 33
[1L1.2 PrinCipe PRYSIQUE ..oiiiiiiiie et e eaaae e 33
[1.L1.3  Le systeme de mesure Par SPR ... 34
11.11.3.1 CapteUr SPR 34
11.1.3.2 Le systeme de lecture du CapteUur ......vveeviiiiie i 35
[1L1.3.2.1  CoUPIlage Par PriSME ....cciiiiiie et 35
[1.L1.3.2.2  Mode d'INterrogation......cc.uuiieiiiiiie et 36
[1.1.3.2.2.1  Interrogation anguUIaire ..........cooiuviiiioiiie e, 36
[1.1.3.2.2.2  Interrogation SPECLrale .........coovuiiiiiie e, 36

11.1.3.3 SBNSOIEIAMIMIE L.ttt e e e et e e e e e e e et b e e e e e e e e e e aa e e aeees 37
[1.11.3.3.1  Cinétique d'interaction ........cccooviiiiiie e 37
[111.3.3.1.1  Phase d’aSSOCIatioN ....cueeiuiiiiiiie ettt 38
[111.3.3.1.2  Phase de diSSOCIatioN .......iiiiiiiiiie et 39

.2 Fonctionnalisation de SUMaCe........couiiiiiiiii e 40
[1.2.1  QUeSt-Ce QU UNE SAM 2 ..o e, 41
[1.2.2  Stratégies d'immobilisation direCtes........ccovvviviiiiiiiiiiie e, 42
[1.2.2.1  Adsorption physique et ioNIQUE .........cooviiiiiiiieie e 42
[1.2.2.2  ChimiSOIrPiON oo 43
[1.2.3  Stratégies d'immobilisation iNdireCtes.......ccuvvviiiiiiiiii e, 43
[1.2.3.1  Immobilisation NON-COVAlENTE.......cooiiiiiiiic e 43
[1.2.3.2 Immobilisation COVAlENTE .......coiiiiiiiii e 44
11.2.3.2.1 Couplage amine (EDC/NHS) .....coveiiiiieiieeeeeeeeee e, 44
[1.2.3.2.2 Couplage maléimide-thiol ... 45

11.2.3.2.3  Chimie-CliCK .. .eeiiiieii e 46



[1.2.4  Stratégie d'immobilisation basée sur la bioaffinité ...............ccooiiiiii, 46

1.3 CONCIUSION ettt ettt e e e et e e 47
RETEIEINCES ...ttt ettt 48
Chap. Il INSErUMENTATION ...ttt e e e 53
1.1 Mateériels €t METhOAES ......coiiiiiii e 55
0 Ot A |V = T 1] PRSPPI 55
1.1.1.1  Interrogation angUIAIre ........cooviiiiiiiie e 55
[1.1.1.2  Interrogation SPECIrale.........coiiiiiiiiiiii e 56
[1.1.2  Méthodes de suivi du déplacement de la réponse SPR........cccccveeeviiiieeiiiiinen, 57
[1.1.2.1  Déplacement du minimUmM ......cccuviiiiiiiiieiiieee e 57
[11.1.2.2 Calcul dU CeNTrOIdE. .. .eiiiiii e 58
[11.1.2.3  Variation d'INTENSITE ......c.eiiiie e 59
[1.1.2.4  Ajustement de COUIDE .....uuiiiiiiiii e 59
[1.1.3  Performances de I'analyse SPR.........ooiiiiiiii e 59
H1.1.3.1  SeNSIDIITE oot 60
1.1.3.2 RESOIULION Lottt 61
[11.L1.3.3  Limite de détection (LOD) ...coooviviiiiiiie e 61
[(11.1.3.4  DYyNamiquUE A& MESUIE .....coiiiiiiiiiiee ettt 61
H1.1.4  Capteurs ULIIISES ..o 62
11.1.4.1  Interrogation anguUIaire ........oooiiiiiiiii e 62
11.1.4.2  Interrogation SPeCLrale.......cooiiiiiiiiii e 63
11,5 BAlONNAEE i 64
[11.L1.5.1  Calcul de I'indice de réfraction de I'éthylene glycol ...........cccoovviini, 64
[11.L1.5.2  Interrogation angulaire ........ooooviiiiiiiii e 66
N1.1.5.2.1 SeNSIDITITE ..o 66
1.1.5.2.2 RESOIUTION .ttt 67
[11.L1.5.2.3  Limite de détection (LOD) ....ccccuvvviiiieiiiiieeeeee e 67
[11.L1.5.2.4  Dynamique d& MESUIE ......cooiiiiiiiieeeee e 68
[1.1.5.3  Interrogation spectrale (Valisette) ........cccoovveiiiiiiiiiceeeeeeeeee 68
N1.1.5.3.1 SeNSIDITITE ..o 68
[1.1.5.3.2 RESOIULION 1.ttt 70

[11.L1.5.3.3  Limite de détection (LOD) .....cccuviviiiieiiiiiiieeeeeee e 70



[11.L1.5.3.4  Dynamique d& MESUIE ......ccoiiiiiiieeeeeee et 70

1.2 CONCIUSION 1.ttt et e e 70
RETEIEINCES ...ttt ettt 72
Chap. IV. Développement de capteurs SPR a microfluidique intégrée ..........cccooviiiiiiiinnnn, 73
V.1 Mateériels €t METhOAES ......couiiiiiiii e 75
IV.1.1  Banc d'INterrogation .......iiii e 75
[V.1.2  SUDSErats A& VEITE. ..o 75
[V.1.3  LE PDIMIS et 75
IV.1.4  Produits ChimIQUES .....uviiiiiiiiiie e 75
V.2 Fabrication des Capteurs SPR.......coiiiiiiiiiice e 76
IV.2.1 Capteurs (surfaces plasmoniqQUES).......ccuuiiiiiiiiiieiiiiii e 76
IV.2.2  Capot PDMS (MiICrofluidiqQUe) ....ccouvviieeiiiiii e 76
IV.2.3  Capteurs avec microfluidique clampée et intégrée........ccccceevvviieiiiiiiieeiiiiee, 77
V.3 Fabrication de capteurs SPR avec microfluidique intégrée ........ccccccevvvvveeivinieeeennn, 77
IV.3.1 Fabrication par traitement plasma-CoroNa.........cccccuviieiiiiiieeiiiiee e 77
IV.3.2  Fabrication par traitement chimique........cccoovvviiiiiiiiiie e, 78
V.3.2.1  Collage TIMUA-APTMS ....coiiiiiii it 78

IV.4  Fabrication du capteur avec microfluidique intégrée par collage MPTMS............... 79
IV.4.1 Préparation du capot microfluidique en PDMS ..., 79
IV.4.2  Traitement du capot PDMS pour le collage.......cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 79
[V.4.3  COllage PDIMS-AU ...t 80
V.5 Caractérisation de SUITACES .........oiiiiiiiiiiiiie e 81
IV.5.1 Mesure de l'angle de coNtact .....cuvviiiiiiiiiii e, 82
IV.5.2  Spectroscopie ATR-FTIR ... e e 83
V.6 TeSES MECANIGUES oottt e e e e 86
IV.7  Test du capteur SPR avec fluidique intégré ..., 87
IV.7.1 T@SE VISUBH ettt 87
V. 7.2 TS SP R e 88
V.8 CONCIUSION 1.ttt 89
RETEIEINCES ...ttt ettt 91
Chap. V. Biodétection de Zymoseptoria tritiCi ...........cccovvviuiiiiiiiiiiiiiiiie e, 93

V.1 LA TS e e e e 95



VLD SyStEME de IECTUIE wovveiicc e, 95

V.12 CAPTULS o 95
V1.3 Produits ChiMIQUES .....iiiiiiiiie et 96
V.1.4  Molécules biologiques (ADN) ....cccueiiiiiiiie et 96
V.1.4.1  Oligonuclétides Adénine et ThymMine ......cccccooviiiiiiiiiiiie e 96
V.1.4.2  Oligonucléotides relatifs au Zymoseptoria tritiCi.............ccccccoevvvvvieeiiinnneann. 97
V.1.5  Molécules biologiques (ProtéinNes) .......cccviiiiuiieiiiieciie e 98
V.2 Méthodes expérimentales: détection a base d'oligonucléotides..........cccceevvivninrnnn 99
V.2.1  Préparation deS CaptBUIS......ciiiiiiiiie ettt e ettt e e e 99
V.2.1.1  Fonctionnalisation de SUrface ........ccooiiieiiiieiiiiee e 99
V.2.1.2  Caractérisation des surfaces fonctionnalisées ..........cccccceevviiiiiiiiiiinennn. 100
V.2.1.2.1 Mesure d’angle de CONtaC .........cooviiiiiiiiiiiiie e 101
V.2.1.2.2 Spectroscopie vibrationnelle Raman ..........ccccovvviiiiiiiiiiiiiiiiee e 101
V.2.1.2.3 Spectroscopie photoélectronique aux rayons X (XPS) .......ccccccceevuvvrrnns 102
V.2.1.2.4 Microscopie @ FOrce AtOMIQUE ......oouviiiiiiiiiie et 104
V.2.1.2.5 Voltampérometrie CyCliqUe ..........oooviiiiiiiiii e 105
V.2.2  Tests d'appariement préliminaires : séquences Adénine et Thymine .............. 106

V.2.2.1 Interaction en mode statique et dynamique (fonctionnalisation
S a1 oY 8 10 1=) FF TR 106

V.2.2.2  Spécificité de linteraction et densité des sondes (fonctionnalisation
LOCALISEO) ... v 108

V.2.2.2.1 Spécificité de I'interaction et influence de la densité des sondes (1) ... 108

V.2.2.2.2 Influence de la densité des sondes (2).......ccoeeeeeiicieieeeiieiiiiiiiieieeeee 111
V.2.2.3  Conclusion sur les tests d'appariement T100-A100 sur la valisette .......... 112
V.2.3  Détection de Zymoseptoria tritiCi.........ccovviueiiiiiiiiiiiiiieieeee e, 113
V.2.3.1  Sensibilité de détection ........coviiiiiiiiiice 114
V.2.3.1.1 Injection cyclique d'analyte de concentration identique...................... 114
V.2.3.1.2 Injection cyclique d'analyte de concentration différente.................... 115
V.2.3.2  Evaluation de la Limite de détection (LOD) ......ocveveeoeeeereeeeeeeeeeee e, 117
V.2.3.3  Etude de la cinétique d'interaction ......cooeeeveeeeeeeeeeeeee oo, 118

V.3 Méthodes expérimentales: détection a base d’anticorps polyclonaux.................. 120

V.3.1  Fonctionnalisation de SUIMaCe . ...ommeee e 120



V.3.2  Caractérisation des surfaces fonctionNaliSEes.......covuuvreiioieeie e 122

V.3.3  Détection des Protines ZYMO ........ccocuiiieiiiiiie e 123
V.3.3.1  Relation cinétique d’interaction-concentration d’analyte .........ccc.c.cou..... 125
V.3.4  Voltampeérometrie CYClIQUE .....ooiuiiiieiiiiie et 125
V.4 CONCIUSION ettt et e e e e e 126
RETEIEINCES ... ettt ettt 128
Chap. VI. Biodétection de Candida GIDICANS ..........c.c...ccovuiiiiiiiiiieeiiiiie e 133
VILT  Matériels et MEthOdES .....o.viiiiiii e 135
VEL. T SyStemE A IECTUIE c.vvviiieiiiiiee et 135
VILL2Z  CAPTOULS oo 135
VI.1.2.1  Mesures réalisées en interrogation angulaire...........ccccceovvvveeeviiieeeeennn.. 135
VI.1.2.2  Mesures réalisées en interrogation spectrale (valisette) ..........cccccccoennne... 135
V1.3 REQCTITS ChIMIQUES ...t 136
VI.1.4  Anticorps monoclonaux Anti-mannanes (IgM 5B2) ......cccccccovviiiiiiiiiiiieiiiieees 136
VI.1.5 Carbohydrates/Glucides (ANtIZENES) ......ccvviivviiiiiiiieiee e 136
VI.2  Greffage de 1a SUMaCe. . ..o 137
VI.3  Fonctionnalisation de SUIrface........cociiiiiiiiiiii e 138
VE3.1  PrOtOCOIE o 138
VI.3.2 Optimisation de la durée du greffage......cccciiiiiiiiiiii e, 139
VI.3.2.1  Greffage des surfaces. ... 139
VI.3.2.2 Caractérisation du caractere hydrophobe/hydrophile des surfaces

BB St e 139
VI.3.2.3  Fonctionnalisation en Anti-mannanes (IgM 5B2) ..........cccoevviiiiiiiieeeenne.. 141
VI.3.2.4 Interaction Anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes........c.ccccceeeviveeeeneennn... 143
VI.3.3  Caractérisation des surfaces fonctionnaliS€es..........cccevviviriiiiiiiiniciec, 145
VI3.3.1  ATRFTIR ettt 145
VI.3.3.2  SPECIrOSCOPIE XPS it 145
VI.3.3.3  MICroSCOPIE AFM it 148

VI.4  Tests d’'interaction Anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes en SPR...........ccc.cceue.... 150
VI.4.1 Banceninterrogation anguUIaire .........oooviviveeiiie e, 150
VIA.1.1  Protocole de TSt ...cciuiiiiiiiiiiie e 151

VI.4.1.1.1 Fonctionnalisation de SUIMaCe ........ceoveiemee e 151



VI.4.1.1.2 Interaction Anti-mannanes (IgM 5B2)/mMannanes ...........ccccccceueeeeun.nn 152

VI.4.2  Banc en interrogation spectrale (valisette)........ccoeovvviiiiiiiiiiieiieeciec e 155
VIA.2.1  ProtoCole de teST . oo iiiiiiiiiiiie e 155
VI.4.2.1.1 Fonctionnalisation de surface..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiicceee 155
VI.4.2.1.2 Interaction Anti-mannanes (IgM 5B2)/mMannanes ...........cccccecevveeeennn.nn 155

VI.5  Caractérisations COmMPIEMENTAIrES .....c.vvvieeiiiiiieiciie e 157

VI.5.1 SPR:Anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes versus mannanes/Anti-mannanes (IgM

5B2) 157
VI.5.1.1 Interaction Anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes........c..cccccceevveeeeneeennn.. 157
VI.5.1.2 Interaction mannanes/Anti-mannanes (IgM 5B2)........ccccccceveevviieeeineeenn.. 160
VI.5.2  Voltampérometrie CYCliQUE ......oouvviiiiiiice e 162
VEBE  CONCIUSION ottt 163
REFEIENCES ...ttt 164
CONCIUSION GENETAIE ... e, 169
Sy 6 1= T o 1YL 173
REFEIENCES ...ttt 174
ANINIBXE ...t ettt e e ettt e e e e es 175
Validation par test Elisa de I'interaction Anti-mannanes (IgM 5B2)/mannane .............. 175
Publications €t COMMUNICATIONS. .....uiiiiiiiiiit et 177
RESUIME. ... ettt ettt ettt e h e ettt ettt 180






Liste des abréviations

UTAS. micrototal analysis system
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Introduction générale

Ce travail s’est inscrit dans le cadre du projet BIOSENS financé par le programme Interreg France-
Wallonie-Vlaanderen V via le portefeuille de projets SMARTBIOCONTROL qui comprend quatre autres
projets : BIOCOMGEST, BIOPROTECT, BIOPROD et BIOSCREEN. Le projet BIOSENS a eu pour but de
mettre au point un dispositif portable d’analyse par SPR (SPR, pour Surface Plasmon Resonance en
Anglais) afin de mesurer, sur site, le taux de pathogénes présents dans I'environnement sous test. La
détection précoce des contaminations permet d’adapter plus rapidement et efficacement les
traitements préventifs voire curatifs. Le portefeuille SMARTBIOCONTROL a pour but originel la mise au
point de traitements biologiques en agronomie et les différents projets constitutifs traitent de ce
domaine. Une spécificité du projet BIOSENS est d’étendre le domaine de détection aux pathogénes
humains. Brievement, les objectifs de chaque projet du portefeuille sont :

BIOCOMGEST : projet « chapeau » qui permet la gestion coordonnée des différents projets et I'échange
d’informations entre eux,

BIOSCREEN : projet axé sur le développement de nouvelles molécules biosourcées et
multifonctionnelles pour le controle des agents phytopathogenes
(http://www.smartbiocontrol.eu/fr/projet-bioscreen/),

BIOPROTECT : projet visant a définir les protocoles de traitements biofongicides phytosanitaires
(http://www.smartbiocontrol.eu/fr/projet-bioprotect/)

BIOPROD : projet permettant la production en quantité suffisante de biomolécules pour les évaluer en
champ (http://www.smartbiocontrol.eu/fr/projet-bioprod/),

BIOSENS : projet dans lequel se situe ce travail et dont le but est de développer un systeme de mesure
sur site permettant la détection des agents pathogenes (http://www.smartbiocontrol.eu/fr/projet-

biosens/).

Actuellement, la détection de pathogenes biologiques peut se décliner suivant deux familles de

schémas de détection que I'on pourrait qualifier de:
- «classiques » : examen direct, culture et examen anatomopathologique.
-« modernes » : détection d’antigénes présents sur la paroi externe des espéces (via test ELISA,
essentiellement) et par détection d’ADN du pathogéne (par PCR).

Bien que ces techniques soient efficaces et couramment utilisées, elles présentent certains
inconvénients tels qu’une faible sensibilité, un temps de traitement long, une incapacité a suivre la
détection en temps réel, un colt élevé et I'utilisation de biomarqueurs.

Depuis quelques années, grace a I'émergence des micro et nanotechnologies, des biocapteurs
destinés a la détection de pathogénes ont émergé et continuent d’étre développés a tel point que le
marché des biocapteurs a connu une croissance remarquable. En effet, il en existe plusieurs types
suivant le principe de détection (e.g. potentiométrique, thermique, optique, électrochimique...) et sont
employés pour la détection de diverses pathologies telles que le diabéte, I’'hépatite B, la dengue ou la
détection de médicaments dans le sang [1]. Parmi les différents principes de détection disponibles, le
projet BIOSENS s’est basé sur la résonance plasmonique de surface qui affiche plusieurs avantages tels
gu’une forte sensibilité, une analyse en temps réel et la non-utilisation d’'un pré-marquage des
molécules a détecter.

Les pathogénes ciblés pour cette étude sont des champignons. Le régne fongique dénombre
environ 144000 especes [2] touchant principalement la faune et la flore , seules 200 d’entre elles
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peuvent affecter ’humain [3]. Elles peuvent se développer sous forme de levures ou de moisissures
dont certaines sont pathogéniques et provoquent des infections de I'organisme contaminé. Dans le
domaine principal phytosanitaire du portefeuille SMARTBIOCONTROL, le pathogene fongique du blé
Zymoseptoria tritici a été ciblé. Dans le domaine secondaire, médical, spécifique a notre projet, I'étude
a visé le champignon Candida albicans.

Le Zymoseptoria tritici est un champignon de la famille des mycospharellaceae qui se développe sous
des conditions climatiques particulieres et qui cause une des principales maladies dans la culture du
blé : la septoriose. Elle se caractérise par I'apparition de taches brunes sur les feuilles de la plante avec
un aspect nécrotique et des points sombres nommeés pycnides.

Cette phytopathologie cause parfois une détérioration des cultures allant jusqu’a 50%. En France la
dégradation de 5 a 10% des récoltes se traduisent par des pertes économiques estimées entre 350 a
700 millions d’euros [4].

Quant aux Candida albicans, qui sont des levures ubiquitaires de la famille des saccharomycetaceae, ils
sont présents naturellement dans les muqueuses de I'étre humain. Ce champignon prolifere de maniere
opportuniste dans les organismes immunodéficients (patients atteints de cancers, du SIDA, ayant subi
une transplantation d’organes...) causant ainsi la candidose chez I'Homme. L’infection fongique invasive
se caractérise par un dépdt blanchatre au niveau du site infecté (partie buccale, cesophage, parties
génitales...).

La candidose causée par les Candida albicans est responsable d’au moins 50 000 décés/an au niveau
mondial.

Les agents pathogénes fongiques sont essentiellement traités avec des fongicides a base de soufre,
d’azoles ou autres traitements bio-inspirés. Toutefois, ces mycoses développent une résistance
immunitaire envers ces traitements dits classiques qui sont onéreux, ce qui complexifie leur traitement
et le rend encore plus cher.

Comme mentionné précédemment, la résonance plasmonique de surface est le principe de
détection utilisé dans ces travaux. Il repose sur la détection d’interactions moléculaires qui seront
déclinées ici sous deux aspects: soit une interaction antigene-anticorps soit une interaction entre deux
monobrins d’ADN complémentaires. Le systéeme de détection, objet du projet BIOSENS se compose
« classiquement » d’un banc portable de lecture et d’un capteur amovible auxquels il faut associer un
protocole de détection des espéces recherchées.

Six partenaires ont participé au projet BIOSENS et leur rdle est résumé ci-dessous:

- Materia Nova (Mons, BE) (coordonnateur du projet) : réalisation de capteurs basés sur la
résonance plasmonique de surface localisée, détection du Zymoseptoria tritici par interaction
ADN,

- Centre pour I'Agronomie et I'Agro-industrie de la Province du Hainaut (C.A.R.A.H.) (Ath, BE):
détermination des séquences ADN cible et sonde pour le Zymoseptoria tritici, bioinformatique,
techniques de récoltes des spores en champ,

- Multitel (Mons, BE) : fabrication du prototype de I'équipement de détection portable (appelé
« valisette »),

- Université de Liege, Centre Spatial de Liége (CSL) (Liege, BE): réalisation de capteurs basés sur
la résonance plasmonique de surface localisée, technique de mesure par interrogation
spectrale du capteur,
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- Centre Hospitalier Universitaire (Lille, FR): détermination et fourniture des antigénes et
anticorps pour Candida albicans et Zymoseptoria tritici, techniques de purification des
échantillons biologiques, protocoles originels d’interaction antigenes-anticorps,

- Université de Lille et CNRS (Villeneuve d’Ascq, FR) -via deux laboratoires, PhLAM et IEMN- :
réalisation de capteurs basés sur la résonance plasmonique de surface, techniques de mesure
par interrogation angulaire et spectrale du capteur, instrumentation microfluidique,
fonctionnalisation de surface, détection du Zymoseptoria tritici par interaction ADN et
antigénes-anticorps, détection du Candida albicans par interaction antigénes-anticorps

Le travail mené dans cette these s’inscrit donc dans les thématiques dévolues aux partenaires
Université de Lille et CNRS et plus particulierement sur leurs aspects physico-chimiques. Ces aspects ont
été traités dans la mise au point de I'instrumentation microfluidique et celle des différents protocoles
de fonctionnalisation de surface et de détection des pathogénes fongiques. On peut retrouver les
études purement physiques (capteurs et schémas d’interrogation) dans la these de S. Ganesan [5] dont
les travaux se sont terminés récemment.

Les objectifs de cette thése ont alors consisté en i) I'appropriation des bancs de lecture des capteurs
et notamment de la valisette, ii) le développement d’une technologie d’intégration de la microfluidique
aux capteurs, iii) I'élaboration des protocoles de fonctionnalisation de surface des capteurs avec de
I’ADN et des anticorps de type 1gG et Anti-mannanes (IgM 5B2) permettant de convertir les capteurs
SPR en des biocapteurs, iv) la validation de la détection par SPR des deux pathologies ciblées a |'aide des
biocapteurs développés.

Ce manuscrit est organisé comme suit :

Le chapitre | décrira les deux pathologies fongiques (la septoriose du blé causée par Zymoseptoria
tritici et la candidose causée par Candida albicans) ciblées dans le cadre du projet BIOSENS, leurs
traitements actuels, ainsi qu’un état de I'art des méthodes de leur détection par des techniques
usuelles, non-conventionnelles (dont la SPR). Cette partie sera suivie d’une initiation aux biocapteurs.

Le chapitre Il présentera le principe physique de la technique de détection par SPR, son utilisation
pour le suivi de la variation d’indice de réfraction, mais aussi les différentes stratégies de
fonctionnalisation de surface permettant de convertir un capteur SPR en un biocapteur.

Le chapitre Il détaillera les deux bancs de mesure par SPR utilisés lors de nos différentes études, le
premier a base d’'une interrogation angulaire et le second (valisette) a base d’une interrogation
spectrale.

Le chapitre IV exposera les travaux expérimentaux menés pour la réalisation de capteurs
plasmoniques avec microfluidique intégrée par collage chimique, de la mise au point de leur procédé
de fabrication a la validation de leur fonctionnement en passant par la caractérisation physico-chimique
des états de surface aux différentes étapes du procédé de fabrication. Une étude de la résistance
mécanique a aussi été menée.

Le chapitre V sera dédié a la détection de Zymoseptoria tritici et sera divisé en deux parties. La
premiére est basée sur une interaction monobrin d’ADN-monobrin d’ADN et la seconde sur une
interaction antigeéne-anticorps. L'ensemble des expérimentations a été mené sur la valisette. Ce
chapitre comporte aussi une partie dédiée a la caractérisation physico-chimique des surfaces
fonctionnalisées.

Le chapitre VI présentera les travaux visant la détection de Candida albicans basée sur une
interaction anticorps-antigene. Identiquement au chapitre précédent, une partie sera dédiée a la



caractérisation des surfaces et une autre aux résultats des expérimentations de biodétection. A noter

que les deux schémas d’interrogation, angulaire et spectrale, du capteur ont ici été investigués.
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Chap. I. Contexte de |'étude

Dans ce chapitre introductif, nous exposons succinctement les deux pathologies fongiques

dont la détection a été le sujet du projet BIOSENS:

- la premiére chez les plantes et, en particulier, le blé: |la septoriose liée au champignon
Zymoseptoria tritici. Nous présenterons également I'impact économique et écologique
de cette phytopathologie.

- la seconde chez I’humain: la candidose liée au champignon Candida albicans.

Nous continuons par un état de I'art des techniques actuellement utilisées pour leur
détection.

Les derniers paragraphes donnent les notions élémentaires de biologie moléculaire qui
permettent d’appréhender les techniques de détection utilisées dans les chapitres suivants
ainsi qu’une introduction aux biocapteurs avec des définitions générales.






Chapitre | : Contexte de |'étude

|.1 La septoriose du blé

Le blé est une céréale de la famille végétale des graminées ou poacées qui constitue un

aliment de base pour I'étre humain depuis I'antiquité, car constitué essentiellement d’amidon,
de protéines glutéiniques , de caroténoides, de minéraux et de vitamines B et E ; il assure un
apport nutritionnel quasi-complet [1]. Découvert et anciennement cultivé dans le berceau
proche-oriental, il est aujourd’hui présent aux quatre coins du monde et s’adapte aux climats
tempérés comme aux extrémes [2, 3].
Au-dela de son utilisation comme denrée alimentaire dans les domaines de la meunerie et de
la panification, le blé tendre est utilisé dans I'alimentation animaliere, I'amidonnerie et la
glutennerie. De plus, depuis les dernieres décennies le blé est une importante source de
bioéthanol [4].

On dénombre deux principaux types de blé, le blé tendre ou le froment (triticum aestivum)
et le blé dur (triticum durum); dans cette thése nous aborderons uniquement le blé tendre, car
d’une part il s’agit de I'espéce la plus cultivée en France et la seule en Belgique et d’autre part
elle est la plus touchée par la maladie de septoriose.

I.1.1 La culture du blé: production, colts et pertes
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Figure I. 1 : Production mondiale annuelle de blé tendre (données collectées du site de la FAO).

Au fil des années, la production du blé s’est adaptée a I'évolution démographique
mondiale. Selon les données de I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et
I"agriculture (Food And Agriculture Organization (FAQ)
http://www.fao.org/faostat/fr/#data/QC/visualize) et le rapport mensuel du conseil
international des céréales (http://igc.int/fr/gmr summary.aspx#), la production a plus que
doublé en 'espace de cinquante ans en passant de 310 Mt (1970) a 776 Mt (2021) (Figure I. 1).
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Le blé est la deuxieme céréale la plus cultivée a I’échelle internationale avec 29 % de la
production céréaliere mondiale représentant un marché des exportations d’environ 32
milliards d’euros [5,6]. La liste des dix premiers producteurs de blé sur I'année 2019-2020 est
résumée sous forme d’histogramme dans la Figure I. 2, 'Union-Européenne figure a la téte du
peloton avec plus de 155 millions de tonnes, talonnée par la Chine et I'Inde avec plus de 133 et
103 Mt respectivement. Il est a noter que ce classement a trés peu changé sur les cing derniéres
années.

Une telle production a été atteinte en ayant cultivé pres de 216 Mha de terres agricoles, ce qui
a tout de-méme assuré un rendement mondial de blé de 3,5 tonnes/ha. Ce rendement varie
énormément d’une région géographique planétaire a une autre et bien évidement d’un pays a
I'autre a cause, d’'une part, des moyens techniques utilisés par chacun et, d’autre part, des
conditions climatiques et météorologiques. Car, méme si le blé est aujourd’hui vastement
cultivé dans le monde entier pendant toute I'année, on cite la culture estivale et hivernale du
blé. Dans la partie nord de I'Europe occidentale, on cultive le blé dit « d"hiver » parce que le
procédé de vernalisation -procédé froid accélérant et favorisant la germination et la floraison
des plantes [7]- est favorisé. En effet, la semence se fait en automne pour que les graines
germent pendant I'hiver avec l'arrivée des pluies et de la neige, puis elles croissent et
fleurissent pendant le printemps ou le climat est plus doux, ainsi la moisson peut avoir lieu en
été [1, 8]. Bien que ces conditions météorologiques conferent a I’'Union-Européenne le meilleur
rendement de production de blé enregistré, indirectement elles causent des pertes colossales
du fait qu’elles favorisent le développement de maladies fongiques. Cette partie est plus
détaillée et discutée dans le paragraphe suivant.

Union-Européenne (28) 155.64
Chine
Inde
Russie
Etats-Unis
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Turquie

T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
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Figure I. 2 :Histogramme montrant les dix premiers producteurs de blé dans le monde durant I'année
2019-2020 (Données collectées du site de la FAO et IGC).

I.1.2 Le champignon Zymoseptoria tritici

Tout comme I'Homme, les plantes sont aussi menacées par des maladies a l'origine de
pertes conséguentes en termes de quantité et qualité, impactant alors directement le co(t [9,
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10]. Concernant le blé, les principales maladies sont le piétin-verse, I'oidium, la rouille jaune,
les fusarioses et la septoriose. Dans ce travail, c'est cette derniere infection fongique qui a été
ciblée et nous nous sommes donc intéressés au champignon étant a la base: le Zymoseptoria
tritici (Figure I. 3).

Figure I. 3 : Feuille de blé infectée par le Zymoseptoria tritici.

Classée au premier rang des maladies du blé, |a septoriose du blé (wheat leaf blotch, en anglais)
est avant tout une pathologie foliaire hémibiotrophe: organisme qui infecte les tissus vivants
d’une plante et poursuit son développement sur les tissus morts [9] causée principalement par
I'agent fongique Zymoseptoria tritici (connu aussi sous le nom scientifique mycospharella
graminicola) [9, 10]. Indubitablement, I'élément déclencheur de cette phytopatologie est le
climat humide accompagné de faibles chaleurs, ce qui est inévitable a I'automne. De plus,
I"utilisation massive de fertilisants azotés sert de foyers de contamination du pathogéne [10].
Une fois installée, cette maladie se répand rapidement dans un champ par des spores
aéroportées ou via des éclaboussures d'eau. La septoriose causée par le pathogéne
Zymoseptoria tritici se manifeste par I'apparition de taches irrégulieres brunatres sur les feuilles
de la plante qui s’éclaircissent au centre au fur et a mesure que la maladie se propage au niveau
local, avec un aspect nécrotique accompagné de petits points sombres nommés pycnides [11—
13].

Eyal et al. ont rapporté que ce champignon cause jusqu’a 50 % des pertes d’une exploitation
sur une seule année, ce taux a été abaissé a environ 5 a 10 % grace a la sélection de variétés
de blé résistantes a I'ascomycete filamenteux et a l'utilisation de fongicides [10, 16].
Néanmoins, ce chiffre représente des sommes considérables pour les agriculteurs mais aussi
un désastre d’un point de vue écologique.

Bien que certaines études proposent que le Zymoseptoria tritici pénetre les feuilles de blé
par les jonctions présentes entre les cellules épidermiques, il est approuvé que le parasite
infecte la plante héte via des ascospores développés sur des résidus de cultures antérieures
pendant I'automne [14] en attaquant les stomates des feuilles en deux phases distinctes (Figure
I. 4), i) la phase biotrophe et ii) la phase nécrotrophe [18, 19], ce processus est cyclique.
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1-

3-

La phase biotrophe, décrite comme latente est souvent asymptomatique car 'agent
fongique attaque et détériore les mécanismes de défense de la plante.

Pendant les 48 heures suivant I'inoculation, les spores germent a la surface des feuilles
sous des conditions thermiques douces formant ainsi un mycélium. Ce dernier pénetre
a I'intérieur de la feuille par les stomates pour coloniser les cavités sub-stomatales [17,
20].

A partir du moment ou les feuilles sont atteintes et jusqua quatorze jours apres
I'infection, une croissance filamenteuse (hyphale) de la colonie fongique se poursuit au
niveau des cellules mésophiles [17, 19].

Z. tritici pycnidiospore
N
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épidermique
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. Sucres apoplastiques
mesess Protéines apoplastiques

‘ Agents z.tritici

. Récepteurs hétes
x Enzymes

JAI : Jours aprés inoculation

A W}

Couche
mésophyle

\

Figure I. 4 : Mécanisme infectieux du champignon Zymoseptoria tritici, adapté d'aprés [15].

4-

Du quatorziéme (J14) jusqu’au vingt-quatrieme jour (J24), la phase nécrotrophe, a partir
de laquelle les premiers symptdmes apparaissent, commence. Le champignon se nourrit
des cellules, ce qui conduit a leur désintégration qui est associée a une mort cellulaire
(apoptose). Le contenu des phytocellules est relargué et les métabolites d’apoplasmes
augmentent proportionnellement, s’en suit une augmentation de la biomasse fongique.
Les pycnides contenant des macropycnidiospores sont alors formés et dispersés dans le
champ par les éclaboussures engendrées par la pluie et le vent [17, 19].

Lors de la derniere étape du cycle infectieux nommée saprophyte et qui a lieu entre J25
et J28, Une croissance saprophytique est observée au niveau des cellules mortes
conduisant a une production sexuée de pseudothéces [16] qui sont a l'origine de la
reproduction sexuelle. Cette reproduction permet au champignon de mieux s’adapter a
son environnement et confére une plasticité a son génome qui se traduit par une
meilleure résistance aux fongicides [17]. En fin de saison, la reproduction sexuée
représente environ 20 a 30% de la population de Zymoseptoria tritici [18].
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I.1.3 Traitements et moyens de contréle

Le blé possede de nature une résistance immunitaire naturelle envers le Zymoseptoria
tritici, d’ailleurs une culture mixte de différentes variétés sur une méme parcelle est I'une des
méthodes permettant de faire face a une attaque fongique. Néanmoins, la lutte contre la
septoriose causée par le Zymoseptoria tritici repose actuellement essentiellement sur une
pratique conventionnelle chimique a base de fongicides controversés et tend vers la
biocompatibilité avec le développement et I'utilisation de biofongicides ou de moyens de
biocontrdles.

[.1.3.1 Les fongicides chimiques

A ce jour, le contrdle du Zymoseptoria tritici se fait par I'emploi de combinaisons de
fongicides classiques dominés par les azoles, les inhibiteurs externes de quinones (Qol) ou les
inhibiteurs de la succinate déshydrogénase (SDHI)[10,19]. Leur utilisation est si importante
pour la lutte contre ce pathogene que les fermiers européens dépensent environ 1Mrd €
chaque année [20].

Certes, leur efficacité a été prouvée depuis les années 1960, mais au fil du temps I'ascomycéte
développe une résistance aux traitements antifongiques, en particulier envers les azoles [21],
de par ses deux systemes de reproduction sexué et asexué, ainsi que de sa recombinaison
génétique dans les champs [19,20,22]. D’ailleurs I'association de plusieurs fongicides est
conseillée pour contrer la maladie plus efficacement [24, 27-29].

En outre, avec I'engouement écologique et sachant qu’il faut au minimum deux applications/an
le colt de charge (estimé a 100 €/ha) [21] et la nature chimique trés controversée de ces
produits, aménent les biologistes a trouver de nouvelles approches pour remplacer I'usage de
ce traitement conventionnel par des méthodes biocompatibles.

1.1.3.2 Les biofongicides

En guise d’alternative aux méthodes classiques jugées co(iteuses, laborieuses et

bioincompatibles, des techniques de biocontrole de la maladie sont actuellement développées,
entre autres, par les équipes de recherche des projets du portefeuille SMARTBIOCONTROL, i.e.
Bioscreen, Bioprod et Bioprotect.
Leur approche fait appel a I'utilisation de stimulateurs de défense naturels (SDN) de type
lipopeptides cycliques (biosurfactants), des molécules amphiphiles, pour simuler une attaque
pathogénique et ainsi stimuler la défense immunitaire de maniere précoce [12, 26, 30]. Il en
existe trois familles : i) les iturines, ii) les surfactines et iii) les fengycines [22]. Des essais avec
de la surfactine dans des serres ont montré une efficacité avec un taux de 70% égalant ainsi
une référence classique industrielle Bion®50WG [23].

[.1.3.3 Assistance biotechnologique

La biotechnologie se met aussi au service des agriculteurs pour mieux contrer les attaques
pathogéniques. En effet, des chercheurs ont mis en ceuvre des systemes de modélisation
prédicteurs de contaminations pathogéniques a partir de données collectées (performances
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climatiques, contaminations et traitements antérieures...), connus aussi sous le terme d’outils
d’aide a la décision (OAD), ils permettent d’anticiper la nuisibilité de maladies et ainsi
positionner les fongicides avec précision, on nomme le programme Avizio™ pour un large
spectre de maladies. Spécifiquement pour le Zymoseptoria tritici, a titre d’exemple, Chaloner
et al. ainsi que Tee Beest et al. ont développé des modéles dépendant de données
météorologiques [31, 32].

1.2 La candidose chez I'humain

1.2.1 Le champignon Candida albicans

Les Candida albicans (CA) sont des levures ubiquitaires opportunistes polymorphiques de la
famille des saccharomycetacea se trouvant majoritairement au niveau du mucus digestif
humain et des parties urogénitales [24]. On dénombre plus de 150 espéces de candida [25],
mais cette catégorie est la plus répandue, provoquant des infections liées directement a un
taux élevé de morbidité et de mortalité (au moins 50 000 cas de déces/an) [54, 55].

Rapidement, les Candida albicans se développent et forment des biofilms a la fois sur du
matériel médical (cathéters, pacemakers, valves...) et des surfaces biologiques (muqueuses,
cellules épithéliales...) leur conférant une grande résistance antibactérienne et
antimicrobienne et proliferent ainsi largement.

[.2.2 Formation de biofilms

La formation d’un biofilm de Candida albicans s’effectue en 4 étapes principales (Figure I. 5):

1- I'adhésion pendant laquelle des cellules de levure se déposent sur une surface formant
la couche de base permettant 'accroche du biofilm, ceci se fait en moyenne en 1 heure
et demie.

2- linitiation ou la prolifération en 24- 48h ; durant cette étape les cellules subissent une
transformation pseudo-hyphale et hyphale (filamenteuse), sécretent des enzymes
hydrolitiques et envahissent la surface contaminée, qu’elle soit biotique ou abiotique.

3- la maturation pendant laquelle se forme la matrice extracellulaire constituée
principalement de glycoprotéines et de polysaccharides dont 87% sont des a-1,2-
mannanes et des a-1,6-mannanes [26]. Ces polyoses sont a |'origine de la résistance
antifongique.

4- la dispersion, les cellules latérales se déplacent sur le reste de la surface du substrat
contaminé et amorcent un nouveau cycle de formation du biofilm. Cela dit, a ce stade
les cellules sont plus nocives car elles peuvent intégrer le flux sanguin et générer une
candémie. [57, 58].
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Figure I. 5 : Cycle de formation d'un biofilm de Candida albicans [27].

[.2.3 Traitements

La capacité des Candida albicans a former des biofilms rend leur traitement tres complexe.
En effet, la composition de la matrice extracellulaire (ECM, pour extracellular matrix) leur
confere un pouvoir résistant aux traitements antifongiques classiques a base d’azoles, de
pyrimidine d’exhinocandines ou de polyenes comme |I'amphotericine B [28].
D’ailleurs pour contourner cette résistance antifongique, le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques est nécessaire, sans pour autant écarter leur combinaison avec les
molécules conventionnelles précitées. A titre d’exemples, le mélange d’extraits de propolis
d’abeille a une concentration de 0,02 % (v/v) avec du fluconazole et du voriconazole a eu un
effet synergétique significatif sur des biofilms de Candida albicans lors de tests in-vitro [29].
Aussi, la formulation de médicaments sous forme de liposomes contenant des traitements
classiques tel que I'amphotericine B permettrait de réduire la toxicité cellulaire des agents
fongiques [30]. De plus, plusieurs huiles essentielles (HE) ont fait I'objet d’études in vitro sur
leur efficacité contre les Candida albicans, il s’est avéré que les HE de menthe, de sarriette des
montagnes et d’origan avaient les meilleurs pouvoirs inhibitoires de la croissance des souches
vaginales de Candida albicans testées, de I'ordre de 80% pour la menthe et de 100% pour la
sarriette et I'origan [31]. En outre, des microsphéeres de chitosane contenant des huiles
essentielles de citronnelle et de germanium ont inhibé la croissance de Candida albicans sous
forme planctonique et de biofilms [32].
A titre préventif, la technique nommée « lock » permet d’éradiquer la formation de biofilms
sur des instruments médicaux. Elle consiste a traiter la surface d’appareillages type cathéters
avec des agents antimicrobiens, fongicides, voire de I'éthanol avant utilisation. Une autre

13



Chapitre | : Contexte de |'étude

stratégie convoitée permet I'anti-biofouling (le dépdt de biomatériaux) de maniére
intelligente via la modification de surface ab-initio du matériel clinique i.e avec du chitosane
[33], des silanes [34] ou des nanomatériaux [35—37].

.3 Méthodes de détection

La détection de pathogénes ou de phytopathogenes est une étape cruciale pour appliquer
le bon traitement au bon moment. Ce paragraphe met en évidence des techniques de
détection classiques (usuelles) et d’autres moins conventionnelles.

I.3.1 Techniques usuelles
[.3.1.1 Culture cellulaire

Indéniablement, il s’agit de la technique la plus ancienne et la plus simple, basée sur
I'intégration d’un échantillon dans un milieu de culture, dans lequel les cellules se multiplient
et peuvent par la suite étre comptées sous microscope. Les inconvénients de cette méthode
sont la sensibilité (les résultats faux négatifs générés) et le fait qu’elle requiert beaucoup de
temps pour avoir le résultat final (environ 1 semaine) [50, 51].

[.3.1.2 PCR

La réaction en chaine par polymérase (PCR) est la technique la plus répandue et la plus utilisée
pour la détection pathogénique, elle peut étre réalisée en temps-réel (rt-PCR), comme elle peut
quantifier les organismes analysés (qPCR). Cette technique est basée sur I'amplification en tres
grand nombre de séquences d’ADN d’un pathogene de maniere tres spécifique, Beck et Ligon
I’'ont employée pour la premiére fois pour 'identification et I'isolation d’une séquence de I’ADN
du Zymoseptoria tritici [38]. L'amplification leur a permis de produire un oligonucléotide de 345
paires de bases non-spécifiques d’apres Guo et al.. Depuis, plusieurs études ont montré une
grande spécificité [39-41], voire une forte sensibilité de 0,1 pg/ulL [42] et de 50 fg/uL [43]. Un
autre atout de la PCR est qu’elle permet de détecter des mutations génomiques. A contrario,
ses inconvénients sont un codt élevé et une technique complexe qui demande du personnel
qualifié [44].

[.3.1.3 ELISA

Tout comme la PCR, I'ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) est la deuxieme
technique a étre la plus connue et la plus utilisée par les biologistes, notamment pour la
détection de phytofungus [45]. Elle consiste en un diagnostic immunoenzymatique en
immobilisant un anticorps pour détecter un antigene ou une enzyme et inversement selon une
configuration sandwich (Figure I. 6), ou I'analyte a détecter est piégé entre I'anticorps greffé et
I’anticorps biomarqué (i.e. avec un fluorophore) le tout sur support solide (microplagues 96
puits) [46]. Bien gu’elle présente |'avantage d’étre peu compliquée et peu chere, cette
technique fait appel a une modification de la sonde par des biomarqueurs, mais ne permet pas
un suivi en temps-réel et ne peut pas étre utilisée dans les champs.
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Figure I. 6 : Principe de fonctionnement du test ELISA.

1.3.2 Techniques non-conventionnelles

[.3.2.1 Imagerie

La détection de phytopathogenes par imagerie est une technigue analytique innovante qui
présente I'avantage d’étre non-invasive, non-destructive, se fait directement sur le champ de
culture et permet méme une détection a distance [46, 47]. Le principe est simple: des images
de la canopée en dehors du spectre visible sont collectées (i.e. spectrales, hyperspectrales,
thermiques) ce qui permet d’observer des maladies au stade asymptomatique, La connaissance
des mécanismes physiologiques de la plante infectée est indispensable, c’est pourquoi cette
approche de détection n’est qu’au stade de preuve de concept [47]. Néanmoins, trois essais de
détection du Zymoseptoria tritici par différentes techniques d’imagerie ont été réalisés sur site.
La premiére par Wang et al. dans laquelle ils ont utilisé I'imagerie thermographique a
infrarouge, une étude ou il a été possible de détecter une augmentation de température
pendant la phase asymptomatique liée directement a la contamination des plantations [48]. La
deuxieme étude, réalisée par Anderegg et al. en employant |'imagerie hyperspectrale-
temporelle a permis de détecter la maladie selon la variation de la réflectance de la canopée,
mais avec un manque de spécificité envers la maladie a certains moments [49]. La derniére
étude menée par Bebronne et al. en champ sur des plantations au stade symptomatique,
consiste en I'estimation du taux de leur atteinte par le Zymoseptoria tritici. Leurs résultats ont
montré une précision de I'ordre de 81% [50].

[.3.2.2 Résonance plasmonique de surface

La résonance plasmonique de surface est une technigque sans marquage ("label-free"),
contrairement a d’autres techniques classiques (ELISA, PCR..), mettant en oceuvre des
interactions a base d’ADN, de protéines, d'aptamers... Cette technique ne demande que tres
peu de temps comparé aux techniques précitées et permet le suivi d'interactions moléculaires
en temps réel ainsi que la quantification des interactions a de tres faibles concentrations
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d'analytes, le nanomolaire a été reporté [51-53]. Etant au cceur de notre étude, nous en
détaillerons son principe et son utilisation dans les chapitres suivants.

1.3.3 Statut sur la détection des pathogenes ciblés

1.3.3.1 Zymoseptoria tritici

Une étude unique rapporte la détection de I'ascomycete Zymoseptoria tritici par la
technique ELISA. Sa détection n’a été possible qu’a partir de 8 jours avec une quantité non-
significative [9, 43].

Zymoseptoria tritici a aussi pu étre identifié a I'aide d’autres techniques d’analyse classiques
lourdes tel que la chromatographie en phase liquide et la spectroscopie de masse [54] ou alors
par le séquencage a haut débit (NGS, pour Next-Generation-Sequencing) [55].

A ce jour, aucune étude de détection du Zymoseptoria tritici par SPR n’a été rapportée.

1.3.3.2 Candida albicans

La détection et le mapping de ce pathogene se fait habituellement par des techniques de
biologie moléculaire usuelles comme la PCR, I'ELISA (cf. §1.3.1.3.), le western-blot ou
I'immunofluorescence par séquencage de I'ADN du génome pathogénique ou a laide
d’anticorps monoclonaux ou polyclonaux (Tableau I. ).

Technique Sonde Limite de détection Référence
PCR - 10 UFC/mL [56]
PCR-HRM - 0,1 UFC/mL [57]
ELISA Anticorps 5B2 et EB-CA1 - [58]
Fluorescence peptide - - [59]
Spectroscopie de masse - ~1,5.10°cellules/mL [60]
SPR lgG polyclonaux 108 cellules/mL [61]
SPR Mannanes 10° UFC/mL (62]
LSPR Anticorps IgG 50 ng/mL [63]

Tableau I. | : Techniques de détection du Candida albicans.

Parmi les anticorps, on dénomme I’Anti-mannanes IgM 5B2 (Ig de type M) 5B2 connu aussi
sous le nom d’Anti-mannanes. Les études menées par Trinel et al. [64] et Sendid et al. [65]
montre que I'Anti-mannanes (IgM 5B2) présente une trés bonne affinité vis-a-vis des
mannanes (antigene-paratope) présents dans la matrice extracellulaire des Candida albicans,
c’est pourquoi ils ont été choisis pour notre étude.

|.4 Biologie moléculaire

Dans cette étude, deux types d'interactions moléculaires seront utilisés: ss-ADN/ss-ADN et
anticorps/antigene. Nous détaillons ici brievement ces entités.
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1.4.1 Acides nucléiques (ADN)

L’Acide DésoxyriboNucléique (ADN) (DNA en terminologie anglo-saxonne) est une
macromolécule qui regroupe le patrimoine génétique de tout étre vivant, il se voit attribuer le
terme de « molécule de la vie ». L'ADN est présent au niveau des chromosomes d’un organisme
vivant.

Structurellement, I’ADN se présente de maniere naturelle sous forme d’une double hélice
(dsDNA, pour double strand DNA) composée de deux monobrins (ssDNA, pour single strand
DNA) liés par des ponts hydrogene (liaisons hydrogene), chaque monobrin d’ADN est constitué
d’une chaine d’unités nommeées nucléotides liés dans le sens « 5" a 3’ » et formés de trois
entités distinctes, a savoir, un cycle ribose/désoxyribose, un triphosphate et une base
nucléoside. Il existe quatre bases complémentaires qui se lient comme suit : Adénine (A) avec
Thymine (T) et Guanine (G) avec Cytosine (C), leur complémentarité est réciproque. On parle
dés lors, de pair de bases (bp) (Figure I. 7). L'accroche de deux monobrins complémentaires

e

A adenine

s'appelle I'hybridation ou bien 'appariement.

b.

HN \

o} H 6}
T: thymine

Bes

G: guanine

NH,

N
X
HN

C: cytosine

Monobrin d'ADN Monobrin d'ADN Bases nucléosides

Figure I. 7 : a. structure en hélice d'un monobrin d’ADN b. structure en double hélice d'un ADN et c.
bases nucléosides formant I'ADN.
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l.4.2 Interactions anticorps-antigénes

Les anticorps (Ac ou Immunoglobulines (lg) sont des glycoprotéines formées
essentiellement d’acides aminés, ils servent de récepteurs d’antigénes Ag) a la surface des
lymphocytes B et sont sécrétés naturellement dans le corps suite a une réponse immunitaire
[66]. Il existe cing isotopes d'immunoglobulines : 1gG, IgA, Anti-mannanes (IgM 5B2) (Figure I.
8), gD et IgE et chacun possede une particularité structurale et fonctionnelle.

Sites actifs Ac-Ag
(Paratope)

<
N

Ponts disulfures

Chaine légere

Chaine J

Chaines lourdes

Immunoglobuline G Pentamerique Dimerique
(19G) (IgM) (IgA)

Figure . 8 : Structures d'anticorps 1gG, Anti-mannanes (lgM 5B2) et IgA, adaptées d’apres [67].

Un anticorps est constitué de quatre chaines protéiniques, deux chaines légéres identiques et
deux chaines lourdes identiques qui sont dotées de portions variables et constantes liées par
des ponts disulfures [68], d’autres types d’interactions non-covalentes sont présentes et
donnent a I'anticorps sa forme en Y [69]. La chaine |égere consiste en un domaine variable (Vi,
pour Variable light) et un autre constant (C., pour Constant light), alors que la chaine lourde
comprend un domaine variable (Vu, pour Variable heavy) et trois autres constants (Cul, Cn2,
Cn3) [69].
Un monomere d’Ac de forme Y dont la masse moléculaire est de ~150 kDa est fragmenté en
deux, un fragment Fc (fragment cristallisable) issu de I'association des domaines Cn2-Cn3 et
d’un fragment Fab (Fragment antigéne binding ou Fragment antibody), appelé aussi paratope
formé par I'association Vu-V, [68].
Les antigénes (Ag) sont des complexes de macromolécules de masse supérieure a 1 kDa [70]
qui existent sous forme de protéines, glycoprotéines, polysaccharides et d’autres formes
conjuguées a de I'’ADN ou ARN. lls contiennent des sites antigéniques nommés haptéenes ou
épitopes et qui sont complémentaires de maniéere spécifique avec les paratopes des anticorps
lors des interactions/reconnaissances biologiques [71], il s’agit de I'affinité ou de sélectivité.
Tous les anticorps, de toutes classes, peuvent étre polyclonaux ou monoclonaux. Un
anticorps est dit polyclonal (PAc) lorsqu’il posséde des paratopes qui peuvent reconnaitre
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plusieurs épitopes antigéniques. A contrario, un anticorps monoclonal (MAc) contient des
paratopes ayant une affinité uniquement avec un épitope antigénique précis [72].

Le choix de I'un ou I'autre dépend principalement de I'application visée. Pour la fabrication de
biocapteurs, il est préférable d’utiliser un MAc. En effet, méme si son co(t de fabrication est
plus élevé que celui d’un PAc, I'anticorps monoclonal présente quelques avantages dont le plus
important est sa monospécifité qui est un point déterminant dans le domaine de
I'immunodétection [87, 88].

|.5 Biocapteurs

Le terme biocapteur désigne tout dispositif analytique, qui peut étre d’origine électrochimique,
physique ou optique et permettant de détecter un ou plusieurs éléments biologiques ciblés. Il
est constitué d’un biorécepteur et d’un transducteur [89, 90].

1.5.1 Le biorécepteur

Le biorécepteur est la partie biochimique d’un biocapteur, il s’agit de molécules chimiques ou
biologiques dites sondes de type ADN [73], anticorps [93, 94], aptamere [74] ou enzyme qui
reconnaissent et interagissent avec la molécule analyte (cible d’intérét) de maniere spécifique
via des sites actifs nommés ligands. Dans ['architecture commune d’un biocapteur, le
biorécepteur est situé a la surface ou a l'interface d’'un matériau inerte, donc biocompatible et
qui fait partie intégrante du transducteur [75].

En prenant I'exemple d’un immunocapteur (Immunoglobuline capteur) que I'on détaillera plus
loin dans ce manuscrit, la sonde anticorps est immobilisée a la surface du transducteur et
s’apparie avec son complément analyte de type antigéne une fois mis en réaction [76].

[.5.2 Le transducteur

Le transducteur est un composant électronique clé dans la structure d’un biocapteur, qui
peut étre de nature acoustique, chimique ou optique. La fonction d’un transducteur est de
traduire/convertir I'interaction biologique en un signal lisible et interprétable, de I'analyser et
de I'enregistrer (Figure 1. 9).
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Figure I. 9 : Schéma descriptif d'un biocapteur.

Le type de transducteur est choisi en fonction de la nature, des propriétés des molécules
biologiques, mais aussi de "application visée [75]. Lors de notre étude nous avons développé
des capteurs a résonnance plasmonique de surface classés dans la catégorie des capteurs
optiques, leur classification dépend de la nature du transducteur [77-80].

1.5.3 Développement des biocapteurs

Le concept du biocapteur tel que nous le connaissons aujourd’hui a été longtemps mal-
compris. En effet, avant I'apparition du premier biocapteur développé par Leland Clarck entre
1956 et 1962 [81], qui permettait de mesurer le taux d’oxygéne dans le sang sur une électrode
de platine, tous les outils tels que le pH-métre ou le thermometre pouvaient étre considérés
comme des biocapteurs. Ensuite, au cours des années 1970, les chercheurs se sont mis au
développement de capteurs a base d’électrodes sélectives d’ions et depuis I'introduction du
terme "biocapteur" par Karl Camman [81], I'application des capteurs a des éléments non-
électrochimiques et non-ioniques intéressait d’avantage la communauté scientifique. D’ailleurs
I'enjeu était de parvenir a trouver la bonne combinaison entre les biorécepteurs (enzymes,
bactéries...) et le type de transducteur. Cette méme décennie (70-80) a enregistré la premiére
commercialisation d’un glucometre [82—84] ainsi que le premier immunocapteur intégrant un
microbe comme bioélément [85]. Il s’en est suivi en 1982 le premier biocapteur a base de fibre
optique pour la détection de I'oxygene et du dioxyde de carbone [86], puis en 1984 de la
fabrication du premier biocapteur ampérométrique et la commercialisation du premier capteur
SPR suivi de la miniaturisation du biocapteur portable i-STAT [87]. De plus, afin de mieux
maftriser les interactions biologiques et d’en assurer leur reproductibilité, les systemes
microfluidiques ont parallelement vu le jour pendant les années 1980-1990, grace a I'avancée
technologique apportée par la photolithographie [88]. Au début des années 2000, le procédé
de lithographie LIGA (de I'allemand Lithographie, Galvanoformung Abformung) qui permet de
produire facilement un moule permettant la production "en masse" de systemes
microfluidiques [89] a propulsé les outils de diagnostic (point-of-care), notamment des Lab-On-
Chips et des UTAS (micro Total Analysis System) sur le devant de la scéne. Les analyses
s’effectuaient sur des instruments lourds et n’avaient lieu qu’au niveau du laboratoire. Certes,
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c’est toujours le cas mais en plus compact et dans certains cas ces dispositifs analytiques
tiennent dans une poche. D’ailleurs, aujourd’hui on tend plutdt a rendre ces appareils plus
performants par le biais de la fonctionnalisation de surface.

I.5.4 Types de biocapteurs

Plusieurs types de biocapteurs sont aujourd’hui développés afin de détecter, d’analyser et
de caractériser des interactions biomoléculaires. Les principales catégories sont classées dans
le Tableau I. // suivant la nature du transducteur.

Principe Transducteur Méthode de détection Exemple
, . Détection des déplacements Glucose
Ampéromeétrique i ) ,
électroniques lors d’une [104, 105]

réaction d’oxydoréduction

- Détection des changements Candida albicans
’ - Potentiométrique o
Electrochimique dans la distribution de charges [90]
responsables d’un potentiel
électrique
L Détection d’un changement Bactéries
Conductimétrique . i
de conductivité dans le milieu [91]

: . Détection de la chaleur Urée, glucose et
Thermique Calorimétrique , , , .
dégagée lors d’une réaction peroxyde [92]
Détection du déplacement

Allergénes [93]

plasmonique sous forme de o
Hépatite B [94]

variation angulaire de la

SPR . o , Dengue [95]
lumiere réfléchie ou d’un
) ADN [96]

, déplacement du spectre
Optique ) ,
lumineux absorbé

Détection du changement

Chimi/bio- < Thrombine [97]

i d’intensité de la lumiere o
luminescence o . Benzimidazoles [98]
émise par le systeme.

Vapeurs d’amines
Détection des effets induits >

gg
Acoustique Piézoélectrique par la masse des réactifs ou 199] .
, B-caryophylléne
produits
[100]
Tableau I. Il : Classification des biocapteurs selon la nature du transducteur (adapté de [101]).
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I.5.5 Applications

Les biocapteurs ont fortement évolué grace aux avancements technologiques observés durant
les trois derniéres décennies et ils sont actuellement utilisés et appliqués a divers domaines
[102]. De plus, leur fiabilité et leur précision répondent aux exigences sanitaires et sécuritaires.
De ce fait, on rencontre des biocapteurs dans les secteurs de I’environnement [103], I'industrie,
la sécurité [104], mais surtout dans I'agroalimentaire [94, 128] et la santé/le biomédical [129,
130].

L"aspect miniaturisé de certains biocapteurs leur confere I'avantage d’utiliser de petits volumes
d’échantillons biologiques [105] et d’étre intégrés dans des systémes compacts afin de les
utiliser in-situ, comme en aérospatial [106].

1.6 Conclusion

Comme il a été montré dans ce chapitre, les pathogenes d’origine fongiques nuisent aux
plantes et a I'étre-humain et causent a la fois des dégats écologiques, médicaux et
économiques. De plus, les traitements utilisés a ce jour sont limités car ces maladies sont de
plus en plus résistantes.

De ce fait, la détection préventive de ces maladies est un facteur clé pour les contrer et le
développement de biocapteurs a base de résonance plasmonique est une des solutions
possibles.

Le prochain chapitre, introduira I'utilisation de la résonance plasmonique de surface (SPR)
pour la biodétection pathogénique.
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Chap. Il.Capteur et biocapteur SPR

Nous introduisons ici la technique de mesure de résonance plasmonique de surface en
partant de ses origines jusqu’a sa mise en ceuvre expérimentale, en passant par le principe
physique qui la régit.

Nous verrons que cette technique est avant tout une méthode de caractérisation d’un
parametre physique, I'indice de réfraction, qui n’a de prime abord aucun lien avec la biologie.

Afin gqu’une telle technique de mesure puisse étre utilisée dans le domaine de la
biodétection, le capteur doit subir un traitement physico-chimique lui permettant de convertir
une activité biomoléculaire en ce qu’il sait mesurer, i.e. une variation d’indice de réfraction.
Cela constitue I'étape de fonctionnalisation du capteur qui est décrite en seconde partie de ce
chapitre.
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1.1 La résonance plasmonique de surface

[1.1.1 Historique

La premiere observation du phénomene de résonance plasmonique de surface ou SPR pour
"Surface Plasmon Resonance" remonte a 1902, lorsque Wood observa des anomalies
spectrales sous formes de raies ou marquages sombres en projetant une lumiére polarisée sur
la face arriére d’un métal réfléchissant [1-3]. En 1907, Lord Rayleigh a procédé au traitement
théorique et a pu établir une interprétation physique de ces anomalies [4,5]. Cependant, il a
fallu attendre 1968 pour que Otto [6] et Kretschmann [7] établissent séparément la possibilité
d’exciter les plasmons par la méthode de réflectance totale atténuée (ATR), ce qui a donné
naissance a deux géométries expérimentales aux noms des deux scientifiques (cf. § 11.1.3.2.1).
L"application de ce principe a I'étude de phénoménes biologiques a été lancée en 1983 par
Liedberg, Nylander et Lundstrém en essayant de détecter des IgG humains [8]. Depuis 1984,
Pharmacia Biosensor AB, aujourd’hui Cytiva (ex GE Healthcare™) n’a cessé de développer des
appareils de diagnostic basés sur le principe de la SPR, connus sous la dénomination Biacore™
(Figure Il. 1). Uentreprise est aujourd’hui I'un des leaders mondiaux du domaine avec son
concept instrumental « BIA » (Biomolecular Interaction Analysis) [1,2].

Premiére observation Etablissement du Début de I'industrialisatior
de la SPR concept expérimental de la SPR
1907 1983
@ Y 10 < m
1902 1968 1984
Interprétation du Premiére biodétection
phénomene physique par SPR

Figure ll. 1: Historique de la SPR.

[1.1.2 Principe physique

La résonance plasmonique de surface est un phénomene physique pouvant prendre place a
l'interface de deux matériaux de permittivité de signe contraire, généralement un métal
(permittivité négative) et un diélectrique (permittivité positive), avec l'apport d'une énergie
extérieure véhiculée par un faisceau optique [1,2]. Cette excitation ne peut se faire que sous
certaines conditions qui, lorsqu'elles sont remplies, entrainent une oscillation collective des
électrons du métal a I'interface des deux matériaux [9]. Celle-ci se traduit sous la forme d’une
onde électromagnétique évanescente, dont les propriétés dépendent de celles du métal et du
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milieu diélectrique et plus spécifiquement de la valeur de leur permittivité respective, donc de
leur indice optique. La profondeur de pénétration de cette onde évanescente dans le milieu
diélectrique varie entre 100 et 600 nm [10], valeur principalement dépendante de la longueur
d'onde du faisceau optique. Cette caractéristique particuliere confere une trés grande
sensibilité des propriétés de cette onde au moindre changement d'indice optique au niveau de
cette interface. Les capteurs SPR mesurent donc l'indice de réfraction optique du milieu en
contact avec le capteur et ceci au proche voisinage de l'interface de ce milieu avec le métal
constituant le capteur.

Pour transformer un capteur SPR en biocapteur, il faudra donc que l'interaction bio-
moléculaire dont I'existence est recherchée se situe dans la profondeur de pénétration de
I'onde plasmonique. Il faut donc localiser ces interactions en surface du capteur, ce qui
nécessite une étape de fonctionnalisation de surface des capteurs qui sera présentée au § I1.2.

[1.L1.3 Le systeme de mesure par SPR

Il existe différentes configurations pour mettre en ceuvre le principe de résonance
plasmonique de surface, principalement liées a la maniére dont le faisceau optique de lecture
est couplé au capteur: i) par prisme, ii) par réseau de diffraction, iii) par guide d’onde optique
et iv) via une fibre optique. Les deux premiéres utilisent un capteur que I'on peut grossierement
assimiler a une lame de microscope métallisée, la troisieme est plutdt un dispositif de
laboratoire complexe a mettre en ceuvre expérimentalement, qui plus est, dans un
environnement portable comme celui envisagé dans le projet BIOSENS et la derniere est
principalement utilisée pour des analyses in vivo, la aussi plutdt dans un contexte
d'expérimentations de laboratoire. Nous ne décrivons donc ici que la premiére technique, car
c’est celle-ci qui sera utilisée dans notre étude. A noter que la seconde a été étudiée dans un
projet précédent [11,12] .

Le systeme de mesure SPR peut alors étre scindé en deux parties:

- le capteur SPR: comme mentionné plus haut, il prend généralement la forme d'une lame ou
lamelle de microscope métallisée. C'est au niveau du capteur que le milieu a sonder est
appligué. Il constitue la partie "consommable" du dispositif de mesure.

- le dispositif de lecture: il comprend la source optique permettant d'exciter le phénomene de
résonance plasmonique de surface au sein du capteur, via le faisceau optique incident, et le
dispositif de lecture du faisceau réfléchi qui contient l'information utile. C'est la partie
"équipement" du dispositif de mesure. Il sera constitué ici par la valisette développée dans le
projet BIOSENS (cf. § I11.1.1.2).

[1.1.3.1 Capteur SPR

Sa partie active est constituée d'un film métallique. Le métal doit présenter certaines
propriétés, notamment représentées via sa permittivité complexe. Les métaux nobles (Au, Ag,
Al, Ti...) ont les propriétés requises. Parmi ceux-ci, I'or (111) se distingue particulierement pour
les applications biocapteurs car il présente plusieurs avantages tels que:
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i) la non-réactivité (stabilité) chimique: hormis avec les thiols et les amines, I'or (111) n’interagit
pas avec les autres entités fonctionnelles,

ii) la biocompatibilité: I'or est considéré comme le métal le plus biocompatible,

iii) la possibilité d’activation de surface par oxydation: il s’agit d’un pré-traitement qui permet
a la fois de nettoyer mais aussi d’activer des sites actifs sur la surface d’or afin d’y greffer des
molécules avec un certain degré de contrdle [13]: la technique la plus employée est I'UV-ozone,
iv) la forte affinité aux thiols: la liaison Au-S est une trés forte liaison covalente, la force de cette
liaison est de I'ordre de 40 Kcal/mol. Ce qui mene a un espacement entre chaque atome de
soufre d’une longueur de 4,99 A, cela permet d’avoir de fortes interactions intermoléculaires
[14]. En effet, leur stabilité dépend des interactions de type Van-der-Waals entre chaque
molécule attachée au substrat [15] mais aussi de |'affinité de ces molécules avec le substrat lui-
méme [16].

De ce fait I'or est le métal classiquement retenu pour la réalisation de biocapteurs SPR.

[1.1.3.2 Le systeme de lecture du capteur

[1.L1.3.2.1 Couplage par prisme

Comme cité plus haut, les deux géométries les plus connues permettant d’exciter I'onde
plasmonique de surface par un prisme sont celles d’Otto et de Kretschmann (Figure Il. 2). Cette
derniére est la plus répandue (et c'est celle que nous utiliserons) car elle permet une mise en
ceuvre simple pour le test de solutions liquides et |'utilisation de dispositifs microfluidiques.

a. b.

Milieu diélectrique Métal
| Meétal_ | Milieu diélectrique

Prisme

Faisceau incident Détecteur Faisceau incident Détecteur

Figure Il. 2 : a. Configuration de Kretschmann et b. Configuration d'Otto.

Dans la configuration de Kretschmann [7], schématisée en Figure Il. 2.a., le faisceau lumineux
incident est injecté sur la surface arriére du film métallique, dont I'épaisseur est de I'ordre de
guelques dizaines de nanometres, via un prisme d’indice de réfraction n selon une
configuration de réflexion interne totale (TIR). Les modéles théoriques permettent de calculer
les conditions de création du phénomene de résonance plasmonique de surface [17,18] en
fonction de I'angle d’incidence, 6;, et de la longueur d'onde du faisceau optique incident, de
I'indice optique du prisme, de celui du métal et du milieu diélectrique et enfin de |'épaisseur du
film métallique. Lors de la création de I'onde évanescente, la partie de I'énergie de I'onde
incidente lui ayant été transmise est donc absente du faisceau réfléchi, nous sommes alors dans
une configuration de réflectance totale atténuée (ATR). Comme nous le voyons dans les
parametres régissant la création de l'onde plasmonique, l'indice du prisme et celui du métal
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étant supposés constants, toute variation de l'indice optique du milieu diélectrique entrainera
la variation de la longueur d'onde ou de I'angle d'incidence du faisceau incident afin d'observer
la résonance plasmonique. Cela conduit aux deux modes d'interrogation du capteur,
respectivement spectral et angulaire, présentés au § 11.1.3.2.2. Le signal réfléchi est détecté et
son suivi est enregistré [19].

Dans la géométrie d’'Otto [6] représentée dans la Figure Il. 2.b., le milieu diélectrique est mis
en sandwich entre le film métallique et le prisme. La génération de plasmons de surface dans
cette configuration est régie par les mémes lois que précédemment. Pratiguement, cette
configuration se préte mal a I'expérimentation en milieu liquide, qui doit alors étre injecté entre
le prisme et le film métallique. Toutefois, elle peut s'avérer utile pour I'étude d’échantillons
solides [1,20,21].

A ce jour, la majorité des instruments de mesure SPR commerciaux et développés au niveau
des laboratoires repose sur le principe de couplage par prisme [22]. Ces équipements fixes sont
assez volumineux, mais évoluent récemment vers des systemes portatifs et plus compacts [23—
27]. Nous utiliserons ici, au sein de la valisette, également un couplage par prisme dans une
configuration Kretschmann (Figure Il. 3.a.).

[1.L1.3.2.2 Mode d'interrogation

Expérimentalement, parmi les différents parameétres régissant la création de la résonance
plasmonique, les indices du prisme et du métal, I'épaisseur du métal sont des valeurs
invariables dépendant du systéme de lecture ou du capteur. Lors de la modification de I'indice
optique du matériau, les seules variables qui permettent de conserver la résonance
plasmonique sont alors I'angle d'injection ou la longueur d'onde du faisceau incident. En
découlent alors les deux modes d'interrogation du capteur.

[1.L1.3.2.2.1 Interrogation angulaire

La configuration angulaire requiert une source optique monochromatique polarisée offrant

un éventail d'angles d’incidence (faisceau focalisé) pour exciter les plasmons de surface.
Ensuite, l'intensité du spectre de la lumiere réfléchie est enregistrée en fonction de I'angle
d’excitation. Cette excitation des plasmons se caractérise par une chute du signal réfléchi
(réflectivité) a un certain angle et s'affiche sous forme d’une courbe en "cloche inversée"
communément appelée par abus de langage "profil du plasmon" (Figure Il. 3.b.).
Le déplacement angulaire du minimum de cette courbe est suivi, il varie lorsque I'indice de
réfraction varie a l'interface métal-diélectrique, d0 a un changement d’analyte ou a une
interaction biologique [17,28]. L'approche angulaire présente la plus forte sensibilité qui est de
I'ordre de 10”7 RIU (unité d’indice de réfraction, Refractive Index Unit en Anglais) [29].

[1.1.3.2.2.2 Interrogation spectrale

En fonctionnement dual de I'approche décrite ci-dessus, I'interrogation spectrale met en
jeu une source polychromatique polarisée dont I'angle d’incidence est fixe (faisceau collimaté
ou paralléle). L'excitation des plasmons n’a alors lieu qu’a une certaine longueur d’onde. Tout
comme en interrogation angulaire, I'excitation des plasmons se traduit par une chute du signal
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a une certaine longueur d'onde et se présente sous forme d’une "cloche inversée" (Figure Il.
3.b.). La sensibilité de I'interrogation spectrale est de I'ordre de 10 RIU [29].

[1.1.3.3 Sensorgramme

Le sensorgramme (Figure Il. 3.c.) est la courbe de suivi temporel du déplacement de la
réponse plasmonique en fonction des modifications d'indice en surface du capteur. Son axe y
est alors représentatif d'un déplacement soit angulaire soit spectral, suivant le mode
d'interrogation.

a.

Milieu diélectrique

(indice nd)
Couche nanométrique d’Au

Capteur SPR
Substrat de verre ’

Prisme

Faisceau lumineux Faisceau lumineux

incident réfléchi

=
o

nd2

ABoOuAR

nd2

/ ABouAA
L
\I

{a—p

ndl

Intensité du faisceau réfléchi

Boud Temps

Figure Il. 3 : a. Principe de biodétection par résonance plasmonique de surface selon la configuration
de Kretschmann, b. Réponse plasmonique lorsque l'indice du milieu diélectrique varie (nd1 — nd2),c.
Sensorgramme correspondant.

[1.L1.3.3.1 Cinétique d’interaction

Lors de la mesure d'indices de réfraction, le sensorgramme se présente effectivement
suivant la courbe présentée en Figure Il. 3.c. Dans le cas d’interactions biologiques
(biodétection), les courbes ne présentent généralement pas de transition aussi brusque et
refletent la cinétique d’interaction moléculaire, i.e. la vitesse a laquelle interagissent les
molécules sonde et cible (cf. Figure Il. 4).

Prenons le cas d’étude d’une interaction entre deux molécules complémentaires, le ligand
(immobilisé sur la surface du capteur) dénommeé L et I'analyte amené par le flux microfluidique
noté A. I'analyte se lie au ligand de maniere réversible (dans la majorité des cas) formant ainsi
un complexe ligand-analyte dénommé LA, suivant une constante d’association ks exprimée en
L.molts™. A l'inverse, la rupture du couple ligand-analyte suit une constante de dissociation kg
exprimée en s comme le montre I'"équilibre dans I'Eq. /I. 1. Il en résulte la constante de
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dissociation a I'équilibre noté Kp, définie par I'Eq. II. 2. Dans une interaction 1:1, il s’agit de la
concentration d’analyte permettant de saturer la moitié des ligands se trouvant a la surface de
détection [30].

a

L+A4 LA Eq.ll. 1

Kp =-—= Eq. II. 2

[1.1.3.3.1.1 Phase d’association

En début d’expérience, une solution tampon est injectée sur la surface du biocapteur pour
obtenir une ligne de base, a ce stade tous les ligands sont libres. Dés l'injection de I'analyte, le
complexe Ligand-Analyte (LA) se forme mais aussi se rompt en fonction du temps et des
constantes d'association et de dissociation de l'interaction moléculaire mise en jeu. Les

complexes LA peuvent étre quantifiés en utilisant I'Eq. /I. 3.
d[LA]

P k,[L1[A] — kq[LA] Eq. 1. 3
La concentration du ligand L est exprimé en fonction du temps par I'Eq. /1. 4.
[L]¢ = [L]¢=0 — [LA]; Eq. 1. 4
Remplacer cette équation dans I'Eq. Il. 3 résulte en I'Eq. II. 5.
d[LA]
7t = KalAl(IL]e=o — [LA]e) — ka[LA] Eq.Il.5

Lors d’une analyse SPR, la formation du complexe LA est suivie en temps réel et résulte en une
réponse notée R (précédemment représentée en AA ou AB). La concentration C de I'analyte
injecté est considérée constante, car les différences de concentration en analyte A sont
négligeables lors de la formation du complexe Ligand-Analyte. Donc la réponse plasmonique
issue de la formation du complexe est considérée comme une cinétique du pseudo-premier
ordre [31,32], 'Eqg. II. 5 peut alors étre reformulée en Eq. II. 6.

dR
E = kaC(Rmax - Rt) - det Eq. II. 6

ou: C est la concentration de I'analyte, Rmaxest la réponse plasmonique a saturation, i.e.
enregistrée lorsque toutes les sondes sont saturées, Rrest la réponse plasmonique a l'instant
t, kaest la constante de dissociation, kaest la constante d’association du couple ligand-analyte.

L’Eq. /.7 est résolue sous la forme de I'Eq. 11.8 et simplifiée en Eq. /1.9.

k,CR
_ kaC +m]t;z (1- e—(kaC+kd)t) Eq. ll. 7
a
R = Ry(1 — e~ (aC+ka)ty Eq.ll. 8

38



Chapitre Il : Capteur et biocapteur SPR
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Figure Il. 4 : Variation de la réponse plasmonique en fonction de la concentration de I'analyte C et sa
relation avec la constante de dissociation a I'équilibre Kp.

Le niveau Rmax, est déterminé graphiquement comme le montre la Figure II. 4.
La constante d’association est calculée a partir de la pente en tout point sur la courbe de la
phase de dissociation.

[1.11.3.3.1.2 Phase de dissociation

Lors de la phase de dissociation, C =0, donc d’aprés I'Eq. Il. 6, cette phase est décrite par
I'Eq. I1.9.
dR

= —kiR Eq. 1.9
dt d 9

Qui résulte en I'Eq.11.10.

R = Rye Fat Eq. 11.10
ou Ry, est la réponse en début de la phase de dissociation et R; la réponse enregistrée en
fonction du temps pendant la phase de dissociation.

t=0

Dissociation

180
R[=G

1204

Réponse plasmonique (RU)

0 200 400 600 800
Temps (s)

Figure Il. 5: Exemple de détermination de la constante de dissociation par régression linéaire en
utilisant I'Eq. 11.10 (figure adaptée d’aprés [32]).
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La constante de dissociation du complexe Ligand-Analyte peut désormais étre déterminée a
partirde I’Eq. 11.10 par régression linéaire sur la partie de dissociation du sensorgramme comme
montré dans la Figure Il. 5. Elle peut aussi étre déterminée par régression non-linéaire
directement du sensorgramme a l'aide de I'Eq. 11.10 [32,33].

Concretement, I'étude cinétique est réalisée a l'aide de logiciels de calcul (e.g.
Tracedrawer, KE-software...) dans lesquels sont introduits les fichiers de points issus des
résultats expérimentaux. Comme il existe différents modeles cinétiques, seul celui qui assure
un meilleur fit est retenu. Le Tableau I. | résume les informations concernant les parametres

d’une cinétique d’interaction.

Parametre Constante Constante de Constante d’équilibre de
d’association ka dissociation kg4 dissociation Kp

ka kd kd
L+4 —>14 LA —>L+4 Kp ==
a

blediadier Vitesse de formation  Vitesse de rupture Détermine la tendance de
du complexe LA du complexe LA dissociation ; Kp élevée signifie
une faible affinité.

Valeur [103-107] [10°-5x1079] [10°- 1017
typique

Tableau Il. | : Parametres cinétiques issus d’une analyse SPR.

II.2 Fonctionnalisation de surface

L'étape qui permet de convertir un capteur SPR en un biocapteur SPR est I'immobilisation

de bioéléments, les sondes, sur la surface métallique du capteur grace a la fonctionnalisation
de surface.
Fondamentalement, la chimie de surface a toujours été considérée comme |'étude des
phénomeénes physico-chimiques ayant lieu a une interface liquide-liquide, solide-liquide ou
liquide-vapeur et qui a été principalement référencée a la catalyse hétérogene, mais depuis
I’'avenement des micro et nanotechnologies, notamment grace a I’émergence des biocapteurs
cette vision s’est quelque peu modifiée en un concept d’apport technologique en vue d’une
modification de surface qui a pour but d’analyser et d’établir un suivi réactionnel, précisément
biochimique (dans le cadre de la biodétection) [34]. La fonctionnalisation de surface est une
modification de linterface, dans le but de la rendre interactive vis-a-vis d’une propriété
souhaitée.

Il existe principalement deux catégories d’approche pour la fonctionnalisation de surface.
En premier, la technique directe qui induit une immobilisation des sondes de maniere directe
sur la surface métallique. En deuxieme, la technique indirecte ou les sondes sont immobilisées
sur une monocouche auto-assemblée (SAM) de molécules dites porteuses.
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Le travail présenté dans ce manuscrit consiste en l'utilisation des deux techniques.
Cependant, nous présentons ci-dessous de maniere globale les principales approches connues
et utilisées dans le développement de biocapteurs.

[1.2.1 Qu’est-ce qu’une SAM ?

Une monocouche auto-assemblée ou SAM ("Self-Assembled Monolayer") est un assemblage
moléculaire bidimensionnel ordonné qui se forme spontanément sur la surface d’un substrat a
la suite de son immersion dans un solvant contenant les molécules appropriées. La molécule
adsorbée est constituée de trois parties distinctes : i) la queue, formée par le groupement
d’ancrage ayant une affinité avec le substrat, ii) 'ossature qui forme I'espaceur! moléculaire et
i) la téte ou le groupe terminal, composé d’un groupement fonctionnel réactif. Par exemple,
des SAMs sont formées spontanément lorsqu’une solution d’alcanethiols est déposée sur de
'or ou de l'argent pendant une durée déterminée [35], de méme lorsqu’une solution

d’organosilanes est déposée sur une surface hydroxylée ou sur de I'alumine [36—38] (Tableau II.
).

Substrat Molécule Liaison Avantages Inconvénients
Les plus
Or, Argent, Thiols et étudiés, Oxydation du
Au-S, Ag-S o )
organosulfures controlés, métal (Ag)
Forte affinité
Surfaces oxydées et i _ L Formation de
o . Organosilanes Si-O Faciles a utiliser )
siliconées multi-couches
Hydrides et Alcynes ) i Formation de
- : . Si-C Bonne stabilité ,
surfaces siliconées et alcénes multi-couches
Matériaux
! . Sels d’Aryles de . N
carbonés, oxydés et i i Aryl-surface  Bonne stabilité Controle limité
- . diazoniums
siliconés
Tableau Il. Il : Les quatre types de monocouches auto-assemblées

L'autoassemblage s’effectue en deux phases. La premiéere est rapide, en |'espace de
quelgues minutes 70% des molécules sont greffées et 80 a 90 % de I'épaisseur finale de la
monocouche est atteinte. Tandis que la deuxieme phase est plus lente (2-20 h) , elle consiste
principalement en un réarrangement des molécules adsorbées de sorte qu’elles soient bien
orientées [39]. A la fin de cette étape, une monocouche auto-assemblée est obtenue en surface
du capteur (Figure Il. 6).

! 'espaceur moléculaire ne doit pas étre confondu avec une molécule "espaceur", telle le mercaptohexanol (MCH)
utilisée dans le §.V.2.1.1, qui définit une molécule venant s'intercaler entre d'autres.
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B.
Téte hydrophile —— 0. __OH Oy _OH
Espaceur moecuar{{((i/ﬁf{((i/ﬁ {{?OH (H/OH
Groupement ancreur —» P P P
Au
Figure ll. 6: Monocouche auto-assemblée de 11-MUA sur or et B. Monocouche auto-assemblée
mixte de 11MUA et de molécules "espaceur"” Mercaptopentanol sur Or

Oy _OH

[1.2.2 Stratégies d'immobilisation directes

On définit par stratégie d'immobilisation directe, la technique qui permet d’immobiliser la
sonde en une seule étape. Il s’agit de la voie de fonctionnalisation la moins laborieuse, mais qui
nécessite la présence d’un groupement fonctionnel compatible avec I'élément chimique
formant la surface plasmonique de la puce.

[1.2.2.1 Adsorption physique et ionique

L'immobilisation de ligands par physisorption signifie que les molécules détectrices sont
adsorbées a la surface grace a des interactions électrostatiques, des liaisons hydrogene des
interactions hydrophobes ou par forces attractives de Van der Waals. Alors que la voie
ionique permet le dépdt des sondes a la surface grace a des charges ioniques de signe opposé
entre le substrat et la sonde (Figure Il. 7).

25 oL
+ » 09
0000, | 0000,

Surface chargée IgG chargé Immobilisation
négativement positivement ilonique

Figure Il. 7: Immobilisation d'anticorps sur une puce plasmonique par voie ionique
(cas IgG humain avec pl = 6,6-8,3).
L’adsorption physique est plus rapide et plus simple puisqu’elle ne requiert aucun traitement
préalable du substrat et permet I'immobilisation d’un anticorps de maniere réversible.
Toutefois, ces deux techniques présentent une faible stabilité du systéme interactionnel
biologique et la bio-interaction est peu reproductible. De plus, une forte concentration en
sondes est nécessaire [40].
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[1.2.2.2 Chimisorption

Par cette technique, il est possible de fonctionnaliser directement la surface des
biocapteurs ou I'adsorption des sondes se fait de maniére covalente. Pour ce faire, la molécule
a adsorber doit avoir un groupement ayant une affinité avec le substrat métallique et un des
exemples les plus connus déja cité plus haut est celui des thiols (R-SH) dans lesquels I'atome de
soufre forme une liaison avec des métaux (R-S-M) tels que I’Au ou I’Ag. Dans ce cas de figure,
I’Au/I’Ag joue le réle d’un accepteur d’électrons et le souffre celui de donneur (Eq. /I. 11)

1
RSH + Aul - RS — Au. Auj)_, + S Ha Eq. Il 11

Un exemple phare de greffage direct sur une surface métallique (Au, Ag..) est celui de 'ADN
thiolé ou aminé. En effet, ce type d'immobilisation peut étre réalisé en modifiant au préalable
la sonde avec un groupement fonctionnel compatible avec la surface de la puce. C'est ce qui a
été utilisé dans ce travail (Figure Il. 8) (cf. § V.1.4.1).

En revanche, il n’est pas recommandé de suivre ce schéma pour immobiliser des protéines, car
elles sont a la fois dénaturées et leur orientation dans I'espace n’est pas maitrisée et réduit
dans la plupart des cas leur valence (aptitude a interagir avec le complément via les sites actifs),
donc la sensibilité du biocapteur [41].

Y

+
SH /s
, monobrin d'ADN Immobilisation
Substrat d'Au thiolé (sonde) Thiol-Au

Figure Il. 8: Schéma d'immobilisation d'une sonde ADN thiolée sur une surface d'Au par voie
covalente Au-S.

I1.2.3 Stratégies d'immobilisation indirectes

Les stratégies indirectes se présentent sous forme de processus en multi-étapes ou une
premiere couche de molécules porteuses est adsorbée a la surface de maniére covalente pour
former une SAM. Ensuite, les sondes biologiques sont immobilisées suivant de multiples
schémas décrits dans cette partie.

[1.2.3.1 Immobilisation non-covalente

Tout comme en immobilisation directe, il est possible de fonctionnaliser de maniere
indirecte la surface d’un capteur plasmonique par physisorption ou via des interactions
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ioniques. Dans ce cas-ci, la monocouche formée préalablement stabilise les sondes qui seront
immobilisées par des interactions hydrophobes, van der Waals ou ioniques. La technique
dépend du point isoélectrique (pl) de la molécule étudiée, il faut dans ce cas-la adapter le pH
des solvants en fonction du pl et de la nature du groupement terminal de la SAM (Figure Il. 9).
L’avantage de cette approche par rapport a la stratégie directe est que la sonde est portée, ce
qui lui permet de mieux interagir avec son complément analyte. Un des exemples de cette
approche est I'immobilisation physique d’anticorps anti-ALCAM et anti-salmonelles sur une
SAM de mercaptoamines (amines thiolés) chargée positivement. L'étude a permis a la fois de
détecter la protéine complémentaire et d’évaluer sa sensibilité par rapport a une détection en

ELISA [42].
y©®
®
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0,0°0,020,0%,0° %(9@ 0,0°0,0%0,0%,0°
=Nzt
+ ®lle _
/S /S /S} o l® /S /S /3}
Surface greffee IgG chargé _Immobilisation
avec une SAM positivement ionique indirecte

chargée négativement

Figure ll. 9: Schéma d'immobilisation d'un IgG par voie ionique indirecte
(cas IgG humain avec pl = 6,6-8,3).

[1.2.3.2 Immobilisation covalente

1.2.3.2.1 Couplage amine (EDC/NHS)

Il s’agit de la stratégie la plus utilisée pour la fonctionnalisation de surfaces, plasmoniques
entre autres, avec des anticorps ou des protéines. Elle implique la présence:
-d’un groupement acide carboxylique (R-COOH). Ce dernier est activé par un mélange d’agents
de couplage composé de carbodiimide et succinimide, le plus souvent par la combinaison de
I"'EDC/NHS formant un ester qui posseéde un groupement labile.
- d'un groupement amine primaire (R-NH2, présent dans la structure de I"anticorps/protéine)
qui réagit sur I'ester semi-stable préalablement formé laissant place a la formation d’une liaison
amide (Figure Il. 10).

Cette technique est simple d’utilisation, présente |'avantage de former une liaison amide
stable et d’étre une méthode versatile non-colteuse. En outre, avec une optimisation, le
couplage amine permet d’éviter la géne stérique entre les sondes.
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O«_OH O_NH
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A - 7

S NH B

/ 2 /
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Surface greffée Anticorps Surface fonctionnalisée
en acide carboxylique IgG en IgG
thiolé

Figure Il. 10: Schéma d'immobilisation d'un IgG via EDC/NHS.

[1.2.3.2.2 Couplage maléimide-thiol

Une autre approche de couplage covalent fait intervenir le groupement sulfhydryle

d’anticorps, connu sous le nom de thiol, ces groupements sont présents dans la chaine latérale
de I'aminoacide cystéine, mais n’est pas aussi abondant que les amines primaires. Cependant,
seuls les sulfhydryles libres (R-SH) ou générés par réduction des ponts disulfures (S-S) qui lient
les deux chaines lourdes d’un anticorps (cf. §1.4.2) peuvent réagir avec la double liaison du cycle
maléimide [43] (Figure Il. 11).
La réduction des ponts disulfures peut se faire en utilisant des agents réducteurs tels que le
dithiotréitol (DTT) ou le B-mercaptoéthanol. L'inconvénient de cette approche est que le
maléimide peut étre hydrolysé en milieu alcalin (pH > 8,5), ce qui conduit a 'ouverture du cycle
le transformant en acide maléique [43,44].

/ /
Substrat greffé AA cystéine thiolé sur Protéine immobilisée
en maléimide protéine via réaction thioléne

Figure Il. 11:Schéma d'immobilisation d'une protéine via I'approche maléimide.
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[1.2.3.2.3 Chimie-click

La chimie click est un ensemble de réactions biocompatibles utilisées pour greffer des
biomolécules spécifiques a un substrat donné. Il en existe plusieurs types, dont la cycloaddition
1,3-dipolaire entre un azoture et un alcyne (AAC: Azide-Alkyne Cycloaddition) donnant lieu a
un cycle 1,2,3-triazole. La plus connue étant la cycloaddition catalysée par le cuivre (Cu AAC)
(Figure Il. 12) qui, cependant présente un risque de toxicité et peut étre remplacée par une
réaction similaire dans lagquelle le cuivre est substitué par des dérivés cyclooctynes (SPAAC:
Strain Promoted AAC) [43,45,46].

Elle s’effectue a température ambiante sous conditions douces et produit une liaison

stable.
7N S
N3 \ ﬂ N—N
7 CUAAC ‘o
7 7
/S — > /S
SAM Au-8 Anticorps IgG immobilsé
avec groupement avec groupement par cycloaddition
fonctionnel azide alcyne triazoture

Figure ll. 12: Schéma d'immobilisation d'un IgG par cycloaddition catalysée au cuivre.

I1.2.4 Stratégie d'immobilisation basée sur la bioaffinité

Le principe de I'immobilisation par bioaffinité est basé sur des interactions non-covalentes,
mais qui sont tres spécifiques et permettent I'orientation des protéines ou des anticorps dans
la bonne conformation interactionnelle. En toute simplicité, il s’agit d’'un bio-marquage dont le
modele le plus utilisé est celui de la Biotine-Avidine. Cette liaison qui, bien qu’elle soit non-
covalente, présente un faible taux de dissociation de I'ordre de 107*> M, il s’agit d’ailleurs de
I'interaction la plus forte rencontrée dans la nature [47]. Pour une application a la biodétection,
une des entités est greffée a la surface du capteur jouant le role de la sonde suivant un des
schémas présentés plus haut, le plus souvent l'avidine, pendant que la molécule
complémentaire est préalablement attachée a I’'analyte de maniére covalente (Figure Il. 13). La
forte avidité de I'avidine envers la biotine garantit une interaction spécifique, rapide, avec une
orientation maitrisée, le tout en maximisant le taux de couverture de la surface du capteur
[48,41,49].
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i A
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Surface greffée IgG marqué Interaction
en SAM-Avidine avec biotine Avidine-Biotine

Figure Il. 13: Schéma d'immobilisation d'un anticorps via I'approche Avidine-Biotine.

Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté la technique de mesure par résonance plasmonique

de surface appliquée a la biodétection en partant de son principe de fonctionnement physique.

Deux configurations expérimentales ont été utilisées, a savoir, l'interrogation angulaire et

I'interrogation spectrale. Les capteurs utilisés en SPR ont été présentés, notamment leur

conversion en biocapteurs via différentes stratégies de fonctionnalisation de surface. Parmi

celles-ci figurent celles qui sont basées sur la formation de monocouches auto-assemblées

(chimisorption et couplage amine) utilisées par la suite.

Le prochain chapitre, introductif de la partie expérimentale du manuscrit concerne la

présentation et I'étalonnage des équipements de lecture ainsi que les capteurs plasmoniques

utilisés sur chaque banc expérimental.
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Chap. lll. Instrumentation

Dans ce premier chapitre expérimental, nous présentons d’abord les deux bancs de mesure
qui fonctionnent sur un principe de lecture du capteur différent.
Le premier fonctionne en interrogation angulaire et le second en interrogation spectrale, ce
dernier étant celui utilisé dans I'équipement de terrain développé dans le projet BIOSENS : la
valisette (de test).

Nous discutons ensuite I'interprétation des résultats bruts issus de la lecture des capteurs
et les propriétés de I'analyse d’interactions biomoléculaires qui peuvent en étre déduites.

Nous poursuivons avec la présentation des capteurs utilisés lors cette étude ainsi que
I’étalonnage des deux bancs expérimentaux.
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1.1 Matériels et méthodes

[11.1.1 Matériels

[11.L1.1.1 Interrogation angulaire

Le premier banc de caractérisation utilisé au cours de ce travail (Figure Ill. 1) repose sur une
technique d'interrogation angulaire en configuration Kretschmann (cf. § 11.1.3.2) et utilise une
source laser monochromatique de longueur d’onde 1550 nm. Le faisceau lumineux issu de la
fibre monomode est d'abord collimaté, puis polarisé et finalement focalisé sur la face inférieure
du capteur déposé sur un prisme hémicylindrique en verre H-ZF1 (n=1.62 a 1550 nm). Apres
réflexion sur le capteur, le faisceau est détecté par une caméra InGaAs. La résonance du
plasmon de surface se manifeste par une ligne sombre se situant dans un spot blanc
correspondant au faisceau réfléchi (Figure Ill. 2). Le signal récupéré est post-traité par un
programme permettant d’ajuster la courbe et de déterminer I'angle de résonance [1].

Miroif

, s Miroir de sortie Détecteur
d entreé Caméra CCD

Source laser )
Lentilles

Polariseur

Figure lll. 1 : Banc de détection en interrogation angulaire.

Pixels y

Pixels x

Intensité

Pixels x/o

Figure lll. 2 : Réponse SPR en interrogation angulaire expérimentale: image de caméra (haut) et profil
d'intensité correspondant schématique (bas).
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[11.L1.1.2 Interrogation spectrale

Le prototype du banc de détection utilisant une interrogation spectrale (1 voie de détection) a
été développé au laboratoire mais a rapidement été transféré vers le partenaire Multitel du
projet BIOSENS afin d'étre intégré dans le démonstrateur de I'équipement portable avec 4 voies
de détection. Les différentes expérimentations reportées dans ce manuscrit faisant appel a la
détection spectrale ont donc été effectuées sur ce démonstrateur dénommé par la suite
"valisette" (Figure Ill. 3). Le banc de détection en interrogation spectrale est équipé d’une
source lumineuse polychromatique (1) (lampe tungsténe) dans la gamme du spectre visible
couplée a une fibre optique de 400um de diameétre de cceur (THORLABS, M28L01, @400
UM@0.39 NA). En sortie de fibre, le faisceau traverse un ensemble optique formé d’un
expanseur de diameétre de faisceau, d'une lentille collimatrice (2), d'un diviseur de faisceau
(permettant d'obtenir 4 faisceaux optiques), d’un polariseur (3) et d’'un prisme BK7 a angle droit
(4). L'ensemble est intercalé entre deux prismes (5) permettant un alignement linéaire des
éléments optiques. En sortie du chemin optique, un ensemble de collimation permet de
renvoyer les 4 faisceaux vers quatre fibres optiques (6), chacune d'entre elles alimentant un
canal du spectrométre de mesure. Un cinquieme canal servant de signal de référence est
alimenté par un petit miroir en sortie de la premiére lentille collimatrice (2) [2].

La valisette comprend aussi quatre mini-pompes péristaltiques (7) qui alimentent chacune
un canal microfluidique du capteur. Les canaux sont matérialisés par un capot réalisé en PDMS
(cf. § IV.1.3) dont I'étanchéité est assurée par clampage par pression sur la surface du capteur.

Figure lll. 3 : Valisette de test (gauche) et équipement de lecture seul (droite).

La résonance du plasmon de surface se manifeste par une "baisse/ chute de l'intensité de
la lumiere réfléchie" dans le spectre du faisceau réfléchi (Figure lll. 4).
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Maovable Markers.

Intensité

A

Figure lll. 4 : Réponse SPR en interrogation spectrale expérimentale: spectrogramme (haut) et
schématique (bas).

[11.L1.2 Méthodes de suivi du déplacement de la réponse SPR

Deux techniques sont majoritairement implémentées pour le suivi de la variation de la
réponse SPR: déplacement du minimum de réflectivité et variation d'intensité:

- déplacement du minimum: l'intégralité de la réponse (cf. Figure Ill.2 pour l'interrogation
angulaire et Ill.4 pour l'interrogation spectrale) est analysée

- variation d'intensité: on ne s'intéresse ici qu'a I'évolution de l'intensité en un seul point de la
réponse SPR, a un angle ou une longueur d'onde fixé. Cette technique est communément
appelée SPRi (SPR en intensité).

Dans ce travail, la technique du suivi du déplacement du minimum a principalement été
utilisée. Nous présentons ci-dessous les différentes méthodes utilisées pour assurer ce suivi.
En dernier lieu, nous présenterons la technique SPRi. Celle-ci a été implémentée, notamment
sur le banc en interrogation angulaire, mais pas vraiment utilisée.

[11.1.2.1 Déplacement du minimum

Il s’agit d’une technique dans laquelle 'algorithme détecte le minimum d’intensité de la
réponse SPR sur le signal "brut", généralement filtré, issu du détecteur, caméra ou
spectromeétre. Le composant détecteur étant soit une matrice soit une barrette linéaire de
détecteurs, le niveau élémentaire éde détection est un pixel. En fonction du schéma
d'interrogation utilisé, la position angulaire ou spectrale du minimum est alors déterminée
(Figure Ill. 5). Comme mentionné plus haut, cette méthode est simple et ne nécessite pas de
post-traitement élaboré de la courbe de réponse mais elle est aussi la moins précise.
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Figure lll. 5 : Méthode de suivi du minimum de la réponse SPR (interrogation angulaire).

[11.1.2.2 Calcul du centroide

Cette méthode de suivi schématisée dans la Figure Ill. 6 (ici dans le cas d'une
interrogation angulaire mais le principe est identique pour une interrogation spectrale)
repose sur le calcul du centroide de la réponse SPR, qui s'apparente au calcul du barycentre
de la "baisse/ chute de l'intensité de la lumiere réfléchie" observé dans celle-ci. La
détermination de ce barycentre amene alors une beaucoup plus grande précision sur la
valeur du déplacement de la réponse plasmonique. Il faut néanmoins choisir judicieusement
les limites du domaine pris en compte pour le calcul de ce barycentre. Chose étant faite, elle
permet de s'adapter assez facilement a tout type de variation d’indice de réfraction (faible,
moyenne et forte).

0.86 —— Eau
—— Eau + 4n

0.82

0.80

0.78

0.76 ~—— Région d'intérét (ROI)

Réponse plasmonique (u.a)

0.74

- = = ———

0.72 T T T 1
45 50 55 60 65

Angle (°)

Figure lll. 6 : Méthode de suivi par calcul du centroide (interrogation angulaire).
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[11.1.2.3 Variation d'intensité
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Figure lll. 7 : Méthode de suivi de l'intensité (interrogation angulaire)

Cette méthode suit la variation d'intensité a un angle ou longueur d'onde donné (Figure lll.
7). Elle impose de se fixer un lieu d'observation, angle ou longueur d'onde, et d'en suivre la
variation d'intensité en fonction du déplacement de la réponse SPR. La résolution est liée a la
résolution en niveau de gris de I'élément détecteur. Elle s'applique bien aux faibles
déplacements et est alors d'autant plus précise que la largeur a mi-hauteur de la réponse SPR
est faible.

[11.1.2.4 Ajustement de courbe

Cette méthode n'en est, en soi, pas réellement une; il s'agit d'un post-traitement des
données consistant a continuellement calculer une courbe polynomiale ajustée a la réponse
SPR et le déplacement est alors calculé, non plus sur les courbes expérimentales mais sur leur
représentation polynomiale. Un calcul de centroide (ou d'intensité) est alors utilisé pour suivre
le déplacement, cette fois sur des courbes "pures". C'est cette technique de suivi qui a été
implémentée dans la valisette sur la base d'un calcul de centroide d'une réponse spectrale.

[11.1.3 Performances de I'analyse SPR

Les performances d’une analyse SPR sont principalement caractérisées par quatre parametres,
a savoir, sa sensibilité, sa résolution, sa limite de détection (LOD) et sa gamme dynamique [3].
Seule la détermination théorique de la sensibilité amene des conclusions quant a la conception
du capteur. Les autres parametres font intervenir des caractéristiques de l'ensemble de
I'équipement de lecture.
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111.1.3.1 Sensibilité

La sensibilité de détection d’un capteur SPR, §, est exprimée par ' Eq. /1l 1. Elle est définie
comme le rapport de la variation du parameétre relatif au schéma d'interrogation utilisé, AP, a
la variation de I'indice de réfraction, An (Figure Ill. 8) [3-5]. AP représente la variation soit de
I'intensité du signal (4/), soit de I'angle (46) ou encore longueur d’onde (44), pour
respectivement une interrogation en intensité, angulaire ou spectrale.

AP

= Eq. . 1
An

0.86

Eau
—— Eau + 4n

0.84 +
0.82
0.80 —
0.78 —

0.76

Réponse plasmonique (u.a)

0.74 4

AP
l—p |
0.72 . . ) - : : : :
45 50 55 60 65

Angle (°)

Figure Ill. 8 : Détermination de la sensibilité.

En pratique, cette valeur est disponible aprés le traitement des données, i.e. apres filtrage
de la courbe SPR "brute" et application du traitement retenu, centroide, ajustement de
courbe...

0.86
0.84
0.82
0.80
0.78

0.76

Réponse plasmonique (u.a)

0.74

0.72

Angle (°)
Figure lll. 9 : Largeur a mi-hauteur de la réponse SPR (ici dans le cas d'une interrogation angulaire).
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Un parameétre complémentaire qui est souvent mentionné est la largeur a mi-hauteur
(FWHM, en anglais), tel que son nom l'indique détermine la largeur a la moitié de I'amplitude
de la réponse SPR (interrogation angulaire ou spectrale). Cette définition simple est néanmoins
quelgue peu délicate a interpréter. La valeur du FWHM est facilement accessible sur les
courbes de réponse SPR théoriques (Figure Ill. 9) bien que l'on puisse toujours se poser la
guestion d'ou se situe la référence du maximum (1 ou maximum de la réponse SPR).

En pratique, I'excursion pleine échelle de la réponse SPR est généralement plus délicate a
appréhender, principalement au niveau de son maximum, qui peut alors étre lié a des
limitations apportées par des éléments constitutifs du systéeme de mesure dans son intégralité
comme la surface de la tache observée en interrogation angulaire ou le spectre de la source
large bande ou encore la réponse du spectromeétre de mesure en interrogation spectrale. Cette
notion de FWHM est néanmoins un bon critére d'appréciation de la finesse de la réponse SPR
lorsque I'on optimise théoriquement la valeur de |'épaisseur de la couche plasmonique du
capteur, les criteres entrant dans sa détermination étant alors beaucoup plus simples a
homogénéiser sur les courbes théoriques. La valeur du FWHM s'exprime par ' Eq. I1.2.

FWHM = P4y — Pmnin (voir Figure I11.9) Eq. Ill. 2
ou P est soit une valeur d'angle ou de longueur d'onde suivant le schéma d'interrogation utilisé.
La figure de mérite (FOM) est un parameétre, lui aussi complémentaire, défini comme le rapport
entre la sensibilité et la largeur a mi-hauteur de la réponse SPR (£gq. I11.3).
Eq. .3

FOM = wvim

Ces différents parametres sont principalement exploités pour I'optimisation théorique de
la surface métallique a choisir pour le capteur plasmonigue en fonction de son utilisation. Bien
gu'ils puissent tout aussi bien étre utilisés en pratique, ils sont alors souvent entachés de
I'influence de la mise en ceuvre expérimentale.

[11.1.3.2 Résolution

La résolution est la valeur de la variation d'indice minimale, An, qui permet de fournir une
valeur détectée différente. Théoriquement, cette valeur n'a pas vraiment de signification,
pratiquement elle fait principalement intervenir le traitement des données qui est effectué.

[11.1.3.3 Limite de détection (LOD)

La limite de détection est la valeur minimale de la variation d'indice, An, qui permet d'obtenir
un signal détecté. Elle est donc intimement liée au niveau de bruit du systéme de lecture, au
traitement des données utilisé et au contraste de la réponse. Ce dernier point est d'autant plus
important pour les détections basées sur une valeur d'amplitude: interrogation angulaire et en
intensité. Habituellement la limite de détection est approximée a trois fois le niveau de bruit
(6,7].

[11.1.3.4 Dynamique de mesure

La dynamique de mesure est l'intervalle compris entre la limite de détection et la valeur
maximale de la variation d'indice pouvant étre détectée. Cette limite haute est généralement
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lige a l'équipement de mesure soit par la déviation angulaire maximale (interrogation angulaire)
soit par |'étendue spectrale de la source ou du spectrometre (interrogation spectrale) pouvant
étre obtenue. Le traitement des données intervient peu, voire pas dans cette valeur, c'est
plutdt une limite matérielle.

[11.1.4 Capteurs utilisés

La modélisation de la réponse SPR d'un capteur en fonction de sa structure (matériau support,
nature et épaisseur de la couche métallique) a été développée au laboratoire depuis plusieurs
années [3] et a été reprise récemment [8] pour la conception des capteurs utilisés dans ce
travail. Je ne rappellerai ici que les résultats des simulations effectuées permettant de
concevoir les capteurs qui seront employés sur chacun des équipements de lecture utilisés (cf.
§11.1.1):
- I'un utilisant une interrogation angulaire et fonctionnant a une longueur d'onde de 1,55um
[3]. Le couplage optique se fait via un prisme en verre H-ZF1, le support du capteur sera donc
constitué de ce méme verre.
- l'autre (valisette) utilisant une interrogation spectrale dans le domaine visible et proche infra-
rouge [8]. Le couplage optique se fait via un prisme en verre BK7, le support du capteur sera
donc constitué de ce méme verre.

La simulation prend donc en compte le type de support utilisé, verre BK7 ou H-ZF1,
I'épaisseur du film d'or réalisant la couche plasmonique et un film intermédiaire en titane de
I'ordre de quelques nanometres servant de couche d'accroche de I'or sur le substrat en verre.

[11.1.4.1 Interrogation angulaire

La Figure lll. 10 présente les parametres caractéristiques - sensibilité, FWHM, FOM et
contraste - de la courbe SPR en fonction de I'épaisseur de la couche plasmonique, comprise
entre 30 et 50 nm. Il ressort que la sensibilité est globalement indépendante de I'épaisseur. En
revanche, la valeur a mi-hauteur est d'autant plus faible que I'épaisseur est importante; d'ou
conjointement une augmentation de la figure de mérite avec celle du film d'or. Néanmoins, on
s'apercoit que le contraste de la réponse diminue trés vite lorsque I'épaisseur du film d'or
augmente. Une valeur de film d'or de 35 nm a été choisie en compromis, elle donne une valeur
de figure de mérite de I'ordre de 100 mais surtout conserve un contraste supérieur a 95%.
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Figure lll. 10 : Interrogation angulaire a 1550 nm: sensibilité, FWHM, FOM et contraste d'un capteur
sur substrat H-ZF1 en fonction de I'épaisseur du film d'or (couche plasmonique).
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Figure lll. 11 : Interrogation spectrale sur la gamme 500-1000nm: sensibilité, FWHM, FOM et
contraste d'un capteur sur substrat BK7 en fonction de I'épaisseur du film d'or (couche plasmonique).

La Figure lll. 11 présente les parametres caractéristiques - sensibilité, FWHM, FOM et

contraste de la courbe SPR en fonction de I'épaisseur de la couche plasmonique, comprise

entre 30 et 50 nm. On remargue que le contraste est moins marqué que dans l'interrogation

angulaire mais l'intensité du signal n'est pas ici porteuse de l'information utile; néanmoins un

contraste élevé sera toujours préférable pour le traitement des données. La figure de mérite
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va donc ici prévaloir et une valeur de film d'or de 48 nm donne la valeur de figure de mérite
maximale de I'ordre de 54 en affichant une valeur de contraste elle aussi maximale.

Néanmoins, dans un premier temps, afin de globaliser la fabrication des capteurs, une
surface plasmonique identique a celle utilisée pour le banc angulaire, i.e. de 35 nm d'épaisseur
a été utilisée (mais cette fois-ci sur support en verre BK-7), la sensibilité des deux capteurs étant
théoriquement identique.

Le Tableau lll. | résume la configuration et les performances théoriques de ces deux capteurs.

Couche Couche Sensibilité
d’accroche plasmonique (nm/RIV)

Capteur 1 ,
2nm Ti 35 nm Au 6150 213 29
(capteur 35)
Capteur 2 .
2nmTi 48 nm Au 5230 121 43
(capteur 48)

Tableau lll. | : Paramétres et performances des deux capteurs utilisés pour I’étalonnage du banc
spectral « valisette ».

Capteurs

[11.1.5 Etalonnage

Les résultats issus des deux bancs de lecture utilisés, en interrogation angulaire et
spectrale, sont fournis respectivement en pixel et en longueur d'onde (via une conversion pixel
—longueur d'onde incluse dans le spectrométre). Bien que suffisants en soi, ces résultats n'ont
vraiment un sens que pour la personne effectuant la mesure et s'averent dénués de toute
signification lorsqu'il faut en discuter. Il est alors indispensable de convertir les résultats
obtenus en unités universellement utilisées, le RIU ou RU. Pour cela le déplacement soit en
angle soit en longueur d'onde de la réponse SPR est calibré en utilisant des solutions d'éthyléne
glycol d'indice optique connu.

[11.1.5.1 Calcul de l'indice de réfraction de I'éthyléne glycol

L’étalonnage des bancs optiques se fait donc par injection de solutions d’éthyléne glycol (EG)
(dilution dans de l'eau dé-ionisée) a différentes concentrations (en poids) dont I'indice de
réfraction est calculé a I'aide d'un modéle mathématique. Celui-ci a été établi a I'aide d'un
logiciel spécialisé (en I'occurrence DesignExpert de StatEase®): a partir de I'indice de réfraction
expérimental de solutions d'EG reporté dans la littérature [9], I'Eq.ll.4 est déterminée en
fonction des concentrations d'eau et d'EG. L'analyse de variance donne un coefficient de
détermination R? = 0,9998.
n = (1,42598 X [EGlycol]) + (1,33297 X [Eau])

+(0,0144768 X [EGlycol] X [Eau])

+(0,0176573 x [EGlycol] X [Eau] x ([EGlycol] — [Eau])) Eq.lll. 4

+ (0,00273757 X [EGlycol] X [Eau]

X ([EGlycol] — [Eau])?)
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avec n:indice de la solution composée de EGlycol: pourcentage en poids d'éthyléne glycol et
Eau:pourcentage en poids d'eau (= 100% - EGlycol).
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Figure lll. 12 : Valeurs théoriques de l'indice de réfraction de solutions d'EG en fonction de la
concentration en EG. La variation de cet indice par rapport a celui de I'eau est aussi donnée (en RU) car
c'est principalement cette valeur qui est utilisée pour la détermination de la courbe d'étalonnage.

Les variations d'indice que I'on aura a traiter sont faibles et des dilutions trés fortes d'EG
sont nécessaires pour les obtenir. La Figure Ill. 12 représente la valeur de I'indice de réfraction
en fonction de la concentration en EG. Il y est aussi représenté |'écart de valeur d'indice, 4n,
de ces solutions avec celui de I'eau (en RU). Pour ces fortes dilutions (%EG faible), I'Eq. Il .4
peut s'approximer par :

An (RU) = 93127 X EGlycol (% poids) Eq. lll. 5
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[11.1.5.2 Interrogation angulaire

111.11.5.2.1 Sensibilité
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Figure lll. 13 : Sensorgramme de solutions d'éthyléne glycol a différentes concentrations. Le niveau
de base correspond a l'injection d'eau dé-ionisée.

La Figure lll. 13 montre les sensorgrammes collectés lors de trois tests d’étalonnage du banc
angulaire avec des solutions d’EG ayant des concentrations en EG de 0,05 a 1%. Un ringage a
I’eau dé-ionisée est effectué entre chaque injection de solution différente d'EG. La ligne de base
du sensorgramme représente donc le signal obtenu avec de I'eau dé-ionisée tandis que les
différents niveaux hauts représentent ceux obtenus avec les solutions d’EG. L'écart entre ces
différents niveaux correspond au déplacement de la courbe de résonance du plasmon apres
traitement des données, a savoir pour ce bang, filtrage, normalisation et calcul du centroide.

Sur la Figure lll. 13, la valeur du déplacement est initialement exprimée en pixels. Une
moyenne a la fois temporelle (sur la durée du créneau correspondant a chaque injection) et sur
les trois mesures est effectuée pour déterminer la moyenne du déplacement en pixel pour
chaque concentration. Le déplacement en pixel obtenu est relié a la concentration injectée (axe
horizontal bas de la Figure Ill. 14) et a la variation d'indice correspondante (axe horizontal haut
de la Figure Ill. 14) a l'aide de I'Eq.IIL5. La pente de cette courbe d'étalonnage donne la
correspondance entre déplacement (en pixel) et variation d'indice (en RU) (£q. /IL6); ce
coefficient permettra de convertir les résultats bruts de mesure en RU.

An (RU) ~ 152,6 X déplacement (pixel) Eqg. lll. 6
ou déplacement (pixel) ~ 6,55E~3 x An (RU)
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Figure lll. 14 : Courbe d'étalonnage du banc de détection en interrogation angulaire.

Il est néanmoins extrémement difficile de relier cette sensibilité expérimentale a celle
prévue théoriquement (voir § 111.1.4.1), celle-ci étant exprimée en °/RIU. La variation angulaire
est transformée en variation linéaire (en pixel) au niveau de la caméra via les optiques de
focalisation mises en jeu ainsi que les longueurs des chemins optiques.

111.1.5.2.2 Reésolution

Pratiguement, il est difficile de réaliser de maniere fiable des solutions avec des
concentrations amenant le tres faible écart d'indice de réfraction afin de déterminer la
résolution du systeme. Celle-ci a été déterminée indirectement par la fluctuation du signal
détecté alors qu'aucune variation du milieu testé n'est appliquée. Un moyennage sur
I'ensemble des valeurs enregistrées lors des injections des différentes solutions reportées en
Figure Ill. 13 montre une valeur créte-créte de fluctuation de 0,104 pixel, ce qui correspond a
16 RU.

111.1.5.2.3 Limite de détection (LOD)

Identiqguement a la résolution, il est difficile d'estimer la limite de détection a partir de
solutions d'EG qui nécessiteraient de tres fortes dilutions. Celle-ci a été déterminée
indirectement par la fluctuation du signal du niveau de base entre les différentes injections
(Figure lll. 15), i.e. lorsque le détecteur sonde de I'eau. Un moyennage sur I'ensemble des
valeurs enregistrées lors des expérimentations reportées en Figure Ill. 13 montre une valeur
créte a créte de cette fluctuation de 0,073 pixel. En adoptant le principe énoncé plus haut
(8111.1.3.3), la LOD est donc estimée a 0,22 pixel soit 33 RU.
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Figure lll. 15 : Fluctuations du niveau de base permettant d'estimer la LOD.

[11.1.5.2.4 Dynamique de mesure

Celle-ci n'a pas été évaluée mais dans ce schéma d'interrogation, elle est globalement
inversement proportionnelle a la sensibilité. Plus le systeme optique sera dimensionné de
maniére a augmenter la sensibilité, i.e. augmenter la variation angulaire au niveau du capteur
pour une certaine valeur de variation d'indice, plus la gamme de variation d'indice pouvant étre
mesurée sera faible, |a taille du capteur étant fixe. Etant donné que nous souhaitons mesurer
de faibles variations d'indice, la sensibilité de mesure a été privilégiée au détriment de sa
dynamique.

[11.1.5.3 Interrogation spectrale (valisette)

Un protocole identique a celui utilisé pour le banc en interrogation angulaire été utilisé
pour étalonner le banc en interrogation spectrale de la valisette BIOSENS. L'étalonnage a été
fait pour les deux types de capteurs présentés en §lll.1.4.2. Seul I'éventail de solutions d'EG a
été réduit a 6 valeurs: concentrations de 0,04 %, 0,08 %, 0,15%, 0,2%, 0,6% et 1% d'EG.

111.1.5.3.1 Sensibilité

La Figure lll. 16 représente les trois sensorgrammes d’étalonnage correspondants pour le
capteur de 35 nm et 48 nm d'épaisseur de couche métallique
En suivant le méme protocole (moyennage) que pour le banc angulaire, les deux courbes
d'étalonnage ont pu étre déterminées (Figure lll. 17).
Le coefficient de proportionnalité, est donné par I'Eq. IIl.7 pour le capteur de 35 nm
d'épaisseur de film métallique:
An (RU) ~ 165,3 x déplacement (nm) Eqg. Ill. 7
ou déplacement (nm) ~ 6,05E~3 x An (RU) soit 6050 nm/RIU
et par I'Eq. II1.8 pour le capteur de 48 nm d'épaisseur de film métallique:
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An (RU) = 163,4 X déplacement (nm) Eqg. 11l. 8
ou déplacement (nm) ~ 6,12E73 x An (RU) soit 6120 nm/RIU
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Figure lll. 16 : Sensorgrammes de solutions d'éthylene glycol a différentes concentrations. Le niveau
de base correspond a l'injection d'eau dé-ionisée pour le capteur avec une couche métallique de 35
nm (gauche) et 48 nm (droite).

Nous obtenons donc une valeur en bon accord avec les prévisions théoriques qui étaient
de 6150nm/RIU pour le capteur de 35 nm d'épaisseur de film métallique (cf. Tableau lll. 1). Une
valeur plus importante que prévue est observée pour le capteur de 48 nm d'épaisseur de film
métallique puisque celle-ci équivaut expérimentalement a celle du capteur de 35 nm alors
qu'elle aurait di se positionner environ 10% en-dessous.
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Figure lll. 17 : Courbe d'étalonnage du banc de détection en interrogation spectrale (valisette) pour
le capteur avec une couche métallique de 35 nm et 48 nm d'épaisseur.
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[11.1.5.3.2 Résolution

La valeur créte-créte de fluctuation a été déterminée a 0,153 nm pour les deux types de
capteurs, ce qui donne une résolution de 'ordre de 25 RU quel que soit le capteur.

[11.1.5.3.3 Limite de détection (LOD)

Une valeur créte a créte de la fluctuation du niveau de base de 0,144 nm et 0,146 nm a été
obtenue pour respectivement le capteur de 35 et 48 nm d'épaisseur de métallisation. La limite
de détection correspondante est donc de 0,432 nm et 0.438 nm, valeurs qui donnent toutes
deux une limite de détection proche de 72 RU.

[11.1.5.3.4 Dynamique de mesure

Ici aussi, la dynamique n'a pas été particulierement mesurée. Pour ce type d'interrogation,
elle est principalement limitée par le spectre d'émission de la source large bande utilisée et/ou
la gamme spectrale de mesure du spectromeétre. Dans notre cas, c'est plus particulierement
I'allure du spectre d'émission de la source qui limite cette dynamique, son profil, spectral plus
ou moins gaussien, diminuant assez rapidement le contraste de la réponse et alors la fidélité
de I'ajustement de courbe utilisé.

1.2  Conclusion

Dans ce chapitre nous avons présenté les deux bancs de détection utilisés par la suite, le
premier emploie une interrogation angulaire et le second une interrogation spectrale. Le
second est le coeur de I'équipement de mesure portable développé au cours du projet BIOSENS,
dénommé “valisette”. Les deux systemes ont été étalonnés a I'aide de solutions d’éthylene
glycol dont I'indice de réfraction a été calculé via un modele mathématique.

Trois capteurs ont été utilisés lors de I’étalonnage des bancs de mesures et, par la suite,
des expérimentations. Leur simulation a permis de définir I'épaisseur de la couche métallique,
siege du principe de résonance plasmonique de surface. Leurs caractéristiques ainsi que les
performances expérimentales obtenues sur les systémes de détection sont récapitulées dans
le Tableau Ill. 11.

Deux principales constatations sur ce tableau récapitulatif:

- l'interrogation angulaire affiche une meilleure résolution et limite de détection que
I'interrogation spectrale. Ceci est en accord avec différents résultats de |a littérature [10].

- en interrogation spectrale, les deux capteurs ont montré une sensibilité équivalente, ce que
ne laissait pas prévoir la théorie. Cette observation est trés probablement liée au fait que le
procédé de clampage par pression du capot microfluidique peut, dans la configuration
mécanique utilisée dans le prototype de valisette, influer |égerement, de I'ordre du dixieme de
degré, sur le positionnement du prisme, ce qui est suffisant pour faire varier la valeur de la
sensibilité de 'ordre de grandeur observé expérimentalement.
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Interrogation Angulaire Spectrale (valisette)
Source (A) 1550 nm 500-900 nm

Matériau du

. HZF-1 BK-7

prisme et capteur

Couche métallique ; i ;
2nmTi+35nmAu  2nmTi+35nmAu 2nmTi+48 nm Au

(plasmonique)

Sensibilité 6550 px/RIU 6050 nm/RIU 6120 nm/RIU
Résolution
, . 16 RU 25 RU 25 RU
(estimation)
Limite de détection
33 RU 72 RU 72 RU

(estimation)

Tableau Ill. Il : Récapitulatif des paramétres des capteurs et performances en détection
expérimentales obtenues sur les deux systemes utilisés durant ce travail.
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Chap. IV. Développement de capteurs SPR a
microfluidique intégrée

A ce jour, I'analyse SPR se fait généralement en introduisant le capteur plasmonique dans
I"équipement qui va en permettre la lecture. Parallelement, cet équipement comporte un
systeme microfluidique fonctionnant, le plus généralement, par clampage physique, ce qui
facilite I'alimentation du capteur avec les solutions ad hoc, gu'elles soient de référence, de
fonctionnalisation ou contenant les molécules d’intérét. Les capteurs SPR commerciaux sont
généralement disponibles avec une couche de greffage et, avant d’effectuer les tests
d’interactions biologiques, les biologistes fonctionnalisent les capteurs sur I'équipement de
mesure en fonction de leurs analyses. Par la suite, les capteurs suivent un protocole de
régénération afin de les débarrasser des molécules ayant servi aux tests de détection et
peuvent alors étre réutilisés.

Nous présentons dans ce chapitre la mise en ceuvre des capteurs plasmoniques ainsi que
le développement de capteurs avec microfluidique intégrée. Ces capteurs ont été utilisés par
la suite pour les études de la fonctionnalisation de surface en biomatériaux et la détection des
pathogénes ciblés.
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Chapitre IV : Développement de capteurs SPR a microfluidique intégrée

IV.1 Matériels et méthodes

IV.1.1 Banc d'interrogation

Les capteurs développés ici ont été expérimentés sur le banc en interrogation angulaire
décritau §111.1.1.1.

IV.1.2 Substrats de verre

Des lames de verre de taille 25x25 mm du méme matériau que le prisme, a savoir le H-ZF1,
ont été choisies pour la fabrication des capteurs afin d'éviter toute réflexion optique a
l'interface prisme-capteur. Il est évident que la technique décrite ci-apres peut étre utilisée sur
n'importe quel substrat en verre, car aucun de ses parametres n'intervient directement dans
le processus de fabrication.

IV.1.3 Le PDMS

Les systemes microfluidiques a base de polymeres utilisant le polydiméthylsiloxane (PDMS)
sont de plus en plus employés depuis trois décennies. Ils sont utilisés pour la conception et le
développement de Lab-On-Chips, d'appareils de diagnostic de type point-of-care (POCT) et de
tout autre type de capteur fluidique [1]. Leur technologie de fabrication est maintenant bien
connue [2]. Le PDMS est un polymeére hybride appartenant a la famille des organosilanes et
peut donc étre considéré comme le matériau de référence en raison de ses propriétés de
biocompatibilité, d'inertie vis-a-vis des matériaux biologiques, de perméabilité, de flexibilité, de
non-toxicité apres durcissement ou réticulation et de facilité de manipulation. De plus, ce
matériau offre également une transparence optique dans le spectre optique visible, ce qui
constitue un atout pour le suivi des expériences. En outre, il offre un large éventail de solutions
pour un prix abordable [3-5]. Grace a ses propriétés intrinseques, ce matériau adhere
facilement aux surfaces siliconées comme le silicium ou le verre ou oxydées tels que I'alumine
(Al,03). Néanmoins, il est souvent nécessaire de recourir a un traitement au plasma pour en
parfaire I'adhérence.

L'élastomére PDMS utilisé ici, le Sylgard™184 ainsi que I'agent de réticulation associé, ont
été obtenus aupres de Dow®.

IV.1.4 Produits chimiques

Le (3-Mercaptopropyl) trimethoxysilane (MPTMS), I'acide 11-Mercaptoundecanoique
(11MUA), Le le (3-Aminopropyl)trimethoxysilane (APTMS) et le N-(3-Dimethylaminopropyl)-
N'-ethylcarbodiimide (EDC) proviennent de Santi-mannanes (IlgM 5B2)a-Aldrich®, Le N-
hydroxysuccinimide (NHS) a été obtenu de chez TCI Chemicals®, I'éthanol absolu a été obtenu
auprés de Carlo-Erba et les résines photosensibles SU-8 2035 et 2075 ont été achetées chez
Kayaku advanced materials™. Tous les réactifs sont de qualité analytique et sont utilisés tels
guels, sans purification.
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IV.2 Fabrication des capteurs SPR

IV.2.1 Capteurs (surfaces plasmoniques)

La surface du capteur SPR est constituée d'une couche de Ti de 2nm agissant comme une

couche d'adhérence et d’une couche meétallique d’Au de 35 nm qui constitue le film
métallique ou se propagera l'onde "plasmon". Ces couches métalliques sont déposées par
évaporation par faisceau d'électrons sur les lames H-ZF1 de 25x25 mm qui ont été
préalablement nettoyées dans une solution "piranha" (75% H»SOs4 + 25% de solution de
peroxyde d'hydrogéne (30-35%)) pendant 5 min.
La métallisation se fait sur toute la surface du capteur.
Les premieres expérimentations de biodétection sur interaction ss-ADN/ss-ADN (cf. §1.4) ont
été réalisées selon le principe D-SPR (Droplet-based SPR) [6] qui consiste a déposer une
goutte de I'analyte a la surface du biocapteur (Figure IV. 1) et d'en suivre l'interaction avec la
surface fonctionnalisée. Malheureusement, cette technique n'a pas permis de mener
correctement le processus de détection et présentait un manque de reproductibilité. Cest
pourguoi, le recours a l"utilisation d'un systéme microfluidique a été entrepris.

Rl

Figure IV. 1: Capteur sous test SPR en goutte (D-SPR).

IV.2.2 Capot PDMS (microfluidique)

La solution polymérique de PDMS est préparée en mélangeant I'élastomére de silicone et son
agent de durcissement avec un rapport (v/v) de 10:1 comme recommandé par le fabricant. Ce
mélange est versé dans une boite de Pétri contenant un moule constitué de motifs en résine
photosensible SU-8 réalisés sur un wafer de silicium 3 pouces [7,8]. Avant |le coulage du PDMS,
ce moule est revétu de Téflon en utilisant un traitement plasma CsFg afin de faciliter le
démoulage. Les motifs correspondants au circuit microfluidique sont constitués de 4
microcanaux de dimensions 10 x 1,5 x 0,2 mm (L x | x H). Une fois le moule rempli, le PDMS est
réticulé/durci a 70 °C pendant 1 heure. Enfin, le démoulage est réalisé avec une lame de coupe
séparant le PDMS de la boite de Pétri et en retirant a la main le PDMS du moule SU-8.
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IV.2.3 Capteurs avec microfluidique clampée et intégrée

A ce stade, les deux parties du capteur, le capteur SPR et le capot microfluidique sont
séparés.

Les premiers essais en microfluidique sur le banc en interrogation angulaire s’effectuaient
en appliquant par pression le capot PDMS sur la puce plasmonique. Cette technique ne
permettait pas d’exercer la méme pression sur toute la surface du PDMS, ce qui causait des
fuites entre les micro-canaux. De plus, sur les quatre canaux microfluidiques, seulement deux
pouvaient étre utilisés compte tenu de I'architecture du clamp.

Au sein de la valisette, le capot PDMS est aussi clampé sur le capteur par un dispositif
mécanique. Comme mentionné précédemment (cf. § Ill.2), la force de clampage, sur ce
systeme de lecture, peut amener de tres faibles variations de l'angle d'injection et en
conséquence de la sensibilité du systeme de mesure, ce qui ne facilite pas I'obtention de
résultats reproductibles. Néanmoins, ce procédé n'a pu étre remplacé dans la durée du projet
BIOSENS et les mesures effectuées sur la valisette (Chap. V et VI) ont toutes été menées avec
une microfluidique clampée sur le capteur.

Afin de remédier aux problemes liés au clampage du capot PDMS sur le capteur (cf. Figure
IV. 4.a), nous avons développé un capteur avec microfluidique intégré. Celui-ci a été testé sur
le banc en interrogation angulaire.

IV.3 Fabrication de capteurs SPR avec microfluidique intégrée

IV.3.1 Fabrication par traitement plasma-corona

Les premieres expériences en microfluidique intégrée consistaient a utiliser la méthode usuelle
employée pour les Lab-on-Chips, a savoir le collage de la fluidique PDMS sur le support en verre
des capteurs SPR. De ce fait, la surface du capteur ne pouvait plus étre métallisée entierement
et il afallu structurer la surface métallique sous la forme de lignes d’or symbolisant les 4 canaux
de lecture. La lithographie et la technique du lift-off ont été utilisées pour définir les motifs de
ces zones de détection. Leur largeur doit étre plus petite que celle des canaux fluidiques de
maniere a ce que le PDMS soit en contact sur toute sa surface avec le verre. Un traitement
plasma, appelé traitement corona [9,10] est alors fait sur la surface du capteur et du PDMS. Le
traitement plasma corona permet d’activer des groupements silanols (Si-OH) a la surface du
substrat de verre et du PDMS vig une décharge électrique ionisant I'oxygene présent dans I'air,
les deux faces activées sont ensuite mises en contact et I'ensemble est mis a 60 °C pendant 1 h
(Figure IV. 2) pour réticulation.

Traitement plasma-corona

CH;  CH;  CHy o o o A60°C

—_— H H H ! ! ! — | | |
o o7 o ‘I‘ Q Q o}

Capteur verre + lignes d'Au
traité au plasma corona

PDMS traité a 'UV-O4

Figure IV. 2: Processus de collage du capot PDMS au capteur SPR par traitement plasma-corona.

‘Capteur verre + lignes d'Au ‘ ‘ PDMS vierge‘
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De maniére assez prévisible, le PDMS s'est avéré se fixer solidement sur le verre (Figure IV.
3.a) mais la fine couche d'or de 35 nm, correspondant aux zones de détection SPR, semblait,
sous observation a la binoculaire, étre endommagée par le traitement au plasma. Ce qui s'est
vérifié lors des mesures en interrogation SPR qui ont montré des réponses plasmoniques
bruitées résultant de ces dommages (Figure IV. 3.b). Ceci limite fortement I'utilité de cette
technique de décharge corona par plasma pour une telle utilisation (cf. Figure IV. 4.b) et une
autre technique de collage a été investiguée.

Figure IV. 3: a) Puce microfluidique fabriquée par collage corona, b) Réponse plasmonique de trois
canaux de la puce.

IV.3.2 Fabrication par traitement chimique

IV.3.2.1 Collage 11MUA-APTMS

Pour éviter le traitement par plasma, une méthode chimique peut étre utilisée pour fixer le
PDMS directement sur la surface de I'or. Des monocouches auto-assemblées d'acide 11-
mercaptoundécanoique (11MUA) et d'aminopropyl triméthoxysilane (APTMS) ont été greffées
sur des surfaces d'or et de PDMS, respectivement [4]. Les deux monocouches sont ensuite liées
par couplage amine en utilisant du 1-Ethyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide/N-
hydroxysuccinimide (EDC/NHS) avant I'adhésion mutuelle (Figure IV. 4.c). Cette technique
présente une trés bonne adhérence du PDMS a l'or et assure donc I'étanchéité des canaux. Par
ailleurs, il n'y avait plus besoin de recourir a une lithographie des canaux et le procédé pouvait
étre appliqué sur un support entierement métallisé. Mais, par cette méthode, les canaux SPR
sont recouverts d'une monocouche de 11MUA qui peut s'avérer génante pour les étapes de
fonctionnalisation biologique ultérieures.
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;o
Inconvénients
Application par
pression
a) + Fuites inter-canaux
Capteur SPR plein-Au PDMS avec canaux Capteur SPR & 4
microfluidiques canaux
Collage
— + - Couche plasmonique
b) endommagée
Traitement
Puce SPR avec Plasma-corona Couche plasmonique PDMS avec canaux Capteur SPRavec 4
Au structuré endc & microfluidi fluidique canaux
Collage
—— | = Canaux de mesures
©) thiolés
Traitement
Capteur SPR plein-Au chimique Couche plasmonique  PDMS avec canaux microfluidiques Capteur SPRavec 4
11MUA-APTMs thio-fonctionnalisé fonctionnalisé en APTMS canaux

Figure IV. 4: Réalisation de capteurs avec microfluidique appliquée: a) par pression mécanique b) par
collage avec préparation "physique"” (plasma "corona”) (cf. § IV.3.1) c) par collage avec préparation
chimique (11IMUA-APTMS,).

Bien qu'une liste exhaustive des stratégies de liaison entre le PDMS et différentes surfaces pour
de multiples applications soit déja citée dans [4], peu ont été utilisées pour la fabrication de
biocapteurs SPR et aucune ne porte sur la stabilité de l'assemblage microfluidique. Une
technique raportée par Byun et al. [11] et basée sur le procédé de liaison silane thiolé-or
cumulerait les avantages des techniques physiques et chimiques, c'est-a-dire des canaux SPR
non endommagés et chimiquement vierges. Cette méthode a donc été exploitée.

IV.4 Fabrication du capteur avec microfluidique intégrée par collage

MPTMS

IV.4.1 Préparation du capot microfluidique en PDMS

Le procédé de fabrication du capot microfluidigue en PDMS est inchangé. Le protocole
opératoire est celui décrit précédemment dans le § /V.2.2.

IV.4.2 Traitement du capot PDMS pour le collage

Le principe de collage du capot microfluidique est basé sur un procédé d'auto-assemblage
utilisant un linker silane-thiolé, le (3-mercaptopropyl) triméthyloxane (MPTMS) (Figure IV. 5),
en raison de la tres grande affinité des molécules thiolées pour 'or. Via le silane, le MPTMS
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forme une monocouche auto-assemblée en surface lors du traitement du PDMS. Via la liaison
thiol (groupement —SH), celui-ci se lie alors de maniére covalente a l'or. La forte énergie de
liaison Au-S d'environ 298 +2 kJ/mol et sa longueur de 2,156 A [12] devraient assurer une bonne
étanchéité de la puce fluidique PDMS sur la couche d’or.

HsC
\
0]
HS Sl\o _CHs

Figure IV. 5 : Molécule MPTMS.

Une préparation de la surface du PDMS est nécessaire avant le traitement au MPTMS. Celle-ci
subit d'abord un traitement UV-Os3 pendant 5 minutes afin de générer une fine couche de
groupements hydroxyles réactifs avec les silanes [13]. Le capot PDMS est ensuite immergé dans
une solution éthanoique de MPTMS avec un rapport volumique de 50:1 pendant 1 heure. La
puce PDMS est finalement rincée trois fois avec de I'éthanol, puis avec de I'eau déionisée afin
d'éliminer les molécules de MPTMS non greffées.

IV.4.3 Collage PDMS-Au

Il s’en suit I'étape d’assemblage du capot PDMS traité par le MPTMS sur la surface du
capteur SPR entierement métallisé. Le capot est pressé a la main sur la surface d’or et laissé
sous vide pendant 1 heure a 60 °C. Le chauffage assure un processus de collage plus rapide,
puisqu’a température ambiante 24 heures auraient été nécessaires. Un collage homogene et
irréversible est ainsi obtenu via la liaison Au-S (Figure IV. 6).

dood ot NN
NN Plaquage NN
i i i + / . / S; S‘i S‘i
+ recuit
v’ v’ ws sous vide
60°C, 1h e
PDMS greffé avec Capteur en Puce Collage
MPTMS or vierge microfluidique chimique

Figure IV. 6 : Processus de collage du PDMS traité au MPTMS sur la surface d’or du capteur SPR (le
dessin de droite représente schématiquement le collage par le MPTMS,).

La puce SPR avec microfluidique intégrée est illustrée a la Figure IV. 7. Dans un premier
temps, l'adhérence du PDMS a été simplement vérifiée par traction manuelle. Aucun
décollement n'a été observé. Il convient de mentionner qu'une puce PDMS non traitée se serait
facilement détachée.
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Figure IV. 7 : Aspect final du capteur SPR avec microfluidique intégrée.

[l est a noter que ce méme procédé a pu étre appliqué avec succes pour le collage du capot

PDMS sur:

- des capteurs réalisés sur substrat souple adhésif 3M™ (Figure IV. 8, gauche),

- des capteurs SPR utilisant le principe des plasmons localisés et pour lesquels la surface d’or
est nanostructurée (Figure IV. 8, droite). Malgré la surface non entierement métallisée, aucune

fuite n'a été observée.
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Figure IV. 8 : gauche: Capteur SPR souple (haut) avec microfluidique intégrée (bas), droite: Surface
d'un capteur SPR utilisant les plasmons localisés (bas: détail).

IV.5 Caractérisation de surfaces

Avant 'assemblage, la surface du PDMS a été caractérisée afin d'en valider la modification
apportée par le traitement MPTMS. La mesure d’angle de contact (équipement GBX Digidrop)
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est utilisée comme technique de base pour caractériser la mouillabilité des surfaces. Comme
méthode supplémentaire de caractérisation de surface, la spectroscopie InfraRouge a
Transformée de Fourier par Réflexion en configuration Transmission Totale Atténuée (ATR-FTIR
en acronyme anglo-saxon) a été employée. Un spectromeétre Perkin-Elmer Spectrum GX équipé
d'une téte de lecture Specac Golden-g Gate™ ATR munie d'un cristal de germanium a été utilisé.
Les surfaces de PDMS aprés traitement UV-Os et apres traitement MPTMS ont été analysées.
Les mesures ont été effectuées sur le domaine spectral 4000-400 cm™ en utilisant un
moyennage sur 50 mesures successives. Leurs résultats ont ensuite été post-traités a l'aide du
logiciel KnowlItAll® en appliquant une correction ATR automatisée, suivie d'une correction de la
ligne de base et enfin d'une normalisation.

IV.5.1 Mesure de |'angle de contact

L'instrument GBX Digidrop est semi-automatisé et repose sur le traitement d'images d'une
goutte de liquide déposée sur une surface solide. La précision de mesure de |'angle de contact
est de + 0,07°. Comme le phénomeéne de mouillabilité est thermo- dépendant, la température
de I'expérience est controlée et stabilisée a 20 °C. Une goutte de 2 ul d'eau déionisée est
déposée sur la surface modifiée de I'échantillon de PDMS. L'angle est déterminé en utilisant a
la fois le logiciel de l'instrument et Imagel. La méthode de l'intersection des trois phases est
utilisée pour la mesure [14].

PDMS apres traitement UV-O5 : 6, =102 ° PDMS apreés traitement MPTMS: 6, = 74 °
Figure IV. 9 : Mesures d'angle de contact de surface de PDMS traitée a I’'UV-Os et traitée au MPTMS.

La Figure IV. 9 montre les images et la détermination de I'angle de contact pour des surfaces
de PDMS activées par UV-Os et modifiées par MPTMS. Le PDMS traité par UV-0Osz a montré un
angle de contact de 102°, ce qui est typique d'une surface hydrophobe, alors que la surface
traitée par MPTMS présente un angle de contact de 74°, valeur caractéristique d’une nature
plus hydrophile. Cette diminution de I'angle de contact indique la formation d'une monocouche
auto-assemblée (SAM) de MPTMS sur la surface du PDMS. Ce résultat est, par ailleurs, en
accord avec d'autres études de formation de monocouches de MPTMS sur des surfaces a base
de silicium, proposant une monocouche auto-assemblée bien organisée avec un groupement
thiol orienté vers le haut [15,16] .
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IV.5.2 Spectroscopie ATR-FTIR

La Figure IV. 10 montre les spectres ATR-FTIR et le Tableau IV. | I'assignement des bandes
IR les plus caractéristiques des surfaces PDMS modifiées par UV-Os puis par MPTMS,
respectivement.
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Figure IV. 10 : Spectres ATR-FTIR normalisés de surfaces de PDMS traitées a I'UV-Os et au MPTMS.

Nombre d'onde (cm™?) Mode vibrationnel

Rotations planes des groupements CH3 p-CH3

844 Vibration d’élongations symétriques vs-Si-C
1012 Vibration d’élongations asymétriques va-Si-O-Si
1258 Vibration de déformations asymétriques 0,-CHs
1414 Vibration de cisaillement CH,=CH>
1726 Vibration d’élongations v-C=0
2905, 2963 Vibration d’élongations symétriques vs-CHs et asymétriques
Va‘CH3
3277 Vibration d’élongations symétriques vs-OH

Tableau IV. | : Attribution des raies des spectres ATR-IR pour les surfaces PDMS traitées par
UV-03 et MPTMS [14,17-19] .

Le PDMS modifié par MPTMS a montré des pics a 789 cm™ et 844 cm™ qui sont attribués aux
vibrations planaires des groupements p-CHs, aux vibrations d’élongations v-Si-C et aux
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vibrations d'élongations symétriques du v-Si-O, respectivement. En outre, des vibrations
d'élongations asymétriques v-Si-C et v-Si-O sont enregistrées a 1012 cm™ et a 1075 cm; elles
sont présentes a l'intérieur de la matrice du PDMS et a sa surface apres fixation du MPTMS. La
présence de groupements méthyle dans la matrice PDMS a été confirmée par le pic étroit et
intense a 1258 cm™ et les pics a 2905 et 2963 cm™ qui correspondent aux modes de vibration
d'élongation symétrique et asymétrique -CHs, respectivement. De plus, une bande a 1414 cm”
1 est observée, elle correspond aux vibrations de cisaillement CH,=CH,. En plus des pics
précédemment identifiés et assimilés aux modes vibratoires typiques, des bandes larges a 1726
cm! (de faible intensité) et a 3277 cm™ sont observées uniquement sur le spectre PDMS activé
par UV-Os: elles correspondent respectivement aux vibrations d'élongation du carbonyle et au
mode d'étirement symétrique v-OH [13,17,18,20]. Ce groupement est présent dans la liaison -
Si-OH et est d{ a I'exposition de la surface du PDMS au traitement UV-Os comme montré dans
la Figure IV. 11.

Traitement UV-O3

H
-~ HO _O H__O
CH CH CH O % %
AT A | Y Y

PDMS vierge PDMS traité a 'UV-O3

Figure IV. 11 : Modification de la surface du PDMS par UV-O3.

En effet, comme l'illustre la Figure IV. 11, |'oxydation de surface du PDMS par le traitement UV-
O3 conduit a la formation de groupements silanols en surface [13]. Comme indiqué dans [20],
cette transformation se produit sur une certaine profondeur en fonction de la durée du
traitement. Néanmoins la présence des groupements -CHs a I'intérieur de la matrice PDMS est
toujours discernable, comme le confirment les pics de vibration caractéristiques (2905 et 2963
cm™). Nous suggérons que la formation des groupements éthyléne et carbonyle se produit
partiellement a la surface du PDMS et n’est qu'une réaction paralléle puisque le traitement UV-
Os brise la structure du PDMS [13]. La disparition de la large bande autour de 3200 cm™ aprés
modification de la surface par MPTMS confirme |'auto-assemblage du mercaptopropyl silane
sur la surface du PDMS (cf. Figure IV. 12.c.). La disparition conjointe du pic a 1726 cm™ (cf.
l'insert de la Figure IV. 10) témoigne de la formation de la SAM puisque les molécules de
MPTMS forment des liaisons Si-O-Si avec I'oxygéne présent a la surface du PDMS, qu'il soit a
I'état carbonylé ou hydroxylé.
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Figure IV. 12 : Mécanisme de I'auto-assemblage du MPTMS sur PDMS [24, 25].

La Figure IV. 12 schématise |'auto-assemblage du (3-mercaptopropyl) triméthoxysilane sur des
surfaces inorganiques. Comme décrit surla Figure IV. 12.a. [19,21], il est généralement proposé
gue le MPTMS subisse une hydrolyse des alcoxysilanes, puis les molécules hydrolysées tendent
a construire une matrice polymérique en formant des liaisons hydrogene qui conduisent
finalement a son greffage sur la surface du PDMS.

Nous proposons tout de-méme un mécanisme de réaction plus détaillé qui peut se produire
lors du greffage du triméthoxysilane (3-mercaptopropyl) sur la surface du PDMS. Tout d'abord,
la paire d'électrons libres de I'atome d'oxygene présente dans le milieu aqueux attaque le
silicium en libérant le groupement méthoxy labile. Une hydrolyse compléte du MPTMS conduit
a la formation de (3-mercaptopropyl) silanetriol (MPST) (Figure IV. 12.a.). Sous la description
habituelle de la réaction présentée dans la Figure IV. 12.b., nous supposons que la
polycondensation se fait par un mécanisme SN;-Si comme discuté dans [22] et qu'elle est
déclenchée par des réactions intermoléculaires entre les groupements silanol par liaisons
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hydrogéne, ce qui conduit a la formation de l'oligomere MPST. Enfin (Figure IV. 12.c.), par le
méme type de réaction SN»-Si, I'oligomere MPST préalablement formé s'auto-assemble sur la
surface du PDMS; les électrons de I'oxygene du silanol captent le proton des groupements
hydroxyle présents a la surface du PDMS traité par UV-Os, puis le silicium est attaqué par
I'oxygéne déprotoné, libérant ainsi des molécules d'eau.

IV.6 Tests mécaniques

Le test de résistance a la traction a été effectué sur un instrument Mecmesin MultiTest 2,5-
d pour les échantillons traités par plasma-corona et les échantillons collés chimiquement. Le
collage de type corona a été réalisé en traitant a la fois une surface de verre propre et celle du
PDMS avec une décharge pendant 2 minutes a l'aide d'un dispositif de traitement corona
portable BD-20AC, puis le verre traité et le PDMS ont été alignés et fixés ensemble.
L'assemblage a ensuite été maintenu a 80°C pendant toute une nuit pour obtenir un collage
maximum. L'échantillon chimiquement lié a été fabriqué selon le procédé mentionné au §
IV.4.3. Les échantillons de test sont illustrés dans la Figure IV. 13.a. Les substrats en verre sont
de dimensions 25x75 mm (ce substrat est métallisé dans le cas du collage chimique) et se
voient dotés d'une amorce PDMS collée a chacune de leurs extrémités. La surface de collage
est identique dans les deux configurations de collage. Les échantillons ont été fixés par des
mors dans |'équipement de mesure de la résistance a la traction afin d'assurer une répartition
uniforme de la pression (Figure IV. 13.b). La vitesse de traction était de 10 mm/min et les
données du tensiometre ont été enregistrées a I'aide du logiciel intégré a I'équipement de
mesure.

Figure IV. 13 : a) Echantillon collé par plasma-corona (& gauche) et échantillon chimi-collé (& droite).
b) Echantillons sous test de résistance d la traction.
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Figure IV. 14 : Courbes de résistance a la traction pour les échantillons de PDMS liés par
décharge corona (ligne pleine) et chimiquement (ligne pointillée).

La Figure IV. 14 montre les courbes de variation de la force en fonction de I'allongement. Les
échantillons collés chimiquement et par décharge corona montrent un comportement linéaire
sous étirement. lls présentent également le méme allongement a la rupture de 20 mm
correspondant a une contrainte € = 1,6 qui est en accord avec les données rapportées par
Johnston et al. [23]. Cependant, la charge de rupture moyenne (point de rupture) de
I'échantillon collé chimiquement est supérieure de 30 %, ce qui indique que ce collage est plus
solide que celui effectué par plasma-corona.

IV.7 Test du capteur SPR avec fluidique intégré

Le capteur a d'abord été testé par un contréle visuel en vérifiant la circulation d'une
solution colorée par injection continue, puis sur le banc d'essai SPR. Les canaux microfluidiques
sont alimentés par un tube tygon de 1/16" OD x 0,51mm ID. Le tube est inséré dans le PDMS
au-dessus des réservoirs d'entrée/sortie situés aux deux extrémités de chaque canal
microfluidique et scellé avec du PDMS liquide recuit pour éviter toute fuite microfluidique
indésirable a ce niveau.

IV.7.1 Test visuel

L'étanchéité du systeme microfluidique a été testée en injectant une solution d'encre noire
dans les quatre canaux microfluidiques en continu pendant 5 minutes a travers un gradient de
pression jusqu'a atteindre 1,8 bars a l'aide d'une pompe a pression Elveflow™ OB1, puis en
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observant I'état de la puce au microscope optique. Ce processus a été effectué cing fois sur
une méme puce et répété sur trois capteurs différents.

La Figure IV. 15 montre la puce SPR avec microfluidique intégrée pendant et apres
l'injection d'encre. Les Figure IV. 15.a et .b montrent le remplissage des canaux pendant le test
d'encre, a moitié et a totalité de la longueur des canaux microfluidiques, respectivement.
L'observation a I'ceil nu des quatre canaux aprés remplissage ne montre aucune fuite, ni inter-
canal ni vers |'extérieur (Figure IV. 15.c). Outre les vues statiques présentées ici, aucune fuite
n'a été observée pendant toute la durée du test, quel que soit le débit injecté. Une observation
sous binoculaire (Figure IV. 15.d) a confirmé I'absence de micro-fuites avec une nette
délimitation des canaux microfluidiques. Ce résultat confirme que la SAM formée est uniforme
et continue.

Figure IV. 15 : a) Remplissage d’un canal a moitié, b) remplissage entier d’un canal, c) Remplissage
de tous les canaux, d) zoom sous microscope optique sur 2 canaux fluidiques remplis lors du test
d’encre noire.

IV.7.2 Test SPR

Comme test fonctionnel mais aussi comme test d'étanchéité, des expériences SPR ont été
menées. En raison de la faible profondeur de pénétration intrinséque (quelques centaines de
nanometres) de l'onde plasmonique, la mesure SPR est également particulierement bien
adaptée pour détecter toute fuite qui pourrait exister a la surface de la puce, i.e. pour repérer
toute irrégularité dans le processus de collage PDMS-Au. Le banc SPR expérimental
d'interrogation angulaire a été utilisé pour cette étude. Le résultat est observé a travers I'image
ainsi obtenue de la surface du capteur (cf. Figure lll. 2). Ici, les fluides injectés sont constitués
de solutions d'éthyléne glycol. L'expérience fluidique a été menée avec les mémes débits que
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ceux utilisés pour le test d'encre. Afin de valider la stabilité du processus de collage, la durée
de I'expérience a été prolongée jusqu'a 20 minutes sans qu'aucune fuite ne soit détectée.

La Figure IV. 16 présente une comparaison des réponses SPR observées sur des puces
microfluidiques traitées par plasma-corona (ligne solide) (cf. Figure IV. 4b) et par voie chimique
(ligne en pointillés) (cf. Figure IV. 4c). L'échantillon lié par plasma-corona présente une réponse
plasmonique plus large que celui collé chimiquement ; a une valeur d'intensité normalisée de
0,3, les largeurs a mi-hauteur (FWHM) respectives sont de 0,48° et 0,32°. La valeur plus faible
de cette largeur pour le composant collé chimiquement atteste de Il'innocuité du procédé de

collage vis-a-vis de la surface plasmonique améliorant ainsi l'intégrité du signal brut et son post-
traitement [24].
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Figure IV. 16 : Réponse plasmonique normalisée pour les deux capteurs avec microfuidique collée
par plasma corona et chimiquement.

IV.8 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons décrit le développement d'un procédé de fabrication de
capteurs SPR incluant un systeme microfluidique intégré utilisant un processus d'auto-
assemblage par traitement du PDMS au 3-mercaptopropyl triméthyloxane (MPTMS). Ce travail
a fait objet d’un article dans une revue a comité de lecture [25].

Pour réaliser le collage, le capot microfluidique en PDMS a été traité a I'UV-Os, puis au
MPTMS avant sa fixation sur la surface d’or du capteur. Une comparaison entre le collage
conventionnel par décharge plasma- corona et par voie chimique a été effectuée en utilisant

des mesures de résistance a la traction.
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Ces résultats ont montré que le collage chimique est plus efficace et résistant que le collage
corona. De plus, un test visuel ainsi que des tests SPR ont été menés par injection fluidique sous
pression et aucune fuite inter-canal n’a été détectée. Un capot microfluidique comportant
quatre canaux a été préparé et testé avec succes sur un banc SPR expérimental. Naturellement,
cette technique est applicable a des circuits microfluidiques plus complexes.

De tels capteurs SPR avec microfluidique intégrée ouvrent la voie a la conception de
capteurs préts a I'emploi car chaque canal pourrait étre fonctionnalisé de maniere différente
avant utilisation. Ce qui reste encore un grand défi a relever.
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Chap. V. Biodétection de Zymoseptoria tritici

Dans ce chapitre, nous présentons, d'une part, I'étape de transformation des capteurs
plasmoniques en biocapteurs dédiés a la détection du pathogene Zymoseptoria tritici et,
d'autre part, les expérimentations de biodétection par la technique SPR. La biodétection a été
réalisée selon deux stratégies :

- La premiere est basée sur une interaction ADN-ADN (Oligonucléotide-Oligonucléotide),
ou le biocapteur développé (capteur d’acides nucléiques) est fonctionnalisé avec des
sondes de monobrins nucléigues (ADN), "compl. Zymo-SH" qui interagissent avec les
monobrins ADN complémentaires, "Zymo"spécifiques a une partie du génome du
pathogene ciblé.

- La deuxieme est basée sur une interaction anticorps-antigéne, les capteurs sont
fonctionnalisés avec des anticorps comme sondes biologiques (IgG Zymo.) qui
permettent de détecter des protéines extraites des plantes infectées par le
champignon Zymoseptoria tritici (protéines Zymo.).

Nous exposons ensuite les caractérisations physico-chimiques des biocapteurs développés

qui permettent de vérifier et de valider le protocole opératoire de fonctionnalisation de
surface en sondes biologiques (sondes compl. Zymo-SH).
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Chapitre V : Détection de Zymoseptoria tritici

V.1 Matériels

V.1.1 Systeme de lecture

L'ensemble des mesures SPR de ce chapitre a été réalisé sur la valisette, donc en
interrogation spectrale (cf. § 111.1.1.2).

V.1.2 Capteurs

Les capteurs utilisés ont été réalisés sur des substrats en verre BK-7 aux dimensions 25x25
mm compatibles avec le prisme de couplage utilisé dans la valisette. Les deux types de capteurs,
présentés au § I11.1.4 et se différenciant par I'épaisseur de la couche d'or, ont été utilisés?. Par
ailleurs, nous avons vu lors de I|'étape de calibration (cf. § 111.1.5) que leur utilisation dans
I'environnement expérimental fournissait des résultats quasiment identiques. lls ont été
préparés suivant le processus décrit dans le chapitre IV.

Capot PDMS férules

. d'entrée de sortie
8 mm d'épaisseur
Capteur
— substrat verre BK7
2nmTi+ 350u48 nmAu
[ J

Canal 1  e——— O ——y

Canal 2 —— O m————l
Canal 3 =—— O m——
Canal 4 co———— O ——

Figure V. 1: Capteur utilisé dans la valisette. La microfluidique est réalisée par un capot en PDMS
clampé par pression mécanique sur la surface du capteur.

Dans la valisette, le systéeme microfluidique n'est pas intégré au capteur. Un "capot"
microfluidique, identique dans son dessin a celui présenté au chapitre IV, donc présentant 4
canaux microfluidiques distincts, est utilisé. Il est clampé par pression mécanique sur le capteur
une fois que celui-ci est placé sur le prisme du banc optique a I'aide d'un liquide d’indice. Il est
réalisé en PDMS de 8 mm d’épaisseur pré-poinconné a 0,05 mm de diametre (pour former
I"entrée et la sortie des canaux microfluidiques) et pré-nettoyé a I'éthanol absolu dans un bain
a ultrasons, puis rincé a I'acétone. Huit férules (1 entrée et 1 sortie par canal) (0,025"DE x
0,013"Dl) sont implantées dans le capot PDMS et I'entrée de chaque canal est reliée a une
micro-pompe péristaltique de débit de I'ordre de 70 puL/min par un tubage fluidique en Tygon
23G (1/16" DE x 0,51mm DI) (Figure V. 1).

2 Les tests préliminaires (§ 1V.2.1) ont exclusivement utilisé des capteurs avec une couche de
35 nm d'or alors que les tests a base d’ADN spécifique au Zymoseptoria tritici (§ IV.2.2) ont
utilisé les deux types de capteurs (35 et 48 nm d'épaisseur pour le film d'or).
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V.1.3 Produits chimiques

Le tampon phosphate salin (PBS), utilisé comme milieu de référence et de dilution des
oligonucléotides a été obtenu. La molécule thiolée, 11-MUA (HS(CH2)10CO;H), réalisant la
monocouche utilisée pour le greffage des molécules sondes (schéma d'interaction anticorps-
antigene) a été obtenue de chez Santi-mannanes (IgM 5B2)a-Aldrich®.

Le N-Hydroxysuccinimide (NHS) (C4HsNOs) et le 1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]
carbodiimide hydrochloride (EDC) (CsH17Ns) utilisés pour I'activation et la stabilisation des
surfaces (schéma d'interaction anticorps-antigéne) ont respectivement été obtenus sous
forme solide chez TCl Europe et Thermo Scientific ™.

L'éthanolamine (NH,CH,CH,0H), utilisé pour la désactivation des sites de greffage n'ayant
pas réagi avec les molécules sondes (schéma d'interaction anticorps-antigéne) a été fourni par
les partenaires du C.H.U Lille.

Le DiThioTréitol (DTT) (C4H1002S;) utilisé pour la déprotection des monobrins d'ADN
thiolés par ruprure des liaisons disulfures formées entre un mercaptohexanol et I'ADN
(schéma d'interaction ADN-ADN) a été obtenu chez Euromedex.
'eau déionisée (EDI) a 18 MQ provient du laboratoire.

V.1.4 Molécules biologiques (ADN)

Avant d'entreprendre la détection du Zymoseptoria tritici, une étude préliminaire de
détection de monobrins d’oligonucléotides de 100 bases répétitives d’Adénine (analyte A100)
par des sondes monobrins de 100 bases de Thymine (sondes T100) a été effectuée. Une
séquence de 100 bases a été choisie car sa longueur correspond a celle de la séquence
spécifique déterminée pour la détection du Zymoseptoria tritici (cf. §V.2.3). Les résultats
obtenus en détection SPR devraient donc étre représentatifs de ceux qui pourraient étre
obtenus en détection de Zymoseptoria tritici.

V.1.4.1 Oligonuclétides Adénine et Thymine

Les oligonucléotides de synthése contenant 100 bases de thymine (T100) comme sondes
et leurs brins complémentaires de 100 bases d’adénine (A100) (Tableau V. 1) ont été obtenus
chez Eurogentec® a I'état lyophilisé>.

Echantillon Séquence ADN

Sonde 5 TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-

T100 TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-
TTT-TTT-T 3
Analyte 3" AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-
A100 AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-

AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-AAA-A'S

Tableau V. | : Monobrins ADN de synthese utilisés pour les tests préliminaires.

3 Des monobrins non-complémentaires de 50 bases d’'un mélange de Guanine (G) et Thymine (T) (GT50) ont aussi
été utilisés pour les tests d'appariement négatifs.
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Lors de la synthése, les sondes T100 ont été greffées avec un thiol (T100-SH) de maniére a
pouvoir étre utilisées directement pour la fonctionnalisation des capteurs. Néanmoins, le thiol
est protégé par un thio-alcane relié par un pont disulfure. Cette liaison disulfure doit étre cassée
afin de pouvoir utiliser le monobrin thiolé pour la fonctionnalisation. Ceci est réalisé en utilisant
un réactif, le DiThioThréitol (DTT), suivant le schéma présenté dans la Figure V. 2. Les
monobrins d’oligonucléotides T100-SH sont dilués dans de I'EDI a 100 uM comme indiqué par
le fournisseur. 60 pL d’oligonucléotides sont mis en solution avec 100 uL de DTT de
concentration 100 uM en préparant un mélange avec 350 uL d’EDI, et 1890 plL de PBS. Cette
solution est mélangée, puis gardée en réaction pendant une durée de 1 h pour étre finalement
filtrée sur des colonnes NAP-5 de GE Healthcare™. Les colonnes NAP-5 fonctionnent selon le
principe de chromatographie a exclusion de taille, les plus grandes molécules (I’ADN) sont
récupérées en premier lieu et les plus petites sont retenues plus longtemps dans la matrice
polymérique (Dextran). La solution récupérée (filtrat) a une concentration finale de [2,5 uM]
en T100-SH*.

Oligo
T100-SH

Ho
PS5 A sH
oH

S‘
disulfure| ¢

T-100-SH
déprotégé

OH

T-100-SH
protégé

Figure V. 2: Schéma du traitement de "déprotection" de I'ADN T100-SH par traitement au DTT.

Des aliquotes a 2,5 uM de A100 ont aussi été préparées par une solution de 350 plL d’eau
DI, 60 uL d’oligonucléotides A100 a 100 uM, et 1890 ulL de PBS pour les tests d’interaction
auxquels on rajoute 100 pL de DTT avant utilisation.

V.1.4.2 Oligonucléotides relatifs au Zymoseptoria tritici

L’ADN du Zymoseptoria tritici a été extrait et amplifié par PCR (partenaire CARAH) a partir
de préléevements d’air, de sol et de plante ainsi que d'échantillons provenant des travaux de
[1,2] en utilisant le kit d’extraction DNeasy® Powersoil® de chez Qiagen®. Les travaux bio-
informatiques, non publiés a ce jour, de A. Nirsha (partenaire CARAH) ont permis d'identifier

4 A noter qu'une solution de 350 uL d’eau DI, 60 L d’oligonucléotides, 100 uL de DTT et 490 ulL de PBS a aussi été
utilisée. Le protocole fournit alors un filtrat de concentration [6 uM] en T100-SH.
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une séquence nucléique spécifique (100 bases) au Zymoseptoria tritici. Ceci a permis d'obtenir
la synthese, par Eurogentec®, des deux brins complémentaires (Zymo et compl. Zymo-SH) de
cette séquence (Tableau V. ll). Identiguement au protocole présenté ci-dessus, les brins d’ADN
destinés a étre utilisés comme sonde au niveau du capteur (compl. Zymo-SH) ont subi une
modification thiol-C6 du coté 5’ de la chaine nucléotide, liaison qui est rompue a l'aide du
traitement DTT avant I'étape de fonctionnalisation du capteur.

Echantillon Séquence ADN

sonde 5”7 ATC-GAC-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-
PIVOIVOIOIIOIIOVIOVIOIIOIIOIVOICOICOIIOIIOCIE
XXX-XXX-GCG-C 3’

analyte 3" G-CGLC-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-XXX-
Zymo KXK-XXK-XXX-XXX-XXK-XXK-XKK-XXK-XKK XXX XXX XK XK -XXK-XX XXX -
XXX-GTC-GAT 5’
Tableau V. Il : Monobrins ADN de synthése relatifs au Zymoseptoria tritici.

compl Zymo-SH

V.1.5 Molécules biologiques (protéines)

La détection du pathogene Zymoseptoria tritici a aussi été réalisée a 'aide d’un systéme
interactionnel ligand-analyte de type anticorps-protéines. Les anticorps utilisés dans cette
étude font partie de la famille des immunoglobulines de type G, IgG. Il s’agit d’anticorps
polyclonaux d'origine animale, ils reconnaissent les protéines du zymospetoria tritici sans étre
totalement spécifiques a celui-ci. Nous les nommerons IgG-Zymo par la suite. Les anticorps ont
été produits chez Biotem. Pour ce faire, deux lapins blancs de Nouvelle-Zélande ont été
immunisés avec des spores de souches Zymoseptoria tritici suivant un protocole de 42 jours,
durant lesquels 4 injections ont été réalisées a0, )7, J14 et J29 (J, pour jour). A terme, les lapins
ont été exsanguinés et les anticorps ont été purifiés du sérum par chromatographie d’affinité
sur de la protéine A.

Les protéines "Zymo" ont été extraites (partenaire CHU Lille) aprés 21 jours d'incubation
(JPI21) de feuilles de blé infectées (partenaires CARAH et ISA). Les feuilles de blé ont été
découpées en petits morceaux, puis portées a ébullition dans un mélange d’'EDTA/Tampon Tris-
HCl a 50 mM et 100 mM respectivement, contenant du dodécylsulfate de sodium (SDS) 2% et
40 mM de B-mercaptoéthanol. La solution préparée a été centrifugée a 4500 tr/min pendant
10 min a 4 °C et les surnageants ont été dyalisés en utilisant une solution aqueuse de
bicarbonate d’'ammonium a 50 mM et lyophilisés pour récupérer les protéines sous forme de
poudre (partenaire CHU Lille). C'est ce lyophilisat qui sera utilisé comme base dans les
expérimentations du §V. 3.

Deux échantillons de protéines Zymo ont pu étre testés. Les protéines pures sont de type
glycoprotéines et ont une taille de 55 kDa. Tandis que le mélange multi-protéinique contient
des protéines de masse moléculaire élevée allant de 90 a 250 kDa.
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V.2 Meéthodes expérimentales: détection a base d'oligonucléotides

V.2.1 Préparation des capteurs

V.2.1.1 Fonctionnalisation de surface

Deux protocoles de fonctionnalisation ont été utilisés, le plus simple aboutissant a une
fonctionnalisation uniforme sur toute la surface du capteur et le second, un peu plus complexe
a mettre en ceuvre, puisqu'il fait appel a un systeme microfluidique, visant a assurer une
fonctionnalisation différente sur chacun des 4 canaux de mesure.

La fonctionnalisation de la surface des capteurs en ADN a été réalisée en se basant sur les
travaux de Hill et al. [3] ainsi que de Conde et al. [4]. Comme mentionnée plus haut, elle a été
effectuée de deux manieres différentes:

- soit en "pleine plaque", i.e. le capteur est fonctionnalisé uniformément sur toute sa surface,
- soit en "localisé" en utilisant les canaux microfluidiques, chaque canal pouvant alors étre
fonctionnalisé différemment.

La fonctionnalisation "pleine plaque" schématisée dans la Figure V. 3 est réalisée par
immersion compléte du capteur dans la solution. Le capteur, pré-nettoyé sous UV-Os pendant
30 minutes, est fonctionnalisé avec les sondes T100-SH ou compl. Zymo-SH en l'immergeant
durant 16 h, sans agitation (mode statique), dans une solution de tampon phosphate salin
(PBS) a une concentration de 170 mM et de pH= 8,1 contenant les oligonucléotides a une
concentration de 2,5 uM (cf. § IV.1.4). Il est ensuite rincé avec du PBS et de I'eau DI afin de
décrocher toutes les molécules n’ayant pas été chimisorbées a la surface.

Immersion
ﬁ
> 4 16 h AL
Capteur Au T100-SH ou compl. Capteur Au
Zymo-SH déprotégé fonctionnalisé en

[2,5uM] sondes

T e T

\ A ANV AN ANAN NN
y / 2h /
Capteur Au Mercaptohexanol Capteur Au
fonctionnalisé en (MCH [1mM]) fonctionnalisé en
T100 T100 "espacés”

Figure V. 3: Protocole de fonctionnalisation uniforme en T100-SH ou Zymo-SH. L'utilisation
d'un espaceur (MCH) (étapes du bas) n'a été effective que pour la fonctionnalisation en T100.
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Pour le test préliminaire (appariement T100-A100), les capteurs sont ensuite immergés
pour une durée de 2 h dans un bain de mercaptohexanol (MCH) a 1 mM, jouant le role de
molécule "espaceur".

Les capteurs sont ensuite stockés dans de I’eau DI jusqu’a utilisation. Les capteurs n'étant
pas utilisés directement aprés leur fonctionnalisation, nous les dénommerons, par la suite,
capteurs pré-fonctionnalisés.

Concernant la fonctionnalisation localisée (Figure V. 4), la surface du capteur subit
seulement le traitement a I’'UV-O3 pendant 30 minutes avant la séquence de fonctionnalisation.
Le capot PDMS est alors placé sur le capteur et permet d'injecter la solution de
fonctionnalisation, identique ou pas, sur chaque canal. Cette fonctionnalisation étant réalisée
juste avant les expérimentations de détection, on ne parle alors pas de pré-fonctionnalisation.

bassins

PDMS non-collé

A !

= / Fonctionnalisation
- + —_—

16 h

s’

Capteur Au
Fonctionnalisé
en sondes Zymo-SH
dans les 4 canaux

Compl. Zymo-SH
Capteur Au déprotégé
(2,5 uM]

Figure V. 4: Protocole de fonctionnalisation localisée en T100-SH ou compl. Zymo-SH.

La fonctionnalisation localisée a notamment été utilisée pour déterminer l'influence de la
concentration respective de molécules "actives" (T100-SH) et "espaceur" (MCH) sur I'efficacité
de la fonctionnalisation. Les solutions de fonctionnalisation sont ensuite injectées dans les
différents canaux microfluidiques suivant cette répartition:

Canal 1 : Solution tampon contenant des sondes T100-SH a 6 uM (cf. note 3 du § IV.1.4.1).
Canal 2 : Solution tampon contenant 4,5 uM de sondes T100-SH et 0,25 mM de MCH.

Canal 3 : Solution tampon contenant 3 uM de sondes T100-SH et 0,5 mM de MCH.

Canal 4 : Solution tampon contenant 1,5 uM de sondes T100-SH et 0,750 mM de MCH.
Lorsque les solutions de fonctionnalisation ont été injectées dans les canaux microfluidiques,
le dispositif est recouvert d’une lame de microscope pour éviter I'évaporation des solutions. Il
est laissé ainsi en réaction pendant environ 16 h, dans un mode de fonctionnalisation statique,
identiquement au protocole de fonctionnalisation "pleine plague".

Cette fonctionnalisation localisée permet aussi de valider la possibilité de fonctionnaliser
chaque canal indépendamment et donc de mener différents tests avec le méme capteur, ce
qui n'est pas possible avec une pré-fonctionnalisation uniforme ("pleine plaque").

V.2.1.2 Caractérisation des surfaces fonctionnalisées

Une caractérisation plus fouillée des surfaces des capteurs fonctionnalisés par compl.
Zymo-SH a été menée par différentes techniques d'analyse: mesure d’angle de contact,
imagerie (AFM), spectroscopie Raman et spectroscopie photoélectronique aux rayons X (XPS).
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V.2.1.2.1 Mesure d’angle de contact

Afin d’examiner le mouillage de la surface des capteurs suite au greffage des sondes
oligonucléotides compl. Zymo-SH, I'angle de contact formé par une gouttelette d’eau
déionisée de 2 plL avec cette surface a été mesuré en utilisant le méme équipement GBX
Digidrop que celui utilisé dans le Chapitre IV (cf. § IV.5.1). La Figure V. 5 montre les
photographies de la goutte déposée sur (i) la surface d’or vierge, I'angle de contact est alors
de I'ordre de 66°, (ii) cette méme surface apres traitement UV-Os, I'angle de contact est
inférieur a 5° et (iii) la surface fonctionnalisée (protocole "pleine plaque") par les sondes
Zymo-SH, il est alors de 40°. Cette derniéere valeur ainsi que la variation de I'angle de contact
indiqguent une modification de la mouillabilité de la surface par les monobrins d’ADN. Nos
résultats concordent avec ceux rapportés par Singh et al. [5]. Toutefois, le caractére
hydrophile d’une surface fonctionnalisée par de I'ADN dépend de la nature de
I'oligonucléotide, de la concentration des solutions d’immobilisation et du temps de
fonctionnalisation, c’est pourquoi d’autres valeurs d’angle de contact sur des surfaces d’Au
fonctionnalisées par des monobrins d'ADN peuvent étre rapportés [6—8].

Figure V. 5: Photographie d'une goutte d'eau dé-ionisée déposée sur des surfaces a.) d’Au nu, b.)
d’Au traité aux UV-0s, c.) d’Au fonctionnalisées par compl. Zymo-SH.

V.2.1.2.2 Spectroscopie vibrationnelle Raman

120
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Figure V. 6: Spectre RAMAN de la surface du capteur greffée en oligonucléotide thiolé.
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La Figure V. 6 présente le spectre Raman brut d'une surface greffée avec I'oligonucléotide
compl. Zymo-SH via la liaison Au-S.

Il présente deux pics distincts, le premier a 282 cm™ correspondant aux vibrations d’élongation
de la liaison v-Au-S qui témoigne du greffage de I'oligonucléotide thiolé par chimisorption et le
second a 710 cm™ correspondant aux vibrations d’élongations symétriques de la liaison vs-C-S
présente dans le bas de I'ossature de la molécule Zymo-SH tel que montré en Figure V. 6 [9—
11]. Ce résultat confirme bien la liaison de I'oligonucléotide thiolé en surface du capteur.

V.2.1.2.3 Spectroscopie photoélectronique aux rayons X (XPS)

Le greffage des monobrins d’ADN thiolés (compl. Zymo-SH) a aussi été confirmé par
spectroscopie de photoélectrons X (XPS), sur un équipement de type Physical Electronics
5600. La Figure V. 7 montre le spectre XPS d’une surface d’Au fonctionnalisée par des
monobrins compl. Zymo-SH. Il a d'abord été possible d’identifier les pics caractéristiques des
niveaux de coeur 4f, 4d et 4p de l'or (constituant la surface de notre capteur) situés
respectivement a 84, 334 et 346 eV. L'immobilisation de I'oligonucléotide thiolé a été
confirmée par la présence des pics caractéristiques de S 2p, C 1s, N 1s et O 1s présents a 162,
227,286, 400 et 533 eV respectivement, éléments qui sont présents dans 'ossature de I’ADN.

T T T T
1.6x10° 4| Zymo-SH SAM

Audf
1.4x10°

1.2x10°

1.0x10° ]
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Figure V. 7: Spectre XPS de la surface d’Au fonctionnalisée par I'oligonucléotide thiolé compl. Zymo-SH.

La Figure V. 8.a. présente le spectre XPS a haute résolution des niveaux électroniques 4f de I'or
(Au 4f). Il présente deux pics asymétriques a 84 et 88 eV correspondant aux composantes Au
4f7/, et Au 4fs),, la position de ces deux pics indigque que I'état de surface d’or est oxydé suite
au greffage du compl. Zymo-SH [12].
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Figure V. 8: Spectres XPS & haute résolution de: a. Au 4f, b. S 2p, c. du C1s, d. N 1s, et O 1s.

Le spectre a haute résolution des niveaux électroniques 2p du soufre (S 2p) est présenté dans
la Figure V. 8.b., 'enveloppe spectrale montre une allure complexe a cing composantes qui
peuvent étre classées en deux catégories. La premiere formée d’un triplet, elle concerne les
molécules thiolées greffées a la surface d’or, dont deux pics sont assignés aux niveaux de cceur
S 2p3; et S 2pi12 du soufre lié a la surface d’or (S-Au) positionnés a 162 et 163 eV,
respectivement, tandis que le pic a 161 eV correspondant au S 2ps/; est trés discuté. En effet,
la présence du pic a ~161 eV dans un spectre a haute résolution du S 2p est souvent liée a

I’adsorption atomique du soufre sur une surface d’or soit par la présence de soufre sous forme
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d’impuretés soit suite au clivage de la liaison C-S des molécules thiolées. Toutefois, nous
écartons ces deux hypotheéses car |'oligonucléotide utilisé est hautement pur; de plus, la
cassure de la liaison C-S n’a lieu que dans des conditions extrémes (recuit a haute température,
irradiations aux UV ou plasma...) [13—17]. L'explication qui nous semble la plus plausible, basée
sur des études théoriques et expérimentales, a été avancée par Jia et al. [18,19] qui justifient
I"apparition de ce pic a 161 eV par la présence de défauts structurels sur la surface d’or ou
plutdt a la formation de la liaison Au-S sur un site surélevé de la surface. Quant a la deuxieme
catégorie, elle est composée d’un doublet a 163,3 eV et a 164 eV attribué a I'énergie de liaison
S-C S2pss2 et S2p1/2 correspondants aux thiols physisorbés a la surface [20,21].

La Figure V. 8.c. montre le spectre a haute résolution des pics C 1s (niveaux électroniques
1s du carbone), leur déconvolution montre qu’il existe plusieurs environnements chimiques du
carbone. En effet, les pics positionnés a 284,8 ; 285,1 ; 285,85 ; 285,5 ; 286,15 ; 287,2 et 288,65
eV peuvent étre attribués aux composantes C-C, C=C, C-S, C-N, C=N, C-O, C=0 respectivement
du Cls présentes dans I'ossature de I'oligonucléotide compl. Zymo-SH.

La Figure V. 8d. représente le spectre a haute résolution du N 1s a ~400 eV, la déconvolution
du pic indigue la présence de deux composantes dont les pics sont positionnés a 400,13 et
400,70 eV typiques/spécifiques aux amines présents dans la structure de ’ADN (N-C et N=C)
[22-24].

Quant au spectre a haute résolution du O 1s montré dans la Figure V.8.e. a ~530 eV, il présente
trois composantes dont les pics sont a 532,32, 532,83 et 533,27 eV qui sont attribués a
I’oxygéne lié au carbone O-C, O=C et a I'oxygéne lié au groupement phosphate, respectivement
(P=0/P-0-) [25—-29]. Cette derniére composante indique la présence de phosphate a la surface,
qui est un élément important dans la constitution de I’ADN. Toutefois, le spectre a haute
résolution du P 2p n’a pu étre obtenu, car il nécessite un temps d’acquisition beaucoup plus
long.

V.2.1.2.4 Microscopie a Force Atomique

L'imagerie par microscopie par force atomique a été réalisée a I'aide d'un équipement du

type Nanoscope Dimension 3100 de Digital Instruments en mode sans-contact avec une
vélocité de 1 um/s sur des surfaces de silicium polies métallisées avec de lor, puis
fonctionnalisées.
La surface d’Au nu (Figure V. 9.a.) présente une rugosité de 'ordre de 2,91 nm notamment
due a la présence d'impuretés sur la surface d’or. En sélectionnant une surface plus petite
(Figure V. 9.b.) et sans impuretés, la rugosité est de 2,63 nm. Il est difficile a ce stade de savoir
si cela est lié a la rugosité initiale du substrat silicium ou a celle du dépdt métallique; c'est
trés probablement une conjonction des deux. A I'opposé, la surface d’or fonctionnalisée avec
les sondes Zymo-SH (Figure V. 9.c.) présente une rugosité moindre, de I'ordre de 0,96 nm avec
I'apparition d’'une phase continue qui correspondrait a une monocouche organique auto-
assemblée bien organisée et continue. Cependant, cette constatation ne concorde pas avec
celle d'études publiées montrant que la formation d’une monocouche auto-assemblée sur une
surface d’or a faible rugosité résulte en une surface de rugosité supérieure [30,6,31]. Nos
résultats semblent plutdt indiquer que la monocouche Zymo-SH formée
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viendrait, par son agencement, planariser la surface en la transformant ainsi en une surface
beaucoup moins rugueuse. Toutefois, les images AFM collectées sont semblables a celles
présentées dans I'étude de Pomales et al. [32] dans laquelle une SAM d’ADN thiolé a été
déposée sur une surface d’or.

68 nm
20 nm

0nm

9.9 nm

0.0 nm

Figure V. 9: Images AFM de : a) surface d'Au vierge b) partie de surface d’Au vierge, c) surface
d'Au fonctionnalisée au Zymo-SH.

V.2.1.2.5 Voltampérométrie cyclique

La voltampérométrie cyclique (CV) nous a permis de vérifier la fonctionnalisation de surface
par méthode électrochimique en utilisant le potentiostat PalmSens Sensit Smart®, équipé
d’électrodes électrochimiques sérigraphiées BVT-AC1. Ces derniéres sont dotées d'une
électrode de référence en Ag et d’une électrode de travail en Au dont le diameétre est de 2 mm.

Les mesures CV ont été effectuées dans du PBS a 10 mM, avant et aprés
immobilisation des sondes compl. Zymo-SH, sur une gamme de tension de [-1 V — 0,6 V] avec
une vitesse de balayage de 100 mV/s. L'électrode de travail en or permet d'utiliser le méme
protocole de greffage de I'oligonucléotide thiolé que celui utilisé pour les capteurs.
La Figure V. 10 montre les voltammogrammes cycliques obtenus sur une surface d'électrode
BVT-AC1 fonctionnalisée avec de ’ADN compl. Zymo-SH. On constate que les pics du cycle

redox sont moins marqués apres immobilisation du monobrin ADN sonde (compl. Zymo-
SH) et encore moins apres hybridation du monobrin complémentaire (Zymo). Cette chute de
la conductivité est due a la formation de la monocouche organique, qui aprés appariement
des deux brins d’ADN, est devenue plus importante. Plus précisément, les brins d’ADN
immobilisés et hybridés empéchent le transfert d’électrons a la surface de I’électrode [33—-37].
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Figure V. 10: Voltammogrammes d'une surface d’or, seule (noir), fonctionnalisée en sondes
(compl. Zymo-SH) (rouge) et apreés I’hybridation avec le monobrin Zymo (bleu).

L'ensemble de ces caractérisations valident bien le greffage
de la sonde compl. Zymo-SH a la surface du capteur.

V.2.2 Tests d'appariement préliminaires : séquences Adénine et Thymine

V.2.2.1 Interaction en mode statique et dynamique (fonctionnalisation uniforme)

Cette expérimentation a eu pour but de déterminer si le mode statique (quantité figée
d'analytes) ou dynamique (flux continu d'analytes) de I'interaction influait sur son résultat.
Le capteur pré-fonctionnalisé (cf. §V.2.1.1 et Figure V. 3) a été testé en utilisant un analyte
contenant une solution de brins d’oligonucléotides complémentaires A100 injectée sur les
canaux 2 et 3. Le canal 1 n'est pas utilisé et le canal 4 sert de référence par injection du tampon
PBS seul (Figure V. 11).

* Composition de surface * Analyte injecté
Canal 1:T100-5H 2,5 M + MCH 1mMM  se—- - Canal 1 : condamné
Canal 2 : T100-SH 2,5 uM + MCH 1mM  se—— m—p- Canal 2 : A100 en statique [2,5 uM]
Canal 3 : TL00-SH 2,5 M + MCH 1mM el st Canal 3 : A100 en dynamique [2,5 pM]
Canal 4 : T100-SH 2,5 UM + MCH 1mM  se—- m—)p- Canal 4: PBS [170 mM)] (référence)

Figure V. 11: Fonctionnalisation uniforme: Schéma récapitulatif indiquant la fonctionnalisation de
surface et I'analyte utilisé pour chaque canal.
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La Figure V. 12 illustre les sensorgrammes d’appariement des sondes T100 avec les analytes

A100 en mode statique (canal 2) et dynamique (canal 3) ainsi que celui de la référence PBS

(canal 4). L'expérimentation a été menée en trois étapes:

- pendant 10 minutes: injection de PBS ([170 mM], pH=8,1) en flux dynamique continu dans

les trois canaux pour obtenir une ligne de base correcte et vérifier la stabilité de la

réponse.

- pendant environ 2h15: injection d'une solution de tampon phosphate salin (PBS) a une

concentration de 170 mM et de pH= 8,1 contenant les oligonucléotides A100 a une

concentration de 2,5 uM dans les canaux 2 et 3, alors que le canal 4 reste alimenté par

le PBS, correspondant au test positif statique, au test positif dynamique et au test de

référence, respectivement.

» la pompe du canal 2 est stoppée environ a 18 minutes aprés le début de

I'injection pour étudier la différence entre I'interaction moléculaire en statique

et en dynamique.

- fin de cycle (> 30 minutes): réinjection du PBS dans les canaux 2 et 3 afin d'éliminer les

brins d’ADN n’ayant pas réagi avec les sondes et ainsi n'obtenir la réponse liée aux

seules interactions. Le canal 4 est remis en mode dynamique.

Injection PBS Injection PBS

yn‘aLn.ique.: dynamique

d
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Figure V. 12: Sensorgrammes de l'interaction des sondes T100-SH avec les monobrins
complémentaires A100: en mode statique, en mode dynamique et référence PBS.

Dans les canaux 2 et 3, I'injection de la solution contenant les oligonucléotides A100 induit

une augmentation de la réponse quasi-instantanée de l'ordre de 140 RU et 190 RU,

respectivement. En fin de période d'interaction la réponse atteint 1200 RU et 430 RU pour,
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respectivement, l'interaction en mode statique (canal 2) et dynamique (canal 3). Le
sensorgramme du canal 4 (référence) montre clairement une dérive de la réponse pendant ces
quelques 2 heures de fonctionnement, dérive qui alors peut aussi s'identifier sur les canaux 2
et 3. Aprées la période d'interaction, i.e. en début de séquence de ringage, la réponse se stabilise
plus ou moins a 250 RU et 230 RU respectivement sur les canaux 2 et 3. Ce niveau correspond
alors a la valeur représentative de la quantité de monobrins A100 appariés avec les sondes
T100.

La Figure V. 13 résume ces résultats sous forme d’histogramme. On peut en déduire que le
mode d'interaction statique ou dynamique n'influe pas réellement le résultat final, la variation
observée étant de 21 RU, qui est inférieure a la résolution du systeme (25 RU, cf. Tableau lII.
).

Ce test préliminaire sur le couple T100-A100 a permis de vérifier que 'appariement de deux
monobrins d’ADN complémentaires de longueur modérée (100 paires de bases, environ 62
kDa) peut étre mesuré avec la valisette. De plus, la comparaison de deux modes d’interaction,
en statique et en dynamique, a montré que les résultats obtenus étaient identiques. La dérive
observée pourrait étre due a un effet mécanique généré par les pompes péristaltiques qui
modifierait trés légerement le positionnement du prisme de couplage vis a vis du faisceau
d'entrée ou, plus probablement, a un effet thermique ambiant, le systéme n'étant pas régulé
en température.

Canal 2 Canal 3

250
200
150

100

Réponse plasmonique (RU)

50

T100SH-A100 statique T100SH-A100 dynamique

Figure V. 13: Réponse comparative obtenue en mode statique (canal 2) et en mode dynamique
(canal 3) sur l'interaction T100-A100.

V.2.2.2 Spécificité de l'interaction et densité des sondes (fonctionnalisation localisée)

V.2.2.2.1 Spécificité de I'interaction et influence de la densité des sondes (1)

Une premiere expérimentation a été menée pour tester simultanément la spécificité de
I'interaction et l'influence de la densité des sondes. Etant donné les résultats obtenus au
paragraphe précédent, l'interaction a été faite en mode statique, ce qui a l'avantage de
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minimiser la quantité d'analyte nécessaire. Afin de tester I'influence de la densité de sondes,
une fonctionnalisation localisée a été réalisée sur les capteurs.

Le canal 1 regoit une concentration maximale en sonde T100 et recevra un analyte
composé de monobrins non-complémentaires GT50. La concentration maximale en T100 sur
ce canal a pour but de maximiser toute interaction T100-GT50. La concentration en T100 sur
les autres canaux est dégressive et servira a discerner la potentielle influence de la
concentration de sondes sur la réponse. Le canal 3 servira dans ce test de canal de référence
(analyte PBS).

La fonctionnalisation de chaque canal ainsi que I'analyte y étant injecté sont reportés sur
la Figure V. 14 (a noter que la concentration maximale de sondes T100-SH est ici de 6 uM, elle
était de 2,5 UM dans I'expérimentation du paragraphe précédent).

Composition de surface + Analyte injecté
Canal 1: 6 M T100-SH s———— s Canal 1 : Non-complémentaire (GT-50) a 2,5 uM
Canal 2: 4,5 UM T100-SH + 0,25 MM MCH s— s Canal 2 : A100 en statique & 2,5 pM
Canal 3: 3 uM T100-SH + 0,5 MM MCH s > Canal 3 : PBS (référence)
Canal 4: 1,5 pM T100-SH + 0,75 mM MCH —> _—> Canal 4: A100 en statique a 2,5 pM

Figure V. 14: Fonctionnalisation localisée: schéma récapitulatif indiquant la fonctionnalisation de
surface et I'analyte utilisés pour chaque canal.

La Figure V. 15 illustre les sensorgrammes d’appariement des sondes T100 avec les analytes
GT 50 (canal 1), A100 (canal 2 et 4 avec concentration différente de sondes) et référence PBS
(canal 3). L'expérimentation a été menée en cing étapes, en mode statique sur tous les canaux:
- pendant 13 minutes: Injection de PBS ([170 mM], pH= 8,1) en flux continu dans les quatre
canaux microfluidiques pour obtenir une ligne de base correcte et vérifier la stabilité de la
réponse.
- pendant 1h20: Injection d’une quantité suffisante du non-complément GT50 de
concentration 2,5 uM dans le canal 1, du complément oligonucléotide A100 2,5 uM dans les
canaux 2 et 4 et du PBS dans le canal 3.

» les quatre pompes sont stoppées environ 3 minutes apres le début de
I'injection L'expérimentation continue en mode statique.

- pendant 30 minutes: Réinjection du PBS dans tous les canaux pour procéder au ringage des
surfaces afin d’éliminer les brins d’ADN ne s'étant pas appariés.
- apres ces 30 minutes: Arrét des pompes dans le but de vérifier I'évolution de la réponse, en
mode statique sans interaction biologique.
- fin de cycle (environ 10 minutes): Redémarrage des pompes pour vérifier le comportement
de la réponse en mode dynamique sans interaction biologique.
L’injection de l'analyte contenant les oligonucléotides complémentaires de type A100 induit
une augmentation quasi-instantanée de la réponse de 'ordre de, respectivement, 580 et 530
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RU au niveau des canaux 2 (fonctionnalisé avec une solution a 4,5 uM T100-0,25 mM MCH) et
4 (fonctionnalisé avec une solution a 1,5 uM T100-0,75 mM MCH). Une diminution du signal de
I'ordre de 100 RU est observée au niveau du canal 1, dans lequel I'analyte non-complémentaire
(GT50) a été injecté. Cette variation négative de la réponse pourrait étre liée a un indice de
réfraction plus faible de la solution contenant les analytes GT50 a 2,5 uM par rapport a celui du
PBS référence a 170 mM. Lors du passage en mode statique, la réponse a continué d’augmenter
sous forme de dérive dans les quatre canaux microfluidiques jusqu’a atteindre 200 RU, 910 RU,
380 RU et 930 RU, pour les canaux 1 (GT50), 2 (4,5 uM T100-SH), 3 (PBS) et 4 (1,5 uM T100-
SH), respectivement. Comme mentionné précédemment, la valisette n'incorporant pas de
contréle de température, cette dérive serait majoritairement liée a I'échauffement de la zone
de mesure généré notamment par son éclairement continu par le faisceau optique [38] et par
la thermique engendrée par la source blanche. Dés I'injection du PBS destiné au ringage des
zones d'interaction, une chute de la réponse a 500 RU et 460 RU, respectivement dans les
canaux 2 et 4, est observée. Ces valeurs correspondent a I'équivalent de la quantité réelle de
molécules analytes A100 appariées avec les sondes T100. La diminution de la concentration de
sondes T100 dans le canal 4 n'a pas modifié drastiqguement la réponse, étant donnée la
résolution de la mesure (25 RU). La réponse des canaux 1 (GT50) et 3 (référence PBS), dans
lesquels aucune interaction n’a eu lieu, reviennent presque au méme niveau initial. Dés le
nouvel arrét des pompes péristaltiques, la dérive de la réponse, jusqu'alors quasiment plate
depuis leur remise en route, reprend. Ce phénomene confirmerait bien la dérive en
température du milieu de mesure en mode statique. Cette dérive, principalement liée a la
température serait trés fortement minimisée en mode dynamique par la stabilisation en
température liée au flux continu d'analyte.

PBS Analyte Analyte | PBS | PBS | PBS
dynamique dynamique statique I dynamique I statique I dynamique
1000_H|0: >¢ >¢ 1 >
1 | I | I
900 4 11 | I

] 11 —— Canal 1 (6 pM T100-GT50)
3 8004 11 —— Canal 2 (4,5 pM T100-A100)
o 1 —— Canal 3 (référence PBS)
o 700 + (| I} |—— Canal 4 (1,5 uM T100-A100)
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Figure V. 15: Sensorgrammes: spécificité de I'appariement (canal 1) et influence de la densité de
sondes T100 (canaux 2 et 4).
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RU au niveau des canaux 2 (fonctionnalisé avec une solution a 75% T100-25% MCH) et 4
(fonctionnalisé avec une solution a 25% T100-75% MCH). Une diminution du signal de I'ordre
de 100 RU est observée au niveau du canal 1, dans lequel I'analyte non-complémentaire (GT50)
a été injecté. Cette variation négative de la réponse pourrait étre liée a un indice de réfraction
plus faible de la solution contenant les analytes GT50 a 2,5 uM par rapport a celui du PBS
référence a 170 mM. Lors du passage en mode statique, la réponse a continué d’augmenter
sous forme de dérive dans les quatre canaux microfluidiques jusqu’a atteindre 200 RU, 910 RU,
380 RU et 930 RU, pour les canaux 1 (GT50), 2 (75% T100-SH), 3 (PBS) et 4 (25% T100-SH),
respectivement. Comme mentionné précédemment, la valisette n'incorporant pas de contréle
de température, cette dérive serait majoritairement liée a I'échauffement de la zone de mesure
généré notamment par son éclairement continu par le faisceau optique [38] et par la thermique
engendrée par la source blanche. Dés l'injection du PBS destiné au ringcage des zones
d'interaction, une chute de la réponse a 500 RU et 460 RU, respectivement dans les canaux 2
et 4, est observée. Ces valeurs correspondent a I'équivalent de la quantité réelle de molécules
analytes A100 appariées avec les sondes T100. La diminution de la concentration de sondes
T100 dans le canal 4 n'a pas modifié drastiquement la réponse, étant donnée la résolution de
la mesure (25 RU). La réponse des canaux 1 (GT50) et 3 (référence PBS), dans lesquels aucune
interaction n’a eu lieu, reviennent presque au méme niveau initial. Dés le nouvel arrét des
pompes péristaltiques, la dérive de la réponse, jusqu'alors quasiment plate depuis leur remise
en route, reprend. Ce phénomeéne confirmerait bien la dérive en température du milieu de
mesure en mode statique. Cette dérive, principalement liée a la température serait tres
fortement minimisée en mode dynamique par la stabilisation en température liée au flux
continu d'analyte.

%

Figure V. 15: Sensorgrammes: spécificité de I'appariement (canal 1) et influence de la densité de
sondes T100 (canaux 2 et 4).
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La non-interaction T100-GT50 a donc été validée et une expérimentation complémentaire
est menée sur l'influence de la concentration en sondes sur la réponse.

V.2.2.2.2 Influence de la densité des sondes (2)

Dans l'expérimentation précédente, les canaux 2 et 4 ont été utilisés pour l'interaction
sondes-analytes. Le canal 1 n'a pas réagi et le canal 3 a servi de référence, ces deux canaux, a
priori, vierges de toutes interactions, vont donc étre utilisés ici pour un second test afin de
déterminer quelle configuration de chimie de surface serait optimale pour la meilleure
interaction T100 /A100. La fonctionnalisation de chaque canal du capteur est doncidentique a
celle du paragraphe précédent et seule I'analyte A100 est injecté dans les canaux 1 et 3 (Figure
V. 16).

+ Composition de surface * Analyte injecté
Canal 1: 6 UM T100-SH se——— ——]p Canal 1 : A100 en statique & 2,5 uM
Canal 2: 4,5 yM T100-SH + 0,25 mM MCH _> _> Canal 2 : PBS (référence)
Canal 3: 3 yM T100-SH + 0, 5 mM MCH _> _> Canal 3 : A100 en statique a 2,5 yM
Canal 4: 1,5 uM T100-SH + 0,75 mM MCH _> _> Canal 4: PBS (référence)

Figure V. 16: Répartition des analytes pour le test complémentaire sur l'influence de la concentration
en sondes T100.

La Figure V. 17 illustre les sensorgrammes d’appariement des sondes T100 avec les analytes
A100 (canaux 1 et 3 avec concentration différente de sondes) et les références PBS (canaux 2
et 4). L'expérimentation a été ici ramenée sur trois étapes, identiquement a celle du § 1V.2.1.2,
en mode statique sur tous les canaux:

1- - pendant 15 minutes: Injection du PBS (170 mM, pH= 8,1) en flux dynamique continu
dans les quatre canaux microfluidiques pour obtenir une ligne de base correcte et
vérifier la stabilité du signal plasmonique.

2- - pendant 55 minutes: Injection d'une quantité suffisante du complément
oligonucléotide A100 a 2,5 uM dans les canaux 1 et 3 et de PBS dans les canaux 2 et 4.

» les quatre pompes sont stoppées environ 3 minutes apres le début de
I'injection et I'expérimentation continue en mode statique.
- fin de cycle (15 minutes): Réinjection du PBS en flux continu dans les quatre canaux afin
d’éliminer les brins d’ADN ne s'étant pas appariés.

L’injection d’une solution contenant les oligonucléotides complémentaires de types A100
de concentration de 2,5 uM au niveau des canaux microfluidiques 1 (6 uM T100) et 3 (3 uM
T100) induit une augmentation de la réponse quasi-instantanée de |'ordre de 520 RU et 250
RU respectivement. Identiguement au test précédent, aprés |'arrét des pompes, le signal a
continué d’augmenter durant 55 min environ sous forme de dérive dans les quatre canaux
microfluidiques jusqu’a atteindre environ 600 RU et 400 RU pour les canaux 1 et 3,
respectivement. Les canaux références (canaux 2 et 4) ont atteint quant a eux 110 RU et 460
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RU, respectivement, avec un comportement différent, notamment pour le canal 4 dont la
réponse semble diverger. Lors du rincage sous flux de PBS, la réponse des canaux 1 et 3 chute
a 510 RU et 250 RU, respectivement, pour se stabiliser ensuite. La réponse des canaux 2 et 4,
dans lesquels aucune interaction n'a eu lieu, est quant a elle revenue au niveau initial malgré
un comportement différent lors de I'expérimentation.

Injection PBS Injection analyte Injection analyte Injection PBS
dynamique dynamique statique dynamique
| g >|< .
700

Canal 1 (6 uM T100-A100) I
Canal 2 PBS (référence PBS)
Canal 3 (3 uM T100-A100)

Canal 4 PBS (référence PBS)

600

500
400 -
300

200

Réponse plasmonique (RU)

100

Temps (min)

Figure V. 17: Sensorgrammes: influence de la densité de sondes T100 (canaux 1 et 3).

V.2.2.3 Conclusion sur les tests d'appariement T100-A100 sur la valisette

Cette étude a permis:

- de valider |la détection de I'appariement de monobrins d’ADN complémentaires T100 - A100,
- de constater qu'un mode statique ou dynamique de présentation de I'analyte donnait le
méme résultat (§ V.2.2.1).

- d’évaluer différentes configurations de chimie de surface en essayant de structurer la surface
fonctionnalisée par |'utilisation d'une molécule espaceur, le mercaptohexanol (MCH).

La Figure V. 18 résume les résultats obtenus (§ V.2.2.2) en variant les proportions de sondes
T100 et de molécules "espaceur". Hormis la réponse incohérente d'un canal, I'amplitude de la
réponse diminue avec la proportion de sondes dans la solution de fonctionnalisation mais cette
diminution est contenue puisqu'une baisse de l'ordre de 10% est enregistrée pour une
concentration en sondes T100 réduite d'un facteur 4. Une analyse plus fine permettrait
éventuellement de déterminer le rapport de concentration sonde-espaceur optimal
permettant de conserver une réponse maximale tout en diminuant la concentration en sondes,
donc le co(t, de la fonctionnalisation.
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Figure V. 18: Réponses obtenues apreés ringage et stabilisation du signal pour les différentes
configurations de chimie de surface (pourcentage sonde T100 - espaceur MCH).

De ce fait, une fonctionnalisation de surface covalente a 6 uM de T100-SH nous a permis
de détecter une quantité de monobrins complémentaires équivalents a 510 RU alors que des
surfaces recouvertes avec 4,5, 3 et 1,5 uM de sondes nous ont permis de détecter
I’équivalent de 490, 250 et 460 RU respectivement.

D’apres ces résultats, on constate que |'utilisation d'une molécule "espaceur" a permis de
détecter plus de quantité d’analytes par rapport a la quantité de sondes immobilisées. Son
utilité est donc a considérer et a revérifier.

La réponse du canal 3 ne suit pas celles des autres canaux mais reste cohérente en soi, i.e.
I'amplitude de la réponse aprés |'étape de rincage des canaux au PBS est de |'ordre de celle
obtenue dés I'injection de I'analyte.

Au-dela de ces constatations, nous avons pu observer, sur l'ensemble des
expérimentations, que la concentration d’analytes utilisée, a savoir de I'ordre de 2,5 uM est
trop élevée pour pouvoir suivre la cinétique d’interaction. La réponse "grimpe" immédiatement
lors de I'injection de I'analyte a un niveau qui correspond a celui obtenu, in fine, aprés rincage
de la zone d'analyse. Il apparaitrait donc que l'appariement des monobrins d'ADN soit, dans ces
conditions, quasi immédiat et que la réponse obtenue lors des différents temps de réaction ne
soit en fait que la dérive de ce signal tres probablement liée aux effets thermiques inhérents a
la technique de mesure et a I'environnement de la zone de mesure dans la valisette.

V.2.3 Détection de Zymoseptoria tritici

Il est a noter que le post-traitement des données au niveau de la valisette a été amélioré
entre les expérimentations reportées jusqu'ici et celles qui vont suivre. Ces améliorations
portent majoritairement sur le traitement des données brutes et plus directement sur la
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minimisation du bruit relatif a la mesure. La sensibilité donnée en Chapitre Il n'est pas impactée.
En revanche, la résolution ainsi que la limite de détection du systeme ont été améliorées sans
que l'on ait pour autant relancé I'ensemble du protocole de calibration.

V.2.3.1 Sensibilité de détection

V.2.3.1.1 Injection cyclique d'analyte de concentration identique

Un capteur pré-fonctionnalisé (cf. § IV.2.1.1) a été utilisé. Trois canaux ont été utilisés et
ont suivi le méme protocole d'interaction. L'expérimentation est réalisée sur sept phases
(sensorgrammes correspondants en Figure V. 19), en mode dynamique, en alternant I'injection
de PBS et de solution contenant le nucléotide Zymo a une concentration de 500 nM. -
pendant 5 minutes: Injection de PBS ([170 mM], pH= 8,1) permettant I'acquisition de la ligne
de base et d'en vérifier la stabilité.

- pendant 10 minutes: Injection de la solution contenant I'oligonucléotide Zymo
- pendant 5 minutes: ringage par injection de PBS

- pendant 10 minutes: Injection de la solution contenant I'oligonucléotide Zymo
- pendant 5 minutes: ringage par injection de PBS

- pendant 15 minutes: Injection de la solution contenant I'oligonucléotide Zymo
- fin de cycle: ringage par injection de PBS

PBS Zymo PBS Zzymo  PBS Zymo PBS
400 0,5uM 0,5uM 0.5uM
350
=) 3333
s i
g 250 | 33
2 o0 | I
2 200 | L
o
o 150
2 "
2 100 - o
‘O
i 50 zéggggz/ Efziggﬁ/ —~ Canal 1
bl —— Canal 2
0 |n~f —— Canal 3
0 I 500 I 1000 I 1500 I 2000 2500 3000 3500
Temps (s)

Figure V. 19: Sensorgrammes relatifs a la détection de I'oligonucléotide Zymo (injections de
concentrations identiques).

L’injection de la solution contenant les oligonucléotides Zymo a immédiatement conduit a
une augmentation de la réponse a 120, 190 et 250 RU pour les canaux 1, 2 et 3
respectivement. Une modification inexpliquée des parametres expérimentaux (observation
d'une courbe de réponse plasmonique déformée) sur cette premiere période d'injection
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a conduit a I'obtention d'un sensorgramme peu exploitable. Le ringcage de la surface avec le
tampon PBS a entrainé le retrait des brins d’ADN Zymo physisorbés ou n’ayant pas réagi
spécifiguement avec les sondes, ce qui se manifeste par une baisse et stabilisation de la
réponse a 130 RU pour le canal 1 et 110 RU pour les canaux 2 et 3 bien que leur
comportement durant la phase d'interaction ait été différent. Les deuxiéme et troisieme
injections d’analyte contenant les oligonucléotides n'ont pas permis de détecter davantage
d'appariements. En effet, la réponse obtenue aprés les rincages respectifs est au méme
niveau, a la résolution du systéme pres, qu'avant injection (la réponse des canaux 1 et 2 est
exceptionnellement stable), ce qui signifierait qu'aucune sonde ne soit encore disponible pour
I'appariement, et que la surface aurait été saturée des la premiere injection. Par ailleurs,
I'augmentation de la réponse observée pendant les second et troisieme cycles d'injection
d'analyte Zymo ne serait alors pas relative a une interaction biologique, mais plutét a la
modification globale du milieu sondé (PBS -> PBS + Zymo), et en particulier de son indice
optique. N'oublions pas en effet que la profondeur "d'interrogation" du milieu par l'onde
plasmonique est largement plus importante que les quelques dizaines de nanometres
concernés par la fonctionnalisation et que la réponse représente, en plus de la variation
d'indice apportée en surface par 'appariement des nucléotides, celle apportée par le fluide
porteur. Les différences d'amplitude observées (de I'ordre d'une trentaine de RU) entre les
trois sensorgrammes restent dans la gamme de valeur de la résolution estimée du systeme
lors de la phase de calibration (cf. § 111.1.32 et Tableau IIL11).

De méme, ces différences pourraient aussi étre reliées a un angle d'injection légerement
différent d'un canal a l'autre (réglage optique au sein de la valisette). Nous avons en effet
observé lors des expériences que cette variation d'angle d'incidence peut étre causée par le
systeme de clampage mécanique du systeme microfluidique sur le capteur.

V.2.3.1.2 Injection cyclique d'analyte de concentration différente

Une seconde expérimentation a été menée en utilisant un capteur pré-fonctionnalisé
identique a celui de l'expérimentation précédente. Les 3 canaux ont aussi suivi le méme
protocole. Les sensorgrammes résultants sont présentés dans la Figure V. 20.a.

L'expérimentation s'est déroulée, toujours en mode dynamique, par une succession
d'injections de solutions contenant le nucléotide Zymo (pendant 5 minutes) et de rincage
(pendant 3 minutes) mais cette fois-ci en utilisant des concentrations croissantes en
nucléotides: 0,5 uM, 1 uM, 1,5 uM, 2 uM, 2,5 uM et 5uM. L'utilisation d’un gradient de
concentrations a pour but de vérifier la saturation de la surface, c’est-a-dire, de quantifier la
quantité maximale d'analyte Zymo détectable par une surface fonctionnalisée a 2,5 uM de
sondes compl. Zymo. Comme on peut en juger, la durée des différentes phases, 13 en
I'occurrence, a encore été réduite par rapport a celle des expérimentations précédentes.

Un comportement identique a celui observé lors des deuxieme et troisieme injections
d’analyte de l'expérimentation précédente est observé, i.e. une montée brusque de la réponse
des l'injection, suivie d'un plateau relativement stable durant l'injection et une diminution et
stabilisation de la réponse des le rincage et ceci pour chaqgue concentration injectée.
Néanmoins, une différence majeure apparait sur la valeur de la réponse obtenue aprées chaque
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séquence de ringcage, car la surface n’apparait ici saturée qu’a partir de l'injection de Zymo a
[2 uM], contrairement a ce qui a été obtenu précédemment, ou la surface apparaissait
saturée des la premiere injection d'une concentration de 0,5 uM de I'analyte Zymo.

Q
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Figure V. 20: a. Sensorgramme du test 2 de la détection nucléotide/Zymo
(injections de concentrations différentes). b. Evolution du niveau d’affinité en fonction
de la concentration apreés ringage au PBS

Le niveau Rmax, défini comme le niveau de réponse atteint a saturation des ligands présents
alasurface, a été déterminé au niveau du canal 1 en tracant la courbe d’évolution de la réponse
plasmonique apres ringage en fonction de la concentration comme montré dans la Figure V.
20.b. Ce parametre sera utilisé pour évaluer la cinétique d’interaction compl. Zymo-SH-Zymo.
Pour expliquer ce résultat, considérons le couple concentration-temps d'injection et non la
seule valeur de la concentration. L’interaction entre les deux monobrins est considérablement
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forte et il a été démontré par Li et al. [39] que la force ionique du milieu tampon utilisé (calculé
a 857,5 mM) favorise I’hybridation des monobrins d’oligonucléotides, mais empécherait leur
déshybridation, en particulier a température ambiante. Ce désappariement des deux
monobrins d'ADN ne se produisant pas, ou trés peu, lors des périodes de rincage apres
injection, le capteur mesure une quantité cumulative d'appariements de monobrins. Dans
I'expérience du § V.2.3.1.1, l'injection d'une solution de concentration [0.5 uM] durant 10
minutes méne, a priori, a une saturation des sites sondes, avec une réponse autour de 120 RU.
Dans cette expérience, l'injection de la méme concentration durant 5 minutes mene a une
réponse de l'ordre de 60 RU, ce qui est cohérent. Néanmoins, en considérant les résultats
précédents, la surface ne serait pas saturée. C'est ce qui est observé lors des injections
suivantes ou la réponse obtenue apres ringage augmente continlment pour apparaitre ici
saturée autour d'une valeur de 180 RU. On s'apercoit néanmoins que la saturation apparait
lentement, si I'on suit le raisonnement d'un effet cumulatif lié au couple concentration-durée
d'injection, la réponse aurait di atteindre les quelques 180 RU au terme de la seconde
injection: [1 uM] durant 5 minutes aurait di produire une réponse de I'ordre du double, soit
120 RU, de la réponse liée a la premiere injection ([0,5 uM] durant 5 minutes). Or, il n'en est
rien. Il semblerait donc que la capacité de captation d'oligonucléotides d'une surface ayant déja
partiellement réagi est moindre que celle d'une surface vierge [40].

V.2.3.2 Evaluation de la Limite de détection (LOD)

Une fois la détection du monobrin oligonuclétide Zymo confirmée par les
expérimentations précédentes, une étude a été effectuée pour tenter de déterminer la limite
de détection. En effet, les résultats précédents ont montré, via la cinétique et la saturation des
réactions, que nous étions éloignés de la limite de détection.

Des analytes de concentration en analyte Zymo de 100 nM, 50 nM, 30 nM et 10 nM ont
été injectés en dynamique pendant 270 secondes sur les capteurs (1 capteur par test). Tous
les capteurs ont recu la méme fonctionnalisation de surface, uniforme (cf. § V.2.1.1). Les
sensorgrammes correspondants sont montrés en Figure V. 21.

L’'ensemble des tests montre l'appariement des monobrins et les concentrations plus
faibles en analyte Zymo permettent d'observer clairement la cinétique d'appariement que l'on
commencait a percevoir pour la concentration de 500 nM utilisée dans I'expérimentation
précédente (cf. Figure V. 20.a). Deux constatations qualitatives peuvent étre faites lorsque la
concentration de l'analyte devient plus faible:

- la cinétique de l'interaction se ralentit,
- le bruit entache plus facilement les résultats.
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Figure V. 21: Sensorgrammes correspondant a l'injection de concentration différente en
analytes Zymo.

V.2.3.3 Etude de la cinétique d’interaction

L’hybridation de deux monobrins d’ADN a été étudiée dans différents travaux. Dans certains, la
cinétique d’appariement des deux oligonucléotides a été exposée comme suivant I'isotherme
Langmuir 1:1, i.e. une sonde interagit avec une seule molécule cible [41,42]. D’autres études,
plus récentes, ont démontré que cette interaction suit plutdét un modeéle cinétique Langmuir en
deux états (two-state Langmuir model), dans lequel une fois les monobrins d’ADN hybridés, le
double brin passe a une phase de réarrangement conformationnel [39,43,44]. Une toute
récente étude, menée par Vanjur et al., et prenant en compte les répulsions électrostatiques
résultant de I'encombrement stérique provenant des monocouches auto-assemblées des
sondes nucléiques, propose que la cinétique des interactions entre les deux oligonucléotides
ne suit pas le modeéle de Langmuir classique [45]. Toutefois, la méthode d’ajustement (fit) peut
varier d’un systéme a un autre, car ces analyses n‘ont pas été réalisées avec des molécules
individuelles (single-molecule analysis).
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En raison de la Iégere modification du positionnement du prisme pouvant exister lors des
différentes mesures, les sensorgrammes obtenus lors de cette étude ont été normalisés pour
chaque concentration a la valeur maximale observée sur le canal 1 de chaque capteur, puis
ajustés selon l'isotherme classique Langmuir 1:1 en utilisant le logiciel ©GraphPad Prism
intégrant I'Eq. II. 7 et I'Eq. I 10 pour le calcul des constantes d’association kg et de dissociation
kq, respectivement.

Le Rmax, de notre systeme Compl. Zymo-SH — Zymo, indispensable pour le calcul des
constantes cinétiques a été évalué a partir du sensorgramme du canal 1 présenté dans la
Figure V. 20.a. Comme montré dans la Figure V. 20.b., Rmax est observé a 370 RU, valeur a
laquelle la surface du capteur semble étre saturée.

Le "fit" des réponses nous a permis de valider que la cinétique d’interaction des deux
monobrins Zymo et compl. Zymo-SH suit le modele classique Langmuir de premier ordre. De
plus, nous avons pu en évaluer les constantes d’association (k) et de dissociation (kg).
Pour les concentrations de 30, 50 et 100 nM, on enregistre une constante
d’association et de dissociation qui convergent vers kq = 3,2 x10* Mst et kg = 3,2 103 s,
respectivement, ce qui résulte en une constante de dissociation a I"équilibre Ko = 107 M
(Tableau V. ).
La constante de dissociation a I"équilibre Kp est une mesure de la force de liaison (affinité
entre la sonde et la cible) et a été calculée d’apres I'Eq. /1.2 (cf. § 11.1.3.3.1.1) pour chacun
des tests de détection. Sa valeur a I'équilibre (théorique) est entre 10® et 10”7 M indiquant
une forte affinité entre les deux monobrins. Nos résultats sont donc similaires avec ceux
présentés dans la littérature [19,46—48] et obtenus par détection SPR mais avec
d’autres séquences d'oligonucléotides ADN. Dans cet échantillon de concentrations
injectées, la plus faible (10 nM) ne permet pas de retrouver la tendance affichée par les
autres. Nous supposons que cela est di aux limites de détection de lecture. En effet, comme
on peut I'observer sur le sensorgramme, on atteint une réponse maximale aprés 270 s de
I"'ordre de 22 RU, inférieure a la résolution et a la limite de détection estimées dans le
Chapitre IlI.

Concentration (nM)  Rmax (RU)  ka(10%* Ms?)

kq (103 s?) Kp (108 M)

370 6,69 35 5,23
370 3 2,55 8,79
370 3,07 3,33 10,8
370 3,5 3,7 10,5
Tableau V. lll : Extraction des parameétres cinétiques a partir des interactions Zymo —

compl. Zymo-SH obtenues sous différentes concentrations d'analytes.
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V.3 Meéthodes expérimentales: détection a base d’anticorps

polyclonaux

V.3.1 Fonctionnalisation de surface

La surface du capteur a d'abord été greffée "pleine plaque" avec des molécules de 11-MUA (cf.
§V.1.3) selon le protocole décrit par Quellet et al. [49] en immergeant le capteur dans une
solution éthanoique de 11-MUA a une concentration de 11 mM (Figure V. 22.a.).

L'lgG-Zymo a alors été immobilisé de maniere localisée en microfluidique. Pour ce faire, la
monocouche auto-assemblée de 11-MUA a d’abord été activée pendant 15 minutes a
température ambiante avec un mélange équi-volumique d’EDC/NHS a 200 et 50 mM,
respectivement (Figure V. 22.b.). Ensuite, les anticorps IgG-zymo ont été immobilisés par
injection de la solution les contenant, a une concentration de 41,18 ug/mL, dans les canaux
microfluidiques pendant 5 minutes (Figure V. 22.c.). La Figure V. 23 présente les
sensorgrammes enregistrés lors de cette immobilisation dans trois canaux. Aprés injection du
tampon PBS et obtention d’une ligne de base plane constante, la réponse a augmenté, de
maniére reproductible, jusqu’a atteindre une valeur de |'ordre de 2000 RU, correspondant a
200 ng/cm? d’anticorps immobilisés [50-52]. Le ringage de la surface au tampon PBS a conduit
a une tres faible baisse du signal SPR, de I'ordre de 5%, ce qui s’interprete par I'immobilisation
de la quasi-totalité des IgG injectés avec peu de molécules physisorbées en surface.

Un traitement de la surface avec de I'éthanolamine a 1 M est ensuite effectué de maniére
a désactiver tous les sites actifs libres (n"ayant pas accueillis d’anticorps) (Figure V. 22.d.). Pour
finir, une passivation de la surface avec du sérum bovin BSA 1% pendant 1 min a été réalisée
afin d’éviter toute interaction non-spécifique de la surface avec les protéines injectées (Figure
V. 22.e.). Entre chacune des étapes décrite ci-dessus, la surface du biocapteur est rincée au
PBS.
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Figure V. 22: Phases de I'étape de la fonctionnalisation de surface: a) greffage d'une monocouche de

11-MUA, b) activation de la monocouche 11-MUA par EDC-NHS, c) fonctionnalisation par I'lgG-Zymo,

d) désactivation a I’éthanolamine, e) passivation de la surface par BSA et f) Interaction des sondes IgG
anti-Zymo avec I'analyte protéines-Zymo.
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Figure V. 23: Sensorgramme d'immobilisation de I'lgG-zymo.

V.3.2 Caractérisation des surfaces fonctionnalisées

La caractérisation de la surface fonctionnalisée a été réalisé par voltampérométrie cyclique.
La surface de |'électrode utilisé avec le potentiométre Palmsens Sensit smart a été
fonctionnalisée de la méme maniére qu’un capteur plasmonique, le protocole décrit

précédemment a donc été reproduit a I'identique.

I (WA)

—— EDCI/NHS
— IgG zymo
Désactivation

06 04

— .
02 00 02 04 06 08

Potentiel (V)

Figure V. 24: Voltammogramme d'une surface fonctionnalisée en IgG-Zymo.

La Figure V. 24 montre les voltammogrammes résultants lors de la modification de
surface des électrodes d’Au avec des anticorps Zymo. En premier, on remarque que la
différence entre les pics d’oxydation (anodique) et de réduction (cathodique) observée sur la
surface d’or de I'électrode est moyenne ce qui correspond a un cycle redox quasi-réversible

et une électrode
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conductrice. Ensuite, dés que la surface est modifiée par des ligands organiques, I"électrode
devient moins conductrice. La conductivité de I’électrode décroit considérablement des
I"activation de la surface a I'EDC/NHS suivie de I'immobilisation de I'lgG-Zymo et de la
désactivation de la surface a I'éthanolamine.

V.3.3 Détection des protéines Zymo

Deux types de protéines représentatives de Zymoseptoria tritici ont été testées: soit les
protéines issues des feuilles de blé infectées spécifiques a I'lgG-Zymo de taille moléculaire de
55 kDa, soit un extrait non-purifié de feuilles de blé infectées depuis 21 jours (JPI21) et qui
contient différentes protéines dont la taille moléculaire varie entre 95 et 250 kDa qui pourraient
définir différents pathogenes, outre celui de Zymoseptoria tritici. Les solutions contenant ces
deux types de protéines a une concentration de 20 pg/mL ont été injectées, en mode
dynamique, dans les différents canaux fonctionnalisés en IgG-Zymo. L'interaction mAc-Ag est
schématisée dans la Figure V. 22.f. Les résultats de détection sont présentés dans la Figure V.
25.

1000 PBS | Protéines Zymo. ) PBS
| |
| |
’5 | |
T 800 | |
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£ I I
%)
@© | 1
=3 I 1
[} 400 + | —— Prot. zymo pures 20 pg/mL
2 | —— Mélange protéinique 20 pg/mL
8_ | —— Mélange protéinique 20 pg/mL
\u) I
200 |
|
|
|
0 T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Temps (s)

Figure V. 25: Sensorgrammes de détection des protéines Zymo. En noir, La détection d'un
mélange de protéines pathogéniques pures. En vert et en rouge des protéines pathogéniques
extraites de feuilles aprés 21 jours d'innoculation.

L'injection de la solution contenant les protéines pures induit une réponse atteignant environ
1000 RU, témoignant de la forte interaction moléculaire non-covalente entre la sonde IgG-
zymo et la cible protéinique. Un anticorps ou une protéine étant composé de chaines
peptidiques formées par différents acides-aminés, I'interaction paratope-épitope peut étre de
type électrostatique dans le cas d’acides aminés chargés positivement ou négativement a pH
physiologique (i.e, arginine, histidine, lysine, acide aspartique et acide glutamique). Elle peut
également étre de type liaisons hydrogene, de type interactions hydrophobiques engageant
des chaines hydrocarbonées, mais aussi de type interactions de type Van der Waals qui
impliguent des répulsions de charges électroniques 6* ou &°. En outre, des interactions de type
n-m stacking entre les cycles aromatiques des différents acides aminés cycliques (i.e.
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phénylalanine, tyrosine, tryptophane et proline) (cf. Tableau V. IV) [53,54]. En revanche, la
réponse obtenue sur les solutions contenant les protéines extraites des feuilles (JPI21) est de
plus faible intensité. Cela peut s'expliquer par la présence de protéines étrangeres non-
reconnues par I'lgG-Zymo et de résidus biomoléculaires qui, respectivement, réduisent la
concentration réelle en protéines spécifiques au Zymoseptoria tritici et génent |'interaction
paratope-épitope (cible-héte du systeme anticorps-protéines). Il n'y a, en effet, rien de
surprenant a observer des niveaux de réponse différents lorsque I'on injecte une solution
d’analytes purs et une solution de multi-analytes a égale concentration. D’ailleurs, I'étude
menée par Homola et al. [55] montre que l'utilisation d’une solution multi-analytes (multi-
cibles) nécessite une plus forte concentration en analyte d’intérét que dans une solution pure
qui ne contiendrait que la molécule a détecter afin d’atteindre pratiquement la méme intensité
de la réponse. Les interactions intermoléculaires ayant lieu dans les solutions multi-analytes
pourraient étre la cause d’un tel effet.

Type de forces Origine Schéma Exemple d’acides
aminés
Forces attractions entre ® O arginine, histidine,
. : ) ——NH; 00OC—— . _
électrostatiques charges opposées lysine, acide
aspartique et acide
glutamique
Liaisons hydrogene un atome \ tous
d’hydrogéne partagé /N_"'"“O
o e
entre des atomes o &9
électronégatifs
Forces de Van der interactions entre 5t 5 tous
WEELS dipdles électriques 5= &
Forces regroupement de H H tous
hydrophobiques molécules non of 89
polaires ou trés peu 5 5+
polarisables 0
HH
Empilement n-rt interactions Nt phénylalanine,
attractives non- 5 & tyrosine,
covalentes entre un A -_6/“ tryptophane et
: H_ e :
cation et un cycle _)_“ proline
' M

aromatique

Tableau V. IV: Types de forces de liaison intermoléculaires engagées dans le couple anticorps-antigéne
a pH physiologique. Adapté de [54].
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V.3.3.1 Relation cinétique d’interaction-concentration d’analyte

Une étude de la cinétique des interactions entre la sonde IgG Zymo et les protéines
Zymo. pure a été réalisée a 20 °C. Le fit du sensorgramme (courbe noire Figure V. 25) a
permis de déterminer une constante d’association k, de 'ordre de 1,1 x10° M1s! ainsi
qu’une constante de dissociation ks de I'ordre de 7,25 x10™ sL. La constante de dissociation
a I’équilibre Kp est de 'ordre de 6,6 x101° M (cf. Tableau V. V) , ce qui témoigne d’une
forte affinité entre le paratope de I'lgG Zymo et I'épitope des protéines Zymo. pures. De
plus, ces constantes sont comparables a celles répertoriées pour une interaction anticorps-
antigene [56]. Nous rappelons que I'interaction moléculaire est fortement dépendante de la
température, ce qui peut induire des variations de ces constantes.

Quant a la détection de l'interaction 1gG Zymo-protéines Zymo. dans le mélange
protéinique, nous observons que les deux sensorgrammes présentent une cinétique
différente. L'utilisation d’un anticorps polyclonal (PAc) en tant que sonde rend la détection de
la protéine Zymo. dans I'analyte complexe, puisque le PAc peut interagir avec les autres
protéines présentes dans le mélange. De ce fait, les parameétres cinétiques obtenus sont
difficilement estimables et incomparables a ceux obtenus sur 'interaction IgG zymo-
protéines Zymo pures.

L"utilisation d’un MAc ou une étude complémentaire sur le PAc s’avére étre nécessaire pour
quantifier les protéines Zymo dans un milieu hétérogéene.

Rmax (RU) ka(10° M1s?) kq (10 s2) Kp (1010 M)

Protéines Zymo.
2266 1,1 7,25 6,6
pures (20 pg/mL)

Tableau V.V : Données cinétique d’interaction du couple IgG Zymo-protéines Zymo. pures

V.3.4 Voltampérométrie cyclique

Une étude complémentaire a été menée en voltampérométrie pour vérifier I'interaction
entre le ligand et I'analyte.

La Figure V. 26 montre le voltammogramme de détection des protéines Zymo par des
ligands 1gG-Zymo, résultant ainsi en un cycle redox non-réversible. Comme attendu, le
résultat de voltampérométrie est semblable aux réponses enregistrées en post-traitement de
la surface des électrodes d’Au, caractérisées par une chute de la conductivité entre une
électrode vierge et une électrode fonctionnalisée. Cette chute de conductivité de I'électrode
est clairement causée par la présence de matiere organique a sa surface. En effet, les
molécules organiques immobilisées, en particulier I'lgG-Zymo. de taille non-négligeable créent
une barriére a la surface de I'électrode qui empéche le transfert d’électrons, ce qui se traduit
par une baisse drastique des pics de courant redox [33—37].

125



Chapitre V : Détection de Zymoseptoria tritici

i /|
' ,/\/~/

_ iy

I (LA)

34 —— Désactivation
Protéines zymo

T T T T T T T T T T T T T T 1

-10 -08 -06 -04 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Potentiel (V)

Figure V. 26: Voltammogramme de I'interaction de I'lgG-Zymo-protéines Zymo.

'apparition des pics intenses a -0,05 et 0,07 V lors de la désactivation de surface a
I’éthanolamine et a l'interaction mannanes-5B2 témoigne de I'oxydation de I'électrode de
référence (Ag).

V.4 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons présenté la démarche et les protocoles opératoires
utilisés pour la fonctionnalisation de surface des capteurs plasmoniques les convertissant
ainsi en biocapteurs spécifiques envers la pathologie de septoriose causée par le
Zymoseptoria tritici. La détection biologique a été basée sur :
- une interaction moléculaire entre deux monobrins d’ADN. Le monobrin cible a été
identifié par bio-informatique par le partenaire CARAH du projet BIOSENS. Il a ensuite été
synthétisé industriellement (Zymo-SH). Le monobrin cible (analyte) Zymo a de méme été
synthétisé industriellement.
- une interaction moléculaire anticorps-protéines. La protéine ainsi que l'anticorps ont été
identifiés par le partenaire CHU du projet BIOSENS. Des protéines pures mais aussi
issues d'échantillons expérimentaux infectés ont été utilisées pour les expérimentations.

Les tests de biodétection nucléigue ont été amorcés par des études préliminaires a l'aide
de séquences d’ADN simplifiées, il s’agit des sondes monobrins oligonucléotides (thiolés) T100-
SH et de leurs compléments monobrins A100. Cette premiéere étude a permis de valider ce
concept de biodétection par oligonucléotides sur la valisette. Les protocoles de
fonctionnalisation et d'interaction ont alors été reproduits sur une séquence nucléique
spécifique a une partie du génome du champignon Zymoseptoria tritici.
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La surface fonctionnalisée en Zymo-SH des biocapteurs a été caractérisée premierement
par la mesure de la mouillabilité de la surface en fonction de son état de fonctionnalisation.
Ensuite, la spectroscopie vibrationnelle Raman nous a permis d’affirmer le greffage de la sonde
oligonucléotide thiolée sur la surface des capteurs par la présence des pics correspondants aux
vibrations Au-S et C-S dans le spectre des surfaces fonctionnalisées. De maniére additionnelle,
la spectroscopie XPS a confirmé I'adsorption de maniere covalente de ces mémes sondes.

La détection de I'oligonucléotide complémentaire (compl. Zymo) a été vérifiée et validée
sur la valisette développée lors du projet Biosens. Rappelons que le but de ce travail était de
valider conjointement le schéma de détection par SPR de |'oligonucléotide cible et ceci sur le
banc de détection SPR portable constitué de la valisette. Différentes concentrations ont pu étre
testées et détectées jusqu’a atteindre une limite de détection de I'ordre de 10 nM en compl.
Zymo. En outre, La SPR nous a également permis d’évaluer les cinétiques d’interaction in-situ
entre les deux entités biologiques.

L'immobilisation des sondes a base d'immunoglobulines (IgG-Zymo) et leur interaction
avec les compléments protéiniques spécifiques a I'anticorps du Zymoseptoria tritici de masse
molaire allant de 55 a 250 kDa a aussi été validé sur la valisette en utilisant soit des protéines
pures soit des protéines extraites de feuilles qui contenaient alors un cocktail protéinique
complexe.

Par ailleurs, une petite étude complémentaire utilisant la voltampéromeétrie cyclique nous
a permis de valider le protocole d’'immobilisation des sondes de maniére covalente sur une
surface d’or, et notamment de vérifier l'interaction Zymo-SH-compl. Zymo.
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Chap. VI.Biodétection de Candida albicans

Dans ce chapitre, nous présentons le processus employé pour transformer les capteurs
plasmoniques en biocapteurs permettant la détection de Candida albicans, levures ubiquitaires
responsables de la candidose chez I'étre-humain.

Nous rappelons que le schéma de détection est basé sur une interaction anticorps anti-
mannanes monoclonaux spécifiques (anti-mannanes (IgM 5B2) avec des antigenes (glucides)
de type mannosides (mannanes) qui sont présents dans la paroi externe des Candida albicans.
Le but est donc de vérifier la détection de ces mannanes (et non des Candida albicans
proprement dit) par la sonde anti-mannanes (IgM 5B2). Les deux schémas d'interrogation,
angulaire et spectrale, présentés au § l11.1.1 ont été utilisés.

Une premiére partie est consacrée au processus de fonctionnalisation de la surface des
capteurs avec des sondes constituées d'anticorps monoclonaux de type anti-mannanes (IgM
5B2) via le couplage amine (EDC/NHS). Une étude d’optimisation du temps de greffage en
11MUA est présentée ainsi que la caractérisation physico-chimique des surfaces
fonctionnalisées.

La partie suivante présente la détectabilité des analytes mannanes sur le banc a
interrogation angulaire ainsi que sur la valisette.

Une derniere partie consiste en la comparaison de la détection obtenue lors des
interactions mannanes/anti-mannanes (IgM 5B2) et anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes.

En outre, une caractérisation voltampérométrique est présentée dans cette partie.
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VI.1 Matériels et méthodes

VI.1.1 Systeme de lecture

Les mesures SPR de ce chapitre sont divisées en deux parties en fonction du systeme de
lecture utilisé. En effet, la premiere partie a été réalisée sur le banc en interrogation angulaire
(cf. §111.1.1.1), il s’agira des résultats présentés dans le § VI.4.1. Quant a la deuxieme partie, les
expériences ont été réalisées sur la valisette, donc en interrogation spectrale (cf. § Il. 1.1.2), il
s’agira des résultats présentés dans le § VI.4.2.

VI.1.2 Capteurs

VI.1.2.1 Mesures réalisées en interrogation angulaire

Les capteurs utilisés ont été réalisés sur des substrats en verre HZF-1 aux dimensions 25
mm x 25 mm compatibles avec le prisme de couplage utilisé sur le banc en interrogation
angulaire (cf. § I1l.1.4.1). lls ont été préparés suivant le processus présenté dans le chapitre Ill.
Il s’agit de capteurs avec microfluidique intégrée dans lesquels la couche plasmonique a une
épaisseur de 35 nm. Le systeme microfluidigque intégré est formé de quatre canaux dont chaque
entrée et sortie sont pré-poinconnées au diametre (2 mm) des tubes les reliant a la pompe
péristaltique utilisée (Gilson Minipuls 2) (Figure VI.1).

Capot PDMS chimie-collé Entrée microfluidique Sortie microfluidique

8mm d’épaisseur
Capteur

e substrat verre HZF-1
2nm Ti+ 35 nm Au.

Canal 1 me—— O O ———
Canal 2 se—— ) O ——
Canal 3 » O O —
Canal 4 me———— ) 0 ———

Figure VI.1: Capteur utilisé sur le banc en interrogation angulaire. La microfluidique est réalisée par
un capot en PDMS intégré (cf. Chapitre Ill).

VI.1.2.2 Mesures réalisées en interrogation spectrale (valisette)

Les capteurs SPR utilisés dans cette partie de travail sont globalement identiques a ceux
présentés dans le chapitre précédent (cf. § V.1.2). Les différences se résument a:

- un substrat en verre BK-7 (adapté au prisme utilisé sur la valisette)

- une épaisseur du film d'or éventuellement différente (48 au lieu de 35 nm)

- une microfluidique PDMS identique mais clampée sur le capteur (et non intégrée sur celui-
ci). L'épaisseur de ce capot microfluidique a été portée a 8 mm de maniére a supporter la
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pression de clampage sans écraser les canaux. Le poingonnage des entrées/sorties fluidiques a
été fait a 0,5 mm, de maniére a étre adapté aux canalisations fluidiques de |a valisette réalisées
avec un tubage fluidiqgue en Tygon 23G (diamétres extérieur/intérieur: 0,025"(0,64mm)
/0,013"(0,34mm)).

VI.1.3 Réactifs chimiques

Le tampon phosphate alcalin (PBS), utilisé comme milieu de référence et de dilution des
analytes, est obtenu chez Sigma-Aldrich®.

La molécule thiolée, 11MUA (HS(CH2)10CO2H), réalisant la monocouche utilisée pour le
greffage des molécules sondes (schéma d'interaction anticorps-antigene) a été fournie par
Sigma-Aldrich?®.

Le N-Hydroxysuccinimide (NHS) (C4HsNOs) et le 1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]
carbodiimide hydrochloride (EDC) (CgHi17N3) utilisés pour l'activation et la stabilisation des
surfaces pour l'interaction anticorps/glucides et glucides/anticorps ont respectivement été
obtenus sous forme solide chez TC/ Europe et Thermo Scientific ™.

L'éthanolamine (NH,CH,CH,OH) et le Sérum Bovin Albumine (BSA), utilisés respectivement
pour la désactivation des sites de greffage n'ayant pas réagi avec les molécules sondes (schéma
d'interaction anticorps-antigéne) et la passivation de surface ont été fournis par les partenaires
du C.H.U. Lille.

L’eau déionisée (EDI) a 18 MQ est fournie directement du réseau du laboratoire.

VI.1.4 Anticorps monoclonaux anti-mannanes (IgM 5B2)

Les anticorps monoclonaux 5B2, de type anti-mannanes (IgM 5B2) de poids moléculaire (Mw)
~ 900 kDa, ont été produits in-vivo par les partenaires biologistes du C.H.U. de Lille. lls ont été
extraits a partir du liquide d’ascite de « souris nude » ayant été injectées avec des hybridomes
5B2 provenant de rat Lou [1], puis purifiés par précipitation au sulfate d’ammonium a 45% (p/v)
suivie d'une étape de chromatographie a échange d’ions [2]. L'interaction anti-mannanes IgM
5B2/mannanes a été validée par test ELISA par les partenaires biologistes du C.H.U. de Lille (cf.
Annexe).

VI.1.5 Carbohydrates/ glucides (Antigenes)

Les analytes a détecter sont des polysaccharides nommés mannanes de poids moléculaire
Mw ~ 16 kDa qui peuvent se retrouver sous forme anomere a et B (cf. Figure VI.2), et qui sont
issus de la paroi externe des Candida albicans. |ls ont été extraits par nos partenaires du C.H.U
Lille a partir de Candida albicans VW 32 cultivés dans des bioréacteurs selon les conditions
classiques utilisées pour I'analyse chimique et immunochimique de ces molécules suivant le
protocole de Faille et al. [3], lui-méme basé sur celui de Kocourek et Ballou [4,5].
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Figure VI .2: Structure chimique des glucides mannanes sous forme anomeére a et 6.

VI.2 Greffage de la surface

Le protocole de greffage des capteurs est identique a celui utilisé pour les IgG-Zymo (cf. §
V.3.1) et consiste toujours en la mise en contact de la surface du capteur avec une solution
éthanoique de 11IMUA a une concentration de 11 mM. Bien qu’il n’y ait aucune raison que le
procédé de greffage se comporte différemment, la présence des molécules 11MUA en surface
a été validée par spectroscopie Raman (Figure VI. 3).

A l'instar du spectre Raman du Zymo-SH présenté dans le précédent chapitre (cf. Figure V.
6), on observe deux pics distincts a 280 cm™ et a 711 cm ™ attribués aux vibrations d’élongation
de la liaison Au-S formée suite a la chimisorption du 11MUA sur la surface d’or et a la vibration
d’élongation de la liaison S-C présente dans 'ossature du 11MUA, respectivement. Bien qu’il
n’y ait, a notre connaissance, aucune étude dans la littérature rapportant I'observation de ces
déplacements Raman pour une SAM de 11MUA sur une surface d’or, d’autres études utilisant
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des molécules thiolées (dont la longueur de la chaine hydrocarbonée varie) pour la formation
de monocouches autoassemblées sur des surfaces métalliques (or et argent) ont rapporté ces
déplacements avec un léger décalage qui serait d( a la variation de la chaine hydrocarbonée
ainsi qu’aux conditions expérimentales utilisées [6-8].

280
100 — 11MUA
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S 80
[}
‘Q
o)
® 60
£
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g 711
£ 204 J
0 - A ‘l
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Figure VI. 3: Spectre RAMAN de la monocouche de 11MUA immobilisée sur une surface d’or.

Néanmoins, une optimisation du temps de greffage a été menée prenant en compte la
spécificité de liaison des anti-mannanes (IgM 5B2) vis-a-vis des mannanes. Celle-ci sera
présentée par la suite car elle met en ceuvre les étapes suivantes d'immobilisation des
anticorps monoclonaux anti-mannanes (lgM 5B2) et d’interaction des surfaces ainsi
fonctionnalisées avec les mannanes.

VI.3 Fonctionnalisation de surface

VI.3.1 Protocole

Le protocole de fonctionnalisation schématisé dans la Figure VI. 17 ne differe du
précédent (cf. § V.3.1) que par |'utilisation des anti-mannanes (IgM 5B2) en lieu et place des
lgG-Zymo. Comme mentionné en fin de paragraphe précédent, une optimisation de la durée
du greffage a été effectuée. Celle-ci a mis en jeu 4 durées: 4 h, 8 h, 14 h et 20 h, la durée de 20
heures ayant été utilisée précédemment pour la fonctionnalisation en 1gG-Zymo. Le résultat
global de I"étape de fonctionnalisation de surface étant lié a celui de |'étape de greffage, dont
la qualité est dépendante du temps [9], son optimisation s’est faite en considérant un
processus d’interaction complet : greffage, fonctionnalisation et interaction. Ce processus a
donc pour but de déterminer la durée de greffage optimale qui permet d’'immobiliser le plus
grand nombre d’anticorps afin que le maximum de sites actifs soient accessibles. Pour réaliser
cette détermination, des expérimentations SPR ont été menées sur le banc angulaire.
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VI.3.2 Optimisation de la durée du greffage

VI.3.2.1 Greffage des surfaces

Quatre capteurs ont donc été préparés en immergeant chaque capteur dans une solution
éthanoique de 11MUA a une concentration de 11 mM, chacun avec une durée de greffage
différente (Figure VI. 4).

11MUA, 11 mM

/ 4,8,14et20h

Surface d’Au greffée
En 11MUA

Surface d'Au

Figure VI. 4: Processus de greffage des surfaces d'Au en 11MUA.

Le temps de greffage optimal en 11MUA est déterminé en quantifiant par SPR les anti-
mannanes (IgM 5B2) immobilisés sur les surfaces greffées et activées (EDC-NHS, cf. § V.3.1)
(Figure VI. 5) puis l'interaction anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes. Ce temps de greffage
optimal sera utilisé pour la conduite des expérimentations SPR d'interactions anti-mannanes
(IgM 5B2)/mannanes (cf. § VI.4).

Greffage 11MUA Activation EDC/NHS Immobilisation IgM 5B-2

Figure VI. 5 : Etapes principales de I'immobilisation de I'anti-mannanes (IgM 5B2).

VI.3.2.2 Caractérisation du caractére hydrophobe/hydrophile des surfaces greffées

La Figure VI. 6 présente les photographies ainsi que les valeurs d’angle de contact d’une
goutte d’eau formée a la surface des capteurs (greffés en 11MUA pendant 4, 8, 14 et 20h) avant
et aprés chaque modification, a savoir, greffage de 11MUA et leur activation via EDC/NHS. Les
surfaces d’or n’étant pas fraichement préparées, une évolution de I'angle de contact du
caractere hydrophobe a I'hydrophile est attendue, conféré par les propriétés hydrophiles de la
SAM de 11-MUA et son activation a 'EDC/NHS.

La surface d’Au de I’échantillon amené a étre greffé en 4h de 11MUA présente une surface
hydrophobe avec un angle de contact de 78°, signe de contamination a I'air (physisorption de
molécules hydrophobes) si I'on considére que la surface d’or est de nature hydrophile [10]. A
la suite du greffage des 11MUA, I'angle de contact a drastiguement baissé a 20° indiquant que
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la SAM s’est bien formée, alors que I'activation a 'EDC/NHS est attestée par I'augmentation de
I’angle de contact a 32°.

La surface de I’échantillon greffé pendant 8h présente également une nature hydrophobe
avec un angle de contact de 64°, attestant aussi d’une possible contamination. La formation de
la monocouche de 11MUA en 8h a rendu la surface hydrophile avec un angle de contact de 5°,
une fois la surface activée I'angle de contact passe a 35°.

L’échantillon greffé pendant 14h, initialement de nature hydrophobe et présentant un
angle de contact de 64°, devient lui aussi hydrophile aprés traitement avec un angle de contact
de 6°. 'activation de cette surface avec 'EDC/NHS a engendré une augmentation de I'angle de
contact a 33°.

Quant a la surface du capteur greffé en 20h, elle est passée d’une surface hydrophobe avec
un angle de 84° (Au vierge avec une contamination atomique) a une surface hydrophile
montrant un angle de contact de 25°, puis a une surface moyennement hydrophile aprés son
activation a 'EDC/NHS, I'angle de contact mesuré étant de 37°.

Au Au-11MUA NHS-activée

4h
20h

Figure VI. 6 : Photographies d'une goutte d'eau deposee sur des surfaces d'or nu, d'or
greffée (temps de greffage de 4 h a 20 h ) en 11IMUA et d'or greffée en 11MUA puis
activée avec la valeur de I'angle de contact correspondant.

83°

L’hydrophobicité de I'or ou du moins de surfaces d’or a été tres discutée par les chimistes des
interfaces. En effet certaines recherches conferent a ce matériau noble une nature super-
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hydrophile (0°-10°), tandis que d’autres citent une nature moyennement hydrophobe (60°-
80°). Il en ressort que I'or "frais", i.e. juste apres dépdt et dans des conditions opérationnelles
les plus contrdlées, est hydrophile alors qu’il ne suffit que d’une petite contamination
organique pour qu’il devienne hydrophobe [11]. Cela nous ameéne a conclure que les surfaces
d’or de tous nos substrats ont été contaminées sous atmosphere air.

Le caractere hydrophile de la monocouche de 11MUA ainsi que I augmentation de I'angle de
contact apres son activation par le traitement a I'EDC/NHS sont en bon accord avec les résultats
des études publiées antérieurement [12—-14].

VI.3.2.3Fonctionnalisation en anti-mannanes (IgM 5B2)

PB$ IgM 5B2 PBS
dynamique dynamique dynamique
|
LN v,
WA

800 ~

600

400 ~

200 ~

Réponse plasmonique (RU)

T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Temps (s)

Figure VI. 7:Sensorgrammes d'immobilisation de I'anti-mannanes (IgM 5B2) sur des surfaces d'or
greffées en 11MUA pendant 4 h (noir), 8 h (bleu), 14 h (vert) et 20 h (violet)

La Figure VI. 7 présente les sensorgrammes obtenus lors de I'immobilisation par couplage
amine dans le PBS ([10 mM], pH = 7,2) de I"anti-mannanes (IgM 5B2) sur les 4 surfaces d'or
greffées pendant des durées différentes (c¢f. § VI.3.2.1). L'expérimentation a été faite en
fluidique dynamique et ramenée sur trois étapes :

- Pendant ~ 3 minutes : Injection du PBS ([10 mM)], pH = 7,2) en flux dynamique continu

pour obtenir une ligne de base correcte et vérifier la stabilité de la réponse.

- Pendant ~ 7 minutes : Injection en flux continu de I'anti-mannanes (IgM 5B2) a une
concentration de 500 pg/mL ([555 nM]) (dilution dans PBS ([10 mM], pH = 7,2)).

- Pendant 3 minutes : réinjection du PBS en flux

- Fin de cycle : désactivation de la surface a I'éthanolamine.

L'injection de I'anti-mannanes, en concentration de 500 pg/mL, sur une surface greffée en
11MUA durant 4 heures, puis activée, a permis d’enregistrer une augmentation notable de la
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réponse se stabilisant autour de 800 RU (niveau d’équilibre: Reg). Ce niveau du signal est induit
par la différence des indices de réfraction des solutions injectées ainsi que par I'immobilisation
des anticorps [15]. La baisse de la réponse observée lors de I'étape de "rincage" au PBS est due
a I'élimination des anticorps physisorbés, i.e. n"ayant pas formé de liaisons covalentes [16]. Le
niveau correspondant a la quantité réelle d’anticorps immobilisés est alors celui atteint apres
réinjection du PBS, il est de I'ordre de 500 RU environ.

Les tests d'immobilisation effectués sur les capteurs greffés en 11MUA durant 8 et 14
heures présentent une évolution ainsi que des niveaux différents, atteignant 400 RU et 200 RU
respectivement. Aprés rincage des deux surfaces, on observe des valeurs de réponse au niveau
d’équilibre de I'ordre de 700 RU pour 8 h de greffage et de 600 RU pour 14 h, donc plus
importantes que celles obtenues durant le processus d’association. Ce comportement est
difficilement interprétable et laisse a penser qu'un probléme est survenu lors de ces
expérimentations. Le niveau obtenu aprés rincage n'est en soi pas aberrant mais est difficile a
valider.

Le test de greffage pendant 20 h a permis d’observer une réponse de I'ordre de 800 RU a
I'injection des anticorps. Aprés réinjection du PBS, le signal baisse jusqu’environ 500 RU, soit le
méme niveau que celui obtenu lors du test de greffage de durée 4 h.

Position d’ordre Temps de greffage (heures) Réponse finale (RU)

Tableau VI. I: Classement des protocoles de greffage (différents par leur durée) en fonction de la
réponse enregistrée lors de I'immobilisation de I'anticorps anti-mannanes (IgM 5B2). * indique que
cette valeur n’est pas vraiment significative suite a un processus de fonctionnalisation ne s’étant
pas déroulé de maniere cohérente.

Le Tableau VI. | reprend et classe, en fonction de la valeur de la réponse en fin de cycle, les
résultats obtenus sur les temps de greffage en 11MUA. Ces résultats nous renseignent sur I’état
de surface des biopuces apres immobilisation de I'anti-mannanes (IgM 5B2) mais aussi avant
puisque le processus d’immobilisation de I'anti-mannanes (IgM 5B2) est identique.

En effet, une réponse SPR plus importante a la suite de la fonctionnalisation de surface
impliguerait une plus grande quantité d’anticorps immobilisés et donc une plus grande
surface pré-activée en EDC/NHS, donc des groupements -COOH plus accessibles. Méme si le
temps de greffage plus long donne une SAM plus ordonnée [17], nous estimons qu’un temps
de greffage de 12 a 20 h en 11MUA ne serait pas indispensable dans le cas d’un anticorps type
anti-mannanes (IgM 5B2) pentamérique. En effet, SiI’'on considére sa taille et sa conformation
il parviendrait a recouvrir le maximum de surface et de ce fait induirait une géne stérique (cf.
Figure VI. 17.d). De plus, contrairement a un IgG qui nécessite une SAM bien ordonnée
pour des raisons d’orientation de |'anticorps et d’accessibilité des sites paratopes,
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un IgM est immobilisé sous la forme planaire au-dessus de la monocouche thiolée et adopte
naturellement la forme dite en « agrafes » a I'approche de I'antigéne complémentaire pour
que ses sites paratopes soient accessibles (cf. Figure VI. 13).

Cependant, il est aussi probable que I'utilisation des capteurs directement aprés nettoyage au
four UV-0O3 soit a I'origine d'une telle incohérence de résultats. En effet, selon Roupioz et al.,
pour une fonctionnalisation de surface uniforme et reproductible, il est préférable de laisser la
surface d'or au repos pendant 24h aprés nettoyage ozone.

Aprés immobilisation des paratopes hoétes (anticorps anti-mannanes (IgM 5B2)), nous
sommes passés a |'étude des interactions anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes pour
déterminer le temps de greffage optimal en 11MUA.

VI.3.2.4 Interaction Anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes

La Figure VI. 8 présente les sensorgrammes SPR obtenus lors des tests d’interaction anti-
mannanes (IgM 5B2)/mannanes. L'expérimentation se déroule sur trois étapes :
- Pendant 50 secondes : Injection du PBS ([10 mM], pH= 7,2) en flux dynamique continu

pour obtenir une ligne de base correcte et vérifier la stabilité de la réponse.

- Pendant 200 secondes : Injection en flux continu de I'analyte constitué de mannanes a
une concentration de 1250 ug/ml ([78 uM]) (dilution dans PBS ([10 mM], pH= 7,2)).

- Fin de cycle: réinjection du PBS en flux continu dans les différents canaux

microfluidiques.
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Figure VI. 8: Sensorgrammes d’interaction anti-mannanes (lgM 5B2)/mannanes sur des surfaces
greffées en 11MUA pendant 4 h, 8 h, 14 h et 20 h.
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Le capteur greffé pendant 4 heures a permis d’enregistrer un niveau d’équilibre de la
réponse de l'ordre de 550 RU. Les capteurs greffés pendant 8 et 14 heures montrent un
niveau d’équilibre équivalent, autour de 420 + 10 RU et, curieusement, celui greffé en 20
heures, qui donnait une réponse quasiment identique a celui greffé pendant 4 heures a la
suite de I'étape de fonctionnalisation, affiche un niveau d’équilibre trés différent, autour de
140 RU. Il en ressort que le meilleur résultat est celui obtenu sur le capteur ayant été greffé
pendant 4 heures. Bien que les résultats a la suite de I'étape de fonctionnalisation n’aient pu
amener une réponse claire sur 'état des capteurs fonctionnalisés pendant 8 et 14 heures,
ceux-ci se comportent « correctement » lors du test d’interaction avec les mannanes. Le plus
surprenant reste donc le résultat obtenu sur le capteur greffé pendant 20 heures.
En estimant avoir activé I'ensemble de la surface des 11MUA par le EDC/NHS puis avoir
immobilisé un maximum d’anti-mannanes (IgM 5B2), la masse de molécule sonde (5B2)
aurait détecté la méme masse de molécule analyte (mannanes), ce qui correspondrait au
meilleur résultat obtenu. Théoriquement I'anticorps monoclonal pentamérique possede dix
(10) sites actifs pouvant détecter 10 antigenes [18,19], mais selon plusieurs parametres dont
I'organisation de la monocouche autoassemblée, la taille de I'anticorps monoclonal ainsi que
sa conformation, son environnement spatial et I’écart entre chaque molécules de 11MUA
(~5 A) on verrait ce nombre potentiellement baisser.

Ce faible rendement serait d aux propriétés intrinseques du systéme d’organisation
moléculaire (géne stérique en particulier). Rappelons tout de méme que I'anticorps monoclonal
posséde un poids moléculaire de Mw = 950 kDa avec 10 sites paratopes et donc généere un
grand pouvoir stérique (cf. Figure VI. 17.d).

Toutefois, la détermination du nombre d’heures de greffage en 11MUA ne s’est faite ici
que sur la base de la quantité d’antigenes détectés. On choisit alors, le greffage de 4h en
premier avec une réponse moyenne de ses deux tests donnant 455 RU, puis celui de 8h avec
450 RU, ensuite en 14h de greffage avec 380 RU et enfin vient le greffage en 20h avec une
réponse d’interactions biologiques de 120 RU. Cet aspect s’interpréterait par le fait que plus le
temps de greffage est court, plus les sites paratopes sont accessibles.

D’apres ces résultats (Tableau VL. 1), nous avons sélectionné comme optimale une durée
de greffage en 11MUA de 4 h puisqu’il nous permet de détecter un maximum d’analytes
mannanes en minimisant le temps de préparation du biocapteur.

Position d’ordre Temps de greffage (heures) Niveau d’équilibre (RU)

Tableau VI. Il : Classement ascendant des temps de greffage en fonction du rapport 582/Mannanes
(Anticorps/Antigénes) immobilisés-détectés.
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VI1.3.3 Caractérisation des surfaces fonctionnalisées

VI.3.3.1 ATR-FTIR

La Figure VI. 9 présente les spectres ATR-FTIR des surfaces d’or greffées en 11MUA, ensuite
activées par I'EDC/NHS et finalement fonctionnalisées avec I'anticorps anti-mannanes (IgM
5B2).

La formation de la monocouche de 11MUA (Figure VI. 9, spectre du bas (noir)) sur la surface
d’or est caractérisée par la présence de pics a 2900 et 2800 cm™ attribués aux vibrations
d’élongation asymétriques et symétriques des liaisons -CH, qui forment l'ossature de la
molécule du 11MUA. La bande a 1737 cm™ est attribuée a I'élongation du carbonyle présent
au niveau de la téte fonctionnelle de la molécule 11MUA. Le pic a 1260 cm™ est attribué a la
vibration d’élongation des COO" fonctionnels de la molécule du 11MUA et aux vibrations de
déformation asymétrique des -CH,. Les pics autour de 1100 cm™ sont attribués aux vibrations
d’élongation de la liaison C-O [20,21].

Le spectre de la surface activée (Figure VI. 9, spectre du haut (rouge)) présente également les
mémes pics. En effet, I'ensemble de la molécule 11MUA est maintenu a la surface, a I'exception
du groupement fonctionnel hydroxyl (-OH) qui est substitué par I'ester succinimidyl (NHS). De
plus, I'activation de la SAM de 11MUA est confirmée par la présence des deux pics a 1796 et
1826 cm™ (v-C=0 NHS sur Figure VI. 9), attribués au groupements carbonyles en position ortho

du NHS [20,22] (cf. Figure VI. 9).
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Figure VI. 9: Spectre ATR-FTIR des surfaces d'or modifiées: bas (noir): surface d'or greffée avec une
SAM de 11IMUA; haut (rouge), SAM de 11MUA activée a I'EDC/NHS.

V1.3.3.2 Spectroscopie XPS

La Figure VI. 10 présente les spectres XPS de la surface d’or modifiée avec la SAM de
11MUA (en noir), ensuite fonctionnalisée apres immobilisation de I'anticorps anti-mannanes
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(IgM 5B2) (en bleu). Il nous a été possible d’identifier les pics caractéristiques des niveaux de
cceur de I'Au 4f et 4d situés a 84 et 334 eV, respectivement.

Le greffage de la molécule thiolée (11MUA) a été validé par la présence des pics
caractéristiques du S 2p, S 2s, C 1s ainsi que celui du O 1s présents a 162, 227, 286 et 533 eV
respectivement, éléments qui sont présents dans |'ossature du 11MUA.
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Figure VI. 10: Spectres XPS généraux: bas (noir): SAM de 11MUA formée sur la surface d'or; haut
(bleu) surface fonctionnalisée avec I'anticorps anti-mannanes (IlgM 5B82).

Les spectres XPS a haute résolution S 2p des surfaces greffées (11MUA) et fonctionnalisées
(anti-mannanes (IgM 5B2)) sont présentés sur les Figure VI. 11.a et VI. 11.b respectivement. Le
spectre de la surface greffée présente une enveloppe complexe constituée de deux doublets
positionnés a 162 eV-163,2 eV et a 163,3 eV-164,7 eV correspondant aux spectres S 2p des
liaisons S-Au et S-C, respectivement. Ce résultat atteste I'immobilisation de la molécule de
maniére covalente sur la surface d’or. Le spectre S 2p a haute résolution de la surface
fonctionnalisée présente une enveloppe a un seul doublet a 163 eV-164,2 eV pouvant
correspondre aux spectres S 2p des liaisons S-C et S-S (puisqu’ils se superposent) que I'on
retrouve dans la structure moléculaire de I'anticorps anti-mannanes (IgM 5B2). En effet, tel que
présenté dans le § 1.4.2, les chaines lourdes des anticorps ainsi que les monomeéres d’un anti-
mannanes (IgM 5B2) sont liées par des ponts disulfures S-S eux méme liés a la chaine
hydrocarbonée d’un acide aminé soufré tel que la cystéine et/ou la méthionine. Nous
présumons que la non-apparition des pics du spectre S 2p de la liaison S-Au serait d( au fait
gue la technique XPS ne sonde que les quelques 10 nm supérieurs d’une surface [23] alors que
la taille de I'anticorps monoclonal (MAc) dépasse cette limite.
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Figure VI. 11: Spectres XPS a haute résolution du S 2p, du C 1s, du N 1s, du et O 1s (de haut en bas)
des surfaces greffées (gauche) et fonctionnalisées (droite).
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Le spectre a haute résolution C 1s de la surface fonctionnalisée (Figure VI. 11.d) montre
clairement une enveloppe plus complexe que celle observée sur le spectre d’une surface
greffée (Figure VI. 11.c). En effet, un pic est présent sur les deux spectres a 285 eV attribué aux
composantes C-C et C-S présentes dans l'ossature du 11IMUA et de 'anti-mannanes (IgM 5B2)
auxqguelles s’ajoutent les composantes C=C et C=N pour le MAc. On observe surtout la présence
d’un épaulement a 287 eV et d’un pic a 288,8 eV attribués aux C 1s impliqués dans les liaisons
C-N/C-0 et C=0 respectivement [24].
La différence flagrante entre les deux surfaces analysées réside dans les spectres a haute
résolution N 1s oU aucun pic n’est observé dans le cas d’une surface greffée (Figure VI. 11.e),
car aucun atome d’azote n’est présent dans sa structure moléculaire. A contrario, le spectre a
haute résolution N 1s de la surface fonctionnalisée (Figure VI. 11.f) présente un pic intense a
400,7 eV correspondant aux N 1s de I'azote impliqué dans les liaisons N-C/N=C présentes dans
la structure de tous les acides aminés formant I'anticorps anti-mannanes (IgM 5B2) [25]. En
outre, la présence de ce pic prouve I'immobilisation de I'anticorps sur la surface du capteur.
Les spectres a haute résolution du O 1s des surfaces d’or greffées et fonctionnalisées sont
présentés sur les Figure VI. 11.g et VI. 11.h, respectivement. Les pics observés a 532,5 eV sur
les deux spectres sont attribués aux oxygenes liés au carbone O-C/O=C formant le groupement
carboxylique du 11MUA et des acides aminés qui constituent I'anti-mannanes (IgM 5B2).
Toutefois, le pic de I'anticorps est plus intense car sa structure moléculaire présente un plus
grand nombre d’oxygenes que le 11IMUA.

VI.3.3.3 Microscopie AFM

La Figure VI. 12 présente les images AFM acquises a 'aide du Nanoscope Dimension 3100
de Digital Instruments en mode sans-contact avec une vitesse de déplacement de 1 um/s sur
des surfaces de silicium polies métallisées avec de I'or et greffées en 11MUA (Figure VI. 12.a)
et fonctionnalisées en anti-mannanes (IgM 5B2) (Figure VI. 12.b). Les Figure VI. 12.c et VI. 12.d
représentent une surface fonctionnalisée ayant interagi avec I'analyte (mannanes).

La surface d’or modifiée en 11MUA (Figure VI. 12.a) présente une topographie homogene
dense de structures alignées avec une rugosité de I'ordre de 0,9 nm. Ces caractéristiques sont
typiques d’une surface d’or greffée avec des monocouches auto-assemblées thiolées [26].
L'immobilisation de I'lgM 5B2 a induit des irrégularités de surface avec I'apparition de larges
zones moins denses (Figure VI. 12.b) et a augmenté la rugosité moyenne de surface a 2 nm sur
une surface de 2 um x 2 um et a 2,72 nm sur une surface de 0,5 um x 0,5 um. L'apparition
d’irrégularités globulaires (Figure VI. 12.b) ainsi que I'augmentation de la rugosité témoignent
de I'immobilisation de I'anti-mannanes (IgM 5B2) comme cela a été déja rapporté et décrit dans
[16,25,27,28] pour d'autres anti-mannanes (IgM 5B2) et méme IgG.

Les Figure VI. 12.c et Figure VI. 12.c montrent |'état de surface du biocapteur apres
interactions 5B2/mannanes. On remarque la formation de crevasses de forme circulaire
laissant penser que l'anti-mannanes se positionne dans sa conformation dite en forme
« d’agrafes » des l'interaction avec les mannanes comme suggéré premiérement par Feinstein
et Munn [29] puis discuté dans [30,31]. En I'absence de l'antigene, I'anticorps prend une forme
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planaire, tandis qu’en présence de celui-ci, les parties Fab de I'anti-mannanes (IgM 5B2)
(pentamérique ou hexamérique) s’orientent hors du plan grace a la flexibilité des régions Cu2
lui donnant cette conformation dite « en agrafes » qui est notamment induite par l'avidité des
anticorps anti-mannanes (IgM 5B2) symbolisée dans la Figure VI. 13 [32].

Quant a la Figure VI. 12.d, elle montre I'existence de deux phases entre une surface sur
laguelle il y a eu une interaction 5B2/mannanes et une autre sur laquelle il n'y en a pas eue.
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Figure VI. 12: Images AFM d'une surface d’or. a. greffée en 11MUA, b.et b’. fonctionnalisées avec
des anti-mannanes (IgM 5B2), c. et ¢’. aprés interaction anti-mannanes (IlgM 5B2)/mannanes et d.
surface biphasique anti-mannanes (IgM 5B2) et anti-mannanes (IlgM 5B2)/mannanes.
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Le Tableau VI. lll résume les valeurs de rugosité RMS déterminées a partir des
caractérisations AFM. En ne considérant que les données relatives a une méme surface, i.e. 2
um x 2 um, I'augmentation de la rugosité est perceptible au fur et a mesure des modifications
successives de celle-ci.

Mannosides ﬂ;_&? m -

Assemblage |2V SB-2 @R .\" o
Du complexe ala P
5B2-mannanes /)}

Mannanes IgM forme en agrafes

leM immobilisés
Sous forme planaire

Figure VI. 13: Schéma représentatif de la conformation en agrafes du 5B2 suite a l'interaction avec
les mannanes, adapté de [33,34].

Surface Rugosité RMS (nm)
11MUA (2 pm x 2 um) 0,90
5B2 (2 um x 2 um) 2,05
5B2-zoomée (0,5 um x 0,5 um) 2,70
5B2-Mannanes (5 um x 5 um) 2,80
5B2-Mannanes zoomée(2 um x 2 um) 3,30

2 phases (2 um x 2 um) 7,30

Tableau VI. lll : Rugosité extraites des caractérisations AFM.

L'ensemble de ces caractérisations valident bien le

greffage de la sonde Zymo-SH a la surface du capteur.

VI.4 Tests d’'interaction anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes en SPR

Pour ces expérimentations, les capteurs sont préalablement greffés en 11MUA pendant
4h. Les étapes de fonctionnalisation de la surface et d’interaction biologique sont effectuées a
la suite lors de la conduite du test. Les tests ont été menés a la fois sur le banc en interrogation
angulaire (cf. § VI.4.1) et spectrale (valisette) (cf. § VI.4.2).

VI.4.1 Banc en interrogation angulaire

Le test d’interaction anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes a été mené en utilisant des
analytes de concentration différente en mannanes (625, 1250 et 2500 pg/mL). Chaque
concentration d'analyte a été injectée sur un canal différent d’'un méme capteur (Figure VI. 14).
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* Composition de surface

Canal 1: 11MUA 4h + IgM 5B2 [250 pg/ml] se———-
Canal 2: 1IMUA 4h + IgM 5B2 [250 pg/mL] me—————-
Canal 3: 11IMUA 4h + IgM 5B2 [250 pg/mL] me——-

Canal 4: - se——

Chapitre VI : Biodétection de Candida albicans

* Analyte injecté

—p- Canal 1 : Mannanes [625 ug/mL]
—)p Canal 2 : Mannanes [1250 pg/mL]

—)p Canal 3 : Mannanes [2500 pug/mL]

— Canal 4: -

Figure VI. 14: Répartition des analytes pour le test d’interaction anti-mannanes (IlgM 582)/mannanes
sur le banc en interrogation angulaire.

VI1.4.1.1 Protocole de test

VI.4.1.1.1 Fonctionnalisation de surface

La Figure VI. 15 représente les sensorgrammes obtenus a la suite de la fonctionnalisation

de surface en microfluidique dynamique. La fonctionnalisation s'est déroulée sur trois étapes:

- Pendant environ 6 minutes: Injection du PBS ([10 mM], pH = 7,2) en flux dynamique

continu pour obtenir une ligne de base correcte et vérifier la stabilité de la réponse.

- Pendant 21 minutes: Injection en flux continu d’une quantité suffisante de sondes anti-
mannanes (IgM 5B2) a une concentration de 250 pg/mL ([263 nM]) (dilution dans PBS

([10 mM], pH = 7,2)).

- Fin de cycle (environ 3 minutes): réinjection du PBS en flux continu dans les différents

canaux microfluidiques.
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Figure VI. 15: Sensorgrammes d'immobilisation de I'Anti-mannanes (IgM 5B2) pour chaque canal
utilisé par la suite (suivi de la fonctionnalisation de surface).

Lors du processus d’immobilisation de I'anti-mannanes (IgM 5B2), le maximum de la
réponse est de I'ordre de 610 + 20 RU en fonction du canal. Aprés rincage de la surface au PBS,
une baisse de la réponse d’environ 100 RU est observée pour les trois canaux et la réponse
moyenne se stabilise autour de 520 + 10 RU montrant une bonne homogénéité de la
fonctionnalisation sur les 3 canaux.

VI.4.1.1.2 Interaction anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes

La Figure VI. 16 illustre les sensorgrammes obtenus lors du test d’interaction anti-
mannanes (IgM 5B2)/mannanes. Chaque canal fonctionnalisé recgoit un analyte de
concentration différente en mannanes: 625, 1250 et 2500 pg/mL. L'expérimentation se déroule
en trois phases:

- Pendant 200 secondes : Injection du PBS (10 mM, pH= 7,2) en flux dynamique continu

pour obtenir une ligne de base correcte et vérifier la stabilité de la réponse.

- Pendant 500 secondes : Injection en flux continu d’un analyte de concentration de

mannanes différente dans chacun des 3 canaux.

- Pendant 300 secondes : réinjection du PBS en flux continu dans les différents canaux

microfluidiques.
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Figure VI. 16: Sensorgrammes correspondant aux tests d'interactions anti-mannanes (lgM
5B2)/mannanes.

L'injection des différents analytes a montré une augmentation rapide de la réponse avant
d’atteindre un plateau d’équilibre a 145, 330 et 545 RU pour le canal 1, 2 et 3, respectivement.
Le temps nécessaire pour atteindre ce plateau augmente aussi avec la concentration et
s’échelonne grossierement entre 100 et 150 secondes. Cette augmentation progressive de la
réponse indique |'association paratope-épitope; le plateau traduit alors I'obtention du régime
d’équilibre entre association et dissociation de molécules cibles. Le rincage au PBS au bout de
guelgues minutes entraine la dissociation du complexe anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes.
Toutefois, celle-ci n’a pas été totale pour les concentrations les plus élevées de mannanes
(1250 et 2500 pg/mL) pour lesquelles respectivement le quart et la moitié de la quantité de
mannanes ayant réagi avec les anticorps y est restée accrochée apres lavage au PBS.

Les résultats présentés ici, montrent que la réponse plasmonique n’est pas proportionnelle
aux concentrations de I'analyte mannanes injecté. Cela signifierait que le nombre de paratopes
accessibles de I'anti-mannanes (IgM 5B2) est aléatoire, phénomeéne qui s’expliquerait par un
arrangement des anticorps régi par plusieurs parametres et propriétés intrinseques, dont la
géne stérique.
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Figure VI. 17: Schéma descriptif des différentes étapes de fonctionnalisation de surface d'Au : a.
Greffage des 11IMUA a la surface d’Au ; b. Activation de la surface avec I’'lEDC/NHS ; c. Immobilisation
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de l'anti-mannanes (IgM 5B2) ; d. Désactivation des NHS n'ayant pas réagi ; e. Injection de I'analyte

(mannanes .

VI.4.2 Banc en interrogation spectrale (valisette).

Le déroulement de ce test s'est effectué d’'une maniere légérement différente de celle

utilisée dans le paragraphe précédent: ici deux analytes de concentration différente en

mannanes, 10 ug/mL et 625 pg/mL, ont été injectés a la suite dans chaque canal. Les 3 canaux

ont donc « vu » la méme séquence d’analytes (Figure VI. 18).

* Composition de surface * Analyte injecté
Canal 1: 11MUA 4h + IgM 5B2 [250 pg/ml] s———- —p- Canal 1 : Mannanes # conc.
Canal 2: 11MUA 4h + 1gM 5B2 [250 pg/mL] se—— —p Canal 2 : Mannanes # conc.
Canal 3: 11IMUA 4h + IgM 5B2 [250 pg/ml] se—- —)p-  Canal 3 : Mannanes # conc.
Canal 4: - e ———- — Canal 4; -

Figure VI. 18: Répartition des analytes pour le test d’interaction anti-mannanes (IgM
5B2)/mannanes sur le banc en interrogation spectrale (valisette).

VI.4.2.1 Protocole de test

VI.4.2.1.1 Fonctionnalisation de surface

Le protocole de fonctionnalisation est identique a celui mené pour I'expérimentation sur

le banc en interrogation angulaire (cf. § VI1.4.1.1.1).

VI.4.2.1.2 Interaction anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes

La Figure VI. 19 présente les sensorgrammes d’interaction des sondes anti-mannanes (IgM

5B2)

5B2 avec les analytes mannanes en mode dynamique dans les canaux 1, 2 et 3.

L'expérimentation a été menée en cing phases:

Pendant 4 minutes: injection de PBS ([10 mM)], pH = 7,2) en flux dynamique continu
dans les trois canaux pour obtenir une ligne de base correcte et vérifier la stabilité de la
réponse.

Pendant 10 minutes: injection de l'analyte - tampon phosphate salin (PBS) a une
concentration de 10 mM et de pH = 7,2 contenant les mannanes a une concentration
de 10 pg/mL (625 nM)- dans les canaux 1, 2 et 3.

Pendant 10 minutes : réinjection du PBS dans les 3 canaux afin d'éliminer les analytes
mannanes.

Pendant 15 minutes : Injection de l'analyte - tampon phosphate salin (PBS) a une
concentration de 10 mM et de pH = 7,2 contenant les mannanes a une concentration
de 625 pg/mL (39 uM)- dans les canaux 1, 2 et 3.
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- Pendant 5 minutes : réinjection du PBS dans les canaux 1,2 et 3 afin d'éliminer les

mannanes.
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Figure VI. 19: Sensorgrammes d’interactions 5B82-anti-mannanes (lgM 582)/mannanes sur la
valisette (interrogation spectrale).

L'injection de la solution contenant les mannanes a une concentration de 10 pg/mL ([625
nM]) induit une réponse quasi-instantanée conduisant a un plateau de I'ordre de 80 RU, 60 RU
et 50 RU pour les canaux 1, 2 et 3, respectivement.

L'injection de mannanes a une concentration de 625 ug/mL ([39uM]) induit une forte
augmentation de la réponse instantanée de I'ordre de 730 RU pour, de 650 RU et de 660, pour
les canaux 1, 2 et 3, respectivement. Lors du ringage, la réponse atteint 160 RU, 170 RU et 110
RU pour les canaux 1, 2 et 3, respectivement.

Cette expérience nous a permis de valider :

- d'une part, la détection des mannanes sur le banc valisette avec une réponse
comparable a celle obtenue par nos partenaires du C.H.U Lille sur un équipement de
laboratoire (Biacore) [5]

- et dautre part, une réponse relativement identique d’un canal a l'autre sur un
biocapteur multicanal.
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VI.5 Caractérisations complémentaires

VI.5.1 SPR: anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes versus mannanes/anti-

mannanes (IgM 5B2)

Cette étude a été menée afin d’essayer de comprendre le faible niveau de réponse obtenu
lors de linteraction anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes comparé a celui préalablement
obtenu par les colléegues du C.H.U. Lille lors de la détermination de Iaffinité de I’anticorps anti-
mannanes (IgM 5B2) menée sur une interaction inverse, i.e. mannanes/anti-mannanes (IgM
5B2). Cette expérimentation a été menée sur la valisette. Les deux interactions ont été menées
sur le méme capteur mais sur des canaux séparés. Linteraction anti-mannanes (lgM
5B2)/mannanes est la méme que celle du paragraphe précédent. Elle a été réitérée ici afin que
les deux expérimentations soient comparables.

VIL.5.1.1 Interaction Anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes

Le capteur pré-fonctionnalisé (cf. § VI.3) a été testé en utilisant un analyte contenant des
mannanes injectés sur les canaux 3 et 4. Les canaux 1 et 2 seront utilisés pour le test suivant
(cf. § VI.5.1.2) (Figure VI. 20).

* Composition de surface * Analyte injecté
Canal 1: - e——— — Canal 1 : -
Canal 2: - ee— — Canal 2 : -
Canal 3: 11MUA 4h + 1gM 5B2 [200 pg/ml] se—- m—- Canal 3 : Mannanes [100 pg/mL] et [200 pg/mL]
Canal 4: 11MUA 4h + 1gM 5B2 [200 pg/mL] se—- —p-  Canal 4: Mannanes [100 pg/mL] et (200 pg/mL]

Figure VI. 20: Répartition des analytes pour le test d’interaction anti-mannanes (IgM
5B2)/mannanes.

Les Figure VI. 21.a et VI. 21.b présentent les sensorgrammes d’interactions des IgM 5B2
avec les analytes mannanes en mode dynamique dans les canaux 3 et 4. Chaque canal a recu
le méme flux d’analyte composé de la succession d’un analyte ayant une concentration en
mannanes de 100 pg/mL et d'un second avec une concentration de 200 upg/mL.
L'expérimentation a été menée en huit phases :

Fonctionnalisation de la surface

- Pendant 3 minutes: injection de PBS ([10 mM)], pH = 7,2) en flux dynamique continu

dans les deux canaux utilisés pour obtenir une ligne de base correcte et vérifier la
stabilité de la réponse.

- Pendant 8 minutes: injection d'une solution de tampon phosphate salin (PBS) a une

concentration de 10 mM et de pH= 7,2 contenant les anticorps 5B2 a une concentration
de 200 pg/mL ([210 nM]).
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Pendant 4 minutes : réinjection du PBS afin d'éliminer les IgM 5B2 n’ayant pas été

immobilisés sur la surface greffée.

e A ce stade, le processus de fonctionnalisation de surface est poursuivi avec la
désactivation et la passivation de surface avec de I'éthanolamine a 1M et du BSA
a 0,1% (p/p), respectivement.

- Pendant 4 minutes : réinjection du PBS dans les canaux 3 et 4 en flux dynamique continu
dans les deux canaux pour obtenir une ligne de base correcte et vérifier la stabilité de
la réponse.

- Pendant 5 minutes : Injection d'une solution de tampon phosphate salin (PBS) a une
concentration de 10 mM et de pH = 7,2 contenant les glucides mannanes a une
concentration de 100 pg/mL ([6,25 uM]).

- Pendant 1 minute : réinjection de PBS afin d'éliminer les mannanes n’ayant pas interagi
avec les sondes 5B2.

- Pendant 5 minutes : injection d’une solution de tampon phosphate salin (PBS) a une
concentration de 10 mM et de pH =7,2 contenant des compléments mannanes a une
concentration de 200 pg/mL ([12,5 uM]).

- Finde cycle : ringage des deux canaux avec du PBS a une concentration de 10 mM et de

pH =7,2 afin de passer a la phase de dissociation des mannanes.

L'injection de la solution contenant 200pg/mL d’anti-mannanes (IgM 5B2) dans le canal 3
et 4 induit une augmentation instantanée de la réponse jusqu’a atteindre une réponse
maximale de I'ordre de 7650 RU et 8460 RU, respectivement, indiquant I'immobilisation des
anti-mannanes sur la surface de la monocouche de 11MUA activée par I'EDC/NHS. Apres
rincage au PBS, le niveau atteint est de I'ordre de 3260 RU et de 4680 RU pour le canal 3 et le
canal 4, respectivement. Suite a la désactivation ainsi que la passivation de surface, le niveau
du signal a baissé jusqu’a 2570 RU et 3640 RU pour le canal 3 et le canal 4, respectivement.
Ce niveau correspond a la quantité réelle d’anti-mannanes (IgM 5B2) immobilisés.

Lors de linjection de la solution contenant les mannanes, nous observons une
augmentation du signal quasi-instantanée pour la concentration de 100 pg/mL ([6,25 uM]) au
niveau du canal 3 seulement (aucune augmentation du signal n’est observée au niveau du
canal 4) jusqu’a atteindre un plateau de 'ordre de 25 RU. Ensuite, le rincage des canaux au
PBS induit une faible baisse du signal au niveau du canal 3 qui traduirait le fait que tous les
analytes présents dans le tampon PBS sont restés attachés aux sondes IgM 5B2. Tandis qu’a
I'injection de la solution PBS contenant des mannanes a 200 pg/mL ([12,5 uM]), une
augmentation du signal progressive est observée au niveau des deux canaux correspondant a
I’association des mannanes jusqu’a atteindre un plateau de I'ordre de 65 RU pour le canal 3 et
de I'ordre de 150 RU pour le canal 4.Le ringage des deux canaux au PBS a conduit a une baisse
de la réponse correspondant a la dissociation totale et partielle du couple mannanes/anti-
mannanes dans le canal 3 et le canal 4, respectivement.
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Figure VI. 21: Sensorgrammes d’immobilisation de I’anti-mannanes (IgM 5B2) (200ug/mL) et
d’interaction IgM 5B2/mannanes (100 et 200 ug/mL) dans le canal 3 (a) et le canal 4 (b).
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VI.5.1.2 Interaction mannanes/anti-mannanes (IgM 5B2)

Etant donné la différence de poids moléculaire entre I'anti-mannanes (IgM 5B2) (= 950

kDa) et le mannane (= 16 kDa), le schéma d’interaction inverse devrait amener une réponse

beaucoup plus significative lors de l'interaction. Dans ce cas, les glucides mannanes sont

immobilisés sur la surface du capteur et les anticorps anti-mannanes (IgM 5B2) sont injectés

comme analyte. Rappelons toutefois que ce schéma réactionnel ne correspond pas a celui qui

est utilisé pour la détection du Candida albicans, il a juste été expérimenté pour afficher plus

fortement la réalité de 'interaction.

Le capteur pré-fonctionnalisé a été testé en utilisant un analyte contenant des anti-

mannanes (IgM 5B2) injectés sur les canaux 1 et 2 préalablement fonctionnalisés avec une

solution de PBS contenant des anti-mannanes (IgM 5B2) a 200 ug/mL (Figure VI. 22).

* Composition de surface * Analyte injecté
Canal 1: 11MUA 4h + Mannanes [200 pg/mlL] s—- —- Canal 1 : |gM 5B2 [100 pg/mL]
Canal 2: 11MUA 4h + Mannanes [200 pg/mL] m— — Canal 2 : IgM 5B2 [10 pg/mL]
Canal 3: - e————- —)p  Canal 3 : -
Canal 4: - — — Canal 4: -

Figure VI. 22: Répartition des analytes pour le test d’interactions mannanes/anti-mannanes.

La Figure VI. 23 présente les sensorgrammes d’interaction des sondes mannanes avec les

analytes anti-mannanes en mode dynamique. L'expérimentation a été menée en cing phases:

Pendant 3 minutes: injection de PBS ([10 mM)], pH = 7,2) en flux dynamique continu

dans les deux canaux pour obtenir une ligne de base correcte et vérifier sa stabilité.

Pendant 12 minutes: injection d'une solution de tampon phosphate salin (PBS) a une

concentration de 10 mM et de pH = 7,2 contenant les mannanes a une concentration

de 200 pg/mL ([12,5 pM]).

Pendant 3 minutes : réinjection du PBS afin d'éliminer les mannanes non-immobilisés

sur la surface greffée et ainsi n'obtenir que la réponse liée a I'immobilisation seule.

e A ce stade, le processus de fonctionnalisation de surface est poursuivi avec la

désactivation et la passivation de surface avec de I'éthanolamine a 1M et du BSA
a 0,1% (p/p) respectivement.

Pendant 3 minutes : réinjection du PBS en flux dynamique continu dans les deux canaux

pour obtenir une ligne de base correcte et vérifier la stabilité de la réponse.

Pendant 7 minutes : Injection d'une solution de tampon phosphate salin (PBS) a une

concentration de 10 mM et de pH = 7,2 contenant les anti-mannanes a une

concentration de 100 pg/mL ([105 nM]) et a 10 pg/mL ([10,5 nM]) dans les canaux 1 et

2 respectivement.
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- Pendant 5 minutes : réinjection du PBS pour rincer la surface du canal microfluidique
afin d'éliminer les anti-mannanes (IgM 5B2) apres assemblage avec les sondes

mannanes.
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Figure VI. 23: Sensorgrammes d’immobilisation de mannanes (200 ug/mL) et d’interactions des
sondes mannanes avec les analytes anti-mannanes (lgM 5B82) (10 et 100 ug/mL).

L'injection de la solution contenant les mannanes induit une augmentation progressive de la
réponse jusqu’a un plateau d’équilibre a 800 RU et 1000 RU, respectivement, pour le canal 1
et 2. Apres ringage au PBS, le niveau atteint est de I'ordre de 650 RU et de 900 RU pour le canal
1 et le canal 2, respectivement. Suite a la désactivation ainsi que la passivation de surface, le
niveau du signal a baissé jusqu’a 115 et 330 RU pour le canal 1 et le canal 2, respectivement.
Ce niveau correspond a la quantité réelle de mannanes immobilisés. Tandis qu’a l'injection de
la solution contenant les IgM 5B2, nous observons une augmentation du signal quasi-
instantanée pour la concentration de 100 ug/mL ([105 nM]) (canal 1) jusqu’a atteindre un
niveau maximal de I'ordre de 9100 RU et une augmentation du signal progressive pour la
concentration de 10 ug/mL ([10,5 nM]) (canal 2) jusqu’a atteindre un niveau maximal de I'ordre
de 3170 RU (canal 2). Le rincage des deux canaux au PBS a conduit a une baisse du signal
enregistré quasi-instantanée dans les deux canaux pour atteindre des niveaux de 5180 RU et
de 2790 RU pour le canal 1 et le canal 2, respectivement. Ceci traduit clairement une grande
avidité de I'anticorps vis-a-vis des mannanes immobilisés en surface. En effet, le fait qu’lgM 5B2
(multivalent) puisse se lier spatialement par ses dix ou douze paratopes (sites de liaison) a un
nombre équivalent d’épitopes (antigenes) lui confere une force de liaison globale supérieure a
celle d’'une seule liaison. De plus, la dissociation du complexe anticorps-antigene est régie par
ce qu’on appelle la « coopérativité », c’est-a-dire que la dissociation totale n'est effective que
lorsque toutes les liaisons paratope-épitope singuliéres se désunissent simultanément [35,36].
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Quelle que soit la concentration en anti-mannanes (IgM 5B2), le niveau d’équilibre n’est
pas atteint au terme des 7 minutes d’interaction, il est donc difficile de comparer les niveaux a
ce stade pour quantifier le taux d’interactions. En revanche, le calcul de la pente de la réponse
lors du début de I'interaction refléte tres correctement le rapport de concentrations (Tableau

VI V).

Canal Concentration en anti-mannanes (IgM 5B2) Pente (RU/s)

(ng/mL)
100 139,5

10 13,8
Tableau VI. IV : Pentes du début d’interaction mannanes/anti-mannanes (IgM 5B2).

VI.5.2 Voltampérométrie cyclique

La Figure VI. 24 montre les voltammogrammes cycliques collectés tout le au long de la
modification de la surface d’Au jusqu'a l'interaction avec les mannanes. Dans un premier temps,
on remargue que la différence entre le pic d’oxydation (anodique) et de réduction (cathodique)
observée sur la surface d'or de I'électrode est moyenne ce qui correspond a un cycle redox
quasi-réversible et une électrode conductrice. Ensuite, des que la surface est modifiée par des
ligands organiques, I'électrode devient moins conductrice. La conductivité de I'électrode
décroit considérablement dés I'activation de la surface a 'EDC/NHS suivie de I'immobilisation
de I'anti-mannanes (IgM 5B2), de la désactivation de la surface a I'éthanolamine et pour finir
de la détection des mannanes, résultant ainsi en un cycle redox non-réversible.

6

— Au

—— 11MUA
—— EDC/NHS
4 | —igG5B2
—— Surface deactivation (EtOH-NH2)
—— Mannanes

I (HA)

10 08 06 04 -02 00 02 04 06
E (V)

Figure VI. 24: Voltammogrammes correspondant aux étapes successives de greffage (11MUA),
activation (EDC/NHS), fonctionnalisation (anti-mannanes (IgM 5B2)), passivation ("surface
deactivation") et interaction (mannanes).

La chute de la conductivité de I'électrode est clairement causée par la présence de matiere
organique a sa surface. En effet, les molécules organiques immobilisées, en particulier I'anti-
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mannanes (IgM 5B2), de poids moléculaire élevé (950 kDa), créent une barriére a la surface de
I"électrode qui empéche le transfert d’électrons, ce qui se traduit par une baisse drastique des
pics de courant redox [33,37,38,32,31].

Lapparition des pics intenses a-0,05 et 0,07 V lors de la désactivation de surface a
I'éthanolamine et a l'interaction anti-mannanes /mannanes témoigne de l'oxydation de
I'électrode de référence (Ag).

VI.6 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons présenté la démarche et les protocoles opératoires utilisés
pour la fonctionnalisation de surface des capteurs plasmoniques les convertissant ainsi en
biocapteurs spécifiques envers la pathologie de candidose causée par le Candida albicans. La
détection biologique a été basée sur une interaction moléculaire entre un anticorps de type
anti-mannanes (IgM 5B2) et un antigéne type glucides (glucides mannanes). Les mannanes
cibles et les anticorps ont été extraits et développés par les partenaires C.H.U. Lille du projet
BIOSENS.

Les tests de biodétection immunologique ont été amorcés sur le banc a interrogation
angulaire. Cette premiére étude a permis de valider le concept de biodétection par anticorps-
antigéne sur le banc expérimental développé a I'lEMN et d'utiliser les capteurs avec
microfluidique intégrée présentés dans le chapitre IV. Les protocoles de fonctionnalisation et
d'interaction ont alors été reproduits sur un anti-mannanes (IlgM 5B2) monoclonal spécifique
aux mannanes, présents dans la couche externe du pathogéne Candida albicans.

La surface greffée en 11MUA des biocapteurs a été caractérisée d’abord par la mesure de
la mouillabilité de la surface en fonction du temps de greffage. Ensuite, la spectroscopie
vibrationnelle Infrarouge a transformée de Fourrier en mode ATR (ATR-FTIR) nous a permis de
valider I'immobilisation de la sonde anti-mannanes (IgM 5B2) par couplage amine sur la surface
des capteurs. En effet, nous avons observé les pics correspondant aux vibrations des différentes
liaisons présentes dans la structure moléculaire du 11MUA et du NHS dans le spectre ATR-FTIR
des surfaces fonctionnalisées. De plus, la spectroscopie vibrationnelle Raman nous a permis de
confirmer le greffage de la monocouche de 11MUA par la présence des pics vibrationnels des
liaisons Au-S et S-C. De maniére additionnelle, la spectroscopie XPS a confirmé I'adsorption de
maniere covalente de ces mémes sondes.

La détection de I'analyte mannanes de taille moyenne de ~16 kDa a été vérifiée et validée
sur le banc a interrogation angulaire ainsi que sur la valisette en utilisant des sondes anti-
mannanes (IlgM 5B2) de taille de 900 kDa. A linstar du travail présenté dans le chapitre
précédent, le but de cette étude était de valider sur la valisette le schéma de détection par SPR
du complément mannanes. Différentes concentrations ont pu étre testées et détectées jusqu’a
atteindre une limite de détection de lI'ordre de 10 pg/mL correspondant a 625 nM en
mannanes.

Par ailleurs, une étude complémentaire utilisant la voltampéromeétrie cyclique nous a permis
de valider le protocole d’'immobilisation des sondes de maniére covalente sur une surface d’or,
et aussi de vérifier I'interaction anti-mannanes (IgM 5B2)/mannanes.
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Conclusion générale

Dans ce travail, la chimie de surface a été utilisée pour répondre a deux besoins, trés
différents, exprimés pour |'utilisation de biocapteurs SPR dans la détection sur le terrain de
pathogénes.

Le premier concerne la réalisation d'un capteur SPR a microfluidique intégrée (chapitre V).
Un procédé de fabrication de tels capteurs a été développé avec succes. Il integre une
microfluidique a quatre canaux suivant une stratégie d'auto-assemblage moléculaire par
traitement du PDMS au 3-mercaptopropyl triméthyloxane (MPTMS).
Aprés activation de la surface du capot microfluidique par UV-0Os;, une monocouche
autoassemblée (SAM) de MPTMS a été greffée sur la surface du polymere qui a son tour a été
mise en contact avec la surface d’or du capteur. Le collage est ainsi assuré par la liaison Au-S.
Le procédé que nous avons développé a été comparé avec le collage conventionnel basé sur
une décharge plasma-corona en utilisant des mesures de résistance a la traction. Les résultats
ont montré que le collage chimique était plus efficace et plus résistant que le collage corona.
De plus, I'étanchéité des 4 canaux microfluidiques intégrés a été confirmée par test visuel ainsi
que des tests SPR en injectant des fluides sous pression allant jusqu’a 1,8 bar. A noter que la
conception microfluidique peut étre adaptée librement aux besoins des expérimentations et
donc a des circuits microfluidiques plus complexes.
L’avantage que présentent de tels capteurs SPR a microfluidique intégrée est de permettre la
réalisation d’une conception de capteurs réalisant une multi détection, puisque chaque canal
peut étre alors fonctionnalisé de maniere différente. De ce fait, I'idée de construire un capteur
SPR entierement prét a I'emploi et a usage unique, en intégrant le bon systéme microfluidique,
reste encore un chalenge. La pré-fonctionnalisation des capteurs SPR avant utilisation
simplifierait alors grandement le processus d'analyse puisque seules les solutions de référence
et les solutions en cours d'étude seraient alors injectées pour effectuer les analyses.

Le second est dédié a la mise en place de protocoles de fonctionnalisation de capteurs et
de biodétection appliqués a deux pathogénes fongiques, I'un dans le domaine végétal et I'autre
chez I'hnumain: jusqu'a ce jour, aucune étude par SPR n’avait porté sur la détection de la
septoriose du blé causée par le champignon Zymoseptoria tritici (chapitre V). La SPR s’est
avérée étre une méthode de détection adéquate pour pallier les problématiques rencontrées
avec les techniques usuelles telles que I'ELISA ou la PCR, a savoir : un gain de temps, une
absence de marqueurs biologiques et un suivi en temps réel des interactions. Elle permet aussi
d’établir une étude cinétique de I'accroche du couple sonde-ligand.

Dans un premier temps, il a fallu s’approprier les deux systémes de lecture de capteurs
utilisés dans cette étude (Chapitre Ill) basés respectivement sur un schéma de détection a
interrogation angulaire et spectrale (ou valisette). A noter que cette valisette a été fabriquée
par le partenaire Multitel du projet BIOSENS comme un équipement de lecture de terrain pour
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capteurs SPR. Pour ces deux systemes de lecture, nous avons décrit la procédure d’étalonnage
ainsi que les performances expérimentales obtenues. L’étalonnage du banc de mesure
angulaire a été réalisé avec une surface plasmonique de 35 nm d’épaisseur et une série de
solutions d’éthylene glycol. Il nous a permis d’enregistrer une sensibilité de I'ordre de 6550
px/RIU avec une résolution et une limite de détection estimées a 16 RU et 33 RU,
respectivement. De maniere similaire, I'étalonnage du banc spectral nous a permis d’observer
une sensibilité de 6050 nm/RIU avec une résolution et une LOD estimées a 25 RU et 72 RU,
respectivement, pour le capteur de 35 nm d’épaisseur d’or. De méme, une sensibilité de 6120
nm/RIU a été obtenue pour un capteur de 48 nm d’épaisseur d’or avec la méme résolution et
LOD qu'estimées précédemment.

A la suite (chapitre V), il a été entamé la procédure de conversion des capteurs SPR en
biocapteurs dédiés a la détection du Zymoseptoria tritici selon deux schémas. Le premier est
basé sur une interaction ADN-ADN et le second sur une interaction anticorps IgG-protéine.

La détection a base d’acides nucléiques a été en premier lieu vérifiée sur le banc valisette
avec des monobrins d’ADN complémentaires de 100 bases constitués de Thymine pour la
sonde (T100-SH) et d’Adénine pour 'analyte (A100). Les résultats positifs issus de ces tests
préliminaires nous ont permis de valider la preuve de concept de détection nucléique sur la
valisette.

Apreés ces résultats trés encourageants nous avons poursuivi avec les mémes protocoles de
fonctionnalisation de surface pour préparer les biocapteurs pour la détection du
Zymoseptoria tritici. La surface a été fonctionnalisée avec une sonde compl. Zymo-SH
(déterminée par bioinformatique par le partenaire CARAH du projet BIOSENS) correspondant
a une partie du génome du champignon. Cette sonde interagit avec I'analyte complémentaire
Zymo. Les deux monobrins (dont celui, thiolé, de la sonde) sont issus de la synthese et
obtenus commercialement.

La fonctionnalisation des surfaces des capteurs avec les sondes Zymo-SH a été validée par
les techniques de caractérisation de surface usuelles (angle de contact, spectroscopie
vibrationnelle, XPS, AFM et voltampérométrie cyclique). Cela nous a permis de passer a I'étape
de détection biologique par SPR en s'étant assuré de la fonctionnalisation effective des
capteurs.

Les résultats de détection obtenus ont montré pour la premiére fois la biodétection du
Zymoseptoria tritici a base d’ADN par SPR. Les premiers tests ont montré une détectabilité de
500 nM d’oligonucléotide Zymo sur trois canaux indépendants. Ensuite, linjection
monocylique de I'analyte nous a permis d’évaluer le Rmax a 350 RU. Nous avons donc pu
déterminer les constantes d’association ks et de dissociation kg du couple compl. Zymo-SH-
Zymo. La faible constante de dissociation a I'équilibre traduit une forte stabilité du couple
Zymo-SH — Zymo.

La détection du Zymoseptoria tritici par SPR a base d’anticorps 1gG et de protéines-Zymo
a, elle aussi, été vérifiée sur la valisette en utilisant des biocapteurs fonctionnalisés avec des
1gG-Zymo fournis par les partenaires du C.H.U Lille. Les résultats issus de ces tests ont montré
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la détectabilité de protéines Zymo pures et de protéines Zymo dans un mélange protéinique
issu directement d’extraits végétaux. Cependant, aucune étude cinétique n’a pu étre
effectuée pour l'instant: cette partie expérimentale est amenée a étre reproduite pour définir
les propriétés cinétiques du couple IgG-Zymo-protéines-Zymo.

Dans le dernier chapitre (Chapitre VI), nous avons présenté les travaux réalisés pour la
détection de Candida albicans suivant un seul schéma de détection, basé sur une interaction
anticorps Anti-mannanes (IgM 5B2)-glucides (mannanes). Ce schéma de détection a été vérifié
sur les deux bancs de lecture, en interrogations angulaire et spectrale.

Les biocapteurs utilisés ont été fonctionnalisés avec les sondes Anti-mannanes (IgM 5B2)
5B2 monoclonaux par couplage amine (EDC/NHS) sur une surface greffée par une monocouche
autoassemblée de 11MUA. Le temps de greffage en question a été préalablement optimisé en
fonction des réponses plasmoniques enregistrées.

ldentiguement aux travaux du chapitre précédent, nous avons validé la modification de
surface par les sondes 5B2 par diverses méthodes de caractérisation (mouillabilité,
spectroscopie vibrationnelle, AFM, voltampérométrie cyclique) avant de réaliser les tests de
détection par SPR.

Les expériences SPR, ont d’abord permis de valider le concept de détection des mannanes
sur le banc angulaire en utilisant les capteurs avec microfluidique intégrée présentés dans le
chapitre Ill. La concentration minimale détectée est de 625 pg/mL. Ensuite, la détection des
mannanes a été validée sur la valisette avec une LOD de 10 pg/mL.

En outre, une étude comparative entre le schéma de détection classique (antigene-
anticorps) et celui que nous avons utilisé (anticorps-antigene) a été menée. Méme si aucune
étude de la cinétique d’interaction n’a pu se faire, une proportionnalité entre la pente de la
courbe SPR et |la concentration d’analyte injecté a été montrée.
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Perspectives

Les perspectives envisageables, en prolongement direct ou indirect de ces travaux,
pourraient se décliner suivant 4 axes principaux: deux sont plutot liés a I'équipement de
mesure:

- optimisation du couplage optique entre équipement et capteur,
- adaptation de I'équipement aux capteurs avec microfluidique intégrée,

et deux liés aux protocoles de mesure:
- optimisation des protocoles de fonctionnalisation de surface des capteurs,
- obtention des échantillons de test.

1- Optimisation du couplage optique entre équipement et capteur

Les travaux de cette these nous ont permis de situer les problématiques d’élaboration d’un
systeme de lecture SPR de terrain en vue d’une détection de phytopathogénes et de
pathogenes humains sur site.

L’étalonnage de la valisette a montré d’excellentes performances en termes de sensibilité,
de résolution et de limite de détection. Des problémes de répétabilité de mesures ont montré
que le support mécanique du capteur et/ou de son optique de couplage devait étre revu de
maniere a stabiliser I'ensemble, notamment pour un équipement dédié au terrain.

2- Adaptation des capteurs microfluidiques

Les capteurs avec microfluidique intégrée présentés en chapitre Il nous ont permis
d’effectuer des mesures multiples avec un seul capteur sur le banc de laboratoire en
interrogation angulaire, sans pour autant en altérer les performances. L'avantage ici, est de
s'affranchir du systeme de clampage de la microfluidique sur le capteur employé dans la
valisette. En liaison directe avec le point précédent, cette modification constituerait une piste
intéressante pour garantir la stabilité du systtme de lecture tout en fournissant une
microfluidique multicanale. De plus, I'utilisation de capteurs SPR avec contréle de température
intégré développés au sein de notre groupe [1] permettrait de mieux maitriser les effets de
température sans pour autant utiliser une enceinte thermostatée. En outre, cela permettrait
de contrdler finement le processus d’appariement de I'analyte avec la sonde.

3- Optimisation des protocoles de fonctionnalisation de surface

Les protocoles opératoires utilisés pour la conversion des capteurs en biocapteurs ont été
élaborés et développés conjointement avec les partenaires du projet BIOSENS, notamment le
C.H.U Lille et CARAH/Materia Nova. Toutefois, ils sont amenés a étre optimisés pour permettre
d’atteindre un plus grand degré de sensibilité et une meilleure affinité tout en utilisant moins
de matiére biologique. Cela peut étre réalisé par:
- I'ajout d’un espaceur entre les monobrins d’ADN sondes ou les molécules formant la SAM
pour la fonctionnalisation de surface basée sur une interaction anticorps-antigéne afin d'éviter
I’'encombrement stériques des macromolécules,
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- 'utilisation de la stratégie d’immobilisation basée sur la bioaffinité (i.e. : systeme Biotine-
Avidine), spécifiguement pour les anticorps polyclonaux pour assurer une accroche spécifique,
I'orientation des anticorps IgG par de la protéine A ou G pour rendre les sites paratopes
accessibles aux antigénes qui représentent la pathologie.

4- Obtention des échantillons de test

Nos différentes expérimentations ont montré que le procédé de traitement des
échantillons, de la matiere prélevée a I'analyte utilisé sur le capteur, reste un point bloquant
pour la réalisation d'un appareil de terrain. Actuellement, la valisette comporte I'équipement
de lecture SPR mais nécessite un analyte "prét a I'emploi". Pour le projet, cette phase du
processus a été réalisée en laboratoire, elle nécessiterait donc d'étre intégrée a I'équipement
de maniére a ce que celui-ci soit effectivement totalement autonome. Pour l'instant, cette
phase de préparation apparait néanmoins tres dépendante des échantillons prélevés et de ceux
a fournir.
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Annexe

Validation par test Elisa de I'interaction Anti-mannanes (IgM 5B2)/mannane

Le protocole du test ELISA indirect est présenté dans la Figure A. 1 et est réalisé en plusieurs
étapes pendant deux jours. Cette étape a été réalisée par le partenaire C.H.U. Lille du projet
BIOSENS.

D’abord, une solution tampon bicarbonate contenant les antigénes de types mannanes a
1% a été injectée dans 10 puits d’une plaque de titration et a été incubée a 4°C pendant 20 h.
Apres lavage des puits au tampon, 100 uL de BSA dilué a 1% dans du PBS ont été ajoutés dans
chaque puit afin de saturer la surface fonctionnalisée avec les mannanes précédemment
immobilisés durant 15 minutes. Ensuite, un lavage au PBS a été effectué afin d’éliminer les
molécules qui ne se sont pas fixées. Le processus a été poursuivi en fixant différentes
concentrations [1/1008-1/1000°] de I'anticorps Anti-mannanes (IgM 5B2) pendant 20 minutes.
Cette étape est suivie de trois lavages avec un mélange équi-volumique PBS-Tween 20°. Par la
suite, un anticorps secondaire dilué au 1/5000° a été incubé durant 1h, avec, a la suite, trois
lavages au mélange équi-volumique PBS-Tween. Le test est finalisé par la fixation du
TetraMethylBenzidine (TMB), substrat de I'enzyme et 'ajout de 100 pL de H;SO4 a 0,5 M. La
plague de titration a ensuite été analysée par un spectromeétre a une longueur d'onde de 450
nm.
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b —
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—_—
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Figure A. 1 : Schéma descriptif du test ELISA

> Tween 20: Agent tensio-actif (surfactant) non-ionique, utilisé dans les tests ELISA pour bloquer les sites actifs
vacants.
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Le résultat issu du test ELISA pour l'interaction 5B2-Mannanes est présenté dans la Figure
A. 2, I'anticorps monoclonal 5B2 montre une réactivité spécifique envers les mannanes avec
une limite de détection de I'ordre de 400 ng/mL.
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Figure A. 2 : Résultat du test ELISA
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Résumé

La détection d’éléments biologiques dans des milieux, gu’ils soient simples ou complexes, peut étre
réalisée par diverses méthodes analytiques telles qu’ELISA, PCR, QCM... . Parmi celles-ci, la méthode
optique qui repose sur 'utilisation de biocapteurs a base de résonance plasmonique de surface (SPR)
est présentée comme une technique présentant certains avantages: sensibilité, analyses en temps réel
et sans marquage.

Les travaux de cette these menés dans le cadre du projet Biosens, ont porté sur le développement
de biocapteurs SPR sans marqueur biologique pour des applications biomédicales et agricoles.
Concernant la mise en ceuvre sur le terrain, des capteurs SPR avec microfluidique intégrée ont été
développés permettant a terme une utilisation de terrain simplifiée.

Afin de s’assurer la spécificité de détection, ce type de capteurs nécessite une fonctionnalisation
de la surface qui est, dans notre cas, basée sur des anticorps ou des fragments d'ADN. Deux pathogenes
différentes, appartenant au régne fongique, a savoir Candida albicans et Zymoseptoria tritici,
respectivement dans les domaines médical et agricole, ont été étudiées, détectés et quantifiés.

A cette fin, les ligands d'intérét ont d'abord été immobilisés sur la surface en or des capteurs SPR
par couplage amine pour les anticorps et par liaison covalente directe thiol-or pour les monobrins
d’ADN. Ensuite, des études d'interaction biologique avec les antigenes complémentaires respectifs et
I'ADN ont été menées en temps réel a I'aide de deux systémes de lecture SPR développés en laboratoire;
le premier, fixe, basé sur une interrogation angulaire et le deuxiéme, portable, fonctionnant selon la
configuration spectrale.

Mots-clés : Biocapteurs, SPR, Fonctionnalisation de surface, puces microfluidiques, anticorps, antigenes,
ADN.

Abstract

The detection of biological elements in complex or simple media can be achieved by various
analytical methods (ELISA, PCR, QCM...). Among these technigues, one can mention the optical method
based on the use of surface plasmon resonance (SPR) biosensors.

The work of this thesis, which is part of the Biosens project, focused on the development of
biological label-free SPR biosensors for biomedical and agricultural applications. Towards this aim, SPR
sensors with integrated microfluidic circuitry have been developed ultimately allowing a simplified on-
site use.

To ensure the detection specificity, this type of sensor requires a surface functionalization which is,
in our case, based on either antibodies or DNA fragments. Two different pathogens, belonging to the
fungal kingdom, namely Candida albicans and Zymoseptoria tritici, in the human and vegetal domains,
respectively, were studied, detected, and quantified.

To this end, the ligands of interest were first immobilised on the gold surface of the SPR sensors by
amine coupling for the antibodies and by direct thiol-gold covalent bonding for the single stranded-DNA.
Subsequently, biological interaction studies with the respective complementary antigens and DNA were
performed in real time using two lab-made SPR systems; the first, which is fixed and based on angular
interrogation and the second, which is portable and operating in spectral configuration scheme.

Keywords: Biosensors, SPR, surface functionalization, microfluidic chips, antigens, antibodies, DNA.
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