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Résumeé

Les capteurs basés sur la résonance plasmonique de surface (SPR) sont devenus des outils trés
importants pour une détection sensible, sans marquage et en temps réel des interactions
biochimiques et biologiques. Dans cette these, différents aspects de la plasmonique ont été
étudiés tels que la configuration du systeme de détection et la facon dont les molécules sont
attachées aux interfaces SPR. Dans la premiére partie de ce travail, I’intérét d’un banc SPR en
configuration "goutte” est présenté. Ce banc a permis d’étudier expérimentalement, pour la
premiere fois, I’excitation des plasmons de surface par une "lame a réseaux”, un dispositif
intégré sans prisme. Dans la deuxieme partie, différentes stratégies de fonctionnalisation de
surface ont été développées sur différents types d’interfaces SPR hybrides. Une lame d’argent
couverte par un film fin de silicium amorphe carboné (Ag/a-Siye3Co.37) a été modifiée avec de
I’acide nitrilotriacétique (NTA) terminé amine pour chélater les ions Cu®*. L’interaction avec
les peptides his-tagués peut étre suivie, d’une fagon simple, par le banc SPR en "goutte”.
L’intérét de I’interaction glycane-lectine a motivé le développement des interfaces SPR
modifiées avec des glycanes. En utilisant 1’approche de la chimie “click”, les sucres
mannose/lactose terminés alcyne ont été attachés d’une fagon covalente sur une lame
d’or/oxyde de silicium (Au/SiOy) fonctionnalisée azide. La détection de deux différents
lectines (Lens culinaris et Peanut Agglutinin) par ces puces a glycanes a été validée. En
paralléle, le greffage des sucres mannose/lactose "non modifiés” a I’interface Au/SiOx modifiée
par ’acide tetrafluoro-azidobenzoique (ATFBA) via le photocouplage a été analysé. Cette
stratégie a montré une efficacité dans la reconnaissance spécifique des lectines comparable a
celle obtenue dans le cas de la chimie "click”.

Mots clés : Résonance de plasmons de surface (SPR), banc SPR en configuration "goutte”,
strategies de fonctionnalisation, interfaces SPR hybrides.

Abstract

Surface plasmon resonance (SPR) based biosensors have become very important tools for a
sensitive, label-free and real-time detection of biochemical and biological interactions. In this
thesis, different aspects for plasmonic-based sensor have been investigated such as the
detection system configuration and the way molecules are linked to the SPR interfaces. In the
first part of this thesis, the interest of a droplet-based SPR set-up was shown. This approach
has allowed studying experimentally, for the first time, the excitation of surface plasmons by a
diffraction grating chip, without integrated prisms. In the second part, different surface
functionalization strategies have been developed on different thin film of a hybrid SPR
interfaces. It was shown that silver-based SPR interfaces post-coated with amorphous silicon-
carbon alloy (Ag/a-Sipg3Co.37) could be modified with amine-terminated nitrilotriacetic acid
(NTA), a strong chelating agent for Cu®* ions. The interaction with his-tagged peptides could
be followed, in an easy manner, by the droplet-based SPR set-up. Motivated by the interest of
the glycane-lectin interaction, glycan-modified SPR chips were developed. Alkynyl-terminated
mannose/lactose were covalently linked to azide functionalized gold/silicon oxide (Au/SiOy)
interfaces using a "click” chemistry approach, the sensing of two different lectins (Lens
culinaris and Peanut Agglutinin) was validated. In parallel, "unmodified” glycans were
covalently linked to azide-tetrafluorobenzoic acid by a photocoupling strategy. This strategy
showed high efficiency in the specific recognition of lectins comparable to the one obtained in
the case of "clicked” sugar.

Key words: Surface plasmon resonance (SPR), droplet based SPR set-up, functionalization
strategies, SPR hybrid interfaces.
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GLOSSAIRE
GLOSSAIRE
ABA Acide azidobenzoique, Azidobenzoic acid
ADN Acide désoxyribonucléique
APTMS Aminopropyltriméthoxysilane
ATFBA Acide tetrafluoro-azidobenzoique, Azidotetrafluorobenzoic acid
ATR Réflexion totale atténuée, Attenuated total reflectance
C Coulomb
CCD Dispositif a couplage de charge, Charge-coupled device
DCC Dicyclohexylcarbodiimide
DMAP Diméthylaminopyridine
DMSO Diméthylsulfoxyde
EDC Ethyl-(diméthylamino)propylcarbodiimide
EDTA Acide ethyléne diamine tétraacétique, Ethylenediaminetetraacetic acid
EM Electromagnétique
FOM Facteur de Merite, Figure of Merit
FTIR Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier, Fourier transform

infrared spectroscopy
FWHM Largeur a mi-hauteur, Full width at half maximum
HBS Tampon salin a partir de HEPES (HEPES = acide (hydroxyéthyl)pipérazine
éthane sulfonique)
HF Acide fluoridrique, Hydrogen fluoride
Ka Constante d’association a l’équilibre, Equilibrium association constant
Kp Constante de dissociation a [’équilibre, Equilibrium dissociation constant
LC Lectine de lentille, Lens culinaris
LOD Limite de détection, Limit of detection
MM Masse moléculaire
NHS N-hydroxysuccinimide
NTA Acide nitrilotriacétique, Nitrilotriacetic acid
PBS Tampon phosphate salin, Phosphate buffered Saline
PEG Polyéthyléne glycol
-13 -
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GLOSSAIRE

PEVCD Dép6t chimique en phase vapeur assisté par plasma, Plasma-enhanced
chemical vapor deposition

PNA Lectine de I’arachide, Peanut agglutinin

R Réflectivité

RIU Unité d’indice de réfraction, Refractive index unit

RMN Résonance magnétique nucléaire

RU Unité de réponse ou Unité de résonance, Responce unit or Resonance unit

S Sensibilité, Sensitivity

SAM Monocouches auto-assemblées, Self-assembled monolayers

SAW Ondes acoustiques de surface, Surface acoustic waves

SPR Résonance de plasmons de surface, Surface plasmon resonance

SDS Dodécylsulfate de sodium, Sodium dodecyl sulfate

UV/Visible  Spectroscopie dans les longueurs d’ondes ultra-violettes et visible
™ Transverse magnétique

XPS Spectroscopie de photoélectrons X, X-ray Photoelectron spectroscopy

-14 -
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INTRODUCTION GENERALE

Les recherches actuelles sur les biocapteurs utilisés en biochimie et en diagnostic médical
ont pour objectif d’augmenter la sensibilité de la détection. Par exemple, depuis cinquante ans,
les techniques de détection basées sur le phénoméne de fluorescence sont les plus utilisées.’
Ces méthodes sensibles permettent une détection jusqu’a quelques centaines de femtomoles de
matériel biologique. Cependant, elles nécessitent la modification des molécules étudiées par
des marqueurs fluorescents, ce qui demande un effort de synthese et entraine une augmentation
du cott d’utilisation.

Afin de dépasser ces contraintes, différentes techniques de détection "sans marquage"” ont
fait I’objet de nombreux travaux scientifiques. Dans cette approche, les biocapteurs basés sur la
résonance plasmonique de surface (SPR) ont connu un deéveloppement remarquable dans le
domaine de la détection, de 1’analyse des composés chimiques ou biologiques et de leurs
interactions.? Cette méthode de détection repose sur les propriétés des électrons a 1’interface
d’un métal et d’un milieu diélectrique (par exemple un liquide contenant les molécules que
I’on se propose d’étudier). L’excitation de ces électrons en présence d’un faisceau lumineux
crée une onde ¢lectromagnétique que l’on appelle "plasmon de surface". L’étude des
paramétres de son excitation (longueur d’onde, nature du métal, permittivités du métal et du
diélectrique...) donne accés aux variations de 1’indice de réfraction (n) du diélectrique. L’indice
de réfraction permettra, par exemple, d’accéder a la concentration du produit étudié.

Différents dispositifs optiques ont été congcus pour créer la résonance plasmonique de
surface. La configuration la plus répandue est celle proposée par Kretschmann.® Celle-ci utilise
un prisme triangulaire sur lequel 1’interface métal/diélectrique est déposee. Actuellement,
divers biocapteurs SPR commercialisés sont basés sur cette configuration (exemple : I’appareil
Biacore® (General Electric) au début des années 90).*> Il existe une grande variété de
biocapteurs SPR qui reposent sur différents concepts de la plasmonique. A titre d’exemple
I’excitation des plasmons de surfaces localisés (Localised Surface Plasmon Resonance
(LSPR)) & linterface de nanoparticules métalliques.® Les dispositifs SPR basés sur la
résonance plasmonique par réseaux de diffraction a aussi connu un développement ces
derniéres années.” Récemment, Dutilisation des structures qui transportent les plasmons de
surfaces a longue portée (LRSP) représente une piste prometteuse dans le domaine de la

détection des biomolécules non marquées.® Ces exemples montrent la diversité des approches

-15 -
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offertes par I’¢tude des plasmons de surface qui font I’objet actucllement de nombreux travaux
de recherche.

Lors de ce travail de thése, un banc SPR en "goutte", basé sur la configuration de
Kretschmann, a été développé. Ce banc a été initié durant la these de doctorat de Maxime
Beaugeois (2007).° 1l nous a servi & étudier la réponse plasmonique de peptides histagués sur
une lame d’argent couverte par un film fin de silicium amorphe carboné. D’autre part, sur le
plan expérimental, un dispositif intégré sans prisme a été congu et sa réponse plasmonique a
été comparée a celle obtenue par le banc en "goutte". Finalement, une nouvelle stratégie de

greffage de sucre "non modifié" a été développée et validée par plasmonique.
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I.1-La résonance de plasmon de surface (Principe physique)

La résonance plasmonique de surface, notée SPR, est un phénomeéne optique dans lequel la
lumiére interagit avec les électrons qui se trouvent a D’interface entre un métal et un
diélectrique (par exemple un gaz ou un liquide). En 1902, R.W. Wood a observé ce phénoméne
pour la premiére fois sous la forme de bandes sombres et anormales dans le spectre de
diffraction d’un réseau de diffraction métallique.’® En 1941, U. Fano a expliqué ce phénoméne
théoriquement en liant I’apparition de ces bandes sombres a 1’excitation d’ondes guidées le
long du réseau métallique (identifiés plus tard sous le nom d’ondes plasmoniques).** En 1968,
simultanément, deux groupes A. Otto et E. Kretschmann ont montré deux configurations
optiques de I’excitation des ondes plasmoniques par couplage & un prisme.>*? En 1983, C.
Nylander et B. Liedberg ont réalisé la premiére étude des interactions biomoléculaires par SPR,
en analysant la reconnaissance anticorps/antigene sur une surface d’argent.2

Depuis, la résonance plasmonique a connu un développement rapide et important dans le
domaine de I’analyse des processus biologiques et chimiques. Ces applications sont basées sur
la variation de la réponse plasmonique qui est liée a un parametre important : 1’évolution de

I’indice de réfraction du diélectrique étudié.
Z N i AN

I E I

diélectrique diélectrique

— >
X — X

Métal Métal

(a) (b)
Figure 1: (a) Schéma des plasmons de surface a [’interface métal/diélectrique, ayant un
champ magnétique transversal (direction axe des Y) et un champ électrique perpendiculaire a
la surface (dans le plan XZ). (b) La représentation de la décroissance exponentielle de

[’amplitude du champ électrique suivant [’axe des X.
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Le plasmon de surface (SP) est une onde électromagnétique, sous forme de densité de
charge, oscillant a I’interface d’un métal/diélectﬁque.13’14 La Figure 1 représente 1’onde SP
avec un vecteur d’onde magnétique transversal H_y) Tandis que le vecteur champ électrique E

est perpendiculaire a ’interface et décroit exponentiellement de part et d’autre de celle-ci.

Afin de comprendre les conditions d’excitation des ondes plasmoniques par la lumiére,
nous allons introduire une description électromagnétique de celles-ci. La premiére condition
est associée a la polarisation de 1’onde électromagnétique EM. En effet 1’excitation du
déplacement de cette densité de charge ne peut s’effectuer que si 1’orientation de 1’onde EM est
transverse magnétique TM, c¢’est a dire dans la méme direction du déplacement que les ondes

plasmoniques.

Nous cherchons maintenant des fonctions d’ondes, solutions des équations de Maxwell, qui
se propagent parallélement a ’interface entre les 2 milieux (Figure 1) et dont I’amplitude (axe
des Z) décroit exponentiellement et perpendiculairement a celle-ci suivant I’axe des X.

L’¢équation de propagation d’une onde électromagnétique EM est définie par:

AE+k? E= 0 Equation 1
ol K est le vecteur d’onde et E le champ électrique. D’apres la Figure 1, comme nous venons

de le préciser, ce champ a une amplitude selon 1’axe des Z et une propagation selon 1’axe des

X, son expression est donnée par :

E = é’(z)eikxx Equation 2
avec :
8(z) = e,(2)uy + e,(2)u, Equation 3

ou e, et e, sont les composantes du champ électrique suivant I’axe des X (vecteur unitaire u,)
et ’axe des Z (vecteur unitaire u, ), respectivement. Ainsi en remplagant ’expression du
champ électrique (Equation 3) dans I’Equation 2, 1’équation de la propagation de ’onde EM

(Equation 1) selon la composante e, (z) devient :

0%e,(z
o

072 (k? — ki) ex(2) =0 Equation 4
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La résolution de cette équation différentielle du 2" ordre a pour solution:

ey (z) = aeVkaK z 4 Be‘Vki'kzz

Equation 5

La composante e, (z) est reliée a la composante e, (z) par I’expression suivante :

e,(z) = _ikxf ex(z)dz Equation 6
Ainsi, les expressions des champs électriques dans le diélectrique et le métal seront définies
par :

Dans le diélectrique (z —» +o0):

ex(z) = Bde_\/k>2(_k2 Zete,(z) = ik —— Equation 7

e )Z(—kz z
22

Dans le métal (z » —o0):

2 .2
2— . kx—k z E i n
e.(2) = a,eVK K7z ot e (7) = —ik a, S quation 8
k2K
En tenant compte des relations de continuité des champs ey(z) et ge,, a Iinterface

diélectrique/métal, on obtient pourz =0 :
Ba = m

€a 'k €m
JEZ— K2 k= k2

En tenant compte des égalités de 1’Equation 9 et en simplifiant, nous obtenons :

€d _ — €m
= Equation 10
K2 — 9 K2 — &
X~ 2 &d X~z €m

Cette égalité définit la deuxiéme condition de 1’existence d’un plasmon de surface (la premiére

ik, Ba Equation 9

condition étant son existence en polarisation TM), qui est I’opposition des signes des
permittivités gy et en. D’ou la nécessité d’avoir un métal dans 1’'un des deux milieux. La

relation de dispersion d’un plasmon de surface est alors exprimée par :

W | €4€m

eq + £ Equation 11
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En effet, en appliquant le modéle de Drude, la fonction diélectrique du métal ¢, est donnée
par :

Em=1—— Equation 12
avec wp, la pulsation de plasma, qui est la fréquence des oscillations des charges

électriques présentes dans les milieux conducteurs.

Etudions maintenant 1’interaction de 1’onde SP avec la lumiére. Considérons une onde
électromagnétique EM se propageant dans un diélectrique, la norme de son vecteur de

propagation Kk, est noté par :

k, = ?\/S_d Equation 13
D’apreés la Figure 2, pour une valeur de o donnée, nous remarquons 1’absence de I’interaction
de la courbe de dispersion associée a I’onde EM (droite rouge) et celle associée au plasmon de
surface (courbe bleue) (k, est toujours inférieur a la constante de propagation du plasmon Kqp).

Donc, il est impossible d’exciter le mode plasmon.

w x 10*° (rd.s?)
A

10 | Onde EM dans
un diélectrique
Wy 9 1
v €4 =+ 1 8
7 Onde SP
W6 |~ wdl
) ]
5 4 1
1 1
N !
3 1 1 ]
] 1
2 | o
1 L
] ]
O 1 1 . . v >
0 ka ke 0.5 1 15 8 (-1
P k x10% (m™1)

Figure 2: La relation de dispersion d’une onde SP se propageant a l’interface d’un
métal/diélectrique (courbe bleue) et la relation de dispersion d’'une onde EM dans un
diélectrique (droite rouge). Nous avons pris le cas de ['or comme métal et de |’eau comme
diélectrique. Les constantes utilisées dans ce calcul sont: g4 = 1.77 , w, = 13.71 X 1015
rd.s'etc =3 x 108m. s™. Sur la courbe de dispersion SP, la valeur limite de w = 8.23 x
1075 rd.s™.
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Différentes configurations optiques ont été développées, pour réaliser le couplage plasmon
de surface et onde électromagnétique : le couplage par prisme 3, par réseau de diffraction™ ou

par guide d’ondes.*®

|.2- Excitation des plasmons de surface par couplage par prisme

En 1968, A. Otto™ et parallélement E. Kretschmann et H. Raether® ont démontré
théoriquement et expérimentalement la possibilité d’exciter un plasmon de surface via un
prisme d’indice de réfraction n, élevé (avec n, = \/s_p). Dans la configuration "Otto", le métal

est séparé du prisme par un diélectrique (Figure 3 (a)). Tandis que dans la configuration

"Kretschmann”, le métal est directement déposé sur le prisme (Figure 3 (b)).

Métal _, ¢

£
m I d E SP
Diélectrique —>IEd : SP ) |

€

& Ki & 9\2
Prisme —— 95 \ / \
(a) (b)

Figure 3 : Excitation d’un plasmon de surface SP par une onde évanescente résultant d’une
réflexion totale interne dans un prisme traversé par une onde EM (faisceau rouge), selon (a) la

configuration de Otto et (b) la configuration de Kretschmann.

Dans les deux cas, un faisceau lumineux de polarisation TM traverse un prisme sous un
angle d’incidence € a D’interface métal/prisme ou diélectrique/prisme, Supérieur a 1’angle
critique 0, aussi appelé angle de réflexion totale. Au point d’incidence une onde évanescente
est générée qui se propage parallelement a la surface avec une amplitude exponentielle

décroissante perpendiculairement a celle-ci.
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La composante du vecteur d’onde, paralléle a I’interface, k,, est donnée par la relation :

Ky = %\/s_p sin 6 Equation 14
Cette relation est représentée par la droite de dispersion de ’onde EM se propageant dans un
prisme (Figure 4). L excitation du plasmon est possible quand la norme du vecteur d’onde ky
est égale a la norme du vecteur d’onde plasmon Kgp. Celle-ci est visualisée par I’intersection de
cette droite avec la courbe de dispersion du mode plasmon (Equation 11), pour une pulsation
(Figure 4). L’équation de couplage est représentée par :

EmE
JEpsSinB = _—md Equation 15
€m + &€d

w x 10% (rd.s?)
N

10 Onde EM se propageant dans

9 | un prisme

Wp
v €4 +1 8

7 Onde SP
6 .

5 .

w  |-------

4

3 -

2 .

1 .

0 S

r 4

0 ksp = I(nll 0,5 1 1,5 k x108 (m—l)

Figure 4: La relation de dispersion d’'une onde SP se propageant a l’interface d’un
meétal/diélectrique (courbe bleue) et la relation de dispersion d’une onde EM dans un prisme
(droite noire). Nous avons pris le cas de I’or comme métal et de I’eau comme diélectrique.

-1 17

Les constantes utilisées dans ce calcul sont:e; = 1.77 , w, = 13.71 x 10° rd.s et

¢ =3 x108m.s™. L angle d’incidence 0 = 67° et I’indice du prisme n, = \/s_p = 1.64.

Donc pour un angle d’incidence € appelé "angle de résonance” s, ou 1’accord de phase est
réalisé (Equation 15), I’onde évanescente créée a I’interface pénétre le métal (configuration de
Kretschmann) ou le diélectrique (configuration de Otto), et le plasmon de surface est excité. Ce

couplage onde évanescente et SP se manifeste par une diminution de
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I’intensité dans le faisceau lumineux réfléchi (Figure 5(a)) qui se manifeste par un pic

1819 Une variation de ’indice de réfraction du milieu environnant

d’absorption (Figure 5 (b)).
Ang (avec ng = \/s_d) induit un déplacement du pic d’absorption qui sera visualise par un

détecteur optique. La cinétique de 1’évolution de Ang est mesurée en enregistrant 8 en fonction

du temps (Figure 5 (c)).
Diélectrique t
~ P
Métal— _
Prisme —
Détecteur —»
(a)
R A oA
) temps
(b) (c)

Figure 5 : (a) Schéma de principe de la détection de la résonance plasmonique (Kretschmann).
(b) Mesure de la variation de l’indice de réfraction du diélectrique de nq(1) a ng(2) plus élevé.

(c) Enregistrement de la cinétique de 8 = f(t).

|.3- Les parametres qui influent sur la résonance plasmonique

Dans les paragraphes qui précedent, nous avons décrit les principes de base de I’excitation
d’un plasmon de surface. Rappelons que le but est de mesurer la variation de I’indice de
réfraction d’un diélectrique en fonction du déplacement angulaire A8 (Figure 5).

Les développements tant théoriques qu’expérimentaux ont montré que de nombreux
parametres agissent sur la qualité des mesures. Dans ce paragraphe, nous allons décrire les

principaux d’entre eux.
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1.3.1- La nature du métal

Divers metaux peuvent étre utilisés afin de répondre a la relation de couplage onde SP et
onde EM (Equation 15). Les propriétés des films métalliques (épaisseurs de 1’ordre de 50 nm)
influent, par conséquence, sur 1’aspect du signal plasmonique.20 Parmi ces métaux, on peut
citer: ’or (Au), I’argent (Ag), I’aluminium (Al), le cuivre (Cu), I’indium (In), etc. L’or est
souvent employé dans la détection par SPR. 1l posséde une stabilité chimique dans les solutions
aqueuses et une chimie de surface adaptée a différentes procédures de fonctionnalisation de
surface en particulier pour les expériences de reconnaissance biomoléculaire par SPR
(paragraphe 1.4.2).2"% Cependant I’or n’est pas le meilleur choix en termes de sensibilité du
capteur SPR. Dans cette approche, 1’argent permet d’avoir un signal plasmonique plus étroit
comparé a celui de I’or (Figure 6), d’oui une meilleure sensibilité,?* et il peut étre fonctionnalisé
d’une fagon similaire a 1’or. Le seul défaut de 1’argent est qu’il est chimiquement instable (il
s’oxyde rapidement) et ceci cause un signal plasmonique variable dans le temps. Par

conséquent 1’argent est moins utilisé dans la détection plasmonique.

Réflectivité/ %.

6I4 GIB 7I2 7I6 80
Angle / °.

Figure 6 : Comparaison théorique (courbes en traits fins) et expérimental (courbes en traits

gras) entre un signal SPR obtenu par un film Ti (5nm)/Ag (38 nm) et par un film Ti (5nm)/Au

(50 nm) ; la longueur d’onde A = 670 nm et les indices sont : Nyrisme = 1.510, ny; = 2.360 +
i3.470, nag =0.140 + i4.581, na, = 0.197 +i3.670 et ng = ny,0 = 1.333.
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Une solution pour limiter 1’oxydation de 1’argent est de couvrir le film d’argent par une fine
couche protectrice (5 a 10 nm), tout en conservant ses propriétés optiques. Une parmi plusieurs
approches développées est celle de Zynio et coll. consiste a former un film bimétallique
Ag/Au.” Elle associe I’avantage de la stabilité chimique de 1’or et la meilleure résolution
plasmonique de 1’argent. Cette approche permet non seulement la protection de I’argent contre
I’oxydation mais aussi 1’augmentation de la sensibilité de la réponse plasmonique comparée a

celle de I’or seul.?®

Une autre stratégie est de déposer des couches de diélectrique sur le film d’argent. Ceci a
permis le développement de nouveaux protocoles de chimie de surface associes au type du
diélectrique étudié tout en profitant d’une meilleure sensibilité plasmonique.”’ Les premiers
dépots utilisés sont des couches de silice SiO, sur de I’or. D’autres couches d’oxyde telles que
les couches d’oxyde d’indium-étain ITO et d’oxyde d’étain SnO, ont été développés par

Szunerits et coll 23!

8233 oy de silicium

D’autres approches consistent a utiliser des couches de carbone
amorphe carboné a-Siy.xCx:H (x = 10 - 37 %).3**® Par la technique PECVD en régime "basse
puissance”, les films a-Siy. xCx:H peuvent étre déposés en couches minces. Leurs propriétés
optiques peuvent étre ajustées en faisant varier le taux de carbone (en modifiant la proportion
de méthane dans le mélange [CH,]/ {[CH.] + [SiH4]}).***" Dans la détection SPR, un dépot de
5 nm de a-Si;«Cx:H, avec un pourcentage en carbone égale a 37%, sur une lame d’argent
d’épaisseur 38 nm, a montré une sensibilité 2.8 fois plus importante qu’avec une lame d’or , et
2 fois plus élevée qu’avec une lame d’argent.** Dans le chapitre 111, nous utilisons cette
surface pour le suivi des interactions peptides histagués avec les ions cuivriques, par résonance

plasmonique.

Il faut noter que ’épaisseur de la couche métallique est aussi un parametre important qui
influe sur la réponse plasmonique. Ekgasit et coll. ont montré que pour une longueur d’onde de
633 nm et pour une fonction diélectrique de 1’or &, il existe une épaisseur optimale égale a 45
nm pour laquelle la résonance plasmonique ainsi que la sensibilité sont optimisées.*® Dans
cette approche, E. Fontana a calculé numériquement les épaisseurs optimales pour différents
métaux (Au, Ag, Al, Cu) & des longueurs d’onde comprises entre 400 & 1000 nm.** Par
exemple, pour une longueur d’onde égale 670 nm, les épaisseurs optimales des films d’or ou
d’argent sont respectivement de 50 nm et 38 nm.
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1.3.2- Le choix de la longueur d’onde

La résonance plasmonique est détectée par une diminution de P’intensit¢é du faisceau
refléchi a I’angle de résonance 6, (Figure 5). La valeur de cet angle et la forme du signal
plasmonique varient avec le choix de la longueur d’onde 1. Dans la Figure 7, on observe que
I’augmentation de la longueur d’onde se traduit par une diminution de la largeur a mi-hauteur
(FWHM) du signal obtenu par une goutte d’eau déposée sur un film d’or ou d’argent
d’épaisseurs égales respectivement a 50 nm et 38 nm. Ceci induit une amélioration de la

sensibilité (signal plus étroit et donc une meilleure détermination de 6s,).

0.8 |- s

Réflectivité/ %.
Réflectivité/ %.

| I \ 0 I ! ! I
55 60 65 70 75 80 55 60 65 70 75 80

Angle / °. Angle / °.
(a) (b)
Figure 7 : Evolution du signal SPR d’une goutte d’eau (ng = 1.33) déposée sur un film: (a)

d’or et (b) d’argent d’épaisseur égale a 50 nm et 38 nm respectivement a des longueurs d’onde

égales a (1) 670 nm, (2) 760 nm et (3) 850 nm.

Une autre caractéristique importante est la détermination de la profondeur de pénétration

du champ électrique E selon I’axe des Z perpendiculaire & I'interface métal/diélectrique (Figure
1) qui dépend principalement de la longueur d’onde A du faisceau incident. Cette information
est contenue dans la partie imaginaire du champ (Equation 7). Cette fonction étant une
exponentielle décroissante, la référence sera la "distance d’atténuation” qui correspond a la

valeur pour laquelle I’amplitude du champ a diminué de 1/e.
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En égalant la partie exponentielle de 1’expression e,(z) de I’Equation 7 a 1/e, on obtient :

1
|zq| = | Equation 16

En remplacant ky et k,, par leurs expressions (Equation 11 et Equation 13) on obtient :

C |€&g+&€m A |eg+em _
«l d d

puisque a la résonance, w = 2z ¢/ 1, A étant la longueur d’onde du faisceau incident. La Figure
8 est un exemple de la variation de Z; en fonction de la longueur d’onde 4 dans le cas de I’or

comme surface métallique et I’eau comme diélectrique.

Z4(nm)
A
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Figure 8 : La distance de penétration du champ dans le diélectrique suivant Z en fonction de la
longueur d’onde 1 du faisceau incident a l’interface Or/eau. Les constantes utilisees dans ce

calcul sont : g5 = 1.77, w, = 13.71 X 10*° rd.set ¢ = 3 x 108m. s™.

Durant la thése, le banc optique utilisé est équipé d’un laser & colorant accordable en
longueur d’onde (620-780 nm). Nous avons choisi la longueur d’onde A = 760 nm, ce qui
permettra de bénéficier d’un signal plasmonique étroit (Figure 7) et d’une distance de
pénétration Zq = 360 nm. Alors que I’appareil commercial "Autolab" est équipé d’un laser a

longueur d’onde fixe 4 = 670 nm, donc une distance de pénétration Z3 = 273 nm.
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|.4- Le principe de la détection de I’interaction biomoléculaire par

SPR

L’usage des capteurs basés sur la résonance plasmonique, s’étend au début des années 1980
avec la mesure de la concentration des gaz.*® Depuis les capteurs SPR ont connu un
développement important, dans la détection et la mesure de grandeurs physique et chimique,*
%3 en particulier dans les études des interactions biomoléculaires.>* Au début des années 1990,

apparaissent les premiers dispositifs commerciaux.**

Afin d’étudier les interactions biomoléculaires par SPR, un récepteur ou "ligand" est
immobilisé sur la surface métallique et une molécule cible ou "analyte" constitue le milieu
environnant (Figure 9). L’association ou la dissociation du complexe analyte-ligand produit
une variation dans 1’indice de réfraction du diélectrique qui induit un déplacement angulaire du
pic d’absorption A8 (Figure 5(b)). L’enregistrement du déplacement de 1’angle de résonance en
fonction du temps permet de suivre I’interaction entre la molécule cible et le récepteur et de
déterminer les parametres cinétiques tel que la constante d’association (Ka) et de dissociation
(Kp). Parmi les interactions biomoléculaires étudiées par les biocapteurs SPR: la

reconnaissance anticorps-antigéne,** 48-50

I’interaction protéine ou peptide-protéine,
56-58

I’immobilisation des brins d’ADN, %% 13 détection de I’activité cellulaire.. .

Métal —
Prisme -

v

Analyte

O
Ligand PS
Y T Y
7

Métal

Détecteur —»

temps

Figure 9 : Schéma du principe de détection des interactions biomoléculaires "ligand-analyte”
par le capteur SPR. L évolution de l’interaction entre la molécule cible et le récepteur est mise

en évidence par la cinétique (6 = f(t)).
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Un intérét important de 1’utilisation des biocapteurs SPR est I’absence de marquage des
molécules cibles. En effet I’utilisation d’une molécule cible modifiée par un fluorophore,
comme dans une détection par fluorescence, nécessite un travail de synthése long et
sophistiqué. D’autre part, I’addition d’un marqueur peut déformer la conformation spatiale de
la molécule et/ou bloquer son site actif. Ainsi la détection par SPR présente I’avantage de
suivre la cinétique de la perturbation locale de I’indice de réfraction du diélectrique provoquée

par I’association et la dissociation d’un complexe ligand-analyte non marqué.

1.4.1- Différents systemes de transport d’analyte

Il existe différentes méthodes pour mettre en contact les molécules cibles sur la surface
métallique (sur laquelle le ligand est immobilisé) du biocapteur SPR. Les principales sont : les
méthodes basées sur la microfluidique, les dép6ts statiques, les dépdts en goutte et les ondes

acoustiques de surface (SAW).*°

Dans le systeme microfluidique, la cellule de mesure (la zone ou I’interaction analyte-
ligand se produit) est constituée d’un ou plusieurs microcanaux qui assurent le transport du
fluide appelé "solution tampon™ contenant les analytes. Le controle du flux est opéré par le
réglage de la pression de I’air a I’entrée et a la sortie des canaux. Plusieurs capteurs SPR
utilisent cette distribution dynamique, comme par exemple 1’appareil commercial Biacore
concu au début des années 90.*° La récente version "Biacore 3000" utilise une cellule de

mesure a 4 microcanaux (Figure 10).
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Figure 10 : (a) La représentation du systéme microfluidique & 4 microcanaux de I’appareil
commercial "Biacore 3000". (b) Schéma simplifié du guidage du flux analytes/tampon dans les
cellules (FC1, FC2, FC3 et FC4) du systéme microfluidique.®
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Dans la méthode statique, le liquide (tampon contenant les analytes) est injecté dans une
cuvette en contact direct avec la surface métallique sur laquelle le ligand est immobilisé.
L’injection est effectuée par une micropipette automatiquement ou manuellement (Figure 11).
Dans cette configuration, en absence d’écoulement sous pression, le mouvement des molécules
cibles se fait par diffusion, donc le temps de I’incubation est, contrairement au systéme
microfluidique, indépendant du volume et du débit. Cependant, la durée de la réaction analyte-
ligand dépend du temps de la diffusion des molécules (vers la surface) qui est relativement
lent. De plus I’étape de ringage est plus ou moins compliquée puisqu’elle nécessite des

injections et des prélevements du tampon a plusieurs reprises.

Cuvette

micropipette
Liquide
(analyte/tampon)

Surface
métallique \

Figure 11 : Représentation schématique du systeme a cuvette.

Parmi les appareils commerciaux qui emploient cette technique, 1’appareil "Autolab”,
utilisé durant ce travail de these. La cuvette de cet appareil est aussi équipée d’électrodes
électrochimiques, ce qui nous a permis de réaliser simultanément des mesures plasmoniques et

voltampéromeétrie cycliques (chapitres 111 et 1V).

Une autre configuration que nous avons aussi utilisée est la configuration en goutte. Dans
cette méthode, le liquide est déposé, par une micropipette, directement sur la couche métallique
(ou les molécules réceptrices sont greffées) (Figure 12). C’est la méthode la plus simple
puisqu’elle ne sollicite pas I’emploi d’un matériel spécifique. Le petit volume de la goutte (de
2 & 10 pl) réduit le temps de réaction des analytes avec les ligands. De plus I’utilisation de
faibles quantités de produits a injecter permet de réduire le co(t des substances onéreuses. Ce
dispositif offre la possibilitée d’étudier plusieurs gouttes en méme temps. Cette configuration

"multispots” sera detaillée au chapitre I1I.
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Figure 12 : Représentation schématique du systeme en goultte.

Galopin et coll. ont montré I’intérét du couplage SAW-SPR en configuration "goutte” pour
accélérer le processus de diffusion des molécules cibles vers I’interface métallique. Cette
technique de microfluidique discréte permet de créer un mouvement a I’intérieur des gouttes ce
qui induit une accélération de I’interaction entre le liquide a analyser et les surfaces SPR

actives.®!

1.4.2- Les procédures d’immobilisation des ligands sur les surfaces

SPR

Dans le paragraphe précédent, nous avons exposé les moyens de déposer les analytes (brins
d’ADN complémentaires, antigénes, protéines,...) a la surface SPR ou les ligands sont
immobilisés. Dans ce paragraphe, nous presentons différents concepts de chimie de surface
utilisés pour fixer les biorécepteurs sur les surfaces SPR. A noter que la chimie de surface doit
étre congue de fagcon a immobiliser une quantité suffisante de molécules réceptrices en gardant
leurs sites actifs (sites ou I’interaction analyte/récepteur se produit) accessibles, et en

minimisant les adsorptions non spécifiques.

Le substrat le plus utilisé et commercialisé est la lame "CM5"” de Biacore qui utilise une
couche de carboxyméthyle dextrane (environ 100 nm d’épaisseur) sur un film d’or (Figure 13).
Ce modéle développé par Lofas et Johansson en 1990,°* connu aussi sous le nom de
I’immobilisation en "3D", permet de multiplier le nombre des sites actifs et fournit un meilleur
environnement pour le stockage des molécules immobilisées pendant une longue durée.®®
Selon la nature du groupement fonctionnel des biomolécules (amine, thiols, aldéhyde), il existe

différentes méthodes d’immobilisation covalente des biorécepteurs sur ces types de surface.®*

-33-

© 2013 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Nazek Maalouli, Lille 1, 2012

I.4- Principe de la détection de I’interaction biomoléculaire par SPR

— —_ HO
HO HO Y
I o \\0 — 0
. ) oH \©°H | on
W "y H
HO 0] HO o%—
OH klro 0 o] 6] 0
OH
OH OH
o]
— —n
(a) (b)
Figure 13: (a) Structure du carboxyméthyle dextrane ; (b) Schéma symbolique de la lame

Biacore "CM5".

Pour le modéle en "2D", les monocouches auto-assemblées SAM de thiols, formées sur
différents métaux (Au, Ag, Cu,...) (Figure 14), sont les plus souvent utilisées pour
I’immobilisation des ligands.®*®® Un thiol est un composé organique comportant un
groupement sulfhydryle (-SH) lié a un atome de carbone. Grace a son attachement direct et fort
a la surface métallique (via la liaison métal-soufre), la formation de ces monocouches auto-
assemblées présente un intérét dans I’immobilisation des biomolécules réceptrices (protéines,
ADN,...) & la surface métallique.®® Dans cette approche, il existe deux fagons pour immobiliser
les biomolécules. La premiére consiste a synthétiser la molécule a greffer avec un groupement
alcanethiol.°”° Cette méthode demande un effort de synthése surtout pour des biomolécules &
structures complexes et peut affecter I’arrangement de la monocouche SAM. Nelson et coll. et
Peeters et coll. ont montré 1’efficacité d’'un mélange de thiols (longues et courtes chaines
d’alcanethiol) pour la formation de SAM mieux définies.”>"* La deuxiéme méthode consiste a
attacher des chaines carbonées a la surface et ensuite a fixer les ligands a 1’autre extrémité des
chaines. Cette extrémité peut étre modifiée avec des groupements fonctionnels comme par
exemple les groupements carboxyles (-COOH) du thiol acide 11-mercaptoundecanoique
(Figure 14) ou les terminaisons amine (-NH,) du thiol amino 1-undécanoique. Ce qui permet
d’avoir une diversité de protocoles de fonctionnalisation afin d’immobiliser différents types de

biomolécules.”> "
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Figure 14 : Schéma d’une surface d’or recouverte par une monocouche de l'acide 11-

mercaptoundecanoique.

Récemment de nouvelles architectures en "2D” liées a la modification chimique des
surfaces SPR a multicouches ont été proposées (paragraphe 1.3.1). Parmi ces surfaces, nous
nous sommes intéressés aux surfaces d’or couvertes par une fine couche d’oxyde de silicium
Au/SiOy par PECVD.”" Afin de greffer les biomolécules, la fonctionnalisation de la surface
Au/SiOy se base sur la chimie de surface des silanes.” Les silanes sont composés d’un atome
de silicium lié a trois groupements R (R = OCHjs, OC;,Hs,...) et a une chaine carbonée terminée
par un groupement fonctionnel. En utilisant par exemple, le groupement amine du silane
aminopropyltriethoxysilane (APTMS) (Figure 15 (a)), des brins d'oligonucléotides peuvent étre
greffés sur les substrat SPR.” Cette chimie de surface nous a servis dans le greffage des sucres
(mannose, lactose) pour étudier la cinétique de leurs interactions avec des lectines: Lens
culinaris (LC) et Peanut agglutinin (PNA) (Chapitre 1V).

Hz'\' el
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Figure 15: Schéma de la modification chimique des surfaces SPR hybrides. (a) Surface
AU/SiOx avec une terminaison amine, et (b) surface Ag/ a-Sii. xCx:H avec une terminaison

acide.
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Les surfaces d’argent couvertes par un film de silicium amorphe carboné Ag/a-Si;- xCx:H
présentent un intérét important dans I’amélioration de la sensibilité d’un capteur SPR ainsi que
dans le greffage des ligands. L’accrochage covalent et stable des biorécepteurs repose sur
’utilisation de la forte liaison Si-C.8® A titre d’exemple, en vue d’étudier la réaction
d’hybridation, Touahir et coll. ont modifié les surfaces Ag/a-Si1.xCx:H hydrogénées par des
groupements carboxyles (Figure 15 (b)) pour immobiliser des brins d’ADN.*® Dans le Chapitre
I11 de ce manuscrit nous utilisons ces surfaces pour le suivi de la réaction peptides hystidinylés

et ions métalliques.®*

Dernierement, les nouvelles surfaces hybrides "métal/graphene” (Figure 16) ouvrent des
pistes prometteuses dans le domaine de la biodétection grace a la structure moléculaire du
graphéne. En effet les interactions n-n créées entre les cellules hexagonales du graphene et les
structures aromatiques, présentes dans les molécules biologiques, permettent le greffage des
molécules réceptrices en une seule étape.®®" Feng et coll. et Hu et coll. ont fonctionnalisé les
couches de graphene pour la détection des cellules cancérigénes et 1’étude de 1’hybridation,

respectivement. &5

Figure 16 : Représentation schématique d’une surface métallique d’or couverte par un film de

grapheéne.

1.5- Sensibilité et Résolution

La sensibilité S est un parameétre trés important pour étudier la performance d’un capteur
SPR. Elle est définie comme étant le rapport entre la variation de la réponse plasmonique (le

deplacement angulaire A6, du signal plasmonique) et la variation de I’indice de réfraction du

diélectrique An, (Figure 17 (a)):
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o _ D6

= Equation 18
And

Cependant pour mieux évaluer la sensibilité de détection, il est nécessaire de prendre en
considération un autre parameétre : la largeur a mi-hauteur du signal SPR notée FWHM. Celle-
ci augmente avec la valeur de I’indice de réfraction du diélectrique (ng), induisant un signal
SPR plus large. En divisant la valeur de S par le FWHM, nous introduisons la notion du
Facteur de Mérite "Figure of Merit” FOM, un facteur utilisé pour analyser, globalement, les
performances d’un capteur SPR (Figure 17 (b)):

FOM = Equation 19

FWHM
Ainsi, pour une méme variation Ang, si le FOM est élevé cela indique un déplacement
angulaire important du signal ou un signal plasmonique plus étroit (moins d’erreur dans la
détermination de I’angle de résonance). Dans les deux cas cela se traduit par une meilleure

performance du capteur.
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Figure 17 : (a) Déplacement du signal SPR avec un changement de [’indice du diélectrique de
ng(1) = 1.33 a nyg(2) = 1.35. La surface métallique utilisée est un film d’or de 50 nm
d’épaisseur (Nay = 0.197 + 13.670) et la longueur d’onde /. = 670 nm.(b) La variation du
rapport AO/FWHM en fonction de ['indice de réfraction ng de différents diélectriques déposés

sur une lame : Au (bleu) et Ag (vert).
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La résolution correspond a la détection d’une faible variation de I’indice de réfraction Ang
par un déplacement visible de 1’angle de résonance 6, du signal plasmonique. Ce paramétre

est déterminé par la mesure de la limite de détection LOD, exprimée par :

(AeSp)min
S

LOD = Equation 20

(ABgp,) . est la variation angulaire minimale de I’angle de résonance (souvent égale a la
sp min

valeur du niveau du bruit du capteur) et S la sensibilité angulaire exprimée dans 1’Equation 18.

En termes de sensibilité, différentes approches ont été développées afin d’améliorer la
qualité de la réponse plasmonique. Une approche, que nous avons abordée antérieurement dans
le paragraphe 1.3.1, consiste a utiliser des surfaces SPR "hybrides” : bimétalliques ou
métal/diélectrique. Ces surfaces, pour une épaisseur bien déterminée, ont montré une extension
de l’intensité du champ évanescent dans le diélectrique (Figure 1 (b)). Ceci permet une
meilleure détection des analytes en particulier les biomolécules de grandes dimensions.?®%%
Récemment Verma et coll. ont montré numériquement que 1’utilisation des multicouches de

silicium et de graphéne sur une lame d’or augmente considérablement la sensibilité d’un

biocapteur SPR.%
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11.1- Introduction

Depuis le début des années 80, le couplage par prisme en utilisant la configuration de
Kretschmann est la configuration la plus utilisée pour 1’excitation des plasmons de surface par
la lumiére.? Différents concepts de mise en contact surface métallique/diélectrique ont été
développés et adaptés a cette configuration: le systéme microfluidique, le systeme statique, et
le systéeme en goutte.

La technique en goutte est la technique la plus simple puisqu’elle ne demande pas de
matériel sophistiqué ni de grandes quantités d’analytes (molécules cibles) durant le suivi de la
reconnaissance biologique par la méthode SPR. Dans cette approche, un banc SPR en "goutte"
a eté developpé durant la these de Maxime Beaugois au Laboratoire Physique des Lasers,
Atomes et Molécules (PhLAM).

Dans ce chapitre, nous présentons les tests de reproductibilité et d’étalonnage réalisés afin
de valider la réponse plasmonique de ce montage en "goutte”. Nous montrons les différentes
modifications apportées au montage pour ’adapter a un dispositif intégré sans prisme

développé dans le projet européen Interreg IV PLASMOBIO.

11.2- Historique du Banc

Le banc optique SPR en configuration "goutte”, schématisé dans la Figure 18, a été initié

durant la thése de doctorat de Maxime Beaugeois.’

couche Goutte de liquide
métalllique a tester

\ NI
¥
- ==

[ ‘ Prisme I
Objectif de \/ Miroir Barette

focalisation Lentilles CccD

Laser (760nm,
polarisation verticale)

Figure 18 : Schéma du banc optique SPR en configuration de monogoutte.
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Dans ce schéma qui utilise la configuration de Kretschmann, le systéme est composé d’une
couche métallique (Au, Ag,...) et d’un prisme hémicylindrique (n, = 1.64) d’épaisseur 2.5 cm
et de rayon 2 cm. L’avantage de I’emploi d’un prisme hémicylindrique est I’obtention d’un
faisceau incident non dévié lors de sa réfraction sur le dioptre air/prisme, pour autant que le

faisceau lumineux reste confondu avec un rayon du demi-cylindre.

D’un point de vue pratique, le métal n’est pas déposé directement sur le prisme mais sur
une lame de verre. Pour éviter les interférences créées par une lame d’air entre le prisme et la
lame de verre, une goutte de "liquide d’indice” assure la continuité optique. L’ensemble prisme
+ lame dorée est fixé sur une platine de rotation "Newport PR50” motorisée. Un logiciel adapté
fait tourner le demi-cylindre autour de son axe (axe Y). L’intérét de cette platine sera détaillé

dans le paragraphe 11.3.1.

Nous disposons d’un laser a colorant polarise TM (suivant 1’axe Z) qui émet dans le rouge
(A =760 nm). L’utilisation de cette longueur d’onde permet d’avoir un signal plasmonique plus
étroit (voir Figure 7). La puissance du laser peut atteindre 200 mW. Une telle puissance n’est
en geneéral pas nécessaire pour les expériences plasmoniques, mais elle se révélera utile dans
certaines configurations comme nous le verrons dans la suite de ce travail (paragraphe 11.4).
Le faisceau lumineux traverse un objectif de microscope (x8) qui le focalise en un point sur un
disque diffusant en plastique pour éviter le speckle. Ce point sera considéré comme la source
lumineuse du banc (50 mW), il est placé au foyer de la lentille sphérique L1 (f = 20 cm) pour

obtenir un faisceau de lumiere paralléle.

Suivant le type d’expériences réalisées, la lentille L2 est une lentille sphérique ou
cylindrique (f = 15 cm) qui focalise le faisceau lumineux sur I’interface métal/diélectrique soit
en un point (lentille sphérique), soit selon un trait (lentille cylindrique) de 2.5 cm de long
suivant I’axe des Y. Nous avons constaté que la polarisation verticale de la lumiere du laser est

parfaitement conservée, ce qui nous dispense de 1’utilisation d’un polariseur.

L’intérét du montage utilisant une lentille cylindrique est de permettre 1’observation

simultanée de plusieurs signaux plasmoniques, en plagant 2 a 4 gouttes sur le trait lumineux.
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Initialement, le systeme de détection était constitué de deux barrettes CCD (SONY
ILX554B) (Figure 19). Des filtres neutres et un polariseur permettent d’adapter la luminosité
du signal a la sensibilité des barrettes. Le signal est envoyé sur un oscilloscope numérique, lui-
méme connecté a un ordinateur. Le suivi de la variation du signal plasmonique est traité par le

logiciel Labview. ®

Figure 19 : Photo du systeme de détection a 2 barrettes CCD.

11.3- Perfectionnement du banc

La conception "ouverte” de ce banc le rend adaptable aux différents montages étudiés dans
le projet européen PLASMOBIO (2009-2012) : déplacement des gouttes de diélectriques par
électromouillage,” validation de nouveaux dispositifs intégrés pouvant déboucher sur une
application industrielle (lame a 2 réseaux), mesures SPR "multispots”. En paralléle, il était
indispensable de valider quantitativement ce banc par comparaison aux appareils commerciaux

et en particulier au "Biacore 3000” qui sert de référence dans le domaine de la plasmonique.*®
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11.3.1- Validation quantitative : reproductibilité et étalonnage

Le dépdt direct des gouttes des liquides sur la lame dorée ne permet pas de garantir la
reproductibilité des signaux. Un dispositif simple consistant en deux cuvettes de téflon dotées
chacune d’une ouverture de 2 mm de diametre a été réalise (Figure 20 (a)). Une fois mis en
place, ce systeme simplifie les réglages optiques, assure une localisation précise du point
d’interaction entre la lumiére et le liquide tout en gardant une surface de contact uniforme avec
le métal (Figure 20 (b)). En outre, le confinement du liquide dans la cuvette réduit les
phénomeénes d’évaporation "a I’air libre” qui modifient la concentration des solutions
analytes/tampon de trés faibles volumes (2 a 5 pl). Suivant le systéme de détection (2 barrettes

CCD ou caméra), le dispositif en téflon est constitué de 2 ou 4 cuvettes (Figure 20 (c)).

sves

(a) (b) (c)

Figure 20 : Dispositif assurant la reproductibilité de la position des gouttes de référence et du

liquide étudié : (a) détail des cuvettes de téflon a 2 spots, (b) cuvettes montées sur le systéme

prime/substrat Au et (c) détail des cuvettes de téflon a 4 spots.

Pour valider ce dispositif, nous avons réalisé des tests de reproductibilité. Ces tests
consistent a faire varier la concentration d’une solution et a enregistrer la cinétique associée. La
Figure 21 montre un exemple utilisant 3 concentrations du tampon "HEPES Buffer Saline”
2éme

(HBS) dilu¢ dans de I’eau. L’enregistrement du signal plasmonique de 1’eau pure ( cuvette)

permet de contrdler I’environnement physique.
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Figure 21 : Test de reproductibilité des mesures réalisé en utilisant le dispositif a 2 cuvettes
de la Figure 20 pour 3 concentrations arbitraires de HBS. Le signal de [’eau permet de
s assurer que les parametres physiques (stabilité du laser, température,...) n’influent pas sur

la stabilité du signal plasmonique.

La reproductibilité des mesures étant maintenant assurée, nous avons étudié la réponse
plasmonique en fonction de différentes concentrations bien déterminées du tampon HBS (0%,
25%, 50%, 75% et 100%) sur une lame Biacore "CM5”. La Figure 22 (a) confirme la
reproductibilité des mesures et la bonne linéarité de la fonction "pixels = f (concentration)”. On

peut estimer 1’incertitude absolue sur les mesures & +1 pixel.

L’¢étalonnage du banc peut se faire selon plusieurs méthodes. Lors d’une mesure, les 2
cuvettes permettent d’étudier simultanément les signaux SPR de deux liquides d’indices de
réfraction connus, ce qui permet de convertir un écart mesuré en pixels en une variation de
I’indice de réfraction. Une autre méthode consiste a enregistrer le signal associé€ a une rotation
précise (par exemple 0.2°) autour de [’axe de symétrie du prisme puisque I’ensemble
prisme/métal/cuvettes est monté sur une platine de rotation motorisée. Cette mesure rapide
réalisée au début de chaque expérience permet de convertir un déplacement du pic d’absorption

(Figure 5 (b)) des pixels aux degrés. L’incertitude sur ’angle de rotation est estimée a 2%.
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Figure 22 : (a) Etalonnage du banc en "goutte” par rapport (b) a [’appareil commercial

"Biacore 3000"” installé a I’Institut de Médecine Prédictive et de Recherche Thérapeutique de

['universite Lille 2.

Dans la littérature, 1’unité la plus souvent utilisée est le "Response Unit” RU.* Cette unité
introduite par la société Biacore est définie par la relation 1000 RU = 0.1° = 1pg/mm?.** 1l était
donc nécessaire de vérifier une mesure en pixels/angles sur le banc SPR en "goutte” et une
mesure en RU. Le protocole décrit dans la Figure 22 (a) a été reproduit sur 1’appareil "Biacore
3000” (Figure 22 (b)) installé a I’Institut de Médecine Prédictive et de Recherche
Thérapeutique de 1’université Lille 2 en collaboration avec A.S. Drucbert et P.M. Danzé. La
Table 1 permet d’établir facilement cette comparaison. L’incertitude sur A0 est principalement
due a I’erreur induite par la platine de rotation sur la conversion des pixels en une mesure
angulaire. Nous constatons un bon accord entre nos mesures et celles réalisées sur 1’appareil

"Biacore 3000".
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Table 1 : Comparaison des mesures réalisees sur le banc configuration en "goutte” avec
l'appareil "Biacore 3000". La valeur théorique du rapport AO/RU est égale a
1x10™ “degrés/RU.

HBSpur—HBS — HBSpur—HBS = ns ) \r_HBS 250 HBS pur— Eau

75% 50%

Biacore / RU 557.52 1120.29 1696.51 2262.34
SPR "goutte” / A8 (°) 0.059 +0.004 0.111 4+0.004 0.168 +0.004 0.235 +0.004
AO/RU 1.06 x10™ 0.99 x10™ 0.99 x10™ 1.04 x10™

La mesure absolue de I’indice de réfraction n’est pas directement accessible a partir de la
détermination de A8. En effet I’expression de 1’Equation 15 ne permet pas de trouver une
relation simple entre la variation angulaire A6 et la variation Ang de 1’indice de réfraction du

diélectrique étudié.

Ce travail de validation réalisé, nous allons décrire dans la suite de ce travail les différents
montages expérimentaux (paragraphe 11.4) qui ont été étudiés ainsi que 1’étude de la cinétique

des interactions biomoléculaires sur des surfaces fonctionnalisées (Chapitre 111).

11.3.2- Amélioration du dispositif de detection

L’aspect ouvert du banc en "gouttes” ne permet pas de fixer définitivement les parametres
géométriques et optiques. En particulier, la dimension physique des 2 barrettes CCD impose
une distance minimum de 15 mm entre les 2 gouttes (Figure 20 (a)). Afin de s’affranchir de
cette contrainte nous avons fait le choix d’une caméra (Thorlab DCU224M de 1280x1024
pixels). Cette caméra permet de placer plusieurs gouttes en parallele sur une lame métallique
nue, les seules limites, dans le nombre de gouttes que 1’on peut étudier simultanément, sont
I’épaisseur du prisme et le diamétre des gouttes. L’utilisation du dispositif en téflon de la
Figure 20 (c) permet d’enregistrer 4 signaux SPR sur un prisme de 20 mm d’épaisseur. Un
ensemble de filtres optiques et un polariseur permettent d’adapter la luminosité du signal a la
sensibilit¢ de la caméra. La vision directe de I’image des plasmons facilite les réglages
optiques (Figure 23) en temps réel, en particulier pour les gouttes de tres petites dimensions

(par exemple : 1 pl de diametre = 1.2 mm).
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Figure 23 : (a) Capture d’écran du logiciel Labview : photo de 4 plasmons (& gauche) et du
signal plasmonique d’une des 4 gouttes et sa courbe de lissage (a droite). (b) Lecture directe

de la variation du minimum des 4 plasmons en fonction du temps.

L’évolution du minimum du signal plasmonique en fonction du temps (Figure 23 (b)),
enregistre par le logiciel Labview, est reprise sur Excel pour le traitement des données, voir a

titre d’exemple la Figure 22 (a).

11.4- Dispositif plasmonique intégré sans prisme

Dans le cadre du contrat européen Interreg IV "PLASMOBIQ”, un travail a été développé
pour concevoir un dispositif du type "Lab-on-Chip”. Ce concept a pour but de simplifier
I’équipement scientifique et d’automatiser son usage mais aussi de réduire les colts des

consommables et donc des analyses biochimiques et médicales.

Le groupe de I’Université de Liége, dirigé par Serge Habraken, a proposé une approche
permettant d’éliminer le couplage par un prisme et de le remplacer par une lame a deux
réseaux de diffraction placés directement sous la surface métallisée.” Le substrat est une lame
de verre BK7 de 2 mm d’épaisseur. Les deux réseaux de diffraction sont collés symétriquement
sur une méme face du substrat. La surface métallique (film de Au de 50 nm d’épaisseur)

couvre la partie centrale de 1’autre face (Figure 24 (b)).
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La lumiére diffractée par le réseau d’entrée converge a I’interface métal/liquide (Figure 24
(@) et (b)). Le signal plasmonique généré est ensuite détecté par le capteur CCD a la sortie du
deuxiéme reseau. Notons qu’un brevet décrivant ce dispositif a ét¢ déposé en 2002 mais qu’il

ne s’appuie sur aucune Vérification expérimentale.*®

Afin de valider la réponse plasmonique, nous avons adapté le banc SPR en "goutte”. Les
simulations numériques réalisées par le groupe de Liege ont permis la détermination précise de
I’angle entre le faisceau incident et 1’axe perpendiculaire a la lame a réseaux (4.5°). Dans un
premier temps nous avons placé la lame perpendiculairement au faisceau lumineux en nous
basant sur le retour inverse de la lumiere. Puis en faisant tourner la platine de rotation de 4.5°,
nous nous sommes placés dans les conditions optimums pour observer le signal SPR (Figure
24 (c)). Bien que nous ayons utilisé une lentille sphérique pour focaliser le faisceau laser sur la
zone d’interaction métal/liquide, nous avons constaté que les réseaux ne se comportent pas
comme de simples miroirs et qu’il est possible d’observer 2 signaux SPR simultanément. Les
pertes de puissance lumineuse sont importantes dans ce montage, pour une puissance d’entrée
de 60 mW, la puissance mesurée a la sortie du dispositif a réseaux n’est que de 2 mW alors

qu’elle est de 20 mW dans le cas du couplage classique avec un prisme.

Détecteur CCD ! ]
=)
Laser (760nm, | ;u\f\u - 11\1;;[2%2;’;'
polarisation verticale) Miroirs a 90°
_—
(b)
R (%)
Lame d’or + 0.9 -
liquide étudié
0.7
- : 2mm 05 -
Lentille NN ———  —X.---
£ . SN\ —— - 0.3 >
sphérique - T >
« 75mm 250 750 pixels
(a) (c)

Figure 24 : (a) Adaptation du montage optique SPR "en goutte” au dispositif intégré sans
prisme. (b) Détail du parcours de la lumiéere. (c) Le signal plasmonique enregistré par le
détecteur CCD.
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Afin d’étudier les performances de la lame a réseaux, nous avons enregistré le signal
plasmonique de I’eau. La Figure 25 montre que la qualité du signal est comparable a celui
obtenu avec le montage en prisme et va ainsi rendre possible des mesures quantitatives.
L’absence d’un prisme dans ce montage ne permet pas d’utiliser la relation de couplage
habituelle (Equation 15), de méme il n’est pas possible de convertir les pixels Apx en valeur
angulaire A8 en faisant pivoter la platine de rotation puisque la position de la lame par rapport
du faisceau lumineux incident est imposée. L’étalonnage du dispositif ne peut se faire que par
référence aux signaux correspondants a 2 liquides d’indices de réfraction connus entre lesquels

on effectuera une interpolation dont nous allons mettre la linéarité en évidence ci-apres.

R(%)A

1 .

09

08 | Prisme

0,7

06 < Lame a

05 | réseaux

04

0,3 - - - >
250,00 450,00 650,00 850,00 plxels

Figure 25 : Comparaison des signaux plasmoniques obtenus avec les 2 configurations : prisme
(courbe bleue) et lame a réseaux (courbe rouge).

Pour valider le dispositif SPR intégré sans prisme, nous avons comparé la réponse
plasmonique de différentes concentrations du tampon "Phosphate Buffer Saline” PBS avec le
dispositif classique (prisme). La Figure 26 montre une bonne linéarité de la réponse en fonction
de la concentration du PBS dans 1’eau (0%, 50% et 100%) qui couvre les indices de réfraction
1.3330 et 1.3347 (ces valeurs sont obtenues par un réfractometre). Les montages optiques
n’étant pas les mémes, les valeurs de la position du minimum ne sont pas égales mais sont

proportionnelles.
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Figure 26 : Comparaison de la variation de la position du minimum du signal SPR pour

différentes concentrations du tampon PBS : (a) lame a réseaux et (b) prisme.

Ce dispositif ouvre des perspectives intéressantes dans un contexte du type "Lab-on-Chip”.
Rappelons cependant que les pertes de puissance lumineuse lors des réflexions sur les 2
réseaux représentent un obstacle qu’il faudra prendre en considération dans la conception d’un

dispositif commercial.

11.5- Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons validé le banc optique SPR en configuration "goutte”,
développé durant la thése de doctorat de Maxime Beaugeois. En premier lieu, nous avons
réalisé un dispositif en téflon a 2 ou 4 cuvettes afin d’assurer la reproductibilité des mesures et
de pouvoir visualiser plusieurs plasmons simultanément. Ensuite, des tests d’étalonnage on été
effectués en utilisant un tampon biologique a différentes concentrations. Une comparaison des
résultats de ces tests avec les résultats obtenus sur 1’appareil commercial Biacore 3000 a

permis de trouver le rapport de conversion A6/RU qui est égal & 10 °/RU.

Le banc décrit dans ce chapitre présente I’inconvénient de ne pas étre "presse bouton”,
cependant 1’accessibilité a tous ses composants permet de le modifier en fonction des besoins.
Son aspect "ouvert” nous a permis de I’adapter a d’autres montages étudiés dans le cadre

du projet européen Interreg IV PLASMOBIO. Ainsi nous avons validé expérimentalement le
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concept d’un dispositif intégré sans prisme du type "Lab on Chip". Le signal plasmonique
produit par ce dispositif est comparable a celui obtenu dans la configuration SPR classique et

les mesures quantitatives sur les variations d’indice de réfraction sont en trés bon accord.
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I11.1- Introduction

Depuis une dizaine d’années, de nouvelles surfaces SPR hybrides, basées sur le revétement
des lames métalliques avec des fines couches de diélectrique (SiOy, ITO, silicium amorphe
carboné, etc.), ont été développées.?3234357797 | os films de silicium amorphe carboné
déposés sur une lame d’argent ont montré des caractéristiques particulierement intéressantes
concernant I’amélioration de la sensibilité du biocapteur SPR.** De plus la chimie de surface de
ces substrats permet le greffage de monocouches organiques covalentes a travers la forte

liaison Si-C, pour I’immobilisation des ligands.*

L’immobilisation des biorécepteurs sur les surfaces de facon a contréler leur orientation
(pour conserver leurs sites actifs) est le principal défi dans le domaine de la biodétection. Parmi
les approches développées, on peut citer celle qui utilise I’affinité spécifique d’un agent
chélateur tel que 1’acide nitrilotriacétique (NTA) avec les protéines ou peptides contenant des
séquences de I’histidine (H).% % Dans cet esprit, Gautrot et coll. ont développé des "protéines-
résistantes” brosses polymére fonctionnalisées NTA, pour la complexation de protéines
histagués d’une maniére sélective et réversible.’®* De nombreuses expériences SPR, sont
réalisées sur des substrats d’or modifiés chimiquement avec NTA via la chimie des
thiols.*1%%1% Cependant, la qualité de ces substrats est influencée par I’environnement de
stockage.'® Nieba et coll. et Khan et coll. ont utilisé des lames SPR de type "Biacore”

modifiées NTA pour étudier I’interaction entre I’histidine et les ions métalliques.**'*

Dans ce chapitre, afin d’avoir une meilleure sensibilité couplée & une orientation spécifique
de I’'immobilisation des biomolécules, nous étudions les interactions de peptides histagués
(analyte) avec des ions métalliques (ligand), sur I’interface SPR verre/Ti (5 nm)/Ag (38 nm)/a-
Sipe3Cos7:H (5 nm), a travers 1’agent chélateur NTA. En premier lieu, nous étudions les
différentes étapes de fonctionnalisation de I’interface SPR pour la complexation des ions
cuivreux. Ensuite, par le banc optique SPR en configuration de "goutte”, nous suivrons la
cinétique de I’interaction de deux peptides histagués, de masse moléculaire différente, avec les

ions Cu?*.
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I11.2- Préparation des interfaces SPR Ag/a-Si;,C,:H

La Figure 27 montre le schéma de la surface SPR utilisée dans cette étude. Les films de
titane Ti et d’argent Ag sont déposés, sur une lame de verre bien nettoyée, par la technique de
I’évaporation thermique. L’incorporation du film de Ti est nécessaire afin de réaliser
I’adhésion de I’argent sur le verre. La couche mince de silicium amorphe carboné est déposée
sur le film Ti/Ag par PECVD en régime "basse puissance” ou les gaz de méthane et de silane
sont les sources de carbone et de silicium respectivement.*®*"" |es détails de cette technique
de dépbts sont décrits dans les Annexes. Pour éviter 1’oxydation de 1’argent durant le dépot du
silicium amorphe carboné, un traitement par un plasma d’hydrogene est appliqué a la surface
Ti/Ag juste avant le dép6t. L’ajustement de 1’épaisseur des différentes couches Ti, Ag et a-Si;.
«Cx:H est controlé par le temps de dépbt. La durée de 3s correspond a un dépot d’une couche

de silicium amorphe carboné de 1 nm d’épaisseur.

a-Si;,, C:H 5nm

Ag 38 nm
Ti 5nm
verre

Figure 27 : Schéma de l'interface SPR verre/Ti (5nm)/Ag (38 nm)/ a-Si1xCx :H (5nm).

Touahir et coll. ont évalué la performance du capteur SPR Ti/Ag couvert par 5 nm d’une
couche de a-Sip3Co37 :H en analysant le facteur de mérite FOM (défini par 1I’Equation 19).
Celui-ci correspond a la pente de la droite de la variation de ’angle de résonance 46sp divisée
par la largeur & mi-hauteur FWHM du signal SPR en fonction de I’indice du milieu ng (unité :
RIU). D’aprées la Figure 28, le FOM de la structure Ti/Ag/a-Sip3Co.37 :H est de 101 RIU™ qui
est respectivement 1.4 fois, 2 fois et 2.8 fois plus important que celui obtenu avec une lame
d’or revétue de 5 nm de a-Sipe3Co37 :H, une lame d’argent et une lame d’or nues.>*% Ainsi
avec cette structure, le capteur SPR montre une meilleure qualité de la réponse plasmonique,

d’ou le choix de cette surface dans la suite de ce travail.
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Figure 28 : La variation du rapport AGO/FWHM en fonction de [’indice de réfraction n de
differents diélectriques déposés sur une lame : (a) Au (bleu); (b) Ag (vert); (c) Aula-
Sio,63Co37 :H (5 nm) (rouge) ; (d) Ag/a-Sie3Cos7 :H (5 nm) (noir).**

111.3- Greffage des molécules NTA pour la complexation avec les

ions Cu®*

Nous avons fonctionnalisé chimiquement les surfaces SPR Ti/Ag/a-Sie3Co.37:H, pour un
greffage covalent du S-amino-carboxypentyl iminodiacetique (NTA-NH,). Ensuite, les ions
cuivreux sont complexés sur ’interface, pour le suivi de la fixation des peptides histagués par

SPR. Les protocoles expérimentaux sont détaillés dans les Annexes.

Aprés le dépbt du silicium amorphe carboné, 1’interface Ti/Ag/ a-Sipe3Cos7:H est
hydrogénée par exposition aux vapeurs de HF, pour former des liaisons Si-H. L’hydrogénation
est une étape primordiale afin de former des monocouches organiques fonctionnalisées a la
surface via la liaison Si-C. Parmi les méthodes chimiques et électrochimiques investiguées,
I’hydrosilylation permet I’incorporation de monocouches denses et compactes, a travers la

réaction entre des chaines alcéne et I’hydrogéne de la liaison Si-H (Figure 29).1%¢10
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Figure 29 : Schéma de la réaction d’hydrosilylation.

Le choix du groupe fonctionnel de la chaine greffée sur la surface est limité par sa
réactivité chimique envers la surface. A titre d’exemple, les groupes fonctionnels tels que -OH
ou -NH, favorisent la formation de liaisons Si-O-C ou Si-N-C par rapport a la réaction
d’addition.”™ ™ Faucheux et coll. ont préparé des monocouches denses et bien contrdlées
terminées acide, d’une fagon spontanée, a travers 1’hydrosilylation par voie photochimique en
présence de 1’acide undécylénique (Figure 29).%% Les terminaisons carboxyles présentent un
interét important dans le domaine de la biodétection. Ils permettent d’accrocher d’une fagon
covalente des molécules avec des fonctions amines (ou biomolécules) via les liaisons

amides'34,1l4,ll5

La réaction d’amidation directe ne peut pas s’effectuer d’une fagon spontanée a la

température ambiante,**®

il est donc nécessaire d’activer les acides carboxyliques. L’activation
consiste a former un ester réactif qui réagit avec I’amine de la molécule a greffer (Figure 30).
Parmi les différents composés générés par 1’activation, on trouve les esters succinimides qui
sont largement utilisés dans le domaine de la biodétection.®*****" 12 | 3 surface terminée ester
succinimide est obtenue par réaction de la surface acide avec un agent de couplage tel que le
N-éthyl-N’-(3-(diméthylamino)propyl)carbodiimide =~ (EDC) en  présence du  N-
hydroxysuccinimide (NHS). Sam et coll. ont montré I’influence des concentrations des
composés NHS et EDC ainsi que ’effet de la température sur le rendement de la réaction
d’activation. Des concentrations équimolaires (de 1’ordre de 5 mM) et une température
comprise entre 15°C et 20°C présentent les conditions optimales pour obtenir une meilleure et

compléte modification de surface.**"

-58 -

© 2013 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Nazek Maalouli, Lille 1, 2012

CHAPITRE IIl - FONCTIONNALISATION DES COUCHES MINCES DE SILICIUM AMORPHE CARBONE
POUR L’ IMMOBILISATION DE PEPTIDES HISTAGUES

o
==

+ 0%0
OH +RNH,

(a) (b)

Figure 30 : Représentation schématique de [’activation du groupement carboxyle avec (a) N-

Hydroxysuccinimide (NHS) pour la réaction avec (b) une amine.

Dans ce travail, aprés 1’étape de 1’hydrogénation, la surface Ti/Ag/a-Sipe3Cos7:H est
immergée dans une solution d’acide undécylénique et puis irradiée a 312 nm pendant 3 h. Afin
d’éliminer I’excés des molécules qui n’ont pas réagi et d’éviter la formation des diméres, un
rincage avec I’acide acétique est nécessaire.* La conversion de la fonction acide en fonction
ester de succinimide est réalisée en incubant la surface acide dans une solution fraichement
préparée de NHS (5mM) et EDC (5mM) dans de 1’eau pour une durée de 90 min a 15°C.

Pour la formation d’une surface terminée NTA, I’interface SPR activée est immergée dans
une solution NTA-NH,/PBS (10 M). Ensuite la surface est rincée avec du PBS & un pH = 8-9
pour assurer la déprotonation des groupements carboxyles de la molécule. Finalement les ions
cuivreux sont chélatés aux molécules NTA en introduisant la surface résultante dans une
solution aqueuse de CuSO4/H,0 (5 mM).
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Figure 31 : Schéma réactionnel de la fonctionnalisation de l’interface SPR apres la réaction

d’activation : (d) greffage de la molécule NTA et (e) complexation des ions Cu?* avec NTA.

Pour Vérifier le greffage et I’orientation des molécules de chaque étape de la
fonctionnalisation de I’interface SPR, nous avons effectué des caractérisations ATR-FTIR. Ces
mesures ont été réalisées au Laboratoire de Physique de la Matiére Condensée a 1’école
Polytechnique de Paris, en collaboration avec le groupe de F. Ozanam. Un descriptif de cette

technique de caractérisation est présenté dans les Annexes.

La Figure 32 montre le spectre ATR-FTIR de I’interface Ti/Ag/a-Si1.xCx:H aprés 1’étape de
I’hydrogénation. La présence du pic & 2115 cm™ vérifie ’existence d’un grand nombre des
liaisons Si-H. Les pics & 2894 et 2955 c¢m *, montrent que la plus grande part du carbone

présent & la surface est sous forme de méthyle CH3 %%’

-60 -

© 2013 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Nazek Maalouli, Lille 1, 2012

CHAPITRE IIl - FONCTIONNALISATION DES COUCHES MINCES DE SILICIUM AMORPHE CARBONE
POUR L’ IMMOBILISATION DE PEPTIDES HISTAGUES

2115
2894

Absorbance par reflexion.

1500 2000 2500 3000

Nombre d'onde/ cm™

Figure 32 : Spectre ATR-FTIR de la surface Ti/Ag/a-Si;«Cx:H hydrogénée.

Le spectre (a) de la Figure 33 est celui de la surface apres la réaction photochimique avec
I’acide undécylénique. Le pic intense & 1713 cm *est caractéristique des modes vibrationnels
des liaisons C=0 et les pics & 2855 et 2925 cm ' correspondent aux modes de vibration des
groupements CH,. Ce résultat indique, d’une fagon qualitative, le succés de la formation des
groupements carboxyles a I’interface a-Sige3Co37:H. Pour déterminer la densité des molécules
acide greffées a la surface, nous avons utilisé la méthode quantitative élaborée par Faucheux et
coll.® La densité calculée est égale & N = 1.5+0.2x10™ mol cm ™, qui correspond & une faible
valeur comparée a celle trouvée sur le silicium cristallin (N= 2.5+0.2x10™ mol cm™).%° Cela

est d( probablement a la présence des groupements méthyles a la surface.
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1600 2000 2400 2800
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Figure 33 : Spectres ATR-FTIR des différentes étapes de modification de surface qui précedent
[’hydrogénation de la surface Ti/Ag/a-Si1«Cyx:H ; (a) spectre de la surface acide, (b) apres la
réaction d’activation avec NHS/EDC, (c) apres le greffage de la molécule NTA. Le spectre de

référence est le spectre de la surface hydrogénée.

Le spectre (b) de la Figure 33 représente la surface aprés 1’activation avec NHS/EDC. La
disparition compléte du pic & 1711 cm™ et I’apparition des pics a 1745, 1789, et 1820 cm™ qui
correspondent aux modes de vibration des liaisons C=0 des fonctions carbonyles de I’ester

succinimidyle,**’

confirment I’activation des groupements carboxyles. Dans cette étape, nous
avons déterminé la densité des sites actifs en utilisant le calcul décrit par Moraillon et coll..**®
La valeur obtenue est égale & N= 5x10™ mol cm™?, ce qui correspond & un rendement de 33%

de la surface modifiée acide.

Apres le greffage de la molécule NTA a la surface activée, on trace le spectre (c) qui
montre ’apparition des bandes & 1544 et 1657 cm™ associées aux modes de vibrations des
anions carboxylates (COQ") asymeétrique et de 1’amide Il (O=C-NH) respectivement. Le pic a
1720 cm™ est essentiellement lié aux modes de vibrations des groupements carboxyles
protonés de la molécule.® Avec I’analyse quantitative, on détermine la quantité de molécules
NTA greffées & la surface et qui est égale & N= 5x10™ mol cm? signifiant une réaction avec

un rendement de 100% de la surface activée.
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Pour confirmer les résultats obtenus par ATR-FTIR, nous avons réalisé des mesures XPS
(les informations relatives a la technique XPS sont détaillées dans les Annexes). La Figure 34
(@) montre le spectre XPS en haute résolution de la bande Cls de l’interface Ti/Ag/a-
Sip63Co.37 :H aprés I’hydrosilylation. Ce spectre est décomposeé en 4 composantes. La premiére
composante 1 se situe a 283.9 eV et correspond aux liaisons C-Si. Le pic 2 centré a 285 eV est
caracteéristique des liaisons C-C(H), alors que les 2 dernieres pics (3 et 4) a 286.5 et 288.9 eV
correspondent aux carbones C proche du groupement carboxyle (-CH,-COOH)'?? et C du

groupement O-C=0 respectivement.

2 2
1 2839 1 2839
2 285.0 2 285.0
3 286.5 3 286.7
4 288.9 4 2884
292 290 288 286 284 282 292 290 288 286 284 282
Energie de liaison / eV. Energie de liaison /eV.
(a) (b)

Figure 34 : Spectres XPS en haute résolution de 1’éléement Cls de la surface Ti/Ag/a-Sii.
«Cx:H (@) apres immersion dans [’acide undécylénique et (b) apres interaction avec la

molécule NTA.

Le spectre (b) de la Figure 34 représente le résultat XPS en haute résolution de 1’élément
C1s de la surface Ti/Ag/a-Sii1«Cx:H terminée amine-NTA apres une activation de la surface
acide avec NHS/EDC. Ce pic peut étre décomposé en 4 composantes a 283.9, 285, 286.7 et
288.4 eV qui correspondent aux fonctions C-Si, C-C(H), C-O/C-N et O-C=0 respectivement.
Une augmentation remarquable du pic 4 a 288.4 ¢V est liée a I’addition des groupements
carboxyles (COOH) de la molécule NTA. La formation de cette monocouche est confirmée
aussi par le spectre XPS en haute résolution de 1’élément N1s de la Figure 35 qui montre un pic
a 400 eV caractéristique de ’amine tertiaire et de I’amide. Le rapport du nombre d’atomes

d’azote sur le nombre d’atomes de carbone est é¢gal a 0.090. Cette valeur proche de
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la valeur du rapport théorique égal a 0.095, confirme le résultat quantitatif trouvé avec la

caractérisation par ATR-FTIR.

1 400 CO-NH/N-C

404 403 402 401 400 399 398 397

Energie de liaison /eV.

Figure 35 : Spectre XPS en haute résolution de [’élément N1s de la surface Ti/Ag/a-Si;«Cx:H
terminée NHS apreés son immersion dans une solution NTA-NH,/PBS (pH=8.5).

A cette étape de modification, nous avons voulu estimer 1’épaisseur de la monocouche
NTA greftée aprés I’étape de I’hydrosilylation. Les caractérisations ATR-FTIR ou XPS ne
permettent pas le calcul de cette épaisseur, d’ou la nécessité d’utiliser une autre technique de
caractérisation : la résonance plasmonique de surface. Comme nous ’avons décrit dans le
Chapitre 1, la réponse plasmonique est sensible a toute variation de I’indice de réfraction du
milieu environnant Ang (variation de la masse ou de I’épaisseur par exemple) qui induit un
déplacement du pic d’absorption (Figure 17). La Figure 36 présente les courbes expérimentales
(courbes en pointillées) et théoriques de réflectivité de I’interface SPR aprés la réaction
photochimique avec 1’acide undécylénique (courbe rouge) et apres le greffage de la molécule
NTA (courbe bleue). Un déplacement angulaire de 0.3° est enregistré. Afin de déterminer
grossiérement 1’épaisseur de cette couche greffée, nous avons utilisé les parametres de
modélisation de la Table 2 (en utilisant le logiciel WinSpall 3.0). Ainsi nous estimons que le
déplacement angulaire correspond a une épaisseur égale a 3.4 nm. Cette valeur est en accord
avec la valeur théorique de la dimension de la molécule NTA-NH, qui est approximativement

égale a 3.8 nm.
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Relectivite.

57 58 59 60 61 62 63
Angle / °.

Figure 36 : Courbes de réflectivité en fonction de I’angle d’incidence de l'interface Ti/Ag/a-
Si1«Cx:H aprés la modification acide (rouge) et le greffage de la molécule NTA (bleu). Les
courbes en pointillées correspondent aux resultats expérimentaux. Les courbes en trait plein
correspondent aux modélisations obtenues par le logiciel WinSpall 3.0.

Table 2 : Les paramétres introduits sur le logiciel WinSpall 3.0 pour la détermination de

[’épaisseur de la couche NTA.

Couche n+in” Epaisseur d (nm)
Verre 1.630 o)
Ti 2.400 +i 3.313 5
Ag 0.140 +i4.581 41
aSig 63Co.37 1.810 +i 0.040 5
NTA 1.500 3.4

Un rincage avec du PBS a un pH=8.5 est nécessaire pour assurer la déprotonation des
groupements COOH de I’interface Ti/Ag/a-Si;«Cx:H terminée NTA. La Figure 37 montre le
spectre XPS en haute résolution de 1’élément Cu2p aprés I’incubation de la surface NTA
(déprotonée) dans une solution contenant des ions Cu®*. Il existe 2 pics & 930.6 et & 950.3 eV
correspondants aux contributions Cu2ps, et Cu2py, respectivement. La valeur du rapport
atomique Cu/N est de 0.1. Or ce rapport, inférieur au rapport théorique (0.5), signifie qu’une

petite portion des groupements carboxyles ont été complexés aux ions Cu?*.
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1 9306 Cu2py,
2 9503 Cu2py,

960 950 940 930 920
Energie de liaiason /eV.

Figure 37 : Spectre XPS en haute résolution de [’élément Culp de la surface Ti/Ag/a-Si;-

«Cx:H/NTA apreés son incubation dans une solution de CuSQ,4 (5 mM).

Aprés une validation qualitative par XPS de la modification de la surface par les ions Cu?*,
nous avons effectué des mesures électrochimiques pour déterminer le taux de couverture des

ions complexés.

La Figure 38 montre les mesures de voltampérométrie cyclique de la surface modifiée NTA
avant et apres 1’incubation dans une solution aqueuse de CuSO, (5mM). L’électrolyte est une
solution de LiCIO4/H,0 (0.1 M). Aprés Iinteraction des groupements NTA avec les ions Cu®,
nous remarquons dans le cyclovoltamogramme bleu la présence de la signature
électrochimique du couple Cu*/Cu. Le pic de réduction 1 est associé a la conversion des ions
Cu* en CU° et celui de oxydation 2 correspond & une perte de 2 électrons du cuivre pour
former des ions cuivriques.

Q

Teyz+ = aFS Equation 21

Pour calculer la densité surfacique des ions cuivreux complexés 7¢,%*, nous appliquons
I’Equation 21, avec Q la charge intégrée (C), F la constante de Faraday (C. mol™), S la surface
géométrique de interface SPR (cm?) et n est égale & 2 électrons qui interviennent dans la
réaction d’oxydo-réduction.®® La valeur de la densité surfacique calculée est de Ng ¥ =
1.0x10™ mol cm™ qui est une valeur trés faible par rapport au nombre de molécules NTA

greffées par unité de surface. Ce résultat, confirmé par les mesures XPS, peut étre expliqué
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par une déprotonisation d’une faible quantité des groupements carboxyles présents dans la

molécule NTA.

400
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2

NTA

Cu?t+ 2e — Cu°

Cu® — Cu*+2e

2

/Cu2+

E/V vs. Ag/AgCl

Figure 38 : Courbes de voltampérométrie cyclique effectuées dans une solution aqueuse de
LiCIO4/H,0 (0.1 M) pour une surface Ti/Ag/a-Si1.«Cx:H/NTA (gris) et aprés son incubation

dans une solution de CuSO4/H.O (5 mM) (noir) ; vitesse de balayage: 0,05 V s™.

I11.4- Immobilisation des peptides histagués

Les peptides hystidinylés sont immobilisés grace a l’interaction de I’azote du noyau

imidazole (de I’histidine présent dans le peptide) avec le complexe Cu*-NTA (Figure 39). En

effet, entre une molécule de NTA et 2 noyaux imidazole de I’histidine d’une biomolécule, une

affinité de liaison K= 10° M est définie.'®™ En plus, cette interface présente 1’avantage d’étre

régénérée par 1’addition d’un autre agent chélateur tel que D’acide éthylene diamine

tétraacétique EDTA. Il permet la rupture de la liaison de coordination entre 1’histidine et le

complexe Cu®*-NTA. Dans cette étude nous avons utilisé 2 peptides histagués :

= Le peptide

"His-Tag-des-Arg9-Bradykinine

peptide”

séquence:  (Ac)-

HHHHHHRPPGFSPF-(OH) (MM = 1.768 kD) synthétisé¢ par Innobiochips a 1’Institut de

Biologie de Lille.

= Le peptide "P6c” de séquence: MGHHHHHHGDWKWDGGLVPRGSDEMLRELQET-
NAALQDVRELLRQQVRQITFLRALLMGGRLLARLEELERRLEE-
LERRLEELERAINTVDLELAALRRRLEELAR (MM = 12.6 kD) synthétisé par Y. Yang

© 2013 Tous droits réservés.
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au département de biologie moléculaire et cellulaire de I’institut Materials Science a

I’université de Connecticut, Etats Unis.

Aprés la fixation des ions Cu® aux interfaces Ti/Ag/a-SiixCx:H terminées NTA,
I’immobilisation des peptides hystidinylés est réalisée entre lame et lamelle en injectant 50 pl
du peptide (50 uM) dans du tampon PBS. Les peptides qui n’ont pas réagi sont éliminés par un
ringage au PBS (1X) contenant 0.1% SDS, PBS (0.2X), PBS (0.1X).

\—,—Si—;

Figure 39 : Schéma réactionnel de [’interface TilAgla-Si1xCyx:H terminées Cu®*-NTA aprés

[’immobilisation des peptides hystidinylés.

En premier lieu, nous avons étudié, par spectroscopie infrarouge, le spectre d’absorption
correspondant au peptide histagué "Bradykinine” déposé sur un prisme ATR (spectre (a) de la
Figure 40). Sur ce spectre, nous remarquons la présence de trois pics intenses a 1450, 1538 et
1663 cm™. Nous supposons que le pic & 1450 cm™ est attribué aux modes de vibrations
symétriques des COO". Le pic & 1663 cm™ correspond aux liaisons C=0 de I’amide L. La bande
4 1538 cm™ est probablement due a la présence des liaisons N-H de I’amide 11, des vibrations
symétriques COO™ et aux modes de vibrations du noyau aromatique.****#**?* Ensuite nous
avons tracé le spectre ATR-FTIR de I’interface Ti/Ag/a-Sig3Co37:H terminée Cu®*-NTA apres
son interaction avec le peptide, il est représenté par le spectre (b) de la Figure 40. L’apparition

des 3 pics d’absorption confirme 1I’immobilisation du peptide "Bradykinine”.
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Abhsorbance par reflexion.
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Figure 40 : Spectres ATR-FTIR du peptide Bradykinine (50 uM) (a) déposé sur un substrat
ATR couvert par un film de a-Sipe3Co37:H, et (b) aprés son immobilisation sur une interface
a-Si63Co.37:H terminée CU2+-NTA.

1 3988 C=N-C
2 400 O=C-NH/-NH,
3 4012 C-N-C

403 402 401 400 399 398 397 396
Energie de liaison /eV.
Figure 41 : Spectre XPS en haute résolution de [’éléement N1s de la surface Ti/Ag/a-Sii-
,Cx:HINTA-Cu?" aprés son interaction avec le peptide Bradykinine (50 puM).

En complément de la caractérisation par spectroscopie infrarouge, des mesures XPS ont
permis d’analyser I’interaction de 1’azote du noyau imidazole du peptide "His-Tag-des-Arg’-
Bradykinine” avec les ions cuivreux de I’interface SPR. La Figure 41 montre le spectre XPS en
haute résolution de I’élément N1s obtenu apres le contact de 1’interface avec le peptide. Le pic

intense a 400 eV est caracteristique des liaisons —NH, et O=C-NH du peptide. Les
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composantes a 398.8 et 401.2 eV correspondent, respectivement, aux contributions C=N-C et

C-N-C du noyau imidazole.

Nous nous sommes intéresses a 1’étude de la cinétique de ’interaction du noyau imidazole
avec les ions Cu®*, par résonance plasmonique en configuration "goutte”.®® L’intérét de cette
configuration repose sur 1’utilisation de petits volumes permettant d’accroitre les cinétiques de
diffusion et donc de réduire la durée de la réaction et le colt des produits biologiques utilisés.
Les cinétiques ont été étudiées sur deux différents peptides histagués, le "His-Tag-des-Arg’-
Bradykinine” et le "P6¢” de masse moléculaire égale a 1.78 kD et 12.6 kD respectivement. Les
courbes bleues de la Figure 42 représentent le suivi de I’immobilisation des peptides sur des
surfaces SPR modifiées Cu**. La capacité de fixation pour "His-Tag-des-Arg’-Bradykinine”
(graphe (a)) est de 300 RU, alors que pour "P6c” (graphe (b)) la valeur de la capacité de
fixation est a peu pres 3 fois plus importante. En considérant que 1 RU correspond a une
densité surfacique de 1 pg mm™2.'?* On trouve une densité égale & 30+5 ng cm™ (N =~ 1 x 10'°
mol cm™) pour ” Bradykinine”, et 102 +10 ng cm? (N =~ 6 x 10*® mol cm™) pour "P6¢”. Cette

différence dans la réponse plasmonique est liée a la grande masse moléculaire du peptide

"P6C".
7000 T T T T T T
6000 NTA/Cu®*
6000 - N *ﬁ n
Q::. 5000 N ,3::
= X
4000 - s 4000 H |
S B ] S
d% 3000 d%
2000 [ . 2000 H -
1020 RU
1000 |- NTA/CuZ 30QRU - ]
NTA '
0 1 NTA | 0 I I I I . SO 4
o 1 2 3 4 5 6 8
0 5 10 15 20
temps /min. temps /min.

(a) (b)

Figure 42 : Cinétique de !’interaction du peptide (A) Bradykinine (C = 50*10'6M) et (B) P6c¢ (c
= 50*10°° M) sur !’interface TilAgla-Si;.Cyx:H terminée NTA en présence (courbe bleue) et en

absence (courbe verte) des ions cuivreux.
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Les courbes vertes de la Figure 42 correspondent a la réaction des 2 peptides sur des
surfaces SPR terminées NTA (sans la modification avec les ions cuivriques). Cette mesure de
contrble est nécessaire pour vérifier 1’adsorption non spécifique des peptides histagués. On
constate que 1’absence des ions cuivriques produit une trés faible réponse plasmonique

comparée a celle en présence des ions.

Table 3 : Les valeurs des constantes de dissociations des 2 peptides "Bradykinine” et "P6c”

déterminées par le logiciel BlAevaluation 3.2 RC1 en utilisant le modéle de 1 :1 de Langmuir.

Bradykinine P6c
Masse Moléculaire (kD) 1.77 12.60
Kass (Ms) 0.7x10° 4.4x10"
Kaiss (™) 5x10™ 106x10™
Kp (M) 7% 10° 2.5x 107

Finalement, nous utilisons le logiciel BlAevaluation 3.2 RC1 pour déterminer les
constantes de dissociation a 1’équilibre Kp des 2 peptides, en se basant sur le modéle 1:1 de
Langmuir (Annexes).'? Les valeurs obtenues sont reportées dans la Table 3. Ces résultats sont
comparables a ceux trouvés par Nieba et coll. qui ont estimé un Kp de I’ordre de 1uM sur une

105

lame Biacore fonctionnalisée NTA.™™ Wegner et coll. ont déterminé une valeur de Kp du

méme ordre avec une surface d’or modifiée par des thiols.'*’

111.5- Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté 1’utilisation de nouvelles surfaces SPR: lames
d’argent (Ag) sur lesquelles des couches de silicium amorphe carboné (a-Sige3Co37: H) ont eté
déposées, pour I’immobilisation de peptides hystidinylés. Nous avons mis au point une
nouvelle chimie de surface pour lier les peptides de maniére covalente a la surface SPR, et
selon une orientation bien définie. Cette nouvelle stratégie est basée sur la forte interaction des
peptides avec les ions métalliques. Ces ions sont fixés a la surface SPR par I’intermédiaire d’un

agent chélateur, ’acide nitrilotriacétique NTA.

Dans un premier temps, les couches de silicium amorphe carboné ont été fonctionnalisées

avec des groupes acides. L’activation par le N-hydroxysuccinimide (NHS) a permis par la suite
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de greffer la molécule NTA. Les groupements acides de la molécule NTA ont été déprotonés
pour favoriser la complexation avec les ions métalliques. Les modifications chimiques de
chaque étape ont été caractérisées par spectroscopie Infrarouge a transformée de Fourier (ATR-
FTIR) et par spectrométrie de photoélectrons X (XPS). Ensuite, nous avons analysé, sur un
banc optique SPR en configuration "goutte”, la cinétique de deux peptides de différentes
masses moléculaires sur les surfaces Ag/a-SiogsCos7:H terminées NTA-Cu?*. Et nous avons

déterminé les valeurs des constantes de dissociation de ces deux peptides.

Cette nouvelle chimie de surface en 2D, développée sur ces surfaces SPR hybrides, a
montré une capacité de fixation comparable a celle trouvée sur une surface 3D (utilisée dans
I’appareil commercial Biacore) composée d’une couche de dextrane modifié¢e NTA. En
général, la diffusion des molécules est plus simple sur les interfaces 2D, d’ou I’intérét de
I’utilisation de cette nouvelle interface surtout pour 1’étude de la cinétique des biomolécules a

grande dimensions.
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1V.1- Introduction

Les interactions glycanes-protéines jouent un rdle important dans 1’étude des fonctions
physiologiques et dans I’analyse des processus biologiques tels que la communication
cellulaire, le transfert de I’information biologique entre les cellules et a travers la membrane
cellulaire (Figure 43).°%1%129 | o5 glycanes ou sucres (monosaccharides, oligosaccharides et
polysaccharides) constituent 1’une des classes de molécules organiques (formule empirique :
Cm(H20),) les plus abondantes dans la nature. Ils peuvent former des chaines linéaires ou
ramifiées qui, fixées a des protéines, participent a une grande variété des mécanismes
biologiques.”® Parmi les différentes approches développées pour comprendre et interpréter
I’interaction carbohydrate-protéine, la préparation des surfaces avec des monocouches de

glycanes a connu une révolution dans le domaine de la biotechnologie ces derniéres années.***"
133

Anticorps
Bactérie Glycanes

Lectine

Protéine

Membrane
cellulaire

Figure 43 : Les interactions glycanes-macromolécules sur la membrane cellulaire.**

Il existe differentes méthodes d’introduction des glucides a la surface. Nous pouvons citer
la chimie des thiols sur des surfaces pour former des couches autoassemblées de glycanes.™**
3¢ Dans ce concept, la chimie "click” a aussi servi pour le greffage covalent des sucres
fonctionnalisés azide ou alcyne sur des surfaces, via la réaction 1,3-dipolaire de Huisgen.™"***
Cependant, la préparation de ces surfaces demande un effort de synthese en particulier pour des
glycanes a structure complexe. Wang et coll. et Willats et coll. ont montré la possibilité
d’immobiliser directement des glycanes intactes par physisorption.*****! Mais cette méthode ne
peut pas étre appliquée aux sucres simples (petites dimensions) a cause des faibles interactions

de van der Waals avec la surface. Pour dépasser cette limite, des monocouches d’hydrazide ou
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d’amine-oxyde ont été construites pour attacher les glucides "non modifiés” selon une
orientation bien spécifique via leur terminaison réduite."*** Des investigations trés récentes
ont montré I’intérét de la fonctionnalisation des surfaces avec des agents photoactivables tel
que ’acide azido-tétrafluorobenzoique (ATFBA) dans 1’étude de la reconnaissance biologique

des protéines par les sucres. ¢

La facilité et la rapidité de la photoactivation et le défi d’étudier I’affinité et la spécificité
de ces interfaces ou I’orientation des glycanes n’est pas spécifique, nous a motivés a appliquer
cette chimie de surface sur I’interface Ti/Au/SiOy développée par notre équipe.””%” Nous
étudions, par plasmonique, I’interaction lectine-glycane sur cette nouvelle interface et nous
comparons la réponse a celle obtenue sur une interface Ti/Au/SiOyx modifiée par la chimie
"click”. La technique SPR va aussi nous servir pour analyser les paramétres cinétiques de
I’interaction de deux lectines de plante sur deux substrats photocouplés respectivement avec du

mannose et du lactose.

IVV.2- Préparation des interfaces SPR Au/SiOy

La Figure 44 montre le schéma de la surface hybride SPR utilisée dans la suite de ce
chapitre. En premier lieu une couche de 5 nm de titane Ti et une couche de 50 nm d’or Au sont
déposées par la technique de 1’évaporation thermique sur un substrat de verre bien nettoyé.
Ensuite les couches minces d’oxyde de silicium SiOy sont préparées par la technique PECVD
utilisant un mélange de gaz de silane SiH, et de protoxyde d’azote N,O a une température
égale & 300°C.”"¥" Le protocole expérimental du dépot est présenté dans les Annexes.
L’ajustement de 1’épaisseur de la couche est contrdlée par le temps de dépdt (vitesse de dépot =
414 A.min™). En SPR, une épaisseur de 5 & 10 nm (indice de réfraction n = 1.48) a montré une
qualité optimale de la réponse plasmonique du point de vue de la stabilité chimique et de la

sensibilité.?" 7149

Sio, 10nm

Ti 5nm

N

Figure 44 : Schéma de [’interface SPR verre/Ti (5nm)/Au (50 nm)/ SiOx (10 nm).

verre
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IVV.3- Fonctionnalisation et Caractérisation des surfaces SPR pour

le greffage des glycanes

Nous avons fonctionnalisé chimiquement les surfaces SPR Ti/Au/SiOy, pour un greffage
covalent de glycanes "intactes” selon une nouvelle chimie de surface qui utilise des molécules
photoactivables tel que 1’acide azido-tetrafluorobenzoique (ATFBA). En paralléle, nous
utilisons la réaction "click” pour immobiliser des glycanes modifiées avec un alcyne sur les
mémes surfaces SPR. Ces surfaces vont nous servir comme références pour comparer les
interactions protéines-glycanes, par plasmonique ultérieurement (paragraphe 1V.4). Les

protocoles expérimentaux sont décrits dans les Annexes.

Comme déja mentionné dans le paragraphe 1.4.2, la fonctionnalisation de la surface
Ti/Au/SiO, se base sur la chimie de surface des silanes.”® En effet des monocouches
organiques peuvent étre formées sur des substrats terminés par des fonctions hydroxyles -OH a
la surface des substrats, via les liaisons Si-O-Si. Ainsi la surface SPR hybride est tout d’abord
traitée sous UV-Ozone pour éliminer les contaminations organiques et produire les
groupements hydroxyles (Figure 45 (a)). Ensuite I’interface est mise sous agitation ultra-

sonique dans une solution d’APTMS dissoute dans un mélange de méthanol et d’eau, pour

g
PO

OH OH OH o] 0
uv/o, APTMS

S —————.  e—- —

greffer les organosilanes modifiés amine -NH, (Figure 45 (b)).

H

(a) (b)
Figure 45: Schéma des étapes de la modification chimique de la surface Au/SiOx: (a)
formation des groupements hydroxyles -OH et (b) le greffage des organosilanes

fonctionnalisées amines -NH..
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IV.3.1- Via le photocouplage

En 1969, Fleet et coll. introduisent les azido phényles comme des sondes photoactivables
qui peuvent se coupler & des espéces biologiques a travers une liaison covalente stable.™ Sous
irradiation, I’azido phényle se décompose pour libérer le diazote N, et produire un nitréne.
Cependant, ce composé trés réactif peut subir différentes réactions pour former des produits
tels que la céténimine cyclique ou un azophényle qui sont inutiles pour le marquage par
photoaffinité. L’insertion des groupements -CH ou -NH est la réaction de préférence pour

créer la liaison covalente (Figure 46).*

Figure 46 : Schémas réactionnels des différentes réactions du phényle avec un nitrene pour

produire: (1) expansion du cycle, (2) interaction entre 2 phényles (3) insertion C-H ou N-H.

La découverte des cycles azido-phényles avec des atomes halogénés (F ou Cl) a permis

151133 ot par conséquent d’augmenter

d’améliorer le rendement de la réaction d’insertion
I’utilisation de ces photocoupleurs halogénés comme outils de synthese et de
fonctionnalisation. Récemment, le groupe de X. Wang a développé des nanoparticules

Wo 4 ot d’oxyde de fer™™® fonctionnalisées avec la molécule d’acide azido-

d’or
tetrafluorobenzoique (ATFBA) pour greffer des carbohydrates dédiés a 1’étude des interactions
glucides-protéines. Dans le méme contexte, ce groupe a aussi préparé, par photocouplage, des

- 148
matrices de glycanes sur des substrats d’or.

-78 -

© 2013 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Nazek Maalouli, Lille 1, 2012

CHAPITRE IV- FONCTIONNALISATION DES COUCHES MINCES D’OXYDE DE SILICIUM POUR LE
SUIVI DE L’INTERACTION GLYCANES-LECTINES PAR SPR

Dans notre étude, nous avons synthétisé la molécule ATFBA a partir du produit
commercialisé : le méthyle pentafluorobenzoate (Figure 47).** Le protocole expérimental de la

synthése ainsi que les caractérisations par spectroscopie NMR sont présentés dans les

Annexes.
F
N3 N3
F F F F 1. NaOH, MeOH/H,0 F F
NaN, 2. HCl, H,0
—_— —_——
F F Acetone/H,0 F F F F
T=90°C
(0] 0 (.i) (0] HO (o]
CH CH

3

(1) 2
Figure 47: Schéma réactionnel de la synthese des produits (1) 4-Azido-2,3,5,6-
tetrafluorobenzoate de méthyle et (2) 4-Azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoique a partir du

pentafluorobenzoate de méthyle.

La Figure 48 montre les spectres FTIR en transmittance aprés la synthese. Le spectre (a)
correspond a la molécule méthyle 4-Azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoate. Le pic intense a 2132
cm *est caractéristique des modes vibrationnels du groupement azide (-N3). Les pics & 1742 et
1263 cm* correspondent respectivement aux liaisons C=0 de Pester et C-F. Le spectre (b)
correspond & I’acide 4-Azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoique. La disparition du pic & 1742 cm ‘et
I’apparition du pic 2 1705 cm™* associés aux liaisons C=0 de I’acide confirme la conversion de
Iester carboxylique en acide carboxylique. La bande & 1500 cm™ correspond probablement
aux liaisons C=C de ’¢longation du noyau aromatique. La large bande entre 3500 et 2500 cm™
est due a la présence des groupements hydroxyles (-OH) de I’acide et/ou des molécules d’cau

absorbées.
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Figure 48: Spectres FTIR en transmittance de la molécule (a) 4-Azido-2,3,5,6-
tetrafluorobenzoate de méthyle et de la molécule (b) acide 4-azido-2,3,5,6-

tetrafluorobenzoique.

Nous avons aussi Vérifié par FTIR le photocouplage du sucre D(+)-Mannose avec la
molécule ATFBA aprés 5 minutes d’irradiation UV (A = 365 nm). Dans le spectre (b) de la
Figure 49, la disparition compléte du pic & 2132 cm™ et I’apparition des pics & 1320 et a 1047
cm™ (élongations C-N et vibrations C-O du mannose respectivement) montrent bien la
conversion du groupe azide (-N3) de la molécule ATFBA en fonction amine aprés la
photoréaction. La large bande avec un minimum proche de 3400 cm™ est liée & la présence des
groupements hydroxyles (-OH) du mannose et/ou des molécules de 1’cau. Ces résultats FTIR
confirment la synthése du photocoupleur ATFBA et I’efficacité de la réaction pour attacher le

mannose "non modifié”.
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Figure 49 : Spectres FTIR en transmittance : (a) de la molécule ATFBA et (b) du produit

résultant de la photoréaction du mannose sous irradiation UV a A = 365 nm pour une durée de

5min.

Dans une deuxiéme partie, nous avons utilisé les surfaces Au/SiO,/APTMS précedemment
préparées (Figure 45) pour greffer la molécule synthétisée et puis immobiliser les glycanes non
modifiés. Au début, la surface aminée est immergée dans un mélange d’ATFBA, DCC et
DMAP préparé dans le dichlorométhane. La présence des agents DCC et DMAP permet
I’introduction du groupe carboxyle de ’ATFBA sur I’amine de I’interface et de former la
liaison amide. Ensuite, la surface résultante est incubée dans une solution aqueuse de mannose
(D(+)-Mannose) ou de lactose (B-Lactose) puis exposée aux irradiations UV (A = 365 nm,
puissance P = 100 mW cm®) (Figure 50). Il est important de signaler que durant la
photoactivation, les glycanes ne sont pas forcément attachés a la surface a travers leur carbone

anomeérique.
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Figure 50 : Schéma réactionnel pour l'immobilisation du mannose apres la réaction de
silanisation sur Ti/Au/SiOy : (c1) greffage de la molécule ATFBA en présence des agents

d’activation DCC/DMAP et (d1) la photoréaction du mannose et la surface terminée azide
sous irradiation UV (4 = 365 nm).

1V.3.2- Via la chimie "click”

La chimie "click” est un concept récemment proposé par Sharpless en 2001 dans le but de
synthétiser une grande variété de composés a partir de réactions rapides et efficaces.' La plus
connue des réactions "click” est la cycloaddition 1,3-dipolaire qui a lieu entre un alcyne et un
azide pour former un composé triazole (Figure 51). En effet, cette réaction a été découverte

38 et ultérieurement étudiée par R. Huisgen (1963)**° d>ou

initialement par A. Micheal en 189
le nom de cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen. Néanmoins, le protocole expérimental
produisait, a une tempeérature élevee et apres un temps de réaction long, un mélange de deux
triazoles régioisomeres en 1,4 et 1,5. C’est en 2002 avec les groupes Sharpless™® et Meldal'®
que la réaction de Huisgen a produit un "scoop” dans la chimie "click”. Ces 2 équipes ont
montré séparément 1’intérét de 1’utilisation du cuivre (I) comme catalyseur pour générer un
seul régioisomére-1,4 du triazole, en réduisant la température et la durée de réaction. Sharpless
et coll. ont aussi utilisé la méthode de la réduction d’un sel de Cu(Il) par I’acide ascorbique ou

I’ascorbate de sodium pour produire le Cu(I). C’est une méthode économique et qui permet

d’avoir un rendement important.
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Figure 51 : Schéma de la cycloaddition 1,3-dipolaire entre un azide et un alcyne catalysée par

le cuivre (1) pour former un régioisomere-1,4 du triazole.

Sous ces conditions, le concept de la chimie "click” via la réaction de Huisgen a été aussi
appliqué sur les surfaces pour une immobilisation covalente et stable des molécules ou des
biomolécules.’** %1% Dans cette approche, différentes stratégies ont été développées pour
"clicker” des azido-carbohydrates. Par exemple, Zang et coll. ont fonctionnalisé des surfaces
d’or par des monocouches autoassemblées (SAM) terminées alcynes.™’ Sun et coll. ont utilisé
I’a,0-poly(éthyléne glycol) (PEG) synthétisé avec un alcyne.™® Szunerits et coll. ont préparé
des électrodes de diamant dopées bore terminées alcyne via I’acide 5-0x0-5-(prop-2-ynyloxy)

pentanoique.’®

Dans ce travail, nous utilisons la molécule d’acide azido-benzoique (ABA) pour incorporer
la fonction azide a I’interface Au/SiOy apres silanisation (Figure 45 (b)). Ceci est réalisé par la
formation de la liaison amide entre la terminaison amine de I’interface et le groupe carboxyle
de la molécule ABA. Dans une premiére étape, le groupe carboxyle est activé par 1’agent de
couplage N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) en présence d’un catalyseur 4-
diméthylaminopyridine (DMAP) (voir paragraphe 111.3) pour générer, par la suite, la liaison
amide (Figure 52 (c2)).** La cycloaddition 1,2,3-triazole est produite en incubant la surface
terminée azide dans une solution aqueuse contenant le glycane modifié avec un alcyne, en
présence du sulfate de cuivre et de I’acide ascorbique (Figure 52 (d2)). Nous utilisons 2 types
de glycanes : a-propargyle-mannopyranose et -propargyle-lactose. Cette modification assure
une orientation spécifique du glucide puisqu’il est attaché au triazole a travers son carbone
anomérique. Les glycanes sont synthétisés par A. Siriwardena au Laboratoire des Glucides a

I’Université de Picardie Jules Vernes d’Amiens.
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Figure 52 : Schéma réactionnel pour [’attachement du mannose triple liaison apres la réaction
de silanisation sur Ti/Au/SiOy : (c2) greffage de la molécule ABA en présence des agents
d’activation DCC/DMAP et (d2) la réaction du mannose triple liaison et la surface terminée

azide selon la chimie "click”.

Pour Vérifier et confirmer le greffage des glucides, par voie chimie "click” ou par
photocouplage, nous avons effectué des mesures XPS (voir les Annexes) aprés chaque étape
de la modification chimique des interfaces SPR. La Figure 53 montre les spectres XPS en
haute résolution des éléments Cls et N1s des surfaces apres la réaction de silanisation
(AuU/SIO/APTMS), apres la modification avec 1’acide azido-benzoique (Au/SiO/ABA) et
avec 1’acide azido-tetrafluorobenzoique (Au/SiO/ATFBA). La Table 4 présente les liaisons

associees aux composantes des spectres C1s et N1s des surfaces fonctionnalisées.

Le spectre C1s de la surface terminée amine (Au/SiO,/APTMS) peut étre décomposé en 3
pics. Le pic & 285 eV est caractéristique des liaisons C-C/C-H, le pic a 286.45 eV correspond
aux liaisons C-N et la troisieme composante a 288.81 eV est associée a la double liaison C=0.
La présence de ce dernier pic, de trés faible intensiteé comparée aux 2 autres, est due
probablement & des contaminations ou des impuretés a la surface. Le spectre N1s montre 2 pics
situes aux energies de liaison de 399 eV et de 400.8 eV qui sont attribués a 1’atome azote des
groupes -NH, et -NH3", respectivement. Le rapport expérimental du nombre des atomes de

carbone sur celui de I'azote C/N est de 3.2. Ce résultat légerement supérieur a
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la valeur théorique qui est égale a 2 peut étre interprété par des impuretés qui se trouvent a la

surface.

N1s

Cls
fgj \ Au/SiO /ATFBA :-. f %

Au/SiO,/ABA ~ { % \
/j& Au/Si0,/APTMS
. " | | |

295 290 285 80 410 405 400 395
Energie de liaison /eV. Energie de liaison /eV.

(a) (b)

Figure 53 : Spectres XPS en haute résolution des éléments (a) Cls et (b) N1s des surfaces
Ti/Au/SIO/JAPTMS, Ti/Au/SiO,/ABA et Ti/Au/SIO/ATFBA.

Aprés linteraction de D’acide azido-benzoique (ABA) avec 1’amine de [I’interface
Au/SiO/APTMS, le spectre XPS Cls de I’interface Au/SiO/ABA révele une augmentation de
I’intensité de la composante a 288.7 eV liée a la présence de la liaison C=0O du groupe
carboxyle. Nous pouvons estimer le rendement de la réaction en calculant le rapport
expérimental entre les liaisons C-N et les liaisons C=0. Théoriquement ce rapport est égal a 4,
alors que dans notre mesure nous trouvons une valeur de 3.7. Nous pouvons supposer qu’une
faible quantité des groupes amines n’a pas réagi. Le spectre N1s de cette interface montre 3
pics, situés a 400.6, 401.9 et 405.3 eV, attribués a I’azote des fonctions -NH-C=0O, Ar-
N=N*=N"et Ar-N=N"=N’", respectivement. Le rapport des 3 attributions, théoriquement égal a
1:2:1, est de 1.6:2.6:1. Ce rapport confirme I’existence des groupes -NH, et -NH3" qui n’ont
pas réagi et/ou la décomposition de 1’azide de la molécule ABA sous les rayons X durant la

mesure. 1%
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Dans le spectre C1s de la surface Au/SiOx/ATFBA, le pic a 288.4 eV est beaucoup plus
intense que dans le cas de ’interface Au/SiOx/ABA. Ceci est dii a I’apparition des liaisons C-F
avec les liaisons C=0. Afin d’évaluer le taux de la conversion des fonctions amines en
fonctions amides pour lier la molécule ATFBA a I’interface SPR, on calcule le rapport [(C-F)
+ (C=0)]J/(C-N). Dans cette mesure, on trouve une valeur égale a 1.19 qui est trés proche de la
valeur théorique égale a 1.25. Ce résultat indique un rendement de la réaction proche de 100%.
Le spectre en haute résolution de 1’élément N1s présente les mémes attributions que celles de
la surface terminée azide de 1’ABA mais avec un rapport égal a 1:2:1. Ce rapport montre bien
le succés de l’interaction de I’amine de ’interface avec les groupes carboxyles de 1’acide

azido-tetrafluorobenzoique.

Table 4 : Les attributions associées aux énergies de liaison des composantes des spectres XPS

en haute résolution des éléments C1s et N1s de la Figure 53.

Cls N1s
Interface Energie de liaison (eV) Attribution Energie de liaison (eV) Attribution
285.0 C-C/C-H 399.0 -NH;
Au/SiO,/APTMS 286.4 C-N/C-O 400.8 -NH3"
288.8 C=0
284.9 C-C/C-H 400.6 -NH-C=0/-NH,
AuU/SiO,/ABA 286.2 C-N 401.9 Ar-N=N*=N7/-NH;"'
288.7 C=0 405.2 Ar-N=N"=N
285.0 C-C/C-H 400.6 -NH-C=0/-NH,
Au/SiO,/ATFBA 286.9 C-N 401.5 Ar-N=N*=N
288.4 C-F/C=0 405.3 Ar-N=N"=N

La Figure 54 (a) présente le spectre XPS N1s de la surface Au/SiO,/ABA apres le greffage
du sucre mannose terminé par une fonction alcyne par la chimie "click”. Le pic situé a I’énergie
de liaison de 400.4 eV correspond aux fonctions -NH-C=0/-N=N- et le pic a 402.6 eV est
attribué aux liaisons -C-N-. Ces 2 composantes ainsi que le rapport de 1:3.2 confirme la
conversion de I’azide de la molécule ABA en un cycle triazole. La composante a 399.2 eV
indique la présence de liaisons -NH, qui sont dues aux fonctions amines qui n’ont pas réagi

et/ou a la décomposition de 1’azide durant la réaction de chimie "click”.
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La Figure 54 (b) montre le spectre N1s de la surface terminée azide de la molécule ATFBA
aprés son interaction avec le sucre mannose non modifié, sous irradiation UV (1 = 365 nm).
Dans ce cas, les pics & 402.3 et a 400.6 eV sont caractéristiques des liaisons -C-NH- et -NH-
C=0, respectivement. La présence des liaisons -NH, situées a 1’énergie de 399.2 eV peut étre
expliquée par I’hydrolyse de 1’azide en présence de I’eau durant la photoactivation. Ici le

rapport estde 1 :1 :0.6.

1 3992 -NH, 1 3992 -NH,

2 4004 -NH-C=0/-N=N- 2 400.6 -NH-C=0 2

3 4026 -C-N- 3

L ! ! | L I ! |
410 405 400 395 410 405 400 395

Energie de liaison / eV. Energie de liaison /eV.

(a) (b)

Figure 54 : Spectre en haute résolution de [’élément Nls des surfaces modifiées avec le sucre

mannose par (a) voie chimie click et (b) photocouplage.

Il était important en outre de comparer le taux de couverture des surfaces SPR préparées
via la photoréaction et la chimie "click”. Dans cette approche, Grant et coll. ainsi que Szunerits
et coll. ont montré que la densité surfacique des glucides greffés influence la capacité de
I’immobilisation des protéines sur les surfaces.’**'*° Dans cette analyse, on procéde a la
méthode calorimétrique "acide sulfurique-phénol” pour analyser la quantité de glucides a la
surface. C’est une méthode simple et tres sensible qui se décompose en deux étapes. La
réaction initiale est la déshydratation des glucides en présence de I’acide fort, suivie par la
formation de 1’hydroxyméthylfurfural (HMF). Ce produit avec le phénol produit un composé
complexe de couleur orange-jaune (Figure 55).°° En spectrométrie UV-Visible, ce produit
coloré possede une absorbance spécifiqgue au glucide analysé et proportionnelle a sa
concentration. Dans le cas du mannose et du lactose, 1’absorbance est a 495 nm. 167168 | ¢

protocole expérimental est détaillé dans les Annexes.
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Figure 55: (a) la formation de [’hydroxyméthylfurfural a partir de la déshydratation du
mannose en présence d'un acide concentré tel que [’acide sulfurique ; (b) ce produit se
condense avec 2 molécules de phénol (en milieu acide) pour former un composé de couleur

orange-jaune.

La Figure 56 montre les absorbances obtenues a différentes concentrations du mannose et
du lactose, par la méthode "acide sulfurique-phénol”. En appliquant cette méthode sur les
surfaces, nous pouvons déterminer, d’apres les courbes de calibration, approximativement les
densités surfaciques des glycanes greffés. Les valeurs sont présentées dans la Table 5. Nos
résultats sont similaires a celles reportées par Liang et coll. et Park et coll. qui ont obtenu des

quantités de glycanes a la surface entre 10* et 10" molécules cm™.1%14°

0.2

015 -

mannose

Lactose

Absorbance / u.a.

0.05 -

o 05 1 15 2 25 3
n (glucide) / nmol.

Figure 56 : Courbes de calibration du mannose et du lactose obtenues par la méthode acide

sulfurique-phénol.
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Table 5 : La densité surfacique des glycanes mannose et lactose greffés par photocouplage et

par la chimie "click”.

Interface Nombre de moles (nmol) Densité surfacique
(molécules.cm™)
Au/SiO,/JATFBA/mannose 0.9+0.3 (5.4 +2.1) x 10"
Au/SiO,/ABA/mannose 0.7+ 0.4 (4.2 +2.1)x 10"
Au/SiO,/JATFBA/lactose 0.5+0.3 (29 +1.2)x 10"
Au/SiO,/ABA/lactose 0.5+ 0.4 (3.1+0.2)x 10"

IV.4- Etude de I’interaction glycanes-lectines par SPR

Les surfaces préalablement fonctionnalisées et caractérisées sont utilisées par la suite pour
étudier les interactions lectines-glucides par la résonance plasmonique. Les lectines sont des
protéines qui se trouvent dans les plantes, les microorganismes, les animaux et les étres
humains. Elles reconnaissent et s’attachent aux glucides d’une fagon spécifique via des liaisons
hydrogéne, de van der Walls et des interactions hydrophobes.”®!®® Dans ce travail, nous
utiliserons deux lectines provenant des plantes: la lectine de la lentille (LC) (Figure 57 (a)) et la
lectine de ’arachide (PNA) (Figure 57 (b)). La lectine LC (M = 46 kDa) possede une affinité
specifique aux monosaccarides (mannose, glucose,...) alors que la lectine PNA (M = 110 kDa)
reconnait particulierement les glycanes terminés par un résidu de galactose comme par

exemple le lactose (B-D-galactopyranoside-(1—4)D-glucose).'* "
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(a) (b)
Figure 57 : Structures tridimensionnelles de (a) la lectine de la lentille LC et (b) la lectine de
’arachide PNA.*"

Dans les 2 cas, le suivi en temps réel de 1’évolution de la réaction lectine-glucide est
enregistré aprés 1’injection d’une solution de lectine/PBS dans la cuvette de [’appareil

commercial "Autolab” (voir Figure 11).

Pour vérifier la conservation des sites de reconnaissance du sucre greffé sur le substrat
Ti/Au/SiOy aprés le photocouplage, il était nécessaire de comparer ’interaction lectine-sucre,
par SPR, sur les substrats préparés par la chimie "click” et par couplage avec ATFBA sous
irradiation UV. Rappelons que, par la réaction "click”, le sucre est attaché a la surface selon
une orientation bien spécifique (via son carbone anomérique) qui permet de garder ses sites
actifs accessibles.™® Les cinétiques (a) et (b) de la Figure 58 représentent les interactions du
lectine "Lens culinaris” (LC) avec le sucre "mannose” immobilisé sur les substrats
AU/SIO/ATFBA et Au/SiO/ABA, respectivement. Dans cette mesure, la concentration de la
lectine LC est de 10 pg/ml et le tampon utilisé est une solution de PBS. Nous remarquons une
cinétique élevée dans les 2 cas, avec un déplacement en RU plus important dans la courbe (a).
Les cinétiques montrent une forte association de la lectine aux 2 surfaces SPR modifiées avec
le sucre. Ceci indique que le mannose, couplé a la surface via le pefluoro-azide, a préserve son

affinité (les sites d’interactions avec le lectine sont restés intacts) apres le photocouplage.
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Figure 58 : Les courbes SPR de la reconnaissance biologique de la protéine "Lens Culinaris”
(10 pg/ml) sur les surfaces (a) Ti/Au/SiO/ATFBA/mannose, (b) Ti/Au/SiO/JABA/mannose, (c)
Ti/Au/SiO/ATFBA et (d) Ti/Au/SiOL/ABA.

Cependant, il était important d’effectuer des mesures de contréle pour étudier 1’adsorption
non spécifique de I’interface SPR terminée ATFBA. Les courbes (c) et (d) de la Figure 58
montrent que, sans le couplage avec le sucre, la réponse du lectine LC est tres faible sur les
substrats Au/SiO/ATFBA et Au/SiO./ABA, respectivement. Ceci indique que I’adsorption
physique est négligeable.

Ensuite, nous avons testé la réponse plasmonique de la surface préparée avec le sucre
mannose, par photocouplage, apres sa régénération avec de 1’acide phosphorique (0.1 M) pour
30 secondes a 1 minute. L’addition de I’acide permet de rompre les liaisons lectine-sucre (dans
ce cas LC-mannose) et de retrouver la chimie de surface avant I’interaction. La Figure 59
représente 1’enregistrement de la cinétique de I’immobilisation de la lectine LC (injection 10
ug/ml) sur I’interface SPR Ti/Au/SiO/ATFBA/mannose avant et apres injection de 1’acide
phosphorique. Ce test montre clairement que la surface régénérée conserve sa reconnaissance

biologique envers la lectine LC et posséde la méme affinité d’attachement.
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Figure 59 : La cinétique de l'immobilisation de la protéine "Lens Culinaris” (10 pug/ml) avant
et aprés régénération de la surface Ti/Au/SiO/ATFBA/mannose avec de I’acide phosphorique
(0.1 M).

Nous avons également étudié la spécificité de ces interfaces SPR. Pour cela nous avons
préparé, par voie photochimique, deux substrats: Au/SiO/ATFBA/mannose et
Au/SiO,/ATFBA/lactose et nous avons étudié la cinétique de I’interaction de deux lectines :
"Lens culinaris” (LC) et "Arachis hypogaea” (PNA), sur ces 2 substrats (Figure 60). Le tampon
utilisé dans ces mesures est le PBS et les concentrations des lectines injectées sont égales a 10
pg/ml. Dans la littérature, la lectine LC possede une affinité plus importante pour les
monosaccharides avec une constante de dissociation Kp de I’ordre des micromolaires. A titre
d’exemple, Szunerits et coll. ont trouvé une valeur de Ka égale & 2.63 x 10° M™ sur des
électrodes de diamant dopé bore.'*® Karlik et coll. ont déterminé, par des mesures sur Biacore
3000, des constantes de dissociation Kp entre 10” et 107 M en utilisant une lame "C1”.*"® Pour
la lectine PNA spécifique aux disaccarides tels que le lactose, les valeurs de Ka sont aussi de

’ordre des micromolaires.t™

La Figure 60 (a) montre que la réponse plasmonique, sur le substrat modifié mannose,
obtenue avec la lectine PNA est négligeable comparée a celle obtenue en injectant la lectine
LC, tandis que la Figure 60 (b) montre une réponse en RU tres élevée de la PNA par rapport a
LC sur le substrat modifié lactose. La Table 6 présente les valeurs des constantes d’association
Ka relatives a chaque mesure. Ces valeurs ont été déterminées a 1’aide du logiciel

Biaevaluation 3.2 RC1 et en prenant le modéle 1:1 de "Langmuir” comme modéle
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d’interaction (voir Annexes) .*?** Nous pouvons constater que ces valeurs sont comparables &
celles trouvées dans la littérature.

5000
1600 |- i
4000 - n
n::' 1200 |- DD:
3000 - .
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S 800 Q
& Régénération & 2000 7
x @
400 | 1000 | A€ i
PNA / PNA
/ I L 0 | / | |
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(a) (b)

Figure 60 : Cinetiques de [’immobilisation des lectines PNA et LC (C = 10 pg/ml), par SPR,
sur les interfaces modifiées (a) mannose et (b) lactose, apres la photoréaction avec ATFBA.

L’acide phosphorique (0.1 M) est utilisé pour régénérer la surface.

Table 6 : Les valeurs des constantes d’association des interactions lectine-sucre de la Figure

60. Les valeurs sont déterminees par le logiciel BlAevaluation 3.2 RC1 en utilisant le modele
1:1 de "Langmuir”.

Interaction Adsorption Ka (M)
PNA-mannose non spécifique 2.2 x10*
PNA-lactose spécifique 5.6 x10°
LC-mannose spécifique 9.2 x10°
LC-lactose non spécifique 4.1 x10*

Finalement, nous avons utilisé ces 2 complexes LC-mannose et PNA-lactose pour
déterminer la limite de détection LOD. Rappelons que la LOD est un des facteurs a étudier
pour analyser la sensibilité (paragraphe 1.5) du capteur SPR. La Figure 61 montre 1’évolution
de la réponse plasmonique en RU en fonction de 1’addition successive des lectines LC (courbe
(a)) et PNA (courbe (b)) sur les interfaces modifiées mannose et lactose, respectivement. Nous
estimons cette valeur égale a 3 pg/ml (C = 65 nM) pour LC. Cette réponse est trés proche a
celle trouvée par Linman et coll. qui ont utilisé I’interaction biotine-avidine pour attacher les

carbohydrates a4 un substrat d’or.!” Wang et coll. ont trouvé une
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valeur de 10 pg mL™ en utilisant la technique imagerie SPRi et de 4 ug mL™ par spectroscopie
de fluorescence induite par laser qui exige la synthése de lectines avec des fluorophores.'*
Avec le lectine PNA, la LOD est inférieure ou égale a 1 pg/ml (C = 9 nM). Ce résultat montre

une meilleure sensibilité de détection par rapport aux valeurs citées dans la littérature.*
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Figure 61 : La variation de la réponse plasmonique en fonction des concentrations des

lectines: (a) LC sur [interface Au/SiOy/ATFBA/mannose et (b) PNA sur [interface
Au/SiO,/ATFBA/lactose.

IVV.5- Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudié, par plasmonique, la reconnaissance biologique des
lectines (analytes) par des glycanes (ligands) non modifiés sur des substrats SPR d’or couverts
par des fines couches d’oxyde de silicium. Nous avons réalisé le greffage covalent des

glycanes via un agent photocoupleur : I’acide azido-tetrafluorobenzoique ATFBA.

Pour vérifier I’efficacité de I’interaction analyte-ligand sur cette nouvelle interface, nous
avons comparé la réponse de la cinétique de I’interaction de la lectine LC avec le mannose
obtenue sur celle-ci a celle obtenue sur une lame Au/SiOy modifiée, par la chimie "click”, avec
des glycanes synthétisés avec un alcyne. Les résultats similaires indiquent que les sites actifs
du mannose sont restés intacts et accessibles par la lectine, aprés la photoréaction. De plus,
cette interface maintient sa bioactivité envers la lectine aprés sa régénération avec 1’acide

phosphorique et montre une adsorption non spécifique négligeable. Nous avons aussi
-94 -
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montré la spécificité du couplage en analysant I’immobilisation des lectines LC et PNA sur
deux substrats fonctionnalisés avec du mannose et lactose. L’affinité du lectine LC au mannose
est prouvée par la valeur de la constante d’association Ka = 9.23 £0.8 x10° alors qu’elle est de
I’ordre de 10* dans le cas du PNA. Sur la surface Au/SiOx/lactose, nous avons déterminé une
Ka = 5.56 +0.8 x10° avec le PNA qui est supérieure & celle avec LC (4.06 +0.8 x10%).
Finalement, pour analyser la sensibilité, nous avons calculé les limites de détection LOD des
systémes LC-mannose (3 pug mL™) et PNA-lactose (1 pg mL™). Les valeurs montrent un bon

accord avec celles trouvées dans la littérature.
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Depuis leurs premiers usages au debut des années 80, les capteurs SPR ont connu une
évolution importante et rapide surtout dans la détection et I’étude des interactions
biomoléculaires. Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes intéresses aux trois aspects
de la détection plasmonique : I’aspect optique du capteur SPR, I’aspect chimique des interfaces
métalliques et 1’aspect biochimique et biologique des interactions ligand-analyte.

La premiére partie de ce travail de theése concerne la validation d’un banc optique SPR en
configuration "goutte”. Ainsi la reproductibilité des mesures a été acquise grace a 1’utilisation
d’un dispositif en téflon a 2 ou 4 cuvettes. Ce systéme présente 1’avantage de pouvoir
visualiser plusieurs plasmons en méme temps et la possibilité de disposer d’une mesure de
référence en paralléle avec d’autres mesures de cinétique par SPR. L’étalonnage du banc a été
réalisé avec un liquide biologique a différentes concentrations. Dans ce contexte, nous avons
pu déterminer le facteur de conversion du déplacement angulaire 40 en RU qui est 1’unité de
mesure de ’appareil commercial SPR Biacore 3000 ; Ce facteur est égal & 10™ degré/RU. De
plus, grace a I’aspect "ouvert” du banc, nous avons mis en place différents montages tels que le
dispositif intégré sans prisme du type "Lab on Chip" mais aussi le dispositif de couplage avec
la base d’¢lectromouillage EWOD qui n’est pas décrit dans ce travail et qui fait partie de
travail de thése de Guillaume Perry.'"®

Parallélement a ces travaux, ce banc a aussi servi comme plateforme de détection de
I’interaction des peptides histagués avec les ions cuivreux. Pour cela nous avons utilisé une
interface SPR d’argent couverte par un film de 5 nm de silicium amorphe carboné (a-
Sip63Co.37 :H). La surface hydrogénée était fonctionnalisée par hydrosilylation, en utilisant la
liaison Si-C, pour greffer d’une fagon covalente des monocouches organiques terminées acide.
Nous avons ainsi immobilisé les molécules NTA pour chélater ultérieurement les ions Cu?".
Par la suite, les mesures SPR sur le banc en configuration "goutte” ont permis de comparer la
réponse de deux peptides histagués (de masse moléculaire différente) sur I’interface Ag/ a-
Sip63Co.37/CU" et de déduire les constantes de dissociation Kp.

Dans la troisieme partie de ce manuscrit, nous avons mis en évidence une nouvelle chimie
de surface en 2D pour attacher d’une facon covalente des glycanes sans aucune modification
chimique de leurs structures. Cette chimie de surface a été développée sur une lame SPR d’or
revétue par un film de 10 nm d’oxyde de silicium (SiOy) pour étudier la cinétique de

I’interaction lectine-glycane par plasmonique. La présence des groupements hydroxyles a la
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surface de l'oxyde a permis 1'immobilisation de 1’acide azido-tetrafluorobenzoique (ATFBA),
par l'intermédiaire d'un organosilane aminé. L’ATFBA est un agent photocoupleur qui, sous
irradiation UV, permet de lier le glucide a la surface SPR. Nous avons montré la validite et
I’efficacité de cette nouvelle stratégie en comparant les résultats SPR de la reconnaissance
biologique glycane-lectine avec ceux obtenus apres la fonctionnalisation de la surface Au/SiOy
par la chimie "click”. Nous avons aussi prouvé la conservation de la bioaffinité de 1’interface
aprés sa régénération. La spécificité a été confirmée par les constantes d’association Ka
déterminées a partir des courbes de cinétiques de deux lectines LC et PNA sur deux substrats
préparés avec du mannose et lactose. Les systemes LC-mannose et PNA-mannose ont montré

des limites de détection LOD de quelques pg mL™.

Les difficultés que nous avons rencontrées durant la réalisation des travaux liés au banc
SPR en configuration "goutte” nous ont permis de tirer quelques réflexions pour le
développement futur : Les pertes de puissance lumineuse lors des réflexions sur les deux
réseaux du dispositif "Lab on Chip” supposent une modification de la technique de collage des
réseaux sur la lame de verre pour rendre ce dispositif exploitable avec une diode laser de faible
puissance peu codteuse. Rappelons que ce concept a pour but de simplifier 1’équipement
scientifique et d’automatiser son usage mais aussi de réduire les colts des consommables et
donc des analyses biochimiques et médicales. Dans cet objectif, différentes réactions de la
reconnaissance biologique peuvent étre envisagees apres une fonctionnalisation chimique de la
surface métallique.

Les perspectives lies a la chimie de surface développée sur les surfaces SPR Ag/a-
Sip63Co.37 :H et Au/SiOy sont nombreuses. Le modéle de ’interaction des ions cuivreux avec
I’histidine peut étre appliqué pour la détection de biomolécules a plus grandes dimensions
comme par exemple les protéines histaguées. La validation du concept de la préparation des
interfaces SPR modifiées avec des glycanes est trées prometteuse pour étudier d’autres
interactions glycanes-protéines.

Récemment, nous avons debuté des essais sur 1’analyse de la réponse plasmonique de
différents systemes biologiques (streptavidine-biotine, hybridation de I’ADN,...) sur une
nouvelle surface SPR hybride : monocouche de graphéne déposée sur un substrat d’or (Au/Gr)
par la technique du transfert a sec connue sous le nom: "Dry Transfer technique” Ces
interfaces ouvrent des pistes prometteuses dans le domaine de la biodétection grace a la

structure moléculaire du graphene.
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Annexe.l1- Surfaces SPR

Le dépbt des films métalliques et des couches de silicium amorphe carboné ou d’oxyde de
silicium est effectué sur des lames de verre de dimension : 76 x 26 x 1 mm. Avant I’étape de la
métallisation, les substrats sont nettoyés au Piranha, un mélange 3:1 d’acide sulfurique H,SO,
concentré et de peroxyde d’hydrogene H,O, 30%. Apres 15 min, les substrats sont rinces

abondement a I’eau MilliQ et puis séchés sous un flux d’azote.

Annexe.l1.1- Verre/Ti/Ag/a-Sig¢3Co.37:H

Sur les substrats de verre nettoyés, le film de Ti/Ag est déposé par évaporation thermique
de 5 nm de titane Ti (utilis¢é comme une couche d’adhésion) et 38 nm d’argent Ag.” Les
couches minces de silicium amorphe carboné a-Si;xCx:H sont ensuite déposées par
décomposition chimique en phase vapeur assistée par plasma PECVD en "régime basse
puissance” (RF= 13,56 MHz), sous une pression de 35 mTorr, une densité de puissance de 0.06
W cm™ et & une température de 250°C. Un mélange de gaz de méthane CH, et de silane SiH,
est injecté dans la chambre & plasma a un flux de 20 cm® min™’. La proportion des gaz a
injecter c.a.d. la détermination de la valeur du pourcentage en carbone "x” est calculée par le
modéle empirique proposé par Solomon et coll.***" Ainsi pour la couche de a-Sig¢3Co.37:H 97%
de méthane est utilisé. L’épaisseur de la couche déposée est contrdlée par le temps de dépot et
vérifiée par ajustement des mesures SPR a ’aide du logiciel Winspall 3.0.

Signalons que la durée du chauffage appliqué pour atteindre la température de 250°C peut
causer 1’oxydation partielle de 1’argent. Pour éviter cette conséquence, le substrat métallisé
subit un traitement par un plasma d’hydrogéne & une pression de 150 mTorr et a une densité de

puissance de 0.1 W cm™, juste avant le dépot.

Annexe.1.2- Verre/Ti/Au/SiO,

L’étape de la métallisation des lames de verre préalablement nettoyées consiste tout
d’abord par un dép6t d’une couche d’adhésion de 5 nm de titane Ti, suivi d’une couche de 50
nm d’or par évaporation thermique. Les lames métallisées sont rincées dans 3 bains successifs
d'acétone, d'isopropanol et d'eau MilliQ et puis sechées. Ensuite elles sont placées dans une
chambre a plasma pour un chauffage a T = 300°C sous une pression de 5 mTorr pendant une
heure. Par la technique de dépdt chimique en phase vapeur assisté par Plasma PECVD, les
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couches minces de SiOy sont déposées sur les lames d’or. Ce procédé est réalisé en injectant
dans la chambre un flux de 260 sccm (centimétres cubes standards par minute) de gaz de silane
SiH; (3% dans Ny) et de 700 sccm de protoxyde d’azote N,O, a la méme température de
300°C, sous une pression de 1 Torr, a une puissance de 10 W et une fréquence de 13.56 MHz.
Sous ces conditions, la vitesse de dépot est de 414 A.min™. Ainsi I’épaisseur est ajustée en

fonction du temps.

Annexe.2- Fonctionnalisation des surfaces SPR

Annexe.2.1- Pour DPinteraction peptides histagués-Cu**/NTA sur
Ti/Ag/aSio.63C0_37

Hydrogénation et hydrosilylation : Le substrat Ti/Ag/aSioe3Co37 €St €Xp0osé aux vapeurs
HF pendant 10 secondes pour former des liaisons Si-H. L’introduction des fonctions acides a
la surface hydrogénée se fait via 1’hydrosilylation par voie photochimique. Pour cela, le
substrat est immergé dans 1’acide undécylénique préalablement dégazé a 100 °C pendant 20
minutes et soumis a une irradiation UV a A = 312 nm pendant 3 h. La surface résultante est

ensuite rincée 2 fois pendant 15 mn a I’acide acétique chauffé a 75°C.

Activation NHS/EDC : La conversion de la fonction acide en fonction ester de succinimide
est réalisée en incubant la surface acide dans un schlenk qui contient une solution fraichement
préparée de NHS (5mM) et EDC (5mM) dans de I’eau. Le récipient est placé dans un bain
thermostaté a 15°C, pour une durée de 90 min. Ensuite, la surface est rincée copieusement a

I’eau MilliQ et puis séchée sous un flux d’azote.

Greffage des molécules NTA-NH, et complexation des ions cuivreux : La surface activée
est placée dans une solution de NTA-NH,/PBS (102 M) et laissée sous agitation pendant la
nuit, a température ambiante et sous azote. Pour éliminer les molécules qui n’ont pas réagi et
assurer la déeprotonation des groupements carboxyliques greffés, un rincage avec du tampon
PBS & un pH = 8-9 est nécessaire. Finalement, pour la complexation des ions Cu®*, la surface
Ti/Ag/aSios3Co37/NTA est immergée dans une solution aqueuse de CuSO,/eau (5 mM) durant

2 heures et puis rincée a I’eau MilliQ.
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Immobilisation des peptides histagués : Pour les caractérisations ATR-FTIR et XPS, un
volume de 50 pl du peptide (50 uM) dans du tampon PBS est déposé sur 1’échantillon
Ti/Ag/aSio_6300,37/NTA-Cu2+. Le substrat est ensuite placé dans une chambre d’hybridation

pendant 1 heure. Les peptides qui n’ont pas réagi sont éliminés par un ringage au PBS (1X)

contenant 0.1% SDS, PBS (0.2X), PBS (0.1X).

Pour 1’étude de D’interaction peptide histagué-Cu®* sur le banc SPR en configuration
"goutte”, un volume de 10 pl de la solution peptide/PBS (50 M) est injecté dans la cuvette en
téflon (Figure 20 (a)). La cinétique a été effectuée pendant t = 20 min pour le peptide

"Bradykinine” et t = 8 min pour "P6c”. Les ringages sont réalisés avec le méme tampon PBS.

Annexe.2.2- Pour la reconnaissance des lectines par les glycanes sur
Ti/Au/SiOy

Silanisation: La surface SPR hybride Ti/Au/SiOyx est tout d’abord traitée sous ozone,
pendant 10 min, pour éliminer les contaminations organiques et produire les groupements
hydroxyls. Ensuite I’interface est mise sous agitation ultra-sonique dans une solution a 3%
d’APTMS dissoute dans un mélange de 95%, de méthanol et de 5% d’eau. Aprés un ringage au
méthanol puis a I’eau, la surface est placée dans une étuve pour un recuit a 110°C pendant 20

minutes.

Greffage des glycanes par photocouplage: Pour introduire les groupes carboxyles des
molécules de 1’agent photocoupleur ATFBA a I’interface terminée amine, celle-Ci est placée
dans un récipient contenant une solution ATFBA (2 mM), DCC (2.2 mM) et DMAP (0.66
mM) dans le dichlorométhane (CH.Cl,) sous atmosphére d’azote, pendant 24 heures a
température ambiante. Pour éliminer 1’excés des molécules qui n’ont pas réagi, la surface est
rincée deux fois au CH,CI; et puis a I’éthanol. Ensuite, pour la photoactivation, 1’interface
Ti/Au/SiO«/N3 est incubée dans une solution aqueuse de D(+)-Mannose ou B-Lactose et puis
exposée aux irradiations UV (A = 365 nm, P= 100 mW cm™) pour 5 min. La surface résultante

est abondamment rincée a I’eau MilliQ et séchée sous flux d’azote.
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Greffage des glycanes par la chimie click: La surface terminée amine est tout d’abord
plongée dans une solution d’acide azido-benzoique (ABA) (2mM), N,N’-
dicyclohexylcarbodiimide DCC (2.2 mM) et 4-diméthylaminopyridine DMAP (0.66 mM),
préparée dans le dichlorométhane. Aprés une durée de 24 heures sous agitation a température
ambiante, 1’interface est rincée deux fois au dichlorométhane et puis a 1’éthanol pendant 10
min (chaque ringage) et finalement séchée sous flux d’azote. Pour réaliser la réaction "click”,
I’interface Ti/Au/SiO4/N3 est incubée dans une solution aqueuse de a-propargyle-
mannopyranose ou B-propargyle-lactose (2mM) en présence du catalyseur CuSO,4.5H,0 (200
HMM), et I’acide ascorbique (300 uM). L’échantillon est laissé sous agitation, pendant 24 et puis

rincé 2 fois a I’eau MilliQ pour 10 min.

Immobilisation des lectines : La reconnaissance de la lectine "Lens Culinaris” (LC) ou
"Arachis hypogaea” (PNA) par les sucres greffés a la surface Ti/Au/SiOest effectuée dans la
cellule SPR de I’appareil Autolab (Figure 11). Apres la stabilisation du signal plasmonique
avec le tampon PBS sur I’interface, un volume de 100 ul de la solution du lectine a étudier
dans du PBS (10pg/ml) est injecté dans la cuvette. Quand la courbe de la cinétique enregistrée
atteint 1’équilibre (approximativement 2h), le tampon PBS est réinjecté a plusieurs reprises

pour enlever les lectines qui ne sont pas liés aux glycanes.

Annexe.3- Synthése de [I’acide azido-tetrafluorobenzoique
(ATFBA)

La synthétise de la molécule ATFBA est effectuée selon le protocole développé par

|.133

Norberg et col a partir du produit commercialisé le méthyle pentafluorobenzoate en deux

étapes :
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Figure 62: Schéma réactionnel de la synthese des produits (1) 4-Azido-2,3,5,6-

tetrafluorobenzoate de méthyle et (2) 4-Azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoique a partir du

pentafluorobenzoate de méthyle.

Préparation de 1I’4-Azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoate de méthyle (1): Tout d’abord, une
solution de pentafluorobenzoate de méthyle (13.55 mmol) et de I’azoture de sodium (17.6
mmol) est préparée dans un volume de 30 mL d’acétone et d’eau (v/v 2:1) et laissée sous
agitation & T = 90°C pendant deux heures. Par la suite, le melange est refroidi et puis dilué
dans un volume de 60 mL d’eau MilliQ. Apres I’extraction avec 1’éther diéthylique (v = 60 mL
a 3 reprises), le solvant est évaporé sous vide et le produit récupéré est sous forme de cristaux

blancs.

Préparation de !’acide 4-Azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoique (2): Le produit Méthyle 4-
azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoate (15.49 mmol) est dissous dans du méthanol (v = 14.6 mL).
Un mélange d’une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium (20%, w/w ; v = 1.5 mL) et d’eau
(v = 3.1 mL) est ajouté au produit. L’ensemble est mis sous agitation a température ambiante
pendant quatre heures. Ensuite, le mélange est acidifié avec le chlorure d’hydrogene (1M) puis
extrait avec du dichlorométhane (v = 60 mL a 3 reprises). Finalement le produit est obtenu

apres évaporation sous vide et puis stocké au frais (T = 8°C).

Les spectres RMN du proton *H et du carbone **C des deux produits (dissous dans le solvant

DMSO-dg) ont été enregistrés par un spectrometre Brucker a une fréquence de 300 MHz.
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Le spectre *H de 1’4-Azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoate de méthyle montre les déplacements &
(ppm) 3.91 (s, 3 H, COCHs), 3.34 (HOD) et 2.51-2.49 (DMSO). Les attributions des pics **C
sont : & (ppm) 159.24 (-COOMe), 146.27-142.73 (C-F, m, Jc.r = 265.5 Hz), 141.55-138.43 (C-
F, m, Jcr = 234 Hz), 106.57 (Caryie), 53.37 (CH3) et 40.2-38.6 (DMSO). Aprés la preparation
de I’acide 4-Azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoique, les déplacements dans le spectre *3C sont : &
(ppm) 160.06 (s, COOH), 141.88-138.38 (C-F, m, Jc.r = 263 Hz), 145.90-142.88 (C-F, m, Jc.r
= 227 Hz), 109.38 (Caryie) et 40.2-38.5 (DMSO). Dans le spectre proton, la disparition du pic
CH3 montre bien le passage a I’acide. Les résultats obtenus sont en bon accord avec ceux

trouvés par Norberg et coll.*® et vérifient ainsi la caractérisation des produits synthétisés.

Annexe.4- Instrumentation et Techniques de caractérisation

Annexe.4.1- Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier en
mode Réflexion Totale Atténuée (ATR-FTIR)

Les mesures ATR-FTIR du chapitre 111, ont été réalisées sur un film a-Si, ¢3Co 37:H déposé
sur un substrat de silicium cristallin (dans lequel les réflexions internes s’effectuent) de
dimensions 15x15x0.5 mm?®. Les spectres infrarouges ont été enregistrés par un spectromeétre
"Bruker Equinox FTIR” installé au laboratoire Physique de la Matiere Condensée PMC a
I’école polytechnique de Paris. Les spectres des surfaces avant fonctionnalisation servent

comme spectres de référence.

Annexe.4.2- Spectroscopie des photoélectrons X (XPS)

Les mesures XPS ont été réalisées avec le spectrométre XPS Axis Ultra DLD de Kratos
analytical, installé au "Regional Platform of Surface Analysis” a 1’Unité de Catalyse et Chimie
de Surface UCCS de I'université¢ Lille 1. Le spectrometre utilise la source d’aluminium
monochromatique (hv = 1486 eV). L'angle de détection entre la surface de I’échantillon et le
détecteur est de 90°. Les énergies de liaisons mesurées sont corrigées par rapport a celles de Au
4f7/2 située a 80.0 eV et Ag 3d5/2 a 368.3 eV. Les échantillons analysés sont placés sous
pression de 10”° mbar.
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Annexe.4.3-Voltampérométrie cyclique

La cellule SPR de I’appareil Autolab SPRINGLE, commercialisé par Metrohm (Pays-Bas),
est aussi adaptée aux mesures électrochimiques. La cuvette de la cellule peut contenir jusqu’a
150 pL de volume et la surface de contact avec le substrat métallique est de 0.07 cm?. Une
contre-électrode en platine, une électrode de référence Ag/AgCl et une tige conductrice (pour
assurer le contact avec la surface du capteur qui joue le role de I’électrode de travail) sont
incorporés dans la cellule. Les mesures de voltampérométrie cycliques sont réalisées a l'aide

d'un potentiostat Autolab/PGSTAT30 fourni par la méme compagnie.

Annexe.4.4- Spectrophotomeétrie UV/Visible

Les spectres d’absorption sont obtenus par un spectrophotometre UV/Visible "Perkin Elmer

Lambda 950”. Le balayage est effectué pour des longueurs comprises entre 400 et 800 nm.

Annexe.4.5- UV-Ozone

Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé un "UVO cleaner” modéle 42 fourni par la

compagnie Jelight (Etats Unis).

Annexe.5- Le mode¢le de ’interaction de 1:1 de Langmuir

Dans le cadre de cette étude, nous avons utilisé le modéle de Langmuir pour déterminer les
parametres cinétiques de I’interaction ligand "L" (molécule greffée a la surface) et de 1’analyte
"A" (molécule injectée a la surface) (Figure 63). C’est un modéle d’adsorption simple qui se
base sur les criteres suivants :
= [’adsorption est réversible et conduit a un équilibre dynamique entre espéces libres et

especes immobilisées.
= tous les sites d’adsorption sont équivalents
= J’aptitude d’une molécule a s’adsorber sur un site donné est indépendante de 1’occupation

des sites voisins

= |asurface du solide est uniforme *"’
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+ A -
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Figure 63 : Le schéma de !'interaction d’un ligand (L) immobilisé sur une surface avec un
analyte (4) en solution d’aprés le modele de Langmuir. K, et K4 sont respectivement les

constantes d’association et de dissociation de la réeaction.

La vitesse de la formation du complexe "LA" peut étre représentée par la relation suivante :

0[LA]

0 - k,[A]([L] — [LA]) — k4q[LA] Equation 22
avec [L], [A] et [LA] représentent respectivement les concentrations des molécules réceptrices,
des molécules cibles et des complexes formés par 1’association de ces deux. k, et kg sont les

constantes d’association et de dissociation de la réaction.

s . . O[LA , . . C e
A 1’équilibre thermodynamique ou % = 0, les constantes d’association et de dissociation a

I’équilibre, "Ka" et "Kp" sont obtenues en appliquant 1’expression suivante :

R S L

D7 K, [LI[A] Equation 23
En biochimie, Kp est la plus utilisée et exprimée en mol L™. La valeur de cette constante
permet d’évaluer I’affinité du complexe "LA" formé : un faible Kp se traduit par une forte
affinité du récepteur pour son ligand, ce qui signifie également qu’une faible concentration du

ligand sera efficace. 2%

Annexe.6- Dosage des glycanes par calorimétrie "acide sulfurique-

phénol”

La méthode calorimétrique "acide sulfurique-phénol” est basée sur la décomposition des
glucides par 1’acide sulfurique pour former avec le phénol un composé coloré orange-jaune. En
spectrométrie UV-Visible, ce produit coloré possede une absorbance spécifique au glucide

analyseé et proportionnelle a sa concentration.
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Pour le dosage, une gamme de solutions aqueuses a différentes concentrations du glycane a
¢tudier (mannose ou lactose) est préparée. Un volume de 60 pL d’une solution aqueuse de
phénol a5 % et de 900 pL d’acide sulfurique concentré est injecté dans des cuvettes contenant
chacune un volume de 60 pL d’une solution de glycane a une concentration bien définie. Apres
une agitation pendant 10 min, des spectres d’absorbances sont enregistrés par le spectrometre
UV/Vis. Le balayage est effectué pour des longueurs d’onde comprises entre 400 et 800 nm et
le spectre "blanc” correspond a une solution phénol/acide sulfurique sans glycane. La courbe de
calibration est tracée en mesurant la différence de 1’absorbance a A;=495 and A,=570 nm en
fonction de chaque concentration du carbohydrate étudié.

Finalement, pour déterminer la quantité de sucres greffés sur les substrats SPR Ti/Au/SiOy,
on mesure la différence (11 - A;) obtenue sur les spectres d’absorbance des surfaces trempées

dans le mélange phénol/acide sulfurique.
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1 Introduction

Advances in biology continue to reveal that cell-surface oligo-
saccharides play an essential role in the development and
maintenance of all living systems and that they confer an
exquisite level of structural and functional diversity character-
istic of higher organisms."* It is not surprising then that the
development of carbohydrate microarrays has received sus-
tained attention over the past 10 years.>®* Most of the sensors so
far developed rely on end point detection and thus provide
indirect detection of a labeled protein (fluorescence tag, biotin
motif). Among the labeldree methods available such as quartz
crystal microbalance [QCM),° electrochemical impedance
spectroscopy (EIS),® plasmonic-based techniques: surface plas-
mon resonance (SPRJ, SPR-Aimaging,** and localized surface
plasmon resonance (LSPR)™ have received the greatest atten-
tion. The choice of chemistry for linking glycans to the sensor
surface is also of paramount importance. Physisorption
approaches are convenient, but are less useful in the case of
simple sugars due to weak van der Waals interaction forces with
the surface."'* Self-assembled monolayers of thiolfunctional-
ized carbohydrates have found wide use in decorating gold
interfaces.'*" However, the prerequisite thiol-functionalized
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for their lectin-recognition abilities in an SPR format.

glycan analogues are not straightforward to synthesize, and
furthermore the packing of such molecules to form structurally
well-defined monolayers is not guaranteed.” Mercey et al. used
pyrrole-derivatized oligosaccharides formed by electrochemical
co-polymerization to link glycans to SPR interfaces? The Cu()
catalyzed 1,3-dipolar cycloaddition between an azide and alkyne
reacting partners to form a triazole linkage, termed “click”
chemistry, has been established as an attractive method of
immobilizing carbohydrates onto solid surfaces.>* Neverthe-
less, the requirement for prior derivatization of glycans with
either propargyl or azide functions by one- or multi-step
sequences presents a significant hurdle for the construction of
functional microarrays using the Cu(r) “click”, especially when
complex glycans are to be immobilized. The field would
undoubtedly benefit greatly from alternate direct conjugation
strategies where the need for functionalization of glycans, prior
to immobilization, is obviated. Direct strategies include for
example conjugation of reducing sugars to hydrazine or ami-
nooxyacetyl-functionalized substrates.'”* Another more recent
scenario involves photoinduced covalent attachment to inter-
faces coated with photoreactive groups.™**** A drawback of this
latter approach is that the coupling reaction is non-specific and
that the attachment of glycans to the surface does not occur via
their reducing ends. Although it might be expected that
attachment of glycans to be specific and reproducible for the
construction of interfaces appropriate for studying glycan-
protein interactions.” This method has been exploited for the
synthesis of glycan arrays as well as a variety of other glyco-
nanomaterials,****

In this paper, we describe the fabrication of a novel SPR
interface composed of lamellar Ti/Au/silicon dioxide derivatized
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with sugars and examine it to probe lectin-sugar interactions by
SPR.¥* Silicon dioxide-based materials have been routinely
explored for biosensing being inexpensive and being amenable
to a rich variety of coupling strategies based on silane-coupling
chemistry. We have previously reported that this lamellar Ti/Au/
silicon dioxide interface was indeed useful for the investigation
of DNA hybridization® although we are not aware of this
interface being previously evaluated for examining sugar-
protein interactions. Two methods of linking glycans to the
Ti/Au/silicon dioxide lamellar surfaces have been exploited
including one in which a classical “click” reaction is used
wherein alkyne-derivatized glycans are immobilized onto an
azide-functionalized surface and another wherein unmodified
glycans are immobilized directly to a perfluorophenyl azide
functionalized interface using photocoupling chemistry. The
novel surfaces decorated with mannose or lactose have been
evaluated for the possibility of detecting specifically glyean/
lectin interactions via SPR. Legume lectins are the model system
of choice to study the molecular basis of carbohydrate/protein
recognition events as they are not only easy to purify in large
quantities, but also exhibit a wide variety of carbohydrate
specificities.** The legume lectins investigated in this work were
Lens culinaris agglutinin (LENS) and Arachis hypogaea (PNA). Lens
culinaris is classified together with concanavalin A as glucose/
mannose-binding lectin®** To demonstrate selective binding
to mannose PNA, a lactose-specific lectin, was investigated in
addition.

2 Experimental section
21 Materials

All chemieals were of reagent grade or higher and were used as
received unless otherwise specified. Methyl penta-
fluorobenzoate, sodium azide (NaN;), diethyl ether, magnesium
sulfate (MgS0,), acetone, methanol (MeOH), sodium hydroxide
(NaOH), hydrochloric acid (HC), dichloromethane (DCM),
(3-aminopropyljtrimethoxysilane  [APTMS), N,N-dicyclohexyl-
carbodiimide (DCC), 4-{dimethylamino)-pyridine (DMAP),
copper(n) sulfate pentahydrate (CuSQ,-5H,0), ascorbic acid,
of+}-mannose, B-lactose and ethanol (EtOH) were purchased
from Sigma-Aldrich and were used without further purification.
4-Azido-benzoic acid (ABA) was purchased from TCI Europe
(Belgium). Lectins from Lens culinaris (LENS) and from Arachis
hypogaea (PNA) were obtained from Aldrich and were prepared
in phosphate buffer saline (PBS) 10:. Ultrapure water (Milli-Q,
18 MQ em ) was used for the preparation of the solutions and for
all rinsing steps. Alkyne-terminated glycans were synthesized as
described by Roy and Lee.**

22 Synthesis of 4-azido-2,3,5 6-tetrafluorobenzoic acid

The preparation of 4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoic acid (1)
was performed as previously reported.*® A solution of methyl
pentafluorobenzoate (13.55 mmol) and sodium azide (17.6
mmol) was prepared in a mixture of acetone and water (v/v2 : 1)
and left at 90 °C for 2 h. After cooling, the solution was diluted
with water, and extracted with diethyl ether. The solvent was
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evaporated under vacuum and the resulting product was dried
to yield white crystals of methyl 4-azide-2,3,56-tetra-
fluorobenzoate. An aqueous solution of NaOH-H,O (wiw 20%)
was added to a solution of methyl 4-azide-2,3,56-tetra-
fluorobenzoate (15.49 mmol) and methanol. The resulting
mixture was kept under stirring at room temperature for 4 h.
After stirring, HCI (1 M) was added and the mixture was directly
extracted with dichloromethane and dried under MgSO,.
4-Azido-2,3 5, 6-tetrafluorobenzoic acid was isolated as a white
powder (yield: 84%) and stored at 8 °C.

2.3 Preparation of SPR sensors

5 nm of titanium and 50 nm of gold were successively deposited
onto cleaned glass slides by thermal evaporation. The Ti/Au
coated interfaces where then heated in a plasma chamber at
300 °C at a pressure of 0.005 Torr for 1 h. Si0, layers were
synthesized by plasma-enhanced chemical vapor deposition
(PECVD) in a Plasmalab 800 Plus (Oxford Instruments, UK). The
growth conditions used were as follows: substrate temperature,
300 °C; gas mixture, SiH, (3% in Ny} and N,O (the gas flow was
260 and 700 scem for SiH, and N,O, respectively); total pressure
in the reactor, 1 Torr; power, 10 W at 13.56 MHz. Under these
experimental conditions, the deposition rate was 414 A min™*
and the silica films display a refractive index of 1.48. We have
adjusted the silica film thicknesses by varying the deposition
time. The thicknesses varied by +0.5 nm from the targeted one.

WinSpall 2.0 software (Max-Planck-Institute for Polymer
Research, Mainz) was used to caleulate the SPR curves and
approximate the experimental dependences with an optical
model within the framework of Maxwell macroscopic approach.

2.4 Preparation of carbohydrate-derivatized surface

2.4.1 Through “click” chemistry

2.4.1.1 Amine-terminated interfaces. The Au/Si0, interfaces
were first cleaned by UV/ozone to remove any organic contam-
inants on the surface and to generate surface hydroxyl groups.
The silanization reaction was carried out in a liguid phase by
reacting the Au/Si0, interface with 3% APTMS in methanol-
water [v/v 95/5) for 30 min under sonication. The interface was
then washed with methanol and water (two times) and annealed
for 20 min at 110 °C.

2.4.1.2 Azide-terminated interface. The amine-terminated
surface was immersed in a solution of 4-azidobenzoic acid
(2 mM), NN'-dicyclohexylearbodiimide (DCC) (2.2 mM) and
4-dimethylaminopyridine (DMAP) (0.66 mM) dissolved in dry
dichloromethane and left under stirring at room temperature
for 24 h. The interface was rinsed twice with dichloromethane
and ethanol and then dried under a stream of nitrogen.™

2.4.1.3 “Clicking” of alkynyl-terminated glycans. The “click”
reaction was performed by incubation of the azide-terminated
AW/SIO, interfaces in an aqueous solution of either alpha
propargyl mannopyranoside or beta propargyl lactoside (2 mM),
CuS0y-5H,0 (200 pM) and ascorbie acid (300 pM). The SPR
surfaces were left under shaking for 24 h at room temperature
and then washed twice with milli-Q water and dried under a
stream of nitrogen.
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2.4.2 Throuzh photocoupling

2.4.2.1  Perfluorophenyl azideterminated interface. Amine-
terminated Au/SiO, interfaces (prepared as previously) were
reacted with 4-azido-2,3,5,6-tetraflluorobenzoic acid (1) (2 mM),
N,N'dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (2.2 mM) and 4-dimethy-
laminopyridine (DMAP) [0.66 mM) dissolved in dry dichloro-
methane. The SPR interfaces were left under shaking at room
temperature overnight. The resulting interfaces were rinsed
twice with dichloromethane and ethanol and then dried under
a stream of nitrogen.

2.4.2.2 Photoactivation. The formation of carbohydrate-
terminated Au/Si0, interfaces was achieved by immersion of the
perfluorophenyl azide-terminated surface into a Schlenk tube
containing an aqueous solution of the carbohydrate (2 mM) and
exposed to UV irradiation (A = 365 nm, P = 100 mW cm™ ) for 5
min. The resulting surface was rinsed twice with milli-Q water
and dried under a stream of nitrogen.

25 Determination of the coupling efficiency of glyeans onto
the SPR surface

First, a calibration curve was constructed for a set of carbohy-
drate dilutions in water. For this, a phenolic aqueous solution
(5 wi%, 60 pL) and concentrated H,50, (900 uL) were added to
an agueous carbohydrate solution (60 pL), stirred for 10 min
and then an absorption spectrum was recorded against a blank
sample (without carbohydrate). The absorbanee of the solution
was measured at two wavelengths: 4, =495 nm and /4, =570 nm
(background signal) and the difference in absorbance
(A4es — Aszo) was plotted against the concentration of the
corresponding carbohydrate. The surface-linked carbohydrate
quantity on the SPR interfaces was determined by dipping the
interface into a phenol-H,80, following the same protocol
described above.

2.6 Surface characterization

2.6.1 X-ray photoclectron spectroscopy. X-ray photoelec-
tron spectroscopy (XPS) measurements were performed with an
ESCALAB 220 XL spectrometer from Vacuum Generators
featuring a monochromatic Al Ko X-ray source (1486.6 eV) and a
spherical energy analyzer operated in the CAE (constant
analyzer energy) mode (CAE = 100 eV for survey spectra and
CAE = 40 ¢V for high-resolution spectra), using the electro-
magnetic lens mode. No flood gun source was needed due to the
conducting character of the substrates. The angle between the
incident X-rays and the analyzer is 58°. The detection angle of
the photoelectrons is 30°, as referenced to the sample surface.
The XPS spectra were recorded according to the binding energy
of Au 417/2, equal to 80.0 eV.

2.6.2 UV/Vis measurements. Absorption spectra  were
recorded using a Perkin Elmer Lambda UV/Vis 950 spectro-
photometer in quartz cuvettes with an optical path of 10 mm.
The wavelength range was 400-800 nm.

2.6.3 SPR instrumentation. The surface plasmon reso-
nance instrument used was a double-channel Autolab ESPRIT
instrument (Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands) allowing
simultaneous electrochemical and SPR measurements. The
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configuration of this equipment is described elsewhere ¥ In
short, polarized laser light (4 = 670 nm) is directed to the
bottom side of the sensor disk via a hemispheric lens and the
reflected light is detected using a photodiode. The angle of
incidence is varied using a vibrating mirror with a frequency of
44 Hz. SPR curves were scanned on the forward and backward
movements of the mirror and the minima in reflectance were
determined and averaged. The instrument is equipped with a
cuvette of about 100 pL. The prism used was N-BAF-3 having a
refractive index of n = 1.58. The value of the equilibrium
dissociation constant Ky, of lectins to the glycan-modified SPR
interface was evaluated with the BlAevaluation 3.2 RC1 program
using the Langmuir binding model.

3 Results and discussion
3.1 Coupling of glycans onto lamellar SPR interfaces

As mentioned above, silica-based materials have attracted
considerable attention for biological sensing because of the
high reactivity of the surface silanol groups, enabling the
immobilization of different molecules through silane coupling
chemistry.**** A thin layer of Si0, was deposited on the gold-
based SPR interface using plasma-enhanced chemical vapor
deposition (PECVD) as described recently.”” These silica films
exhibit very good stability in both organic and agueous solu-
tions as well as in piranha solution at 80 °C. Piranha treatment
generates surface silanol groups required for silane coupling
chemistry. One important aspect when considering a multilay-
ered SPR interface such as Ti/Au/Si0, is the effect of the top
dielectric layer on the sensitivity of the sensor. The effect of the
silica layer thickness on the sensitivity was recently theoretically
examined in more detail.** Increasing the SiO, layer thickness
shifts the resonance angle to higher values, enhances the
angular sensitivity of the plasmonic sensor chip, which is
maximal at =55 nm, and simultaneously increases the EM field
intensity at the SiO.analyte interface. On the other hand,
increasing the silica thickness broadens the SPR dip and
reduces the accuracy of the resonance measurements.

Phenyl azide- and perfluorophenyl azideterminated SPR
interfaces were generated as outlined in Fig. 1. The silanol
groups were first reacted with (3-aminopropyl)trimethoxysilane
[APTMS) toyield surface NH; terminal groups. Well established
amine-chemistry between the carboxylic acid group of 4-azido-
benzoic acid (2) or 4-azido-2,3,5,6-tetraflluorobenzoic acid (1) in
the presence of NN-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) and
4-dimethylaminopyridine [DMAF) was used to link phenyl azide
and perfluorophenyl azide functions onto the SPR interface.
The successful coupling of (1) or (2) onto the surface was
confirmed by X-ray photoelectron spectroscopy (XPS). The high
resolution spectra of the interfaces after modification with
APTMS and further reaction with (1) and (2) are displayed in
Fig. 2. The C1s spectrum of the APTMS modified SPR interface
[Fig. 2Aa) can be deconvoluted into three bands at 285.0
(C-C/C-H]), 286.4 (C-N) and 288.8 eV (C=0). The band at
288.8 ¢V is rather low and corresponds to surface impurities or
contamination. The N1s high resolution XPS spectrum of the
APTMS modified surface (Fig. 2Ba) shows a contribution at
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Fig. 1 Schematic representation of the SPR surface functionalization strategies employed for the covalent linking of mannose: (a) 3-aminopropylth methoeysila ne

(APTMS), (b) NN dicydohexylarbodiimide (DCC), d-dimethiylamino pyridine (DMAF), (c) photocoupling, and (d) “click” chemistry with alkynylterminated mannose.

399.0 eV [-NH,) and 400.8 eV [-NH;').* The experimentally
determined ratio of C/N was 3.2. Unreacted APTMS has a C/N
ratio of 6:1. As on ideal films all three methoxy groups are
replaced by siloxane, a theoretical C/N ratio of 3: 1 is expected.
The higher C/N ratio is most likely due to the presence of some
residual unreacted methoxy groups orfand contamination of
the surface ***

The C1s spectrum after aminolysis between the carboxylic
acid function of 4-azidobenzoic acid (2) and the surface amine
groups can be fitted with three bands at 284.8 (C-C/C-H), 286.2
(C-N) and 288.6 (C=0) (Fig. 2Ab). The ratio of C-N/C=0 = 3.7
is somehow lower than the theoretical value of 4. This might be
due to the presence of some unreacted amine groups. The N1s
high resolution XPS spectrum of the azidophenyl modified
interface displayed in Fig. 2Bb displays characteristic bands
for the -N; group at 405.2 (Ar-N=N'=N") and 4019 &V
(Ar-N=N'=N") and a band at 400.6 ¢V due to the -NH-C=0
function. The ratio of the bands corresponds to 1:2.6: 1.6
(theoretical 1:2:1). The increased surface area recorded for
the contribution at 401.98 eV and 400.61 eV is attributed to the
presence of additional -NH;" and NH, function due to
unreacted surface amine functions and possibly formed by
partial decomposition of the azide functions upon X-ray expo-
sure during XPS analysis.**

When the aminolysis reaction is performed with 4-azido-
2,3,5,6-tetralluorobenzoic acid (1), an increase in the band at
288.4 due to C-F/C=0 and at 2869 (C-N) is observed,
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suggesting a covalent linking of 4-azido-2,3,56-tetra-
fluorobenzoic acid to the SPR interface (Fig. 2Ac). The ratio of
[[C-F) + [C=0)}/{C-N) = 1.19 is close to the theoretical value of
1.25. This indicates that all the available amine groups were
converted into amide linkage with 4-azido-2,3,56-tetra-
fluorobenzoic acid. The N1s high resolution XPS spectrum of
the perfluorophenyl azide-modified interface (Fig. 2Be) is
comparable to that with 4-azidobenzoic acid (Fig. 2Bb) showing
bands at 405.3 (Ar-N=N'=N"), 401.5 ¢V (Ar-N=N'=N") and
400.6 eV (-NH-C=0 linkage) with a ratio of 1:2: 1 in accor-
dance with the chemical nature of the surface.

The N1s XPS spectrum changes significantly in the case of
the Cu(1) catalyzed “click” of propargyl mannose to azidophenyl-
terminated SPR interfaces (Fig. 3Aa). The conversion of the
azide group into a triazole function is evident in the N1s XPS
spectrum by the disappearance of the band at 405.2 eV. The N1s
signal can be fitted into bands at 402.6 eV (-C-N-) and 400.4 eV
[-N=N-, -NH-C=0) due to the formation of the triazole ring
with a ratio of 1: 3.2. The additional band at 399.2 ¢V [-NH,) is
due to unreacted amine groups during the amidation reaction
and/or due to some hydrolyzed azide groups.

Reaction of the perfluorophenyl azide with mannose wvig
photoirradiation at 365 nm for 5 min with a power of 100 mW
em ™ is consistent with the conversion of the -N; group to the
-NH- function (Fig. 3Ab). The N1s band can be deconvoluted
into three components at 402.3 (-<C-N-), 400.6 (-NH-C=0) and
399.2 eV [-NH;) with a ratio of 1: 1:0.6. The formed -NH, is
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Fig.2 High resolution XPS of C1s(A) and N1s (B) core level spectra of amine- (a),
azidophenyl- (b), and perflucrophenyl azide-terminated (c) SPR interfaces.

most likely from some of the various side reactions of the per-
fluorophenyl azide under photoactivation.'” The absence of the
band at 405.2 (Ar-N=N'=N") indicates, a priori, a complete
activation of the azido groups under this conditions.

3.2 Coupling efficiency of glycan

The density of a particular glycan on a given surface is known to
have important consequences on its avidity and even, in some
cases, on its selectivity towards a particular lectin receptor.™*
The efficiency of coupling either mannose or pro-galactopyr-
anosyl-{(1 — 4)-o-glucose (lactose) onto the newly constructed
SPR interfaces was determined using a method based on the
reaction of carbohydrates with phenol in concentrated sulfuric
acid. Fig. 3B shows the calibration curve for mannose and
lactose used in the determination of the density of glycans on a
given sugar-functionalized SPR interface. The mannose
concentrations on perfluorophenyl azide and phenyl azide
activated SPR interfaces were determined as 3.9 nmol cm™*
and 3.4 nmol em™?, corresponding to (2.4 + 1.1) x 10*° and
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Fig. 3 (A) High resolution XPS of N1s core level spedra of (a) azidophenyl-
terminated interface after “click” reaction with propargyl mannose, (b) per-
fluorophenyl azide-terminated interfaces after photocoupling of mannose. (B)
Standard calibration curve (absorption at 495 nm) of mannose (D) and lactose
(@) in water using the phenoksulfuric acid reaction®

(2.1 + 2.1) = 10"° molecules per em®, respectively. This
compares to grafting densities reported on other mannose
functionalized surfaces.® In the case of the disaccharide
lactose, saccharide concentrations of (2.2 + 1.2) x 10" and
(2.1 £ 0.2) % 10™ molecules per em® were obtained for photo-
chemical and “click” approaches, respectively. This indicates
that the efficiency of the linking chemistry is not affected
whether it is a mono or a disaccharide. The amounts of sugar
linked to the SPR interfaces using either of the coupling strat-
egies are thus seen to be comparable and the coupling efficiency
is of the same order as that reported previously for other
methods.* 4

3.3 Activity and specificity of glycan modified interfaces

The biorecognition properties of the mannose and lactose
modified SPR interfaces were subsequently evaluated using SPR
by injection of Lens culinaris and Arachis hypogaea (PNA). Lens
culinaris is primarily specific to mannopyranoside units, while
PNA binds specifically to s-n-galactopyranose. The SPR tech-
nique allows for real-time monitoring of the association and
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dissociation of the lectins and provides an easy way to access
the stability of the immobilization over several injections.
Typical binding curves for the two lectins on mannose-modified
interfaces are presented in Fig. 4A.

The highly reactive perfluorophenylnitrene intermediate,
generated through UV irradiation, is known to give awide range
of potential reaction products, although it is the C-H insertion
pathway that is reported to be preferred.” Nevertheless, this
pathway can in principle lead to sugars conjugated to surfaces
via centers other than their anomerie carbons and alpha and
beta selectivity is not guaranteed either. To investigate whether
immobilized sugar ligands do indeed maintain their expected
binding affinity and selectivity towards the appropriate lectin
partner, the SPR signal obtained on the mannose-modified
SPR interface formed wia a photocoupling strategy (with
perfluorophenyl azide functionalized surfaces) was compared to
that recorded for the corresponding mannose-decorated inter-
face obtained through the “click” approach.

The two methods give identical amounts of mannose on the
respective interfaces, and therefore their SPR signals can be
directly compared. As can be seen, an immediate change in the
SPR signal is observed upon injection as a consequence of the

(A)

1600 [ 4
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response/RU.
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o _/ ; — :
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timermin,

Fig. 4 SPR binding curves of Lens adinari (10 pg mL~") 1o mannose-modified
and unmodified SPR interfaces. (A) Mannose linked to perfluorophenyl aride
through UV irradiation (black), mannose linked to phenyl azde wa "clidk” (red),
interaction with perfluorophenyl azide- (blue) and with phenyl azide- (grey)
terminated interfaces. (B) Injection of Lens aulinaris (10 pg mL™"), regeneration
of the surface with phasphorc acid (01 M), and injection of lens culinans
(10 pg mL~").
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association of the mannopyranoside specific Lens culinaris lec-
tin, with either mannose-decorated surface. The difference in
change in the SPR signal is somewhat larger in the case of the
mannose interface formed through the photocoupling
approach compared with that fabricated via the “click” strategy
(Fig. 4A). The random photoimmobilization seems to be thus
less random than expected, having a strong tendency to take
preferential place at the reducing ends.

This indicates that although this immobilization scheme
might not necessarily give sugars linked exclusively via their
anomeric positions this does not impact on their interaction
with their lectin binding partners. The hydrophobic character of
the perfluorophenyl azide-terminated interface results in very
low nonspecific interaction of the lectin with the surface, while
some nonspecific interaction is observed for that functionalized
with azidophenyl groups. Furthermore, the mannose chip could
easily be regenerated upon phosphoric acid treatment (Fig. 4B).
Not only was the recognition ability retained for the photo-
coupled mannose interface, but also the relative binding affinity
(Fig. 4B). The binding specificity of photocoupled mannose- and
lactose-interfaces was further investigated. Fig. 5 shows SPR
curves for the interaction of Lens culinaris and PNA on mannose-
and lactose-modified SPR interfaces, respectively. The results
indicate that photochemically linked mannose is recognized
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Fig. 5 Determination of the specificity of the glycan interface to lectins: (A)
mannose- and (B) lactose-modified interfaces formed by photoreadion on per-
fluorophenyl aride-modified SPR chips: interaction with le