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Résumé

Nombreuses sont aujourd’hui les maladies neurodégénératives (Creutzfelt-Jacob,
Parkinson, Alzheimer, Lewis), c’est-a-dire touchant le systeme nerveux, dont la cause et la

détection restent des sujets de recherches actuels.

Ces maladies se traduisent par 1’apparition, entre autre dans le systéme sanguin et
nerveux, d’une protéine antigénique spécifique a chaque affection. Bien que les symptomes
permettent leur détection, seule 1’autopsie donne lieu a un diagnostic de certitude. En effet, la
concentration de I’agent pathogene étant en quantité maximale lors du déces, la confirmation

de la maladie n’est exacte que par analyses post-mortem.

A T’heure actuelle, le dosage de ’antigene est réalis¢ a 1’aide d’une méthode de
détection immunoeznymologique appelée ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assays).
Malgré son efficacité reconnue, cette méthode ne possede pas une sensibilité suffisante a la
détection de la protéine antigénique en faible concentration, c’est-a-dire a un stade ante-
mortem. Son efficacit¢ dépend de la faculté d’attachement d’un anticorps primaire a la surface

des supports de détection. De cette accroche dépend la capture de I’antigéne.

Pour se faire, une idée originale est de modifier la surface du matériau d’analyse sans
changer ses propriétés intrinseques. Ceci dans le but de les rendre biocompatibles et
d’améliorer 1’accroche de I’anticorps de capture sur la surface en la rendant plus spécifique
tout en réduisant les adsorptions aspécifiques des autres biomolécules mises en jeu et
responsables d’un bruit de fond parasite.

Les supports de polypropyléne sont fonctionnalisés en deux étapes. La premiere
consiste en 1’activation de la surface par voie plasma froid et permettre la formation de
radicaux réactifs. La seconde repose sur le dépot de couches minces par immersion des
supports activés dans des solutions contenant des molécules amphiphiles dont les
groupements fonctionnels de téte peuvent interagir aux travers de différentes affinités telles

que les forces électrostatiques ou les liaisons hydrogenes.

Ainsi, une suite logique d’analyses ont permis d’optimiser aussi bien 1’activation par

voie plasma froid des supports de polypropylene que le dépot des couches minces dans le but



d’obtenir des surfaces les plus homogenes possible et des protocoles aisément reproductibles
et adaptables a 1’échelle industrielle. En ce sens, des analyses de surface telles que la
spectroscopie a photoélectrons X (XPS), la microscopie a force atomique (AFM) et le calcul
des énergies de surface par goniométrie ont permis d’évaluer les différents dépots de couches
minces réalisés dans leur homogénéité et leur stabilité. Un travail de compréhension des effets
et échanges de charges a la surface des dépots a été réalisé par mesure du potentiel z€ta en

fonction du pH.

L’objectif du projet étant de produire des surfaces de détection efficaces, des tests
ELISA réalisés au sein des centres hospitaliers universitaires de Liege (au sein du CRPP) et
de Lyon (au sein du service de recherche en neuropathologie) ont permis de vérifier
I’accroche de I’anticorps de capture et I’augmentation de la détection antigénique. Nous nous
sommes €galement intéressés aux interactions des différentes biomolécules et effet de pH
utilisés lors du protocole ELISA vis-a-vis de notre chimie de surface. Ainsi des études
fondamentales sur les diverses interactions surface - couches minces et couches minces -

biomolécules ont été réalisées afin de compléter les mesures de potentiel z€Eta.

Mots clés : maladies neurodégénératives, détection ELISA, matériaux polyméres,

bioadhésion, plasma froid, dépot de couches minces, molécules amphiphiles, physico-chimie



Abstract

Many today neurodegenerative diseases (Creutzfeldt-Jakob, Parkinson's, Alzheimer's,
Lewis), that is to say, affecting the nervous system, including the cause and detection remain

subjects of current research.

These diseases result in the appearance, among others in the blood and nervous
system, a specific antigenic protein in each condition. Although symptoms allow their
detection, only an autopsy leads to a diagnosis. Indeed, the concentration of the pathogen

being maximum at death, confirmation of the disease is only accurate post-mortem analysis.

At present, the antigen assay 1is performed wusing a method called
immunoeznymologique detection ELISA (Enzyme linked immunosorbent Assays). Despite its
proven efficacy, this method does not have sufficient sensitivity to detect the antigenic protein
in low concentration, that is to say an ante-mortem stage. Its effectiveness depends on the
ability of a primary attachment to the surface of the media detection antibody. This depends

on the hook antigen capture.

To do so, an original idea is to modify the material surface analysis without changing
its intrinsic properties. This in order to make them biocompatible and improve the grip of the
capture antibody on the surface, making it more specific and reduce nonspecific adsorption of
other biomolecules in play and a responsibility the background noise.

The supports are functionalized polypropylene in two stages. The first is the activation of the
surface by cold plasma and allow the formation of reactive radicals. The second is based on
the deposition of thin layers by immersion in solutions of activated amphiphilic molecules
containing functional groups which can interact with the head through different affinities such

as electrostatic forces or hydrogen bonding materials.

Thus, a logical analysis was used to optimize both the activation by cold plasma
polypropylene media that the deposition of thin films in order to obtain more homogeneous
surfaces and can easily reproducible protocols and adaptable to industrial scale. In this sense,
surface analyzes such as X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), atomic force microscopy

(AFM) and the calculation of surface energies by goniometry were used to evaluate the
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different thin film deposition made in their homogeneity and stability. A working
understanding of the effects of exchange and charges on the surface of the deposits was

carried out by measuring the zeta potential as a function of pH.

The aim of the project is to produce surfaces effective detection, ELISA tests were
within the University of Liege (in the CRPP) and Lyon hospitals (within the search service of
neuropathology) have verified the hanging of the capture antibody and the increase in antigen
detection. We are also interested in the interactions of different biomolecules and effect of pH
used in the ELISA vis-a-vis our surface chemistry protocol. And fundamental studies of the
various interactions area - thin and thin films - biomolecules were performed to complete the

zeta potential measurements.

Keywords : neurodegenerative diseases, ELISA detection polymer materials, bioadhesion,

cold plasma, thin film deposition, amphiphilic molecules
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Liste des abréviations

o-syn :
AFM :
APP :
ApoE :
Ar:
BSA :

CAC:
CSF :

DNF :
DO :
ELISA :
ESB :
EtO:

HRP :

IRM :
iq-PCR :
Ka:

Kd:

kDa :

L:

L-Dopa :
mJ/m? :

M:

MA (AD):
MAP-kinase :
MCJ (CJD) :
MESB :

Alpha synucléine

Microscopie a Force Atomique

Aphasies Primaires Progressives

Apolipoprotéine E

Argon

Bovine Serum Albumine

Concentration

Concentration d’Agrégation Critique

Fluide CérébroSpinal

Débit de gaz en sccm

Dégénérescences NeuroFibrillaires

Densité Optique a une longueur d’onde A (sans unité)
Enzyme ImmunoSorbent Assay

Encéphalopathie Spongiforme Bovine

Ethylene oxyde

Heavy (chaine lourde de 1’anticorps)

Hélium

Horse Radish Peroxydase (Peroxydase de Raifort)
Imagerie par Résonnance Magnétique

Immuno quantiotavie Polymerase Chain Reaction
Constante d’affinité

Constante de dissociation

kilo Dalton

Light (chaine 1égere de I’anticorps)
L-3,4-dihydroxyphenylalanine

Milljjoules par metre carré

Masse

Maladie d’Alzheimer (Alzheimer Disease)
Mitogen Activated Protein

Maladie de Creutzfeld-Jakob (Creutzfeld-Jakob Disease)

Microscopie Electronique a Balayage
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MNDs :
MP (PD) :
nv-MC]J :
P:

PAL :
PBS :
PHF :
pl:

PP :
PrP:
PrP-c:

PrPrechum :

PrP-sc :
PS:
RF:

S:
SAMs :
scem :
SPRi :
t:

T1:
T2 :
T3:

Tau PHF :

Tau rec :

Tween20® :

TMB :
UV:
VIH :
W:
XPS :

Maladies NeuroDégénérativeS

Maladie de Parkinson (Parkinson Disease)
Nouvelle variante de la MCJ

Puissance de décharge en Watt

Phosphate Alcaline

Phosphate Buffered Saline

Paire Helicoidal Filaments

Potentiel isoélectrique

Polypropyléne

Protéine Prion

Cellular PrP

Protéine PrP recombinante humaine

Scrapie PrP

Plaque Séniles

Radio Fréquence

Seconde

Monocouches autoassemblées (Self Assembled Monlayers)
Standard Cubic Centimeter per Minute

Surface Plasmon Résonnance par imagerie
Temps de décharge

Bromure d’hexatriméthylammonium
Hydrochlorure de 3-buten-1-amine
Trans-3,7-diméthyl-2,6-octadien-1-alynamine (géranylamine)
Protéine Tau hyperphosphorylée

Proyéine Tau recombinante

Monolaurate de polyoxyéthylene (20) sorbitane
3,3°-5,5’-tétraméthylbenzidine

UltravViolet

Virus d’Immunodéficience Humaine

Watt

Spectroscopie par Photoélectrons de rayons X
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Glossaire

Acide aminé : constitue la base structurale des protéines, il est composé d’un squelette
carboné et d’une fonction amine et d’une fonction carboxylique. Les acides aminés se lient
entre eux par des liaisons covalentes entre les amines et les carboxyles : ce sont les liaisons
peptidiques.

Acide nucléique : macromolécule de la famille des biomolécules dont la base est le
nucléotide (composé d’un sucre, d’une base azotée et d’un groupement phosphate).
Agglutination : formation du complexe immun entre un anticorps et un antigéne.

AKkinésie : phénoméne psychomoteur relatif a une lenteur des mouvements que 1’on retrouve
dans la maladie de Parkinson.

Amyloide (béta-amyloide) : peptide dont 1’agrégation est néfaste pour le systéme nerveux
car il réduit les transmissions entre synapses, empéchant ainsi I’information de circuler. Son
association avec la protéine Tau est caractéristique de la maladie d’ Alzheimer.
Amyloidogénese : elle correspond au dysfonctionnement de la protéine APP.
Anatomopathologie : étude des 1ésions des tissus pathologiques liées a une maladie. Elle
regroupe la sémiologie, I’épidémiologie et la pathogénie.

Apolipoprotéine : protéine composant les lipoprotéines (complexe protéine-lipide)
permettant le transport des molécules hydrophobes.

Apoptose : mort cellulaire programmée en réponse a un stimuli extérieur.

APP (Protéine Précurtrice de I’Amyloide) : protéine transmembranaire donnant lieu a
plusieurs peptides. Dans le cas de maladies neurodégénératives, elles sont a 1’origine de la
formation des plaques amyloides.

Appareil de Golgi : fait partie de la famille des organites (molécules contenues dans le
cytoplasme et les cellules eucaryotes). Les protéines y sont modifiées par glycosylation.
Aptamere : oligonucléotide tel que 1’Acide RiboNucléique (ARN) permettant de fixer un
ligand.

Autosomique : relatif & une transmission due a des chromosomes autosomes, c¢’est-a-dire
homologues.

Bradykinésie : consiste en la perte des mouvements des mains due a une rigidité musculaire.
Co-facteur : substance chimique qui s’associe a une enzyme dans le but de permettre une
transformation biochimique.

Cytosquelette : ensemble des polymeres biologiques conférant leurs propriétés mécaniques

aux cellules.
XV



Démence : trouble mental parfois associée a une modification des fonctions motrices.
Dopamine : neurotransmetteur précurseur de I’adrénaline qui stimule le systéme nerveux
central. Elle est impliquée dans les fonctions motrices. Sa dégénérescence est la cause des
symptomes physiques de la maladie de Parkinson.

Epitote : déterminant antigénique sur lequel se fixe la partie variable d’un anticorps, le
paratope.

Eucaryote : cellule contenant les organites et posseéde un noyau (contraire : procaryote, qui ne
possede pas de noyau)

Etiologie : ¢tude des causes et des facteurs d’une pathologie en fonctions des manifestations
sémiologiques.

Exogene : qualifie ce qui est extérieur a 1’organisme (contraire : endogene)

Feuillet B : structures secondaires en forme d’accordéon que possede les protéines, sa
transformation en hélice a est la cause de maladie telle que la maladie de Creutzfeld-Jakob.
Glycane : polymere constitué de monosaccharides.

Glycannique : adjectif relatif aux glycanes.

Glycoprotéine : synthétisée par glycosylation d’une protéine.

Glycosylation : réaction enzymatique liant par liaison covalente un glucide a une chaine
peptidique ou une protéine.

Hallucination : perception sans objet provoquée par les drogues ou certaines pathologies.
Hélice o : constitue avec les feuillets B la structure des protéines et est formée par
I’enroulement d’une chaine polypeptidique.

Hypertonie : traduit par un tonus exagéré des muscles au repos qui s’accroit avec la maladie.
Illusion : perception déformée d’un sens.

Immunogene : un antigéne est, par exemple, immunogene car il provoque une réaction
immunitaire.

Isoforme : concerne des protéines qui possedent les mémes fonctions biologiques.

Lyse : phénomene de destruction d’une cellule eucaryote ou de bactéries par dislocation de la
membrane de ces dernieres.

MAP-kinase (Mitogen-Activated Protein) : enzyme responsable des réponses
extracellulaires et régule les activités cellulaires.

Microtubule : fibre constituée de tubuline, protéine qui en assure la dynamique. L’ensemble

des microtubules constitue le cytosquelette.
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Neurofibrillaire : relatif aux fibrilles constituant les parois cellulaire et dont la

dégénérescence est une des causes des maladies neurodégénératives.

Neuromélanine : présente dans la substance noire et protége les neurones des toxines.
Neuropathologie : étude des maladies du systeme nerveux central par analyses des tissus
nerveux.

Non-soi : constitue tout ce qui est reconnu comme étranger par notre organisme tel que les
virus, certaines bactéries...

Nosologie : prend en compte la sémiologie, la pathogénie et 1’étiologie dans le but d’établir
des criteres de classifications des maladies.

Pathogene : substance biologique responsable d’une maladie.

Pathogénie (ou pathogéneése): étude des mécanismes et processus responsables du
développement d’une maladie.

Pathogénécité (ou pathogénicité) : qualifie le risque de déclenchement d’une infection ou
d’une maladie.

Plasmocyte : ensemble des cellules plasmatiques et qui sont les globules blancs produisant
les anticorps.

Plasticité neuronale : capacité d’un neurone a modifier sa réponse.

Polyoside : polysaccharide soit participant a la formation de structures organiques, soit
produisant de 1’énergie.

Presbyophrénie : forme de démence caractérisée par des angoisses, des hallucinations... et
particulierement observée chez la femme agée.

Protéase : enzyme pouvant détruire par hydrolyse les liaisons peptidiques.

Protéine humaine recombinante : Une protéine humaine recombinante est produite a partir
des instructions d’un gene appelé « géne d’intérét humain» préalablement inséré dans des
cellules vivantes cultivées en laboratoire et nommées « les cellules hotes ». Contrairement a la
chimie traditionnelle, la production a partir de cellules vivantes comporte de multiples étapes
complexes et couteuses.

Protéinopathie : pathologie dont la cause est une protéine.

Protéomique : science qui étudie les structures de I’ensemble des protéines.

Reticulum endoplasmique : présent dans les cellules eucaryotes et possede plusieurs
fonctions dont la modification des structures des protéines.

Sémiologie : définit la science qui étudie les signes d’une maladie.
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Striatum : structure du cerveau impliquée dans la motricité. Les 1ésions du striatum sont
responsables de la maladie de Parkinson.

Substance blanche : composée de fibres nerveuses permettant les connections entres les
différentes parties du cerveau. Elle constitue la partie interne du cerveau.

Substance noire (ou substantia nigra) : composée de neurones dopaminergiques qui
interagissent avec d’autres structures du cerveau et font parties du striatum.

Synapse : zone de contact entre deux neurones ou 1’information, chimique ou électrique, est
transmisse.

Systeme nerveux central (SNC) : a la fois situé dans la boite cranienne et la moelle épiniére.

Ubiquitine : protéine permettant de marquer les protéines a éliminer par protéolyse
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Introduction générale

Les maladies neurodégénératives, pour les plus connues Parkinson, Creutzfeld-Jakob
et Alzheimer, sont reliées a 1’accroissement de 1’espérance de vie de ’homme et le nombre de
cas des personnes atteintes par ces maladies augmente de facon conséquente et affectent le
systeme nerveux central. Les enjeux économiques et sanitaires actuels s’axent d’une part sur
la recherche de molécules médicamenteuses et pharmaceutiques permettant de prévenir la
maladie, atténuer les symptomes voire guérir les patients; et d’autre part sur le
développement de procédés toujours plus perfectionnés pour la détection de ces pathologies.

En effet, une des particularités des maladies neurodégénératives est qu’elles peuvent
se développer chez les jeunes adultes (entre environ trente et quarante ans) mais n’étre
détectées que bien plus tard (aux alentours de cinquante, soixante ans). La concentration de
I’agent pathogene alors présent en début d’infection ne peut en effet pas étre déterminée par
les systemes de détection enzymologiques actuellement existants.

C’est dans le cadre de cette problématique que s’inscrit le projet européen
Neuroscreen pour lequel les problémes d’une meilleure connaissance des protéines
antigéniques, leurs mécanismes d’infection, d’interaction avec les autres biomolécules, leur
conversation et leur détection ont été développés. Mes travaux de recherche se sont ainsi
focalisés sur le développement de nouvelles surfaces biocompatibles possédant une meilleure
affinité¢ avec les molécules protéiniques des maladies considérées, dans le but d’augmenter la
sensibilité des systemes de détection biochimique déja existants.

Le systtme immunoenzymatique ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay) est
de nos jours la méthode de détection la plus répandue. Elle est, par exemple, utilisée dans la
prévention et la détection de maladie comme le SIDA ou encore, pour les tests de grossesse.
Malgré les capacités et I’efficacité reconnues de ce systéme, il n’en reste pas moins trop peu
sensible pour des maladies neurodégénératives. En effet, la sensibilité de détection n’est pas
suffisante pour ce type de maladie présentant un faible taux en agent pathogene. Cette
technique repose sur le principe de reconnaissance biologique clé-serrure de [’agent
pathogeéne par une biomolécule, un anticorps, qui lui est spécifique. Initialement, le systeme
ELISA était réalisé en solution, directement dans le prélevement effectué sur le patient. Mais
la nécessité de meilleures efficacité et sensibilité de la méthode implique de nos jours de

réaliser la détection sur un support solide, c’est-a-dire que la biomolécule permettant de



détecter la protéine infectieuse est absorbée a la surface d’un contenant issu d’un matériau
polymere.

Les matériaux polymeres utilisés (polypropyleéne, polycarbonate ou polystyréne) ont
été choisis pour des raisons aussi bien économiques (faible colit de production) que pour leurs
propriétés intrinseques (résistance a la chaleur, transparence, absence de toxicité...) mais en
aucun cas en fonction de leur propriété de bioadhésion.

Par conséquent, une des voies d’amélioration du dosage et de la diminution du seuil de
détection passe par le contrdle des propriétés de surface du puits de dosage, afin d’en faciliter
I’affinité clé-serrure.

Le chapitre I est une étude bibliographique sur les maladies retenues dans ce projet et
les biomolécules pathogenes correspondantes dans laquelle nous avons essayé de caractériser
leurs propriétés d’affinité, suivie d’une description des techniques de détection actuellement
utilisées et se terminant sur les stratégies de modification de surface employées dans le
domaine des biomatériaux. Le chapitre II correspond au descriptif expérimental des
protocoles utilisés lors de ce travail. Le chapitre III est dédié a 1la modification de surface des
puits de dosage ainsi qu’a la caractérisation des parois internes modifi¢es, alors que le
chapitre IV correspond a ’application biologique, a savoir la mise en place des dosages
ELISA avec nos puits de dosage ainsi modifi€s pour les trois agents pathogenes retenus, soit a

I’état recombinant soit natif.






Chapitre I :

Mise au point
bibliographique

«Etude du systeme de détection ELISA et des biomolécules d’intérét mises en jeu
ainsi que des voies de modifications des surfaces des supports d’analyse »






I . Introduction

Ce chapitre est une étude bibliographique permettant de mieux comprendre les bases
de ce projet de thése s’articulant autour des domaines de la biologie, de la biochimie et de la
chimie. La premiere partie est consacrée a la description des maladies neurodégénératives
étudiées. Dans une deuxieme partie, le principe du systeme de détection immunoenzymatique
associé est présenté au travers du complexe immun anticorps-antigene et des différentes
interactions mises en jeu. Les limites de la technique de dosage ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay) actuellement utilisée pour diagnostiquer ces maladies sont abordées
en fonction des supports de détection et des biomolécules utilisées. Dans une troisieme partie
est présentée une étude bibliographique traitant des différents méthodes permettant
d’améliorer la détection des antigénes neuropathologiques, que ce soit au niveau biologique
avec les notions de purification et de synthése des biomolécules d’intéréts afin d’obtenir une
meilleure reconnaissance des antigenes vis-a-vis des anticorps ; ou au niveau chimique avec la
modification de la surface des supports de détection permettant une meilleure fixation du
complexe immun et une diminution des adsorptions aspécifiques. La derniere partie de ce
chapitre se réfere a une voie originale de fonctionnalisation des surfaces de détection
associant la technique des plasmas froids au dépdt de couches minces de molécules

amphiphiles, objet de ce travail de these.



Il . Les Maladies Neurodégénératives (MNDs)

I1.1) Définition

Une maladie est dite dégénérative lorsqu’elle altere 1’évolution normale des cellules ou
des tissus organiques et est suivie d’une déficience des capacités intellectuelles de la personne
atteinte. Ces maladies affectent un ou plusieurs organes, progressivement dégradés au fil du
temps (de quelques jours a plusieurs années) ; elles sont provoquées par la présence de toxines
ou I’absence d’une biomolécule spécifique. Elles sont liées au dysfonctionnement irréversible
des tissus nerveux pouvant entrainer la destruction et la mort des cellules neuronales, donc du
systeme nerveux central. Les maladies d’Alzheimer, de Creutzfeld-Jakob, de Parkinson, la
sclérose en plaques sont des maladies neurodégénératives.

La dégénérescence entraine un handicap, d’ordre mental et/ou physique. Dans la
plupart des cas, ces démences conduisent a plus ou moins long terme au déces.

Une démence est définie comme « un développement des déficits cognitifs multiples
provoqués par des effets physiologiques, une atteinte clinique générale, les effets persistants
d’une substance, ou encore, de multiples étiologies » [1]. Les premicres observations de
démences séniles et le concept de séparation entre hallucinations et illusions sont apportés par
Jean-Etienne Esquirol (1772-1840). Présentes de facon sporadique et isolée, elles touchent des
zones spécifiques du cerveau et/ou de la moelle épinieére et apparaissent tardivement dans la
vie des personnes (aux alentours de 60 ans). Leur durée d’incubation et de développement est
longue (plusieurs années). Par ailleurs, I’augmentation de la durée de vie de la population
entraine une augmentation du nombre de cas.

Ces maladies ont de nombreux symptomes communs: les Iésions
anatomopathologiques, la rigidité, la bradykinésie, les troubles de la parole, du langage et de
la réflexion. Pour les distinguer les unes des autres, des analyses et dosages de leurs
marqueurs spécifiques (protéines) sont indispensables.

La cascade d’altérations neuropathologiques et biochimiques et les conséquences sur
la santé des personnes atteintes font de ces maladies un enjeu économique et de recherche
mondial tres important. De nombreux laboratoires cherchent a établir une nosologie et une
étiologie les plus complétes possible, permettant ainsi de disposer d’un diagnostic précis de la
maladie. Parallelement, un vaste champ de recherche regroupant I’étude, la détection et le

dosage des agents pathogeénes est mis en jeu afin de mieux comprendre le mode d’action de



ces maladies et de leur détection précoce. En effet, un des problemes majeurs est la détection

qui est actuellement en post-mortem. Ces pathologies ont comme particularit¢é de ne

développer une quantité détectable de marqueurs spécifiques qu’en fin de vie du patient.
L’objectif de beaucoup de travaux est de disposer de systemes de détection fiables et

ultra sensibles, pour permettre 1’identification de la maladie a un stade précoce (ante mortem).

I1.2) La maladie de Creutzfeld-Jakob

Elle est décrite pour la premiere fois en 1920 par les neurologistes allemands Hans
Gerhard Creutzfeld (1885-1964) et Alfons Maria Jakob (1884-1931) qui observent chez des
patients des symptomes proches de ceux de la tremblante du mouton. Ils constatent par
observation microscopique que le cerveau des patients atteints est criblé de trous telle une
éponge : ils lui donnent le nom d’encéphalopathie spongiforme. Cette maladie prendra par la
suite le nom de ces découvreurs : Maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ, ou CJD en anglais).

Un patient sain possede des protéines Prion non pathogenes, PrP-c (PRion Protein
Cellular), pour le développement du systéme nerveux de I’embryon, et dans le cerveau et la
moelle épini¢re de I’adulte. Elles permettent le processus d’adhésion et de différenciation des
cellules, jouant un role d’antioxydant et de ralentisseur de I’apoptose. Mais leur rdle le plus
important est d’entrainer le repliement de protéines, permettant ainsi a ces dernicres d’étre, ou
non, fonctionnelles. Cette particularité est a 1’origine du développement de la maladie de
Creutzfeldt-Jakob [2]. Par ailleurs, les maladies a prions sont génétiquement transmissibles a
10% d’un individu a I’autre.

Cette maladie est caractérisée par une démence associée a des anomalies motrices
découlant de la présence d’une protéine prion infectieuse notée PrP-sc (PRion Protein
SCrapie) [3]. Cette protéine est un agent pathogeéne non conventionnel parce que dépourvue
de P’acide nucléique qui détient normalement I’information infectieuse [4]. C’est le
neurologiste et biochimiste Stanley Ben Prusiner qui, dans les années 80, décrit cette protéine.
Tres controversé au départ, il obtient le prix Nobel de Médecine Physiologique en 1997 [5,6].
En effet, sa découverte remet en cause le paradigme selon lequel une protéine ne peut pas étre
considérée comme un agent infectieux comme les virus, les microbes et les parasites.

La protéine Prion infectieuse (30 kDa) est impliquée dans toutes les maladies

d’encéphalopathies spongiformes, humaines ou animales. C’est un isoforme résultant de la
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modification de la protéine prion PrP-c [7]. Cette mutation dont nous ignorons toujours la

cause et la structure spatiale post-traductionnelle (figure 1.1) est encore non expliquée.

Figure 1.1 : Conformation de la protéine Prion dans sa configuration normale PrP-c (a gauche) et
dans sa conformation infectieuse PrP-sc (a droite)

La PrP-c présente une structure a 43% en hélice a et 3% en feuillets B tandis que la
Prp-sc présente 30% d’hélice a et 43% de feuillets B [8,9]. S. B. Prusiner affirme que la
protéine Prion-sc modifie elle-méme sa pathogénécité, proposant le principe de la molécule
auto-chaperonne, c’est-a-dire capable de modifier spontanément sa propre conformation
[10,11]. Une autre hypothese dégage 1’existence d’un co-facteur de type glycannique aidant a
la propagation et au transport de 1’agent infectieux [12].

La forme PrP-sc n’est pas sensible a la protéolyse par la protéase K, ainsi qu’aux
techniques de désinfection et de stérilisation classiques (thermique, chimique...) permettant
sa dégradation en plusieurs séquences et sa digestion par la cellule. Ceci pourrait étre dii au
nombre plus important de feuillets B qui stabilisent la protéine et lui confére une meilleure
résistance aux enzymes.

Concernant le mode d’action de la protéine prion infectieuse (figure 1.2), elle se
multiplie au sein des neurones de facon exponentielle, faisant muter par un systeme de

dépliement/repliement les protéines prion saines avec lesquelles elle est en contact [13,14].
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Figure 1.2 : Mécanisme simplifié de [’insertion de la protéine prion infectieuse au sein de la cellule et
sa multiplication par modification des prions sains

L’accumulation des prions infectieux et leur propriété¢ d’auto-agrégation entrainent une
augmentation de la pression osmotique au sein de la cellule infectée qui finit par exploser. Le
phénomene est suivi de la formation de plaques amyloides : un cerveau sain peut les
décomposer en protéines tandis que dans le cas de MCJ, ces plaques séniles (PS) engendrent
des lésions neurofibrillaires endommageant le cerveau de facon irréversible. Ainsi, la
présence de la protéine prion pathogeéne entraine la perte des cellules neuronales et donc une
dégénérescence du systeme nerveux central. Cette démence a toujours une issue fatale.

De part la mutation et 1’évolution de la maladie, une nouvelle variante, notée nv-MCJ
et décrite en 1996, affecte des sujets jeunes (moins de trente ans). Elle serait déclenchée par
I’ingestion d’animaux contaminés par I’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB) et son
évolution serait plus lente (jusqu’a 14 mois).

Malgré les mesures d’hygiene prises a I’égard des contaminations animales, surtout
par les services des fraudes et malgré les campagnes d’informations, les farines animales
n’ont pas toutes ¢été retirées rapidement du marché. Ainsi il est possible que les personnes
ayant ingérait de la viande d’origine bovine soient touchées par la maladie [15].

Le diagnostic de la maladie de Creutzfeldt-Jakob est réalisé lorsque la concentration
en protéine prion anormale est la plus importante (2 partir de 30 ng/mL), c’est-a-dire apres la

mort du patient.
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Deux méthodes sont aujourd’hui utilisées, permettant I’identification de la pathologie :
e le Western-Blot, analysant la taille des résidus de 1’agent pathogeéne apres
hydrolyse et protéolyse et incubation a 130°C [16]
e ’immuno-histochimie, détectant la protéine antigénique via un anticorps
spécifique [17,18]
Une autre voie est la protéinopathie, qui permet de mieux identifier le comportement
chimique et biochimique des protéines, et donc constituer un mode de diagnostic sensible [9].
Les problemes majeurs de sécurité sanitaire et de santé publique font de ces techniques
de détection des maladies neurodégénératives un énorme enjeu économique pour d’une part
en comprendre la sémiologie et d’autre part améliorer la sensibilité du systéme pour permettre
une détection ante-mortem [19]. Précisons qu’un des problémes de la détection réside dans la
différence de concentration en PrP infectieuse qui se trouve étre en plus faible concentration
dans le liquide biologique (environ 10° mol/L) que dans le cerveau. Un objectif est
aujourd’hui de pouvoir détecter la protéine a des concentrations de 1’ordre de 0,1 pg/mL,

voire moins.
I1.3) La maladie d’ Alzheimer

L’appellation « Maladie d’Alzheimer » (MA) est apparue en 1907 et admise en 1912
apres une longue bataille entre deux grandes écoles de neuropsychiatrie alors concurrentes en
maticre de maladies mentales [20, 21]. Existent I’école d’Arnold Pick (1851-1924) et d’Oskar
Fisher a Prague et celle d’Emil Kraeplin (1856-1926) et d’Alois Alzheimer (1864-1915) a
Munich. L’¢cole de Fischer fait état de la corrélation entre la perte de mémoire et
I’observation de plaques séniles sur des sujets agés atteints de démences appelées dans un
premier temps presbyophrénie puis « Maladie de Fischer » [22]. La seconde école décrit une
observation faite par Alzheimer et présentée en 1906 sur I’existence de dégénérescences
neurofibrillaires (DNF) sur le cerveau d’une patiente [23, 24]. Les chercheurs parlent d’abord
d’un cas particulier de la « Maladie de Fischer ». Emil Kraeplin, s’appuyant sur les travaux de
son équipe, décrit pour la premiere fois la « Maladie d’ Alzheimer » (1912) [25].

Cette maladie est présente sous deux formes : la premiere est sporadique et concerne
90 a 95% des cas, la seconde est dite familiale, c’est-a-dire génétique a transmission

autosomique dominante, et reste rare (5-10%) [26].
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Les causes de la Maladie d’Alzheimer sont toujours mal connues. Les études montrent
qu’elle résulte de 1’association de deux processus dégénératifs entrainant inexorablement la
mort de la quasi-totalité des neurones. Il s’agit de I’amyloidogénese (ou pathologie APP) et de
la formation de dégénérescences neurofibrillaires [27,28].

L’amyloidogénése est une accumulation de dépdts extracellulaires, appelés plaques
séniles, constitués d’une protéine P-amyloide dont le clivage glycoprotéique anormal lui
confére une conformation en feuillets B lui permettant d’étre stable et insoluble [29]. Les
équipes de Sanders et Hardy ont montré qu’une mutation de la protéine précurseur de
I’amyloide donnait lieu a un mauvais codage [30]. Par ailleurs, la fixation d’une

apolipoprotéine E, notée ApoE, sur I’amyloide favorise sa stabilité [31].

NORMAL ALZHEIMER

5]

4

Figure 1.3 : Schémas de neurones chez un patient sain (a gauche) et de neurones dont l’activite est
perturbée par la présence de plaques séniles et de dégénérescences neurofibrillaires (a droite)
(Alzheimer's Disease Research- American Health Assistance Foundation)

Les dégénérescences neurofibrillaires sont intracellulaires (figure 1.3). Elles
proviennent de 1’hyperphosphorylation d’une protéine : la protéine Tau. Cette derniere
permet en temps normal de polymériser et de stabiliser les microtubules du cytosquelette,
conférant ainsi a la cellule I’interconnexion neuronale et donc ses propriétés mécaniques
[32,33]. Lorsque les protéines MAP-kinases (Mitogen Activated Protein) sont perturbées,
elles ne peuvent plus réguler la phosphorylation de la protéine Tau. Les études conduites par
Jenkins ont montré que cette hyperphosphorylation est retrouvée sous la forme de paires de
filaments appariés en hélices, aussi nommées Tau-PHF [34,35]. Ces fibrilles pathologiques
entrainent alors un disfonctionnement axonal et 1’association avec les plaques séniles
provoque une entrée massive de calcium dans la cellule qui la rend trés sensible au stress

oxydatif, entrainant sa nécrose et/ou son apoptose.
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Actuellement, en France, la maladie d’Alzheimer est la forme de démence la plus
courante et touche environ 220 000 personnes nouvelles par an avec un cotit moyen de 19 000
euros par personne (OPEPS, 2009). Actuellement, le diagnostic repose sur des examens
cliniques et neuropsychologiques avec des tests verbaux et écrits tel que le « California
Verbal Learning Test ». Des analyses par Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)
viennent compléter ces tests en évaluant I’avancée de la maladie par rapport a 1’atrophie
cérébrale.

Malheureusement ces méthodes ne permettent pas de diagnostiquer avec certitude la
maladie. De nos jours, la seule facon de confirmer que le patient est atteint de la Maladie
d’Alzheimer est le test ELISA post-mortem par la détection des protéines Tau-PHF [36,37].
Des réponses au mode de fonctionnement de cette maladie commencent également a étre

apportées.

11.4) La maladie de Parkinson

La Maladie de Parkinson (MP) est la deuxieme maladie neurodégénérative la plus
importante apres la maladie d’Alzheimer. Elle atteint 1% des 50-65 ans, en particulier les
hommes [38]. L’évolution de cette maladie devient progressivement de plus en plus marquée
dans les gestes et le cerveau jusqu’au déces du patient.

Les premiers symptomes furent décrits par James Parkinson (1755-1824) en 1817
comme une paralysie tremblante généralisée [39]. Mais c’est en 1861 que Jean-Martin
Charcot (1825-1893), professeur en neurologie, fera les premieres réelles observations de la
« paralysie agitante » et nommera la maladie par le nom de son découvreur : la maladie de
Parkinson [40]. La communauté adopte alors les constatations symptomatiques faites par
Parkinson, a savoir I’akinésie (mouvements lents et rares), I’hypertonie (rigidit¢ musculaire)
et les tremblements musculaires au repos qui apparaissent d’abord sur un seul c6té du corps
puis sur sa totalité. Ces premiers symptdmes permettent d’effectuer un premier état de la
maladie (Unified Parkinson’s Disease Rating Scale).

De nos jours, la certitude du diagnostic se fait par analyse du cerveau par IRM et
scanner cérébral ce qui permet de distinguer les maladies proches présentant les mémes
syndromes [41]. En effet, un des soucis actuel est la difficulté a faire la différence entre
syndromes parkinsoniens et maladie de Parkinson; ces derniers ayant les mémes

caractéristiques symptomatiques (paralysie supranucléaire, atrophie multisystématisée...).
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Seule la connaissance du processus neurodégénératif permet de distinguer la maladie de
Parkinson des autres maladies voisines. En effet, les maladies de type parkinsoniennes ont un
phénomene cellulaire commun qui est la mort de neurones dopaminergiques a projection
striatale localisés dans les ilots de la substance noire [42].

L’agent responsable de la maladie est la protéine synucléine alpha, notée a-syn, qui est
une petite protéine du systeme nerveux central. Elle est exprimée au niveau des liaisons
présynaptiques terminales permettant les processus d’association membranaire [43]. Elle a un
role régulateur dans la stabilité des membranes des cellules et dans la plasticité neuronale,
c’est-a-dire dans le mécanisme de réponse cellulaire de la mémorisation et de I’apprentissage
[44], en particulier sur 1’activité des neurones dopaminergiques [45].

L’a-syn a également un rdle de molécule dite chaperonne ; c’est-a-dire qu’elle
prévient 1’agrégation irréversible protéique et régule les associations et la libération de

molécules d’intérét [46].
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Figure 1.4 : Modélisation de la protéine synucléine alpha (a gauche) et imagerie par fluorescence
d’une protéine synucléine alpha positive (a droite)

Lorsque la protéine est en trop forte concentration dans le milieu cellulaire, elle
s’agrége et change de conformation passant d’un stade hélicoidal a un stade en feuillets 3
[47]. Cette agrégation est une cause du vieillissement et de la dégénérescence du cerveau
(figure 1.4). En effet, la protéine quand elle s’agrége forme des plaques fibrillaires
amyloidales stables que 1’on retrouve aussi dans la maladie d’Alzheimer [48 a 50]. Ce
disfonctionnement serait dii a la mutation d’un gene codant pour I’a-syn [51]. La forte
concentration en a-syn entraine alors la dégénérescence et 1’apoptose des neurones

dopaminergiques situés dans la substance noire. Les Iésions engendrées par la réduction de la
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quantité de dopamine au sein des structures nerveuses du striatum et du tronc cérébral
provoquent une perturbation du systeme neuronal responsable des fonctions motrices [52,53].

Le mécanisme d’action de I’a-syn vis-a-vis des neurones producteurs de dopamine est
encore mal connu et est un sujet d’étude actuel mettant en jeu de nombreuses voies
biologiques possibles et complémentaires (figure 1.5).

Les analyses effectuées sur les cerveaux de patients décédés montrent la présence
d’especes oxygénées réactives [54], de fer [55] et d’ubiquitine [56]. Ces éléments suggerent
que la mort neuronale serait induite par un stress oxydatif [57,58]. En effet, la protéine a-syn
est marquée de fagcon covalente par des molécules d’ubiquitine qui sont des marqueurs de
protéines a éliminer et présentes dans toutes les cellules eucaryotes. L’a-synucléine est alors
protéolysée, libérant I’ubiquitine qui peut a nouveau se fixer et dégrader une nouvelle
protéine. S’en suit une succession métabolique anormale. L’accumulation de la a-synucléine
et 1’absence de transmission entre le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi
entrainent la mort des neurones a dopamine qui se retrouve en quantité insuffisante dans le
milieu cellulaire pour réguler 1’activité¢ des circuits neuronaux des mouvements [59,60]. Par
ailleurs, lorsque les neurones dopaminergiques meurent, ils libérent leur contenant, a savoir la
neuromélanine, dont la synthése s’effectue en présence de radicaux libres, et de fer.
L’association du fer avec les radicaux libres provoquerait ainsi le stress oxydatif donnant lieu

a I’apoptose cellulaire et donc a la maladie de Parkinson [61,62].
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Figure 1.5 : Mécanisme d’action de la synucléine alpha chez un patient sain et un patient atteint de la
maladie de Parkinson (d’aprés Medical lllustration par Calne DB, http://www.science.ca)
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Certains facteurs environnementaux telle la présence de métaux lourds et de
pesticides, ainsi qu’un traumatisme cranien aggravent la maladie de prés de 70% [63,64]. De
nos jours, il n’existe pas de traitement curatif de la maladie de Parkinson. On retrouve dans la
plupart des cas, des traitements a base de L-dopa qui visent a combler le manque en dopamine
ou encore la pose d’¢lectrodes servant a controler les différences de potentiel membranaire

régulant la vitesse des mouvements [65,66].

I1.5) Les problemes économiques et sanitaires

La médecine moderne et les progres techniques ont amélioré fortement la vie des
populations des pays développés et en voie de développement. Le résultat est une
augmentation de prés de 65% de I’espérance de vie par rapport a celle du 19°™ sidcle [67].
Une conséquence est 1’augmentation du nombre de cas de maladies neurodégénératives. En
effet, ces maladies se déclarant a un age biologique avancé (entre 40 et 60 ans), lorsque
I’espérance de vie avoisinait les 45 ans, peu de personnes €taient recensées, la maladie n’étant
pas encore déclarée. De nos jours, avec une longévité accrue, le nombre de personnes ayant
exprimé la maladie augmente également. Les problemes sanitaires dans le domaine de
I’alimentation étant récents et la maladie restant encore mal connue, son développement
maximal ne se déclenchera que tardivement au niveau de la population mondiale. La mise en
défaut des services de santé face au nombre de malades, tant d’un point de vue économique
que d’assistance et soins palliatifs, a relancé les financements et les laboratoires de recherche
qui travaillent actuellement sur les agents pathogenes responsables de ces maladies.

Malgré les progres incontestables dans le domaine de la recherche médicale, les modes
d’action de ces maladies neurodégénératives et les multiples protéines mises en jeu restent
mal connus. Les problemes rencontrés sont multiples : difficulté a extraire et a purifier les
protéines, complexité a synthétiser des protéines recombinantes servant par la suite de modele
d’étude, difficulté de disposer d’anticorps de capture et détection spécifiques.

De méme, se pose aussi le probleme de détection sensible. Actuellement, aucun
systeme ne permet de diagnostiquer ces maladies a un stade ante-mortem car la concentration
en agent pathogene est trop faible (de ’ordre du fentogramme par millilitre) dans les
premieres années de la maladie. De nombreux laboratoires cherchent a améliorer ces modes

de détection en modifiant soit les protéines, soit directement la surface des supports d’analyse.
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III . La détection immunoenzymologique

Les premiers tests de détection d’un anticorps ou d’un antigéne reposaient sur les
principes de base tels que la précipitation, la turbidimétrie ou encore sur l’agglutination
comme le test de Coombs.

Des tests immunologiques utilisant la radioactivité furent proposés par Rosalyn
SussmanbYalow et Solomon Berson en 1960 [68]. Selon que 1’on souhaite détecter un
antigene ou un anticorps, la protéine complémentaire est marquée par un agent radioactif. Il a
ensuite été proposé un test colorimétrique dans lequel les antigenes et anticorps sont couplés a
une peroxydase [69,70].

Cinq ans plus tard, des chercheurs de 1I’Universit¢é de Stockholm en Suéde, Peter
Perlmann et Eva Engvall, et de I’Universit¢ des Pays-Bas, Anton Schuurs et Bauk van

Weemen, publierent le premier protocole complet du systeme ELISA [71 a 73].

I11.1) Les principaux acteurs

Les tests de détection immunoenzymatique reposent sur la présence de deux types de

biomolécules : les anticorps et les agents pathogenes qui sont ici des protéines antigéniques.

I11.1.1) Les antigenes

Par définition un antigene est une molécule immunogene entrainant une réaction
immunitaire, d’oui son nom qui signifie générateur d’anticorps. Les antigénes sont d’origines
biologiques ou synthétiques. La premiere catégorie comprend les agents immunogenes : les
protéines et polyosides et ceux possédant une faible immunogénicité : les lipides ou les acides
aminés libres. Les antigenes synthétiques sont quant a eux produits par polymérisation
d’acides aminés [74]. Par ailleurs, un antigéne peut étre soit exogene, c’est-a-dire qu’il est
étranger a I’organisme (le non-soi), ou endogene : dans ce cas, il est alors déja présent au sein
de I’organisme ou il est le produit d’une infection préalable tel qu’un virus utilisant la cellule
hote pour se reproduire. Il existe des cas particuliers ol certains antigenes perdent leur
reconnaissance vis-a-vis du systéme immunitaire et sont détruits : c’est le cas des maladies

auto-immunes.
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De manicre générale, les antigenes sont des macromolécules constituées de
polysaccharides et de poids moléculaire élevé (de 1 a 20 kDa). Elles possedent a leur surface
des épitopes, ou déterminants antigéniques, qui peuvent étre identiques ou différents les uns
des autres (figure 1.6). Plus la masse de I’antigéne est grande, plus il a d’épitopes et est donc

plus immunogene.

Epitopes reconnus
par les récepteurs
de I’anticorps

Figure 1.6 : Modéle d’'un antigene immunogeéne possédant trois épitopes différents (image modifiée a
partir d’'une modélisation de plate-forme anticorps pour la protéomique et la santé — cnrs)

En fonction de la structure de la protéine par laquelle ils sont portés, les épitopes sont
séquentiels ou conformationnels, selon que la séquence d’acides aminés est alignée ou repliée
sur elle-méme. Ce sont sur ces épitopes que 1’anticorps se fixe via ses récepteurs spécifiques,

entrainant ainsi la réaction du systéme immunitaire.

I11.1.2) Les anticorps

Un anticorps est un amas protéique de haut poids moléculaire (150 kDa) qui permet de
neutraliser et détecter les antigénes de maniere spécifique. Ils sont produits par les
plasmocytes et constituent majoritairement 1’immunoglobuline du sang. Dans 1’organisme,
’anticorps a pour role de capturer I’antigene et d’activer le systéme immunitaire qui se charge
de neutraliser ’agent infectieux, par lyse. Les anticorps sont des glycoprotéines possédant un
groupement polysaccharide et une chaine polypeptidique. Un anticorps est composé de deux
chaines lourdes (notées H pour heavy) et de deux chaines légeres (notées L pour light) liées
par des ponts disulfures (figure I.7). Chacune de ces chaines posseéde des groupements
communs a tous les anticorps et reconnus par le systtme immunitaire, et un groupement
variable qui caractérise 1’anticorps. Cette partie variable est le site de reconnaissance de

I’anticorps vis-a-vis de 1’agent pathogene : le paratope. Chaque anticorps possede deux
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paratopes qui lui permettent de reconnaitre et de se lier a 1’antigéne par le principe de clé-
serrure, les clés étant la métaphore des épitopes et la serrure du récepteur [75].

Les anticorps se différencient en deux grandes familles : les monoclonaux et les
polyclonaux, selon la capacité de ses récepteurs a se lier a un ou plusieurs épitopes. Les
anticorps polyclonaux ont la capacité de reconnaitre soit différents épitopes sur un méme
antigene, dans ce cas-1a ce sont des anticorps monospécifiques ; soit différents épitopes sur
différents antigénes. Les anticorps monoclonaux ne reconnaissent qu’un seul épitope pour un
seul antigene. La compétition entre deux anticorps monoclonaux différents est donc
impossible. Cela leur confere une spécificité d’accroche qui les rend utilisable en laboratoire

lors de diagnostics.

Récepteurs reconnaissant les
épitopes de ’antigéne

Parties variables (VL et VH),
spécifiques a chaque anticorps

Chaines légeres (L)

Ponts disulfures

A 4

Chatines constantes (C; et Cy),
communes a tous les anticorps

A

A 4

Chaines lourdes (H)

Figure 1.7 : Représentation schématique d 'un anticorps

I11.2) Le complexe immun antigene-anticorps

Un anticorps se lie de fagon spécifique a un antigéne, formant ainsi un complexe, au
méme titre que le complexe enzyme-substrat. Cette spécificité entraine une affinité tres forte
entre les deux biomolécules, et cela méme lorsqu’ils sont en faibles concentrations dans
I’organisme (de I’ordre de 10” mol/L). Le tableau 1 répertorie les divers types d’interactions

qui lient les biomolécules entre elles [76].
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Tableau 1.1 : Liste des forces non covalente mises en jeu entre les groupements amine et
carboxyliques des biomolécules

Cette affinité entre un épitope et un paratope étant réversible sous des conditions
extrémes de pH, de force ionique et d’interactions enzymatiques, il existe une constante
d’affinité Ka, et donc une constante de dissociation Kd, dont la valeur peut varier de 10° a

10'* en fonction du nombre et la force des liaisons formées (figure 1.8).

Ka

Antigeéne + Anticorps

‘ Kd

Complexe Antigéne-Anticorps

Figure 1.8 : Formation du complexe antigene-anticorps

Sur la base de cette relation entre I’anticorps et 1’agent pathogéne se sont développés

des systemes de détection immunoenzymologique comme le systeme ELISA.

I11.3) ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay

Il existe principalement deux types de dosage, avec ou sans compétition, selon que le
réactif est limitant ou en exces. Un dosage par compétition met en jeu, par exemple, un
antigene a doser avec un antigéne marqué pour un méme anticorps de capture.

Ne seront traités ici que des dosages sans compétition : immunoenzymométrie.

Aujourd’hui, les tests de détection immunoenzymologique les plus utilisés sont le systéme
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ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay, ou dosage d’immunoadsorption par enzyme
liée) et I’'ig-PCR (immuno quantitative Réaction en Chaine par Polymérase).

La technique ELISA est tres utilisée aujourd’hui, couvrant des détections sériques telle
que celle du VIH (Virus Immunodéficience Humaine), celle d’antigénes, celle d’allergénes
contenus dans les aliments. Cette technique met en évidence la présence d’un anticorps ou
d’un antigéne particulier. Elle peut aussi mettre en jeu deux anticorps : I’un, dit primaire, est
appelé anticorps de capture ; 1’autre, dit secondaire, est 1’anticorps de détection, qui révele la
présence de D’antigéne et réagit aux complexes immuns antigéne-anticorps. En effet,
I’antigeéne possede plusieurs épitopes qui lui permettent d’étre capturé par différents anticorps.
Ainsi, lorsque I’anticorps de capture est accroché a la protéine antigénique, I’anticorps de
détection peut venir se fixer sur un autre marqueur de 1I’antigéne.

Cette méthode de détection par chimiluminescence permet d’obtenir une valeur de
densité optique proportionnelle a la valeur de la concentration en protéine recherchée.
L’avantage principal est la spécificit¢ de la détection via [’utilisation d’anticorps
monoclonaux. Les défauts majoritaires restent la dépendance au pH, les variations de
température et la luminosité, auxquels doit prendre garde 1’utilisateur.

Selon la concentration en antigene et la sensibilité de détection, deux types de tests
ELISA existent : I’un dit sandwich et 1’autre dit direct. En effet, toutes les maladies ne se
détectent pas a la méme concentration. Ainsi, lorsque I’antigéne est en forte concentration dés
le début des symptomes, le systtme ELISA direct est préconisé. Pour une meilleure sensibilité
quand la protéine pathogene est en faible quantité, il est plus intéressant de réaliser un ELISA

Sandwich.

II1.3.1) ELISA Sandwich

Comme son nom l’indique, I’antigéne a doser est pris en sandwich entre deux

anticorps (figure 1.9). Le dosage implique six étapes majeures.

24



Figure 1.9 : Schéma d’un ELISA sandwich avec révélation indirecte (a) ou révélation directe (b)

Une quantité connue et saturante en anticorps de capture est adsorbée a la surface des
puits du support d’analyse qui sont ensuite lavés par une solution tamponnée, généralement de
phosphate salin (PBS) afin d’¢éliminer les anticorps de capture non fixés a la surface, pour
éviter toute détection saturante ou aspécifique. Ce lavage est réalisé a chaque étape du dosage.

Pour éviter les artéfacts de mesure, la surface du support de détection ou I’anticorps de
capture ne serait pas fixé, est saturée en solution protéique n’ayant aucune interaction avec les
autres biomolécules. Pour cela est utilisée 1’albumine de sérum bovin (Bovine Sérum
Albumine, BSA), ou de la Caséine, du Tween20®, du Triton...[77]. Apres lavage par la
solution tamponnée, 1’échantillon possédant l’antigéne est introduit. En parallele, une
concentration connue en antigéne est également introduite dans un des puits et sert d’étalon
pour la détection. Pour éviter que 1’antigéne, s’il est en trop forte quantité dans la solution de
dosage, ne s’agrege sur lui-méme et ne fausse le dosage, le lavage s’effectue avec une
solution tamponnée a faible pourcentage d’agent saturant.

L’anticorps de détection est ajouté en quantité connue. Il doit étre couplé a une
biomolécule qui donnera lieu a une luminescence. Il existe deux types d’anticorps de
détection : des anticorps de détection couplés soit & une enzyme telles que la peroxydase de
Raifort (HRP pour Horse Radish Peroxydase) [78] ou la phosphatase alcaline (PAL), soit a
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une coenzyme comme la biotine, vitamine H (ou B8), qui participe au métabolisme de
certaines biomolécules et a une tres forte affinité pour la streptavidine. Dans le premier cas,
nous avons un ELISA Sandwich avec révélation directe ; dans le second, avec une révélation
indirecte.

Lors de la détection, trois molécules entrent en jeu : le 3,3°, 5,5 -tétraméthylbenzidine
(TMB), la peroxydase de Raifort couplé a un peroxyde d’hydrogéne (HRP-H,0,) et de I’acide
sulfurique concentré (H,SO4, 1M) [79]. Le TMB est un chromophore sensible pour la
détection de la HRP. Un transfert d’¢lectrons a lieu entre le TMB et le peroxyde d’hydrogene,
donnant lieu a la formation d’un radical cation et la conversion du peroxyde en eau et
dioxygene (figure 1.10) ; la peroxydase accélere ce phénomene. La forme oxydée du TMB

colore la solution en bleu qui peut étre détecté par spectrométrie UV/Visible a 650 nm.

CHs CHs CHj CH;
HRP
HzN NH, + H,0, ——» HN = NH + H,O0 + O
CHs CH; CH; CHs

Figure 1.10 : Réaction de réduction du TMB

Dans le but d’obtenir une meilleure sensibilité de détection, les diimines du TMB
formées sont stabilisées par 1’ajout d’H,SO,4. La peroxydase et les structures des protéines
sont alors altérées, voire détruites. La solution se colore en jaune et est détectée a 450 nm

(figure I.11).

Figure 1.11 : Réglettes ELISA en polycarbonate avant et apres ajout du TMB ayant réagi avec la
HRP-H,0; sur une gamme de concentrations en agent pathogéne (sordalab.com)
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Dans le cas d’une révélation indirecte, il est nécessaire d’ajouter une molécule pouvant
a la fois se lier a la biotine et pouvant réagir avec le TMB pour donner lieu a la révélation. La
biotine étant trés affine pour la streptavidine (Kd ~ 10™) et le TMB réagissant avec ’enzyme
HRP-H;0,, un complexe streptavidine couplé HRP-H,0O, est introduit dans la solution
d’analyse. La streptavidine est une protéine tétramere pouvant se lier a la fois a la biotine et a
I’enzyme HRP.

Le graphique ci-dessous (figure 1.12) est un exemple de courbe de détection obtenue

dans le cas d’un ELISA sandwich réalisé sur une gamme de concentrations en antigéne.

1
? Densite Optique !
:
1
Zone 1 : Zone 2 Zone 3
< > | < > | —>
:
1
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Concentration en
antigéne (ng/mL)
v \ 4
Seuil de Seuil de
sensibilité de saturation
détection

Figure 1.12 : Courbe de dosage immuno-enzymatique ELISA de la densité optique en fonction de la
concentration en protéine antigénique

Trois zones sont délimitées par deux points d’inflexion notables : le premier
correspond au seuil de sensibilité, ¢’est-a-dire la concentration a partir de laquelle la protéine
antigénique peut étre détectée. En dessous de ce seuil, la valeur de la densité optique peut étre
confondue avec le bruit de fond propre a chaque appareil de détection ainsi qu’aux
associations parasites entre le support et les biomolécules ou les biomolécules entre elles. Le
second point est I’arrivée a un palier de saturation. La partie croissante de la courbe
correspond a la plage de mesure du systeme.

La valeur de la densité optique est mesurée par spectrométrie UV/visible et obéit a la
loi de Beer-Lambert. La valeur de la densité optique est proportionnelle a la valeur de la

concentration, et donne une droite passant par 1’origine selon la relation ci-dessous.

DO =¢lC
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Avec :

e DO : densité optique a une longueur d’onde A (sans unité),

& : coefficient d’extinction molaire (L.mol™'.cm™),

1 : longueur traversée par la lumiere (cm),

C : concentration de I’élément mesuré (mol.L™).

Des que la concentration seuil est atteinte, la courbe présente une partie croissante
correspondant a la droite de Beer-Lambert (zone 2). Mais la quantité d’anticorps secondaire
reste la méme quelle que soit la concentration en protéine antigénique introduite
précédemment dans le milieu. Ainsi, lorsque la concentration en antigene ajouté devient
saturante (zone 3), la totalité des anticorps de capture sont liés et ne peuvent donc pas réagir
avec les protéines restantes qui se retrouvent donc en exces. Le seuil de saturation revient

alors a doser la quantité totale d’anticorps de détection initiale.

A " . —— courbe classique
Densite Optique — courbe souhaitée
d
|
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Figure 1.13 : Graphique simplifié comparant la courbe théorique classique (en noir) avec la courbe a
obtenir (en rouge)

L’enjeu est abaisser le seuil de détection comme présenté sur la figure 1.13. La courbe

noire représente la courbe actuelle et la courbe rouge est 1’objectif a atteindre.

I11.3.2) ELISA Direct

Dans ce cas, ’antigéne est adsorbé sur le support d’étude [80]. Selon les anticorps

existants, il est possible de détecter directement 1’antigéne en introduisant un anticorps de
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détection qui se lierait a I’un des €pitopes de la protéine et servirait alors a la fois d’anticorps
de reconnaissance et d’anticorps de détection [81,82]. Dans le cas contraire ou 1’anticorps de
détection ne peut pas reconnaitre la protéine antigénique, un premier anticorps de
reconnaissance est introduit dans le milieu d’analyse et viendra s’intercaler entre 1’antigéne et
I’anticorps de détection [83]. Quelle que soit la voie utilisée, I’anticorps secondaire peut étre
couplé soit a ’enzyme HRP, soit a la biotine (figure 1.14). Suivent les étapes de révélation et

d’arrét de la réaction décrites au II — 2 — a).

/g%/l;
=

Concentration en antigéne (ng/mL)
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Figure 1.14 : Tableau récapitulatif des différents ELISA indirects avec ou sans anticorps primaire et
avec révélation directe ou indirecte

Seuil de saturation

I11.3.3) Limite de détection

La technique ELISA est une méthode intéressante, mais elle n’est pas assez sensible
pour la détection des protéines antigéniques. En effet, les résultats montrent souvent un bruit
de fond résiduel perturbant les signaux de faibles intensités pour de faibles concentrations en
antigene. Par exemple, pour une concentration en antigene de 5 ng/mL, la valeur de la densité
optique obtenue est de 0,456 u.a. alors que le bruit de fond de I’appareil est a 0,240 u.a. Par

soustraction, la valeur correspondante a cette concentration est alors de 1’ordre du bruit de
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fond résiduel. Par ailleurs, ce probléme se pose également avec les phénoménes d’adsorption

aspécifique des biomolécules mises en jeu, en particulier celles de 1’anticorps de détection.
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1V . Voies d’amélioration

Cette partie décrit des possibilités étudiées par les laboratoires, tant d’un point de vue
biologique que chimique, pour augmenter la sensibilité et I’efficacité¢ de ces techniques de

détection immunoenzymatiques.

IV.1) Le systéme biologique

Un des premiers problemes rencontrés par les chercheurs travaillant sur les protéines
antigéniques et leur détection, est d’abord leur extraction du milieu cellulaire et leur
purification [84 a 88]. Les biomolécules recherchées sont stabilisées par d’autres protéines ou
enzymes qui leur permettent de rester dans une certaine conformation qui dépend du nombre
d’acides aminés qui les composent et du milieu dans lequel elle évolue [89,90]. Ainsi, les
antigenes infectieux n’étant pas toujours en grande quantité dans 1I’organisme, il est nécessaire
de créer des protéines recombinantes, c’est-a-dire non infectieuses et produites par clonage,
ayant les mémes propriétés et présentant les mémes épitopes que les protéines pathogenes. 1l
existe également des protéines dites de synthese, créées en laboratoire par polymérisation
d’acides aminés [91 a 93].

Un autre aspect concerne les anticorps primaires et secondaires qui vont permettre la
détection de la protéine. Comme déja indiqué, un antigeéne possede a sa surface plusieurs
épitopes spécifiques a un anticorps. Quand la maladie est traitée par 1’organisme lors de la
reconnaissance d’une entit¢ du non-soi, les anticorps sont directement produits par les
globules blancs. Dans le cas contraire, il est nécessaire d’apporter des anticorps possédant des
récepteurs propres aux épitopes de la protéine antigénique en fonction des différents
fragments ayant été purifiées en amont [94 a 96].

Une approche novatrice utilisable a la fois dans les systemes de détection
immunoenzymologique et sur des biopuces, est la recherche de nouvelles molécules
constituées de brins d’acide désoxyribonucléique recombinant : les aptameres [97,98].

Comme décrit dans le systeme de détection ELISA, il est recommandé de stabiliser la
surface du support d’analyse par un agent bloquant empéchant les fixations aspécifiques
(BSA, caséine, gélatine, agents détergents comme le Tween20® ou le Triton) [99 a 103].

C’est donc dans le but de repousser les biomolécules indésirables et d’accrocher plus

spécifiquement celles d’intérét, que la recherche se tourne sur la fonctionnalisation directe des
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divers types de supports d’analyse en y fixant des molécules présentant a la fois les capacités

de fonction ciblante et de répulsion.

IV.2) Les supports de détection

Ce sont souvent des réglettes en polystyrene (PS) ou en polypropylene (PP) présentant
huit puits a fond coniques (figure 1.15). Le PP présente une valeur de densité optique propre
faible (de I’ordre de 0,05 u.a.), une résistance a la température de moulage et un colt de
fabrication peu onéreux (0,012 cents par réglette). Par ailleurs le polypropylene est facilement

modifiable par voie plasma froid et compatible avec une large gamme de molécules.

Figure 1.15 : Réglette de détection en polypropyléne avec puits coniques (fabriquées par EUDICA)

IV.3) Modification des propriétés des supports de détection

Les notions de biospécificité et de biocompatibilité sont des éléments importants dans
le choix des polymeres utilisés dans le domaine biomédical et dont la surface doit interagir de
facon spécifique avec un milieu biologique. En fonction des domaines d’utilisation (protheses,
matériels chirurgicaux, supports de détection immunoenzymatique...), la conception de
matériaux biocompatibles doit permettre de réduire 1’adsorption non spécifique de protéines
ou améliorer les interactions entre cellules, ou biomolécules, et surfaces exogenes. La force et
le type d’interactions des biomolécules avec les supports présents dépendent aussi de la
topographie et la chimie de la surface considérée.

Un nombre considérable de publications et de revues traite de différentes voies de
modification de surfaces et de I’étude des interactions entre biomolécules et molécules de
fonctionnalisation [105,106]. Ces études peuvent étre classées selon trois criteres :

e laréponse cellulaire en fonction des interactions surface - protéine,

e larépulsion de protéines dans le cadre de matériel chirurgical,
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e [’adsorption de biomolécules sur des surfaces bioactives.
La description ci-dessous est un état de 1’art des différentes voies de modifications de

surfaces polymeres.
IV.3.1) Les méthodes de fonctionnalisation de matériaux polymeres

Les matériaux polymeres sont pour la plupart tres hydrophobes et ne peuvent donc pas
fixer des molécules de type protéique, généralement hydrophiles. Le but est de créer a leur
surface des groupements chimiques réactifs (amines, phosphates, carboxyles, hydroxyles)
augmentant ainsi 1’énergie polaire de surface et pouvant forcer I’adsorption des protéines [104
a 109].

L’utilisation des matériaux dans les milieux biologiques nécessite que les nouvelles
surfaces soient stables.

Les premicres méthodes de modification des matériaux utilisées sont I’incorporation
de composés organiques dans la masse du matériau. Mais il peut y avoir une altération des
propriétés physiques parfois incompatibles avec 1’usage. Aussi des voies de modifications
superficielles des matériaux ont été proposées.

Les surfaces peuvent étre directement modifiées par adsorption de composés
amphiphiles ou de macromolécules hydrophiles. Pour faciliter 1’accrochage, il est souvent
nécessaire de préparer la surface par différents traitements (chimiques, thermiques, par
procédés ionisants) :

- soit par un premier dépot pouvant étre un dépot de couches minces de systemes auto-
assemblés (SAMs) dont 1’épaisseur peut étre contrdlée et les groupements fonctionnels choisis
en fonction de ’application [110 a 112], I’'immobilisation de molécules biologiques telles que
I’albumine ou la caséine afin d’augmenter la biocompatibilit¢é du matériau [113,114] ou
encore |’utilisation de tensioactifs a fort pouvoir hydrophobe tel que le Tween20® afin de
réduire ou éliminer les adsorptions protéique ou peptidique indésirables [115],

- soit lier oxydation contr6lée via un composé acide qui permet I’introduction de
groupements carboxyles et carbonyles en surface. Un traitement chimique plus intense permet
d’atteindre les premieres couches polymeéres du matériau et un meilleur ancrage des groupes

fonctionnels.
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- soit par traitements thermiques, ce qui peut induire la création d’especes radicalaires
réactives avec 1’oxygene et I’azote de 1’air et donnant des groupements amines, hydroxyles ou
carboxyliques [116].

Un autre type de méthode est le traitement par des procédés ionisants comme les
radiations gamma, les rayonnements UV, les lasers, les décharges plasma [117 a 121]. Les
sites actifs créés sont par la suite utilisés comme initiateurs de réactions de greffage
[122,123]. Actuellement, la voie de fonctionnalisation la plus connue associe la création de

sites radicalaires et I’immersion de la surface.
IV.3.2) Le systeme d’activation par plasma et dépot de couches minces
La complexité et I'intérét de cette méthode résident dans le choix du gaz et des
parametres de décharge utilisés, et dans la sélection du dépot. Selon que I’on souhaite

repousser ou adsorber les molécules biologiques, les groupements fonctionnels des molécules

déposées doivent étre choisis en fonction de leur réactivité et de leur spécificité [104,124].
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V. Objectifs : Enjeu / Problématique / Innovation

Notre objectif est de mettre en ceuvre une voie originale pour créer des surfaces
fonctionnelles et biocompatibles a partir de polymeres commerciaux. Cette voie doit €tre
éventuellement industrialisable. Nos travaux proposent :

e [’activation par plasmas froids des surfaces

e le dépot de couches minces de molécules amphiphiles biocompatibles

V.1) Les Plasmas « froids »

Les plasmas dits froids, ou basses températures, peuvent modifier la surface de
matériaux polymeres (mouillabilité, adhésion, rugosité...) sans en altérer les propriétés
massiques. La rapidité d’utilisation et ’homogénéité de la modification en font une technique
avantageuse permettant de pallier les aléas d’une chimie traditionnelle qui peut ne pas étre
applicable sur tous types de support, dont le controle est délicat et qui peut laisser des traces
de solvants ou de métaux lourds non souhaitables. Par ailleurs, la gamme de gaz pouvant étre
ionisés est suffisamment large (gaz rares, fluorés, inertes) pour diversifier les especes greffées

et les activations de surface.

V.1.1) Un peu d’histoire
Il y a deux sens au mot plasma :
e un liquide : le physiologiste Johannes Purkinje (1787-1869) a ainsi désigné le liquide
obtenu apres extraction des globules et plaquettes du sang,
e des arcs électriques naturels puis artificiels : la foudre, les protubérances solaires, les

aurores boréales.
Les premiers plasmas artificiels ont été créés en 1839 par Michael Faraday (1791-

1867), pour reproduire et analyser des phénomenes se produisant dans les gaz sous faible

pression.
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Figure 1.16 : Schéma du montage réalisé par Michaél Faraday lui ayant permis de créer un plasma

Vers 1850, Heinrich Geissler (1815-1879) fabrique des tubes dans lesquels il fait
varier la pression et la température de différents gaz : il observe des changements de couleurs
(figure 1.16). Le concept d’ondes et rayonnements électromagnétiques est alors proposé vers
1850 par le chimiste et physicien Sir Williams Crookes (1832-1919). Le mot « plasma » est
employé pour la premiere fois en 1927 par le physicien Irving Langmuir (1881-1957) par
analogie avec le plasma sanguin. Il le définit comme une « soupe » ou se meuvent des especes

réactives.

V.1.2) Les plasmas : généralités

Un plasma é€lectromagnétique est actuellement défini comme le « quatrieme état de la

matiere » apres les phases solide, liquide et gaz (figure 1.17).
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Figure 1.17 : Les différents états de la matiere en fonction de la température (a gauche) et des
différents types de plasmas (a droite) (extrait de fusion-magnétique.cea.fr)

N

Lorsqu’un gaz est fortement chauffé (de 10° a4 10° degrés Kelvin) ou soumis 2 un
champ électrique de forte intensité, les électrons des couches supérieures sont arrachés lors
des collisions entre particules. Le nombre d’électrons par unité de volume se trouve alors en

quantité comparable a celui d’espeéces neutres, le gaz devient un fluide conducteur
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globalement neutre : ¢’est le plasma. En retournant a leur état initial, les molécules émettent
un rayonnement électromagnétique qui confére au plasma sa couleur caractéristique,
dépendant du gaz utilisé [125].

Un plasma est constitué de particules neutres, excitées et/ou métastables (les atomes et
les molécules) et sa neutralité électrique est assurée par la présence de particules chargées que
sont les €lectrons et les ions. Les électrons ont une masse environ 2000 fois plus faible que
celles des ions, ils ont donc moins d’inertie et sont plus réactifs. Il est donc plus facile de
donner de 1’énergie aux électrons qu’aux especes plus lourdes : les ions. Un plasma est
caractérisé par la densité des différentes especes présentes (neutres, ions et électrons) et donc

, . . . ~ . -10
par son degré d’ionisation o pouvant étre compris entre 10™ " et 1.

n;
G:

n; + Ny

Relation entre le degré d’ionisation et la densité d’espéces du milieu

Ou n; est la densité des especes d’ions et ng la densité des especes neutres.

Il existe deux grandes familles de plasmas: les plasmas a 1’équilibre

thermodynamique et les plasmas hors équilibre.

V.1.3) Les plasmas a I’équilibre thermodynamique

Les plasmas a I’équilibre thermodynamique sont ¢galement appelés plasmas chauds.
Le systeme est a la fois en équilibre thermique, mécanique et chimique, et déterminé par ses
parametres de pression et de température. Dans la nature, on trouve les plasmas chauds dans
la couronne solaire, dans les naines blanches... Les plasmas a I’équilibre ont un degré
d’ionisation supérieur a 10”. Les particules chargées (ions et électrons) ne se rencontrent
jamais et suivent le trajet du champ électromagnétique induit [126].

Dans le domaine industriel, les plasmas chauds sont utilisés dans la torche a plasma,
ou les plasmas d’arc, pour la vitrification (traitement des déchets) ou la projection thermique
(dépot de couches). Les plasmas chauds nécessitent une grande quantité d’énergie et des

installations cofiteuses.
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V.1.4) Les plasmas hors équilibre thermodynamique

Les plasmas froids sont des plasmas dits hors équilibre thermodynamique dont le
degré d’ionisation est égal & 10™. La dynamique du syst®me est déterminée par les collisions
permanentes entre les molécules et les especes chargées [127 a 129]. Celles-ci sont créées
sous D’effet d’une ¢énergie apportée au systeéme. Cette énergie peut €tre un champ
¢lectromagnétique tel qu’un laser ou un champ électrique tel que des radio-fréquences (RF)
ou des micro-ondes. L’énergie et le gaz, toujours en quantité constante dans le systéme de
réaction, créent des espéces réactives qui bombarderont les surfaces d’objets présents [130 a
132].

Les techniques utilisant les plasmas froids ont de nombreuses applications aussi bien
dans le domaine de la chimie organique que dans la gravure de composants électroniques. Ils
sont utilisés dans la gravure en microélectronique, la fonctionnalisation, la stérilisation de
dispositifs chirurgicaux, le nettoyage de surfaces [133 a 135].

Dans le cadre de notre travail, nous avons utilisé des plasmas froids RF en présence de
gaz tels que 1’argon (Ar) et I’hélium (He) [136]. L’activation de la surface est suivie d’une
fonctionnalisation par dépot de couches minces de molécules de types tensioactives

intéressantes [137].

V.2) Les tensioactifs (TA)

V.2.1) Définition

Une molécule tensioactive a la particularité d’étre amphiphile : elle comporte une
partie hydrophobe (ou queue) et une partie hydrophile (ou téte) (figure 1.18). Cette bivalence
lui permet de s’adapter facilement a son milieu environnant et d’étre utilisée dans de
nombreuses applications [138,139]. Il existe cinq familles de tensioactifs classées selon la
charge de la téte :

e Les anioniques, de charge négative. Ils possedent a leur téte des groupements tels que
phosphates, sulfates et sont accompagnés d’un contre ion (souvent Na™),

e Les cationiques avec des groupements tels que NH," avec un contre ion : Br ou CI,

e Les non ioniques dont la téte ne possede pas de charge tel que 1’oxyde de

polyéthylene,
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e Les zwitterioniques qui sont amphoteres, soit doublement chargés et ne possedent
donc pas de contre ion comme le cocamidopropyl de bétaine,

Les catanioniques qui sont 1’association de deux molécules dont les tétes sont de

charges opposées et dont les queues se stabilisent par liaisons hydrophobe ou recouvrement 7

par exemple.
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Figure 1.18 : Représentations schématisées des différents types de molécules tensioactives

La premiere caractéristique des tensioactifs est leur capacité d’agrégation pour
minimiser leur énergie de réaction et abaisser la tension de surface d’une solution. En effet,
au-dela d’une certaine concentration, appelée concentration d’agrégation critique, notée CAC,
ils forment des agrégats sphériques ou ovales. Cette concentration est le point de croisement
des tangentes de la courbe obtenue en relevant a différentes concentrations la valeur de la

tension de surface d’une solution tensioactive (figure 1.19).

[ (mN/m)
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A

Y

CAC

Figure 1.19 :  Evaluation de la concentration d’agrégation critique d’une molécule
tensioactive par la mesure de la tension de surface en fonction d’'une gamme de concentration
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Selon les formules chimiques et a partir d’une concentration critique, des particules se
forment spontanément. Si elles sont constituées d’une seule couche de molécules, elles sont
appelées micelles ; si elles sont constituées par au moins deux couches de tensioactifs, elles
sont appelées vésicules (figure 1.20). Une micelle est un systéme dynamique instable et
évolutif, tandis qu’une vésicule est un systéme stable se désagrégeant sous ’effet du temps,
d’une pression osmotique ou apres avoir réagi avec une molécule particuliere [140,141].

Quand les tensioactifs sont dans un milieu aqueux, leurs queues, pour se stabiliser, se
regroupent et orientent les tétes hydrophiles vers I’eau. L’espace ainsi créé au centre de la
micelle permet d’y enfermer un composé hydrophobe ou lipophile. En revanche, lorsque le
milieu est majoritairement composé d’une solution organique, les tensioactifs vont créer un

ceeur hydrophile, qui donne lieu a une micelle dite « inverse » [142].

s y )-_,»"'
e

Micelle Vésicule

Figure 1.20 : Schéma de [’agrégation micellaire et vésiculaire de molécules tensioactives

La partie hydrophobe est une chaine carbonée plus ou moins longue et plus ou moins
substituées par des groupes méthyles, des atomes de fluor...[143 a 146] La caractéristique la
plus intéressante reste la té€te de ces molécules. En effet, elle peut €tre choisie de facon a
posséder une fonction dite ciblante, c’est-a-dire capable de réagir de maniere spécifique avec
un composé cible lui aussi spécifique. Les applications sont pour la plupart dans les domaines
de la pharmacie et des produits cosmétiques.

La plupart des tensioactifs sont commerciaux ou facilement synthétisables, et sont

souvent biodégradables et/ou éliminables.

V.2.2) Les tensioactifs dans les domaines pharmaceutique et cosmétique

Les tensioactifs font partie intégrante de notre quotidien. Ils sont présents dans tous les
produits détergents tels que les savons, les produits ménagés ou encore les dentifrices. Ils ont

la capacité de capter des produits indésirables (taches, bactéries...). Ils sont ensuite éliminés
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avec le rincage. Ils sont aussi utilisés dans les applications spécifiques comme dans les latex
et les microparticules.

Les vésicules permettent d’encapsuler des principes actifs. Les applications sont dans
les domaines des médicaments et de la cosmétique [147,148]. Dans les cremes, latex, laits et
autres produits cosmétiques, elles permettent la libération et la diffusion d’un principe
hydratant ou de molécules ralentissant le vieillissement des cellules. Dans ces cas, leur action
est localisée dans les parties supérieures de 1’épiderme.

De méme pour des applications pharmaceutiques, 1’encapsulation de principes actifs
est de plus en plus utilisée. Par exemple pour lutter contre les invasions virales (comme le
virus de I’immunodéficience humaine, VIH), il est proposé des vésicules contenant une
molécule capable de bloquer I’action d’un virus ou détruire les cellules infectées [149,150].
Pour cela les tensioactifs catanioniques composant ces vésicules ont la particularité de
présenter une téte glycoprotéinique reconnue par les cellules infectées. Lors du contact, les
vésicules s’ouvrent et se fondent dans la membrane lipidique, libérant ainsi le principe actif.

Actuellement, les tensioactifs sont utilisés au méme titre que les polymeres
amphiphiles et servent a modifier les propriétés intrinseques ou de surface de matériaux
[151,152]. Comme nous avons pu le voir précédemment, la nécessité de créer des surfaces
intelligentes pouvant a la fois €tre biocompatibles et biospécifiques est un enjeu de taille,
entre autre, pour la détection de maladies neurodégénératives dont la mise en €vidence de

I’antigéne responsable est difficile au-dessous d’une certaine concentration.

V.3) La modification de surface par plasma

Une voie en émergence est la chimie du plasma qui permet selon les gaz utilisés de
greffer directement a la surface de matériaux des groupes fonctionnels. Cette technique douce
n’altére pas les propriétés intrinseéques du matériau considéré. Il est ensuite possible de fixer
des molécules par adsorption. Des supports fonctionnalisés, de facon irréversible, sont ainsi
créés spécifiquement.

Les dépdts peuvent se faire :

e soit par trempage dans une solution contenant le produit a déposer. Des tensioactifs
sont intéressants tels que le dodecylbenzenesulfonate de sodium pour du

polypropylene [153],

e soit par la technique dite de la tournette (ou spin-coating) [154].
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VI — Conclusion

Les différentes notions abordées dans ce chapitre permettent d’orienter ce travail de
theése sur la conception de nouveaux supports de détection donnant un signal de détection plus
sensible pour de faibles concentrations en protéine antigénique, sans pour autant donner lieu a
de faux-positifs provenant d’associations et d’absorption aspécifiques des biomolécules
d’intéréts entre-elles ou a la surface des supports. L’étude bibliographique réalisée met en
évidence la nécessité de définir les propriétés des biomolécules d’intéréts ainsi que les types
d’interactions qu’elles présentent afin d’adapter la surface d’analyse. Ainsi 1’étude
bibliographique montre que les biomolécules de type anticorps présentent un caractere semi
hydrophobe, un point isoélectrique proche de celui de la protéine antigénique (pl ~ 5) et des
groupements amines et carboxyles pouvant créés des liaisons hydrogenes et électrostatiques

avec d’autres molécules possédant des groupes fonctionnels proches.

L’amélioration de la détection des antigénes ne doit pas uniquement tenir compte de la
spécificité de reconnaissance du complexe immun mais également de I’affinité de 1’anticorps
primaire pour la surface des puits constituants les réglettes de dosage. Ainsi, il est montré que
I’amélioration du seuil de détection du systéeme ELISA et la réduction du bruit de fond sont
liés a un surface du puits ayant une rugosité suffisante pour améliorer ’enduction de
I’anticorps de capture évitant ainsi tout phénomeéne de désorption et compatible avec la
molécule d’intérét. Il apparait clairement que ces améliorations passent d’abord par une
chimie de surface induisant un contrdle des propriétés physico-chimique de la surface interne

du puits de dosage.

Parmi les diverses voies proposées dans la littérature, une procédure originale a retenu
notre attention et correspond au systeme activation de la surface polymere par un plasma froid
avec le dépot de couches minces organisées de molécules amphiphiles. L’objectif de ces
travaux de these a ét€é de définir des surfaces fonctionnalisation homogenes et stables
permettant aux différentes biomolécules d’intérét de réagir de manicre spécifique entre elles
et avec la surface. En ce sens, I’étude et la caractérisation de ces couches et I’analyse des
interactions biomolécules — surface, ont permis une meilleure compréhension de 1’influence

de leurs propriétés quant a I’accroche de ’anticorps de capture et donc au signal de détection.
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Chapitre 11 :

Partie expérimentale

«Qutils et méthodes d’élaboration et de caractérisation des surfaces»
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I . Introduction

Ce chapitre décrit les méthodes permettant 1’¢laboration, la caractérisation et les
procédés de détection des maladies neurodégénératives, sujet de cette these. La premicre
partie concerne 1’¢élaboration par voie plasma froid et dépdot de couches minces des nouvelles
surfaces de détection. La caractérisation des surfaces nouvelles par diverses techniques telles
que la goniométrie, la microscopie électronique a balayage (MEB), la microscopie a force
atomique (AFM), et I’analyse des charges en surface sont décrites dans une deuxieme partie.
Enfin, la troisiecme partie de ce chapitre présente les protocoles de détection immuno
enzymatique ELISA utilisés pour diagnostiquer la présence des antigénes correspondant a

chacune des maladies étudiées.
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I1 . Produits commerciaux utilisés

Gaz d’Argon et d’Hélium
Hexatriméthylammonium

3-buten-1-amine
Trans-3,7-diméthyl-2,6-octadien-1-alynamine (gérnylamine)
Rhodamine B

Diodométhane

Eau ultra pure

Support de polypropylene 99% : société EUDICA
PBS

BSA

Acide sulfurique

Kit de détection INNOGenetics

Kit RoboScreen

Les protéines et anticorps de détection ont été fournis par les laboratoires partenaires

et centres hospitaliers
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II1 . Elaboration des supports

II1.1) Le réacteur plasma froid RF

Les échantillons de polypropyléne servant a I’étude des différentes interactions entre la
chimie de surface et les biomolécules d’intérét ainsi que les réglettes de détection ELISA ont
¢été activées a 1’aide d’un réacteur RF plasma froid. Ce dernier a été congu au sein du
laboratoire PCI et se compose de trois parties principales : une enceinte de traitement, un
systeme de pompage et un générateur radio-fréquence.

Le réacteur est constitué d’une enceinte de traitement, d’un groupe de pompage et
d’un générateur permettant I’excitation du gaz au sein de I’enceinte (figure II1.1).

Le traitement s’effectue dans une enceinte a vide métallique, non magnétique (en
aluminium). Elle possede une cathode reliée au générateur et une anode reliée a la masse qui
sert également de porte échantillon. L’enceinte mesure 140 mm de largeur, 285 mm de
longueur et 235 mm de hauteur.

La mise sous vide de I’enceinte de traitement s’effectue en deux étapes. Dans un
premier temps, une pompe primaire CIT — ALCATEL Pascal n°2010 SD permet d’obtenir
une pression de I’ordre de 10 mbar. Un second systéme de pompage régulé par une pompe
turbomoléculaire ALCATEL ATP 80/100 permet d’atteindre une pression de 1’ordre de 107
mbar. Une jauge Pirani/cathode froide ACC 1009, mesure la pression. Ce pompage est
permanent pendant toute la durée de traitement.

Une fois la pression constante, le gaz est injecté et son flux est contrélé a 1’aide d’un
régulateur de débit massique FC 7700 CDC Area. Le débit souhaité est réglé par le systeme

ROD-4 Area et exprimé en sccm (standard centimetre cube par minute).

Générateur RF
(13,56 MHz)
Pompe

Gaz 1l turbomoléculaire Ouverture pompe
Gaz 2 <—| ? turbomoléculaire

Entrée de
gaz

P Cathode

Fenétre

4 C
optique £

(

v

Pompe a
palette

P Anode

Ouverture pompe a
palette

Figure 1.1 : Représentation simplifiée du réacteur RF plasma froid
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L’excitation du gaz est effectuée par une décharge électrique émise par un générateur
d’onde ¢lectromagnétique RF de 13,56 MHz (marque SAIREM). Il délivre une puissance
pouvant aller jusqu’a 600 W. Des cadrans reliés a un Wattmétre Métrix permettent de
contrdler la puissance incidente demandée (Pi) et la puissance réfléchie perdue (Pr). Une boite
d’accord d’impédance permet d’ajuster la puissance réfléchie qui doit étre la plus faible
possible.

L’expérience s’effectue en optimisant les parameétres influencant le traitement :

- le choix du gaz,

- la puissance d’excitation du gaz,

- le débit du gaz utilisé,

- la durée de traitement.

I11.2) La fonctionnalisation des supports

I11.2.1) L’activation des surfaces par un plasma froid d’hélium

Les supports de polypropylene ont été fabriqués par la société EUDICA (Annecy). Le
polymére a une pureté d’environ 99%. Pour les besoins de I’étude EUDICA a fourni des
plaques de 7cm? et des réglettes a huit puits coniques.

Les supports de polypropyléne sont toujours lavés dans un bain d’éthanol sous
ultrasons durant 15 min et séchés 5 heures sous hotte a flux laminaire.

Le substrat est introduit dans le réacteur. L’enceinte est dans un premier temps mise
sous pression par vide primaire (10%/10” mbar), puis sous vide secondaire (10°/10° mbar),
de I’hélium est introduit dans 1’enceinte a une pression de 100 mbar et un débit de 100 sccm.
La puissance de décharge optimale est de 60 W. Le traitement est maintenu durant 60
secondes. Au bout de ce temps, le flux d’hélium est arrété et I’enceinte est remise a pression

atmosphérique.

I11.2.2) Elaboration des solutions d’immersion

Trois molécules commerciales, présentant un caractere amphiphile ont été retenues en

tenant compte : i) de leur masse moléculaire, ii) de leur hydrophilie en relation avec les
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groupements fonctionnels de leur partie hydrophile. II s’agit du bromure
d’hexatriméthylammonium (T1, M = 364 ,46 g/mol), de I’hydrochlorure de 3-buten-1-amine
(T2, M = 107,58 g/mol) et du trans-3,7-dimethyl-2,6-octadien-1-alynamine (géranylamine)
(T3, M = 153,26 g/mol). Les deux premiers sont solides (poudres) et le troisieme est liquide
(visqueux).

Les produits sont dissous dans de 1’eau distillée sous ultrasons durant 20 min a 37°C.
Pour dissoudre le trans-3,7-dimethyl-2,6-octadien-1-alynamine il est nécessaire d’ajouter 10%

en volume d’éthanol.

+
AN NSNS B T
/ \
HECMNHQ'Hcl -
CHs HsC
— T3
HEC)W_\H/\NHQ

I11.2.3) Dépot des couches minces a la surface des supports

Suite a I’exposition au plasma d’hélium, le substrat présente a sa surface des radicaux
qui vont permettre le greffage des molécules tensioactives (figure II1.2). L’échantillon est
immergé durant 5 h dans une solution aqueuse d’hydrochlorure de 3-buten-1-amine (1 mM) et

de géranylamine (1 mM) et durant 12 h pour le bromure d’hexatriméthylammonium (1 mM).
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Activation par plasma
froid d'hélium

27

AN
Py

Fonctionnalisation par
immersion

Figure 11.2 : Schéma explicatif du protocole de fonctionnalisation des surfaces de polypropyléne

Apres 5 heures ou 12 heures, 1’échantillon est retiré et mis a sécher durant 5 heures

sous hotte a flux laminaire. Il est ensuite conditionné sous atmosphere ambiante dans un

sachet stérile de polyéthylene.
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1V . Caractérisation des surfaces

IV.1) Mesure de la tension de surface des solutions

Une solution aqueuse de tensioactif possede une tension de surface spécifique et
permet de déterminer la concentration d’agrégation critique (CAC) d’une molécule
tensioactive. A cette fin, différentes techniques existent telles que 1’anneau de Noiiy, la
technique de la goutte pendante, la lame de Wilhelmy. Cette derniere a été utilisée.

Les mesures de tension de surface sont réalisées a 1’aide d’un tensiométre relié a un
ordinateur qui génere automatiquement la mesure de la tension de surface. Le principe
consiste a immerger une lame de platine dans une solution contenant le tensioactif étudié
(figure IV.3). La solution forme alors un film a la surface de la lame par capillarité. En
remontant la lame, le film aqueux se rompt. La tension de surface est mesurée a la rupture du
film. En réalisant cette expérience pour plusieurs solutions de concentrations différentes en
tensioactif, la courbe reportant la valeur de la tension de surface en fonction de la
concentration, ou du logarithme de la concentration, permet d’obtenir une courbe dont la

rupture de pente correspond a la CAC.

Figure 11.3 : Schéma de la Lame de Wihelmy

Avant toute mesure, la lame de platine doit étre nettoyée a 1’éthanol puis brilée a la
flamme afin d’¢éliminer toutes impuretés. L’appareillage doit ensuite étre étalonné. Dans un
premier temps, la masse de la lame de platine, qui est maintenue a la verticale par un crochet,
doit afficher une masse de 200 +/- 1 mg. Dans un second temps, le bon fonctionnement de
I’appareil est défini par la mesure de la tension de surface de ’eau distillée qui est de 72,8.107

N/m.
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En tenant compte des valeurs des tensions superficielles données dans la littérature
[1,2], et pour encadrer la valeur théorique de la CAC, les solutions sont préparées, plusieurs
heures avant les mesures, dans une gamme de concentrations allant de 0,5 mM a 3 mM.

Un volume de 15 mL de chacune des solutions est versé dans un cristallisoir dans
lequel la lame de platine (L.=24,20 +/- 0,05 mm x 1=10 +/- 0,05 mm x e=0,27 +/- 0,05 mm) est

plongée. Les mesures s’effectuent a température ambiante (24 °C).

IV.2) La goniométrie

Dans le but d’évaluer la mouillabilité¢ des surfaces avant et aprés fonctionnalisation,
des mesures d’angles de contact sont réalisées [3] avec plusieurs liquides. Elles permettent de
calculer les valeurs d’énergies polaire, apolaire et globale de chaque surface [4].

Les mesures d’angles de contact sont réalisées a 1’aide d’un goniometre de chez
RAME-HART.inc (model : 100-00-230). Il se compose de trois parties (figure IV .4) :

- une source lumineuse associée a un collimateur

- un porte échantillon

- et une lunette optique de lecture

Un disque radian disposé sur la lunette optique permet par la suite d’effectuer la
lecture de la valeur de 1’angle déterminé d’une part par la tangente du profil d'une goutte

déposée sur le substrat, et d’autre part avec la surface du substrat.

Lunette de lecture .
Collimateur
<{=il e
Porte échantillon Source
lumineuse

Figure 11.4 : Schéma présentant les trois composants du goniometre

Les énergies de surface sont calculées a I’aide de la méthode de Fowkes — Dupré —
Young et utilise les valeurs moyennes des angles de contact. Le principe repose sur la mesure
du travail d’adhésion a I’interface solide — liquide qui correspond aux interactions de Van der
Waals et aux liaisons hydrogenes entre les molécules. Par association avec les différentes

€quations, il en résulte 1’équation (5).
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WSL =vYs+ YL~ YsL équation de Dupré (1)

Ysv + Vs = YLV.COSG équation de Young (2)
WSL =YL- (1 + cosH) équation de Dupré — Young (3)
d nd
Weg =W +W équation de Young (4)
SL SL SL cq

d d d d
Wor= 2105 YO +(ys -7 )21

v (1 +cos0) = 2 [ (y§. ¥)Y? + (y3.ypH12 ] ®)

Dans le cadre de notre étude, deux liquides de référence sont utilisés : I’eau en tant que
solvant polaire et le dilodométhane en tant que solvant apolaire. Le tableau IV.1 présente les

valeurs des énergies de surface pour chacun de ces solvants [5].

Solvant v (mI/m?) | yPu(mi/m?) | ye(mi/m?)
Eau ultra-pure 72,8 21,8 51
Diiodométhane 50,8 49,5 1,3

Tableau 1.1 : Valeur des énergies de surfaces des solvants de référence

Pour chaque substrat, traité et non-traité, analysé, la valeur de I’angle de contact relevé
est la moyenne de plusieurs mesures réalisées a 1’aide de gouttes de chaque liquide, de 3 pL
d’eau ultra-pure et de 1,5 pL de diiodométhane. L’erreur moyenne pour la plupart des

mesures est inférieur a +/- 2°.

IV.3) La Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage est une technique permettant d’obtenir une
photographie de la surface analysée donnant ainsi la morphologie et I’effet de relief de la
surface mais également des spectres EDS présentant les éléments constitutifs de la surface.

Le principe repose sur les interactions entre les électrons bombardés a la surface de

I’échantillon et la surface elle-méme.
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En fonction des électrons émis en retour, différents types d’images de la surface sont
obtenues. Les électrons secondaires et les électrons primaires rétro diffusés donnent lieu a un
signal électrique caractéristique de la nature de I’échantillon et permettent d’accéder a la
morphologie de la surface. Les variations de lumiere et donc de contrastes observés donnent
une image en noir et blanc qui révele le relief de la surface de 1’échantillon. Les rayons X
proviennent du retour a I’état fondamental d’un électron excité¢ de la couche interne d’un
atome, chaque ¢élément possédant une longueur d’onde et des énergies qui lui sont propres. La
détection des rayons X est réalisée en fonction de leur énergie et I’ensemble permet d’obtenir
des spectres a dispersion d’énergie et donc 1’analyse élémentaire de la surface [6].

Les analyses ont été réalisées au Centre de Transfert de Technologie du Mans avec
I’aide d’Isabelle Gimenez sur un microscope électronique a balayage a pression variable

HITACHI S3200N équipé d’un détecteur de rayons X PRISMA GAMMA PGT.

[}/
]

Détectown : (1) d'élechons rétrodiffurés
(2) &' dlections secondaives
(3) du couramt dlechique

Figure I1.5 : Schéma explicatif du fonctionnement d’'un appareil de microscopie électronique a
balayage

Le microscope est composé d’une chambre sous vide, d’un filament de tungsténe qui
émet des électrons lesquels sont accélérés par des lentilles électromagnétiques et qui vont
bombarder la cible. Les bobines de balayage permettent de focaliser le flux et de le déplacer
selon x, y et z. Les détecteurs placés en fin de chaine captent les diverses émissions
d’¢lectrons et de rayons X.

La nature chimique des échantillons est d’abord évaluée en travaillant a une pression
d’environ 15 Pa. Les rayonnements d’électrons émis par le filament de tungsténe (10-30 kV)

balayent la surface et permettent la reconnaissance des ¢éléments constitutifs de 1’échantillon.
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Les supports sont aussi métallisés dans une cloche de métallisation (a 2.107 Pa) par de
I’or et/ou du palladium. Aprés métallisation, les échantillons sont mis dans le MEB (pression
6.10 Pa) : les électrons secondaires et rétrodiffusés émis par la surface permettent d’obtenir

leur topographie.
IV.4) La spectroscopie par photoélectrons a rayon X (XPS)

La spectroscopie par photoélectrons de rayons X repose sur un effet photoélectronique
résidant dans I’interaction entre la matiére analysée et le rayon de photons X et permet une
analyse ¢lémentaire de la surface étudiée. Sous I’'impact du faisceau de rayons X, la surface
est excitée et des photoélectrons sont €émis. Ces derniers ont une énergie cinétique spécifique
ce qui permet d’accéder aux énergies de liaisons interatomiques. Par ailleurs ces énergies
permettent de connaitre I’environnement chimique (nature des liaisons atomiques) de 1’atome
considéré. Le résultat de ces analyses est un spectre composé de pics dont ’aire est
proportionnelle au pourcentage atomique des éléments.

Les analyses ont été réalisées a 1’Institut Josef Stefan a Ljubljana (Slovénie) par Janez
Kovac et Alenka Vesel avec un spectrometre TFA XPS Physical Electronics. La figure 11.6
présente le principe de fonctionnement de I’appareil. Le fonctionnement de la source équipée
d’une anode en aluminium émettant un rayonnement correspondant a la raie Ka,;, pour une
énergie de 1486,6 eV, ainsi que de ’analyseur, nécessite une mise sous pression importante

de I’ordre de 6.10™'° mbar.

acquisition et traitement
de l'information

analyseur

d'énergie

source X

X chambre de préparation
canon 4

iong argon
sas d'introduction

potnpage pompage

potnpage

l chambre d'analyse
sous ulira-vide
P < 10 mbar

potpage

Figure I1.6 : Schéma du principe de fonctionnement d’un appareil XPS

Les dépots de couches minces ont été réalisés sur des surfaces de polypropylene de 10
x 10 mm? L’analyseur hémisphérique a été positionné a un angle de 45° par rapport a la

surface de I’échantillon. La profondeur d’analyse est de 9 nm. Le spectre large est obtenu
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avec un balayage jusqu’a 187,85 eV avec un pas de 0,4 eV, tandis que le spectre fin est réalisé
a 23,5 eV avec un pas de 0,1 eV. Tous les spectres sont référencés a partir du pic du carbone
principal Cls a la valeur de 284,8 eV. Le pourcentage atomique des éléments est déterminé

par le logiciel MultiPak v7.3.1 de chez Physical Electronics.

IV.5) La microscopie a force atomique (AFM)

La microscopie a force atomique est une technique issue de 1’association du principe
du microscope a effet tunnel, permettant une étude a 1’échelle atomique, et de la profilométrie.
L’AFM permet ainsi d’accéder a la fois a la rugosité de la surface finale et a 1’épaisseur du
dépot de couches minces effectué [7].

Le principe de cette technique repose sur la présence d’une sonde locale, une pointe,
montée sur un micro levier, qui en balayant la surface (en x, y et z) interagit avec 1’échantillon
(figure IV.7). Les différences de hauteur relevées par la pointe permettent de représenter la
topographie de la surface de I’échantillon. En effet, la pointe et les atomes en surface se
repoussent et s’attirent de fagon permanente via des forces de Van der Waals, leur permettant
de se trouver a une distance dite d’équilibre. Ce sont ces attractions et ses répulsions que le
micro clavier ressent et enregistre. Le relief de la surface est ensuite reconstitué par

ordinateur.

a;uh

Figure 11.7 : Exemple de mouvement de la pointe sur des « dents » de carbones.

La pointe est solidaire d’un faisceau laser qui permet, lors d’un changement d’indice
de réflexion, d’amplifier une variation topographique de la surface de I’échantillon. La

figure V.8 présente le fonctionnement d’un microscope a force atomique.
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Figure 11.8 : Schéma descriptif du fonctionnement de la technique de microscopie a force
atomique

Il existe différentes modes d’utilisations en fonction du type d’interaction pointe —
surface :
- tapping : la pointe en interagissant avec la surface modifie la fréquence de
résonance propre du levier en réduisant son amplitude de vibration,
- statique : les forces d’attraction et de répulsion entre les atomes en surface et la
pointe dévie le levier de son axe original ; la direction de cette déviation permet
d’évaluer le relief de la surface.

- modulation de fréquence : lorsque ’analyse est réalisée sous vide.

Dans notre cas, les mesures ont été réalisées par Janez Kovac et Alenka Vesel de
I’Institut Josef Stefan a Ljubljana (Slovénie) sur un appareil de type Solver PRO, NT-MDT en
mode tapping. Les échantillons ont été balayés avec une pointe en silicium avec une force
constante de 10 N.m™' et une fréquence de résonance de 170 kHz. Toutes les analyses sont
réalisées a D’air sur des surfaces de 5x5 pm? et de 10x10 pm? La rugosit¢é moyenne,
correspondant aux valeurs les plus élevées, est obtenue a partir de 5 aires différentes mesurant

5x5 pm?.
IV.6) La mesure du potentiel Zéta

La mesure du potentiel z€ta d’une surface permet d’évaluer 1’effet d’un électrolyte ou
d’une solution sur les modifications de charges d’une surface donnée [8]. En effet, sous 1’effet
d’une solution pHmétrique, une surface peut se charger positivement ou négativement ; les
interactions de répulsion et d’attraction des charges avec celles en solution dans 1’¢lectrolyte
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crée une différence de potentiel électrique, et permet d’obtenir aprés calcul la valeur du
potentiel z&éta de la surface. Plus le potentiel z€ta est élevé (en valeur absolue), plus la surface

est chargée (négativement ou positivement).

La composante principale de I’appareil de mesure est une cellule d’analyse adaptée a
I’échantillon a analyser. Comme le montre la figure IV.9, la cellule (25 x 50 x 5 mm) est
composée de deux parties emboitables permettant aux €chantillons d’étre a une distance
constante 1’un de I’autre. La partie inférieure de la cellule posséde deux orifices permettant

aux flux d’¢électrolyte de circuler au sein de la cellule d’analyse.

Echantillons
identiques en face
aface

VL, Flux électrolyte
= l[ sens 2
I |

Flux électrolytel|
sens 1

Cathode
Parties composant

la cellule

d’analyse

Figure 11.9 : Schéma de la cellule d’analyse de ’appareil de mesure du potentiel zéta

La différence de potentiel est mesurée par des électrodes situées de part et d’autre de la
cellule d’analyse contenant un électrolyte.

Deux cuves cylindriques permettent a 1’électrolyte de circuler dans un sens puis dans
I’autre au sein de la cellule. L’appareil de mesure est relié a un ordinateur calculant la valeur
du potentiel z€ta. Les mesures ont été réalisées sur 1’appareil de mesure ZétaCAD de la
sociét¢ CAD Instrument. La température d’expérience est maintenue de fagon constante a
25°C.

Comme présenté sur la figure I1.9, deux échantillons préalablement traités sont placés
en vis-a-vis dans la cellule d’analyse a une distance de 1 mm. Des solutions tamponnés de pH
3;4:;55; 7,4 ¢et9 ont été préparés a partir d’une solution physiologique d’eau ultra pure
avec une concentration de NaCl a 90 mg/L puis ajustée au pH désiré¢ a 1’aide de soude
(NaOH) ou de d’acide chlorhydrique (HCI). Les pH ont été mesurés avec un pH-metre HI —
8014 de HANNA Instruments.
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Les électrolytes sont introduits au sein de la cellule d’analyse a une pression constante
de 20 mbar en effectuant 5 allers-retours. Entre chaque solution pH, la cellule, et donc les
¢chantillons, ont été rincés avec de 1’eau ultra pure. Chaque expérience est reproduite trois
fois. Par ailleurs, et afin de s’assurer qu’aucun phénoméne d’hystérésis n’est présent, chaque
gamme de pH est réalisée dans le sens croissant et décroissant. Le calcul du potentiel zéta est
calculé a I’aide du logiciel Zéta CAD (résolution 800 x 600, pilote d’écran : SVGA) auquel et
relié ’appareil de mesure. La valeur du potentiel z€ta retenue est la moyenne des six valeurs

obtenues pour chaque solution pH.

IV.7) La microscopie confocale

La technique de la microscopie confocale est basée sur le principe du microscope
optique soit a lumiere réfléchie, soit a fluorescence, et possédant une faible profondeur de
champ (400 nm). Le plan focal de I’objectif est placé a différents niveaux de profondeur au
sein de I’échantillon, permettant ainsi d’obtenir une représentation tridimensionnelle de
I’échantillon. La source lumineuse est un laser, d’ou le terme de microscope confocal a
balayage laser (MCBL).

La surface a reconstituer est balayée par un rayon laser concentré par une lentille
optique. Un sténopé placé devant le détecteur permet aux photons provenant du plan focal
d’étre détectés et reproduire ainsi une image de la surface. La figure IV.10 présente le mode

de fonctionnement d’un microscope confocal a balayage laser
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Figure 11.10 : Schéma du principe de fonctionnement de la microscopie confocale

Les analyses en microscopie confocale ont €té réalisées sur un microscope confocal a
balayage laser (MCBL) de type Leica TCS-SP2 (Leica Microsystems Heidelberg, Germany).
Les solutions contenant les antigénes sont en milieu tampon phosphate salin (PBS) a un pH de
7,4. Les concentrations des protéines pathogenes sont de 50 ng/mLet 1 pg/mL
respectivement pour les protéines Prion recombinante humaine (PrPrechum) et a-synucléine
(a-syn). La protéine Tau-PHF est étudiée a une dilution de 1/250 de la concentration extraite
du LCR. Les solutions avec les anticorps de capture correspondant a chaque agent protéique
sont en milieu tampon carbonate a un pH de 9,6. Les concentrations respectives de 1’anticorps
de capture de la protéine PrPrechum (3F3), Tau-PHF (T46) et a-syn (10C3) sont de 10
pg/mL ;2 pg/mL et 5 pg/mL.

La rhodamine est préparée a une concentration de 0,5 mol/L dans une solution PBS et
une solution tampon carbonate [9,10]. Une goutte de 1mL de chaque solution est additionnée
a 5 mL des solutions protéiques ou d’anticorps. A ’aide d’une pipette pasteur, 2 a 3 mL de
solution finale sont déposés a la surface des supports traités. Apres 1 heure de séchage sous
hotte a flux laminaire, les supports sont mis sur le porte échantillon du microscope confocal.
Parallelement, un échantillon « blanc » a été réalisé avec de la solution tampon sans anticorps

et de la rhodamine dans les mémes conditions.
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V. Application a la détection par le systeme ELISA

V.1) Descriptif de I’appareillage

Le systeme ELISA est basé sur une analyse spectrophotométrique UV — visible et sur
la détection d’un chromophore. Un spectrometre possédant un lecteur de plaque ELISA est
relié a un ordinateur effectuant le calcul de la densité optique correspondante.

Les expériences menées au Centre de Recherche sur la Protéine Prion de Liege ont été
réalisées sur un spectrophotometre Bio-Tek instruments, EL-312e microplate Bio-Kinetics
reader. Les expériences effectuées au laboratoire de neuropathologie de Lyon ont été

analysées sur un spectrophotometre.

V.2) Les différents protocoles mis en ceuvre pour la détection de chaque protéine

considérée

Bien que le systtme ELISA posséde un protocole uniforme, il doit étre adapté aux

agents pathogeénes considérés.

V.2.1) Protocole de ’ELISA Sandwich PrPrechum

- Enduction de ’anticorps de capture Saf32 (10 pg/mL) contenu dans du tampon
carbonate (pH = 9,4) (Cm initiale = 1,2 mg/mL) (50 pL par puits) durant une nuit
a4°C

- Lavage et saturation des surfaces des puits a I’aide de la BSA a 3% dans le PBS
(pH =17,4) (200pL par puits). L’opération est réalisée 5 fois.

- Ajout de la PrPrechum (0-50 ng/mL) (50 puL par puits) durant 1h a 37°C (Cm
initiale = 2 mg/mL)

- Lavage des puits au tampon PBS (5 fois) (200 uL par puits)

- Ajout de I’anticorps de détection couplé biotinylé 7F4-biot contenu dans du PBS
(pH=7,4) (1 pL/mL) (50 uL par puits) durant 1h a 37°C (Cm initiale = 1 mg/mL)

- Lavage des puits au PBS (5 fois) (200 puL par puits)

- Ajout de la streptavidine couplée HRP dilué au 1/7500 durant 30min a 25 °C (50
uL par puits)
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- Lavage des puits au PBS (5 fois) (200 uL par puits)

- Ajout du TMB dilu¢ au 1/10, durant 30 min a 25 °C et a I’abri de la lumiere (50 uL
par puits)

- Arrét de la réaction avec du H,SO4 a IN (50 puL par puits)

- Lecture de la plaque d’analyse au spectrophotométre UV — visible a une longueur

d’onde de 450 nm.

V.2.2) Protocole de ’ELISA Sandwich PrP-DVE

- Enduction de I’anticorps de capture 3F3 a 10pg/mL dans du PBS (pH = 7,4) (Cm
initiale : 1,5ug/mL) durant une nuit a 4°C (50 puL par puits)

- Lavage et saturation des puits avec de la BSA a 3 % dans du PBS (200 uL par puits)
(5 fois)

- Ajout de la protéine PrPrechum a 50ng/mL dans du PBS durant 2h a 25 °C (n°
patient 0106730)

- Lavage des puits au PBS (5 fois) (200 uL par puits)

- Ajout de I’anticorps de détection 15F5-HRP dilué a 1/10 dans du PBS (RoboScreen
Kit) durant 1h a 25 °C (50 pL par puits)

- Lavage des puits au PBS (5 fois) (200 uL par puits)

- Ajout du TMB dans les proportions : 75uL. TMB, 45uL solution peroxyde, 3mL
tampon associ¢ (RoboScreen Kit) durant 30min a 25 °C et a ’abri de la lumiere (50 pL par
puits)

- Arrét de la réaction avec du HySO4 a 2N (50 pL par puits)

- Lecture de la plaque d’analyse au spectrophotométre UV — visible a une longueur

d’onde de 450nm.

V.2.3) Protocole de ’ELISA Sandwich Tau -PHF

- Enduction de I’anticorps de capture T46 a 2 pg/mL dans du tampon carbonate (pH =
9,4) (Cm initiale : 100ug/200uL) (50 uL par puits) durant une nuit a 4°C

- Lavage et saturation avec du Triton a 0,05 % dans du PBS (3 fois) (200 puL par puits)

- Ajout de la protéine Tau-PHF avec une dilution a 1/500 et une a 1/250 durant 2h a 25
°C (50 uL par puits)
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- Lavage et saturation avec du Triton a 0,05 % dans du PBS (3 fois) (200 pL par puits)

- Ajout de I’anticorps de détection (issu du kit de détection INNOgenetics Kit) durant
30 min a 37°C (50 uL par puits)

- Lavage et saturation avec du Triton a 0,05 % dans du PBS (3 fois) (200 puL par puits)

- Ajout de la streptavidine couplée HRP et diluée a 1/100 dans le diluant associé
(INNOgenetics Kit) durant 30 min a 25 °C (50 pL par puits)

- Lavage et saturation avec du Triton a 0,05 % dans du PBS (3 fois) (200 uL par puits)

- Ajout du TMB dilué a 1/100 dans le diluant associé (INNOgenetics Kit) durant
30min a 25 °C et maintenu a 1’abri de la lumiere (50 pL par puits)

- Arrét de la réaction avec du H,SO4 a 2N (50 pL par puits)

- Lecture de la plaque d’analyse au spectrophotometre UV — visible a une longueur

d’onde de 450nm.

V.2.4) Protocole de ’ELISA Direct a-synucléine (10C3)

- Enduction de I’anticorps de capture 10C3 a 0,5 et 5 pg/mL en tampon PBS (pH = 7,2)
durant une nuit a 4 °C (50 puL par puits)

- Lavage et saturation des puits au Tween20® 2 0,05% dans du PBS (200 uL par puits)
(3 fois)

- Ajout de I’anticorps de détection mousse-HRP a 0,3ug/mL dans le PBS (50 uL par
puits)

- Lavage et saturation des puits au Tween20® 2 0,05% dans du PBS (200 uL par puits)
(3 fois)

- Addition du TMB (50 pL par puits)

- Arrét de la réaction avec H,SO4 a 2N (50uL par puits)

- Lecture de la plaque d’analyse au spectrophotometre UV — visible a une longueur

d’onde de 450nm.
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Chapitre 111 :

Elaborations des nouveaux
supports de détection

«Optimisation des parametres d’élaboration et caractérisation physico-
chimique. Essais a la stérilisation. »
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I . Introduction

La biocompatibilité des surfaces polymeres hydrophobes utilisées dans le domaine du
biomédical est un enjeu de taille [1,2]. Ainsi, et comme nous avons pu le voir dans le chapitre
1, la nécessité d’augmenter la rugosité, I’hydrophilie et la fonctionnalité de ces surfaces est
indispensable a une meilleure bio-adhésion des biomolécules d’intéréts mises en jeu dans le
systtme immunoenzymatique ELISA. Il s’agit alors de définir un protocole de
fonctionnalisation des surfaces de polypropyleéne préservant les propriétés intrinseques du
matériau, nécessaire a I’analyse optique, et n’altérant pas les conformations structurales des
agents biologiques. Par ailleurs, ’industrialisation possible du protocole de modification des
surfaces d’analyses demande un procédé facile a mettre en place, peu onéreux et respectueux
de I’environnement. L’association de la technique du plasma froid et du dépdt de couche
minces de molécules amphiphiles biocompatibles, en adéquation avec ces criteres, a donc
retenu notre attention [3 a 5].

En effet, le traitement de surface par plasma froid est un procédé non toxique et non
polluant, il permettait selon le gaz utilisé d’obtenir des surfaces trés spécifiques conduisant a
des applications performantes [5]. La volonté de fixer des groupements spécifiques, via un
dépdt de couches minces, permettant de reproduire les interactions existantes entre les
biomolécules a 1’état naturel (liaisons hydrogenes, forces électrostatiques et de Van der
Waals) nécessite la formation a la surface du polypropyléne de radicaux libres pouvant réagir
par la suite avec les molécules de fonctionnalisation. Ces dernieres étant amphiphiles,
I’augmentation du caractére hydrophile doit étre telle que la quantité de radicaux libres soit
suffisante pour fixer les molécules via les groupements présents sur leur queue et non via les
tétes possédant les groupements fonctionnels ciblant. Le choix de gaz rares tels que 1’argon et
I’hélium semble approprié [6]. L’activation de la surface de polypropyléne passe donc par
I’optimisation de trois parametres permettant de générer le plasma le plus a méme de répondre
a nos exigences :

- la puissance induite,
- le débit de gaz,
- etle temps de décharge.

Par la suite, le dépdt de couches doit permettre d’obtenir une rugosité plus importante de
la surface afin de mieux fixer les anticorps de capture mais également de posséder des
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groupes de tétes biocompatibles tels que des groupements dérivés d’amines, pouvant étre
reconnus par le systeéme biologique [7 a 10]. Dans le but de réaliser une étude comparative sur
les différences de longueur de chaine, la taille de la partie hydrophile amine substituée ou non
et de la présence de charges, trois molécules amphiphiles ont été choisies :

- le bromure d’hexatriméthylammonium, noté T1
- I’hydrochlorure de 3-buten-1-amine, noté T2

- et le trans-3,7-dimethyl-2,6-octadien-1-alynamine, noté T3.

=
SN TN TN TN B T
/ \
HQCMNHQ *HCI|
CHy  HiC
— T3
HsC T § NH=

Notons que le bromure d’hexatriméthylammonium posséde des propriétés

tensioactives, en particulier sa capacité d’agrégation qui sera également étudiée par mesure de
la tension de surface en milieu aqueux en fonction de sa concentration.
L’optimisation du dépdt de couches minces nécessite de définir la concentration et le temps
d’immersion du support, optimaux pour laquelle la multicouche donne lieu a une surface
hydrophile et d’épaisseur suffisante pour que I’accroche de I’anticorps de capture soit la
meilleure possible.

Les surfaces ainsi modifiées sont systématiquement caractérisées par différentes
techniques permettant d’évaluer la bonne activation, fonctionnalisation et hydrophilie de la
surface finale. Dans le but de pouvoir répondre aux exigences matérielles des méthodes
d’analyses, I’optimisation de la modification de surface est réalisée sur des plaques de
polypropyléne identique a celui des réglettes d’analyses et d’une taille moyenne de 10 x 15
mm?2. Seront alors présentées les caractérisations par goniométrie, mesure du potentiel des
charges en surfaces, par spectroscopie par rayons X, par microscopie a force atomique... pour
la partie d’activation de surface puis de fonctionnalisation par dép6t de couches minces,
toujours en référence a un support témoin non traité.

Dans un dernier temps, une étude menée sur les modes stérilisation des supports

fonctionnalisés sera traitée.
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II . Modification des propriétés de surface des supports de polypropylene par

un plasma froid

La technique des plasmas dits « froids » permet de modifier la surface d’un matériau
sans pour autant altérer ses propriétés massiques [12]. Cette technique possede diverses
applications telles que le nettoyage de surfaces, la dépollution et la stérilisation de matériel
médical [13,14]. En chimie, les plasmas froids permettent de modifier physiquement les
couches supérieures d’un matériau soit par greffage de groupements fonctionnels, soit par
activation en créant des radicaux en surface. Le choix du gaz est donc important en fonction
de I’application finale du support modifié.

Dans le cas de notre sujet de recherche, la surface des supports de polypropylene doit
étre activée afin de pouvoir par la suite réaliser un dép6t de couches minces fonctionnelles.
Les molécules utilisées possédant un caractere amphilile, il est nécessaire d’obtenir des
surfaces a caractere hydrophile permettant un réarrangement optimal des couches minces a
leurs surfaces. Dans la littérature, les gaz les plus souvent utilisés sont I’argon et 1’hélium qui
permettent d’obtenir facilement une surface homogene de radicaux libres via une décharge
plasma radiofréquence [15,16].

Comme énoncé précédemment, une décharge plasma dépend de trois parametres : la
puissance de décharge (P), le débit de gaz (d) et le temps de décharge (t). Afin de définir les
conditions et le gaz le mieux approprié a nos criteres, une étude comparative entre 1’argon
(Ar) et I’hélium (He) a été réalisée. Les surfaces activées ont été caractérisées par mesure
d’angle de contact, la chimie de surface (de charges et atomistique) a été évaluée par mesure
de potentiel z€ta et par spectroscopie des rayons X (XPS), leur topographie a été analysée a
I’échelle nanométrique et micrométrique par microscopie ¢lectronique a balayage (MEB) et

microscopie a force atomique (AFM).

I.1) Influence des parameétres de décharge sur I’évolution du caractere

hydrophile des supports de polypropyléene aprés activation par un plasma froid
Afin de déterminer les parametres de décharges optimum réalisés avec le gaz d’argon

et le gaz d’hélium dans les conditions recherchées ; a savoir 1’obtention d’une surface

hydrophile possédant une énergie polaire de surface de 1’ordre de 20 mJ.m™ de manidre a
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correctement fixer par la suite les molécules de fonctionnalisation ; un suivi par mesure

d’angle de contact a été réalisé pour chacun des parameétres influencant la décharge.

I1.1.1) Influence de la puissance de décharge sur la mouillabilité des

surfaces activées et des énergies de surfaces associées

L’évolution du caractére hydrophile de la surface en fonction de la variation de la
puissance de décharge pour le gaz d’argon et d’hélium est représentée sur la figure IIL.1. Les
parametres correspondant au débit et au temps de décharge sont fixés a 60 sccm et 2 minutes.
Tout au long de I’expérience, et ce pour chacun des deux gaz, la pression dans I’enceinte du
réacteur lors de la décharge est constante (p=10'2 mbar).

Quel que soit le gaz considéré, la variation de la mouillabilité évolue de la méme
facon. Plus la puissance est importante, plus I’angle de contact entre la goutte d’eau ultra-pure
déposée et la surface de I’échantillon est faible. Les deux courbes présentent une décroissance
rapide de la valeur de I’angle de contact jusqu’a une valeur de la puissance de 50 W et 60 W,
respectivement pour 1’argon et 1I’hélium. Au-dela de ces valeurs, la puissance n’a plus
d’influence sur 1’activation de la surface, la valeur de ’angle de contact demeurant constante

et quasi nulle.

120 —m— Plasma He

100 |} —a— Plasma Ar
I\

80

60 -

Angle de contact (°)

80 90 100

Puissance (W)

Figure IIl.1 : Evolution de [’angle de contact d’'une goutte d’eau ultra-pure déposée sur la surface de
PP apres traitement en fonction de la puissance de décharge pour un plasma d’argon et un plasma
d’hélium (d=60 sccm, t=2 min, p=10'2 mbar)
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La figure III.2 présente les variations des énergies totale et polaire associées aux
valeurs des angles de contact d’eau ultra-pure pour des surfaces de PP activées par un plasma
d’argon et un plasma d’hélium. Lorsque le caractére hydrophobe d’une surface diminue, la
valeur de 1’énergie polaire de surface augmente tandis que 1’énergie de surface apolaire
décroit. Contrairement aux mesures d’angle de contact présentées sur la figure 1, les énergies
de surfaces augmentent avec la puissance. En effet, plus la puissance est importante et plus la
surface devient hydrophile, 1’angle de contact de la goutte d’eau ultra-pure devient donc quasi

nul et son énergie polaire est plus grande.
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Figure 111.2 : Evolution des valeurs des énergies totale et polaire en fonction de la puissance de
décharge pour un plasma d’argon et un plasma d’hélium (d=60 sccm, t=2 min, p=10" mbar)

De méme que pour les valeurs d’angle de contact, les valeurs des énergies totale et
polaire deviennent constantes aux alentours d’une puissance induite de 45 W et 60 W pour le
plasma d’argon et d’hélium, respectivement. Au-dela de ces puissances, 1’argon présente ainsi
une valeur moyenne d’énergie polaire de surface de 41 mJ.m™ et I’hélium une énergie polaire
de surface de 36 mJ.m™.

Les résultats présentés dans la littérature montrent souvent une stabilisation de ces
valeurs lorsque 1’un des parameétres de décharges n’influe plus la modification de la surface
considérée. Il existe en effet un équilibre thermodynamique entre les especes présentes dans la
phase plasma et celles qui peuvent réagir avec la surface de PP. Par ailleurs, et selon

I’épaisseur de 1’échantillon et les paramétres de décharge considérés, la rugosité de la surface
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traitée est limitée [17]. Cet équilibre permet de relever la valeur a partir de laquelle 1’un des
parameétres de décharge n’a plus d’influence sur I’activation des surfaces. Ainsi, le reste de
notre étude gardera comme valeur de puissance de décharge 50 W et 60 W, respectivement

pour le gaz d’argon et d’hélium.

I1.1.2) Influence du débit de gaz sur la mouillabilité des surfaces activées et

les énergies de surfaces associées

Lors de la décharge plasma, le débit de gaz doit rester constant durant le traitement de
la surface. Ceci permet d’assurer au sein de l’enceinte du réacteur une quantité toujours
identique en especes réactives [18].

Les variations des angles de contact de gouttes d’eau ultra-pure déposées sur les
surfaces traitées permettant d’évaluer 1’influence du débit de gaz sur I’activation de la surface
de PP pour des puissances de 50 W et 60 W pour le gaz d’argon et le gaz d’hélium,

respectivement, sont présentées sur la figure II1.3.
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Figure II1.3 : Evolution de [’angle de contact d’'une goutte d’eau ultra-pure déposée sur la surface de
PP apres traitement en fonction du débit de gaz pour un plasma d’argon et un plasma d’hélium
(P(Ar)=50 W,P(He)=60 W, t=2 min, p:IO'2 mbar)

Les deux courbes évoluent de la méme facon. Plus le débit de gaz est important, plus
la valeur de I’angle de la goutte d’eau ultra-pure déposée a la surface des échantillons

augmente, c’est-a-dire que la surface est de plus en plus hydrophobe. Quel que soit le gaz

considéré, argon ou hélium, la courbe présente une rupture de pente pour un débit de gaz de
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50 sccm avec une valeur d’angle de contact de 19,83° pour 1’argon et de 17,75° pour I’hélium.
Au-dela de cette valeur de 50 sccm, la pente des courbes augmente pour devenir quasi-nulle
pour des débits de gaz d’hélium de 100 sccm et 120 sccm. Le débit de gaz n’a donc plus
d’influence sur la modification de la surface de PP [18].

Les expériences réalisées avec le gaz d’argon ne permettent pas d’obtenir un plasma
au-dela d’un débit de 60 sccm. Il est possible qu’un tel débit entraine une dégradation de la
surface de PP trop importante et non seulement une activation.

La figure II1.4 permet d’observer 1’évolution des valeurs des énergies de surfaces
totale et polaire calculées en fonction des mesures d’angle de contact pour les surfaces traitées

par le gaz d’argon et le gaz d’hélium.
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Figure 1l1.4 : Evolution des valeurs des énergies totale et polaire en fonction du débit de gaz pour un
plasma d’argon et un plasma d’hélium (P(Ar)=50 W,P(He)=60 W, t=2 min, p=107 mbar)

Les énergies totale et polaire évoluent de la méme facon ’une par rapport a I’autre.
Ainsi les valeurs des énergies de surfaces augmentent en méme temps que la valeur du débit
de gaz. Les valeurs des énergies polaires correspondant a chacun des deux gaz deviennent
constantes a partir d’un débit de gaz de 50 sccm avec un valeur de 74 mJ.m2 tandis que les
valeurs des énergies totales sont constantes a partir de 50 sccm pour I’argon (42 mJ.m™?2) et 60

sccm pour I’hélium (41 mJ.m™?), ce qui signifie que le caractere hydrophobe des surfaces
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traitées par un plasma d’hélium est plus prononcé jusqu’a 60 sccm que celles traitées par le
plasma d’argon.

L’équilibre thermodynamique de la phase plasma est donc atteint pour des débits de
gaz de 50 sccm pour le traitement effectué avec le gaz d’argon et de 60 sccm pour le gaz

d’hélium. Ces valeurs sont donc retenues pour I’étude du temps de traitement.

I1.1.3) Influence du temps de décharge sur la mouillabilité des surfaces

activées et des énergies de surfaces associées

Le dernier parametre influencant I’activation de la surface de PP est le temps de
traitement durant lequel la puissance et le débit de gaz vont €tre maintenus constants. La
variation de 1’angle de contact d’une goutte d’eau ultra-pure déposée sur les surfaces traitées a

différents temps est reportée sur la figure I11.5.
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Figure IIL5 : Evaluation de I’angle de contact d 'une goutte d’eau ultra-pure déposée sur la surface de
PP apres traitement en fonction du temps de traitement pour un plasma d’argon et un plasma
d’hélium (P(Ar)=50 W, d(Ar)=50 sccm,P(He)=60 W, d(He)=60 sccm, p=10~ mbar)

Les deux courbes correspondant au temps de traitement des surfaces de PP avec un
plasma d’argon et d’hélium évoluent de facon identique. Plus le temps durant lequel la
décharge est maintenue constante (puissance et débit de gaz constants) augmente, plus la
valeur de I’angle de contact avec la surface décroit. Contrairement aux deux autres
parametres, puissance induite de décharge et débit de gaz, le temps influence la surface traitée

en augmentant son caractere hydrophile et non son caractere hydrophobe. En effet, pour un
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temps de traitement de 10 s, les angles de contact relevant du caractere hydrophile de la
surface de PP aprés traitement présentent, respectivement pour 1’argon et 1’hélium, des
valeurs de 65,83° et 50,5 alors que pour un temps de 150 s, les valeurs obtenues sont 29,42° et
17,5°. Néanmoins, la courbe correspondant au plasma d’argon présent un plier a partir de 90 s
de traitement. La courbe réalisée avec les supports de PP traités par un plasma d’hélium se
stabilise quant a elle 1égerement a partir de 60 s ou I’écart entre chaque valeur d’angle de
contact est plus faible, de I’ordre de 5° contre 15° pour de courts temps de traitement.

Les énergies de surfaces totale et polaire ont été calculées et sont présentées dans la
figure II1.6. Bien que les angles de contact décroissent fortement avec le temps, le caractere
hydrophile de la surface traitée relatif a la valeur de I’énergie polaire de surface n’est pas
traduit par de tres faibles valeurs. En effet, les courbes des énergies de surfaces polaires des
supports traités par un plasma d’argon et un plasma d’hélium deviennent constantes pour de
long temps de traitement. Au-dela de 90 s, les courbes présentent un palier situé aux alentours
de 40 mJ.m™2. Il en va de méme pour les courbes correspondant a 1’énergie de surface totale

dont la valeur se stabilise vers 70 mJ.m™2.

+ -~ % _-- —a— Energie totale Ar
20 e - - — & - Energie polaire Ar
10 7 // /% - —&— Energie totale He
¥, - — B - Energie polaire He
0¥~ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Energie totale/Energie polaire (mJ/m-2)
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Figure Ill. 6 : Evolution des valeurs des énergies totale et polaire en fonction du débit de gaz pour un
plasma d’argon et un plasma d’hélium (P(Ar)=50 W,P(He)=60 W, d(Ar)=50 sccm, d(He)=100 sccm,
p=107 mbar)

Les parametres optimaux de décharge choisis pour 1’argon et I’hélium sont donc une

puissance de 50 W pour chaque gaz, un flux de gaz de 50 sccm et de 60 sccm et un temps de
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traitement de 90s et 60s. Pour des conditions de décharges voisines, le temps de traitement
¢tant plus faible dans le cas de I’activation par plasma froid d’hélium, il semblerait intéressant
de ne conserver que ce dernier. Afin de s’en assurer, nous avons réalisé un test de répétabilité

de notre activation pour comparer I’activité de chaque gaz.

I1.2) Comparaison entre un plasma d’argon et un plasma d’hélium pour activer

les surfaces de polypropylene

Dans le cadre de notre projet, il est nécessaire de pouvoir fournir un traitement
donnant lieu a des surfaces a la fois homogene et dont le traitement est reproductible et
facilement exploitable a 1’échelle industrielle. Dans cette optique, nous avons réalisé une série
de mesures par goniométrie afin d’évaluer la répétabilité et la stabilité dans le temps de
I’activation de nos surfaces. Cela nous a permis de sélectionner le traitement plasma

répondant a nos attentes.

11.2.1) Etude comparative sur la répétabilité de I’activation par plasma

froid d’argon et d’hélium des surfaces de polypropylene

Les mesures d’angles de contact d’une goutte d’eau ultra-pure et les valeurs des
énergies de surface polaires de plusieurs échantillons traités par plasma froid d’argon ou

d’hélium dans des conditions identiques sont présentées sur la figure I11.7.
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Figure I11.7 : Evolution des valeurs des angles de contact d’'une goutte d’eau ultra-pure déposée sur
la surface et des énergies polaires sur une série d’échantillons de PP traités par plasma d’argon
(P=50 W, d=50 sccm,t=90 s, p:IO'Z mbar) et par plasma d’heliuvm (P=60 W, d=60 sccm,t=60 s,

p=10" mbar)

La nécessit¢ d’obtenir au final des surfaces homogeénes avec une bonne
reproductibilité, ne permet pas de choisir I’argon comme gaz activateur de nos surfaces de PP,
ce dernier ne permettant pas d’acquérir des surfaces traitées identiques aprés chaque
traitement. En effet, les valeurs obtenues pour les mesures d’angle de contact avec une goutte
d’eau ultra-pure présentent des valeurs pouvant varier de 13,42° avec une énergie de surface
polaire associée de 52,46 mJ.m? (échantillon 5) a 46,25° avec une énergie de surface polaire
de 23,99 mJ.m™. Le traitement des surfaces de PP par plasma froid d’argon n’est donc pas
reproductible et ne peut donc pas retenir notre attention.

En revanche, le traitement réalisé avec 1’hélium présente une meilleure stabilité et
répétabilité des mesures. En effet, quel que soit 1’échantillon traité considéré, les valeurs
correspondant aux angles de contact mesurés avec le dépot d’une goutte d’eau ultra-pure a la
surface des échantillons présentent une moyenne centrée sur 24,45° avec une erreur moyenne
de 2,067°. Il en va de méme pour les énergies de surfaces polaires calculées dont la moyenne

s’axe autour de 39,19 mJ.m? avec une erreur moyenne de 1,196 mJ.m™2.

11.2.2) Etude comparative du vieillissement d’une surface de

polypropyléne activée par un plasma froid d’argon et d’hélium

Les supports activés par traitement plasma montrent parfois une modification de leurs
propriétés de surface, due a une post-oxydation ou un remaniement de la chimie de surface en
fonction de son environnement. La nécessité de pouvoir stockés les supports activés jusqu’a
leur fonctionnalisation par dépot de couches était donc une notion a prendre en compte. Nous
avons réalisé une série de mesures permettant d’évaluer la stabilité de ce prétraitement dans le
temps.

La figure III.8 montre la variation de 1’angle de contact et de ’énergie de surface
polaire de polypropyléne activé par un plasma froid d’argon et par un plasma froid d’hélium
stockés a I’air ambiant dans des sachets hermétiques, pour des mesures relevées chaque

semaine durant 8 semaines dans les mémes conditions.
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Figure I11.8 : Evolution dans le temps des valeurs des angles de contact d 'une goutte d’eau ultra-pure
deéposée sur la surface et des énergies polaires sur une série d échantillons de PP traités par plasma
d’argon (P=50 W, d=50 sccm,t=90 s, p=]0'2 mbar) et par plasma d’hélium (P=60 W, d=60
sccem,t=60 s, p=1 0? mbar)

N.B. : les barres d’erreurs des angles des courbes correspondant a [’activation par un plasma froid d’hélium étant tres
faibles, de I'ordre de 0.3°, ne peuvent étre visibles sur le graphique.

Les valeurs obtenues montrent dans chaque cas une variation négligeable du caractere
hydrophile des surfaces activées puisque la valeur de ’angle de contact varie au maximum
d’environ 3° pour les supports traités par plasma d’argon. Ces résultats étaient attendus
puisque D’air est en parti constitué d’atome d’oxygene et d’azote et lui confere donc un
caractere semi-hydrophile. Les angles de contact relatifs aux supports activé par un plasma
d’argon sont significatifs d’un réarrangement de la chimie de surface avec les molécules
ambiantes. Néanmoins, il semblerait que le systeme, bien que fermé, ait du mal a s’équilibrer,
ce qui expliquerait les variations plus importantes des valeurs obtenues par goniométrie.

A contrario, les supports activés par un plasma d’hélium ne présentent qu’une tres
faible variation de la valeur de 1’angle de contact, de I’ordre de 0.3°. La chimie de surface du
support s’équilibre deés la seconde semaine et se stabilise de fagon irréversible.

Bien que comme mentionné au début de ce chapitre et contrairement a la littérature
[15], Pargon ne sera pas choisi comme gaz pour créer un plasma froid permettant d’activer la

surface des supports de PP. La suite de nos travaux, est donc menée sur 1’étude et la
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caractérisation de supports de polypropyléne activés par un plasma froid d’hélium avec

comme parametres optimum de décharge : P=60 W, d=100 sccm et t=60s.

I1.3) Caractérisation physico-chimique des surfaces de polypropylene activées

par un plasma froid d’hélium

Les surfaces des supports de PP activées par plasma froid d’hélium avec les
parametres optimum définis précédemment ont été analysées et caractérisées d’un point de
vue chimique au travers de méthodes telles que la spectrométrie a rayons X et la mesure du
potentiel zéta correspondant a 1’étude des charges en surfaces mais aussi d’un point de vue
topographique via la microscopie électronique a balayage et a force atomique.

Dans chaque cas, les supports dont la surface a été activée sont notée PPHe et sont

comparées a un support témoin non traité, noté PP.

I1.3.1) Caractérisation de la composition chimique des surfaces activées

L’activation de la surface des supports de PP par un plasma d’hélium crée des
radicaux libres qui peuvent par la suite réagirent avec les molécules présentent dans 1’air tels
que I’hydrogéne, ’azote et 1’oxygeéne. Ce sont ces molécules qui vont étre analysées, et
confirmées que le support a bien été activé.

Dans un premier temps la chimie de surface est évaluée par spectrométrie des rayons
X. Le tableau III.1 et I’histogramme associ¢ de la figure II1.9 présentent les concentrations en
pourcentage atomique des atomes présents a la surface d’un support non traité et traité par
rapport au carbone. Les impuretés recensées ici correspondent aux atomes constituant les
appareils et ustensiles avec lesquels les analyses de spectrométrie a rayons X ont été réalisées

(silicium, sodium, chlore, soufre).

Cls Nls Ols impuretés
PP 99,1 0,9
PPHe zone 1 74,8 2 21 2,2
PPHe zone 2 73,7 1,7 214 3,2
Moyenne PPHe 74,3 1,8 21,2 2,7

Tableau 111.1 : Concentration en pourcentage atomique de la chimie de surface d’un support de PP
non traité et d 'un support de PP traité par un plasma d’hélium (P=60 W ; d=100sccm ; t=60 s)
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Figure I11.9 : Histogramme correspond aux concentrations en pourcentage atomique de la chimie de
surface d’un support de PP non traité et traité par un plasma d’hélium (P=60 W ; d=100 sccm ; t=60
s)

Le polypropyléne choisi dans le cadre de notre projet étant pur a 99%, il est donc
majoritairement composé¢ d’atomes de carbone et d’atomes d’hydrogene. Comme présenté
dans le tableau III.1, le PP est constitué¢ a 99,1% d’atomes de carbones et a 0,9% d’atomes
d’oxygeéne pouvant étre présent dans la matrice du polymeére, soit provenir de manipulations
extérieures lors de I’analyse de I’échantillon.

La surface de 1’échantillon de PP activé par plasma d’hélium est analysée en deux
endroits différents afin de s’assurer des résultats obtenus par XPS ainsi que pour vérifier
I’homogénéité du traitement. Les valeurs obtenues montrent bien que le traitement
d’activation de la surface par plasma froid est homogene a la surface des supports puisque les
valeurs en pourcentage atomique sont trés proches pour un méme atome. Considérant 1’atome
de carbone pour le support activé par exemple, les concentrations en pourcentage atomique
sont de 74,8 % et 73,7 %, pour la zone 1 et 2 respectivement. Par ailleurs, les pourcentages
calculés permettent de confirmer que la surface des supports de PP est bien activée par le
plasma d’hélium puisque apparaissent les pourcentages relatifs d’atomes d’azote (1,8 %),
d’oxygeéne (21,4 %) et par conséquence de la présence de ces atomes, le pourcentage de

carbone décroit passant de 99,1 % sur le support de PP témoin a 74,3 %.

Ceci est confirmé par les spectres XPS relatif au Cls présentés dans les figures I11.10
et I.11. Le spectre XPS correspondant au support de polypropyléne brut présente un pic
majoritaire a 285.0eV attribué aux liaisons C-C/C-H et un pic secondaire a 286.3¢eV attribué a

la liaison C-O correspondant a la présence d’atomes d’oxygene dans la matrice du polymere.
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C°"gt1';“a"t C1 (%) C2% C3% C4%
Energie (eV) | E=285,0eV | E=286,3eV | E=288,0eV | E=289,3eV
Assignement| C-C/C-H | C-O/C-N C=C|)\J’_' gz'g'o I o=c-0
Echantillons
PP 97,2 28 0 0
PPHe 80,3 15,6 41 0

Tableau 111.2 : Concentration relative des groupes carbone fonctionnalisés provenant du spectre Cls
d’un support de PP non traité et d 'un support de PP traité par un plasma d’hélium (P=60 W ;
d=100sccm ; t=60 s)

Spectre XPS PP Cls
<
2
5
296 292 280

Binding Energy (eV)

Figure I11.10 : Spectres XPS Cls d’un échantillon de PP non activé

En revanche, le spectre XPS relatif au support de polypropyléne activé par un plasma
froid d’hélium, montre que le taux d’oxygene en surface augmente. Le pic correspondant a la
liaison C-O (286.3eV) augmente de pres de 80% par rapport au support brut et un nouveau pic
apparait a 288.0eV correspondant a la liaison C=0. Ceci est di a la réaction entre les radicaux
libres créés a la surface du support apres activation et les molécules d’oxygene présente dans

I’air ambiant lors de I’exposition de la surface durant I’analyse.
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Figure I11.11 : Spectres XPS Cls d’un échantillon de PP activé par un plasma froid d’hélium

Néanmoins, le plasma d’hélium permet donc d’activer la surface des supports de
polypropyléne de fagon homogene et de créer des radicaux libres tres réactifs qui pourront par

la suite interagir avec les molécules de fonctionnalisation.

I1.3.2) Caractérisation des charges en surface des surfaces activées

Dans un second temps, une série de mesure permettant d’accéder a la valeur du
potentiel zéta des charges en surfaces a été réalisée sur un support de PP témoin non traité et
un support de PP activé par plasma d’hélium.

L’¢évaluation des charges de surface a été réalisée a différents pH correspond a la fois
au point isoélectrique du PP (pI=5,5), du pKa des groupements induits par 1’activation
radicalaire (pKa=9) et du pH utilisé lors de la détection des maladies neurodégénératives au
moment de 1’enduction de I’anticorps primaire a la surface du support de détection (pH=7,4).
Une valeur de pH=4 intermédiaire a été ajoutée dans le but d’avoir un croissante continue en
pH.

Tout d’abord, les mesures de potentiel zEéta ont été relevées par pH croissants puis
décroissants afin de s’assurer que le support ne subit aucun effet d’hystérésie sous 1’action des
divers pH a sa surface. En effet, sous I’action du pH, la surface peut étre modifiée de facon

irréversible. Effectuer un relevé des potentiels zétas pour chaque pH dans le sens croissant

94



puis décroissant des valeurs de pH permet d’évaluer ce phénoméne d’hytérisie. S’il a lieu, les
courbes aller-retour sont différentes, dans le cas contraire elles sont quasiment superposables.
La figure II1.12 présente 1’évolution des valeurs du potentiel zéta pour chaque pH

considérés pour le support de PP témoin et le support activé.
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Figure I11.12 : Evaluation de I’hystérésie en fonction des pH sur les surfaces de PP non traité (en
haut) et de PP traité par un plasma d’hélium (en bas)
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Quel que soit le support, aucun phénomeéne d’hystérésie n’est observé, les courbes
correspondant au pH croissants et décroissants présentent la méme attitude en fonction du pH.

Les surfaces ne sont donc pas altérées sous I’effet de I’écoulement des solutions tamponnées.

I1.3.3) Caractérisation de la topographie des surfaces activées

Afin d’évaluer la topographie des surfaces des supports de PP non activé et activé par
plasma d’hélium et de confirmer les résultats obtenus par les analyses chimiques réalisées par
XPS et mesure du potentiel zéta des charges de surface, a savoir que la surface de PP a bien
été activée de facon homogene, des analyses par microscopie a balayage et a force atomique

ont été réalisées.

11.3.3.1) Analyses par microscopie électronique a balayage

Dans un premier temps, des analyses par microscopie électronique a balayage ont été
effectuées sur un support de PP non trait¢ et d’un support de PP activé par un plasma
d’hélium. Ces analyses ont permis d’obtenir les spectres EDX des atomes constitutifs de la
surface ainsi que des images des surfaces métallisées au palladium.

La figure III.13 présente les spectres EDX relatifs aux supports de PP non traité et

activé par un plasma d’hélium.

Support de PP non activé Support de PP activé

ey et

Figure Il1.13 : Spectres EDX obtenus sur un support de PP non traité et un support de PP activé par
un plasma d’hélium

Les spectres EDX obtenus présentent chacun un pic majoritaire vers 0,25 keV
correspondant a I’atome de carbone qui est le constituant principal du support de PP. Notons

que le pic présent a 2.4 kev sur le spectre EDX du support de PP brut correspond aux
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instruments de manipulation et ne doit donc pas étre considéré. En revanche le support activé
par plasma d’hélium présente un second pic vers 0,5 keV correspondant a 1’atome d’oxygene.
Ceci confirme les résultats obtenus précédemment par XPS ou le pourcentage relatif de
I’atome d’oxygene est trés faible par rapport a celui de carbone (0,9 % pour 99,1 %). La
surface du support de PP a bien été activée par le plasma d’hélium créé.

Le tableau III.3 contient les images des surfaces de PP non traité et de PP activé pour

différents grossissements.

PP

x 150

x 2000

x 5000

PPHe

PP traite He X 150

PP traite He X500

PP traite He X 2000

x 150

x 500

x 2000

x 5000

Tableau 111.3 : Images apres métallisation des surfaces de PP non traité et activée par un plasma
d’hélium pour différents grossissements

L’activation de la surface de PP par le plasma d’hélium crée a la surface des radicaux
qui réagissent avec les molécules présentent dans 1’air ambiant. Ces molécules qui se fixent a
la surface du support de PP activé forment une couche homogene. Les images obtenues apres
métallisation de la surface montrent que le support de PP témoin est strié. Apres activation de
la surface, les stries n’apparaissent plus. La surface présente un aspect veloutée et homogeéne
(grossissements x150 et x500). De plus I’'image grossit 2000 fois montrent que les stries ne
sont pas simplement couvertes mais également comblée par les molécules fixées par les

radicaux libres a la surface du support de PP activé.
I1.3.3.1) Analyses par microscopie électronique a balayage

Dans un second temps, des analyses en microscopie a force atomique ont été réalisées
afin de visualiser la modification topographique et de rugosité de la surface avant et apres

activation par plasma d’hélium. La figure I11.14 présente les images obtenues.
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Figure Il1.14 : Images obtenues par microscopie a force atomique sur des surfaces de PP avant (en
haut) et apres (en bas) traitement par plasma d’hélium

L’image de la figure III.14 correspondant a la surface du support de PP non traité
présente les stries préalablement observées lors des analyses MEB. La microscopie a force
atomique permet également d’évaluer la rugosité originale du support de PP de ’ordre de 1,5
nm. [’image relative au support de PP activé par plasma froid d’hélium présente quant a elle
une rugosité de surface moyenne de 2.1nm.

Cette augmentation de la rugosité s’explique par les réactions qui s’effectuent entre les
molécules présentes dans 1’air ambiant et les radicaux libres activés a la surface du support de
polypropylene lors de la décharge de plasma froid d’hélium.

Les caractérisations physico-chimiques des surfaces des supports de PP avant et apres
activation par plasma d’hélium dans les conditions optimales de décharges ont permis

d’observer que les surfaces obtenues sont bien activées de facon homogene. La présence de
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molécules d’azote et d’oxygene a la surface du support traité a permis de confirmer son

activation et la présence de radicaux libres réactifs créés apres décharge.
La seconde partie de ce chapitre porte sur la caractérisation physico-chimique des

dépdts de couches minces fonctionnelles réalisées par immersion a la surface de support de

PP ayant été activés par plasma froid d’hélium.
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IIT . Dépot de couches minces sur les surfaces de polypropyléne activées par

un plasma froid d’hélium : amélioration de leur bioadhésion

La fonctionnalisation de nos surfaces s’effectue par dépdt de couches minces de
molécules amphiphiles. Dans le but d’élaborer des couches stables et homogenes, il est
nécessaire de connaitre le comportement des molécules utilisées en solution aqueuse mais
¢galement la concentration et le temps d’immersion qui permettront de réaliser par la suite le
dépdt le plus homogene.

Trois molécules ont été choisies pour la présence de fonctions amines chargées ou
non, pouvant réagir avec les biomolécules d’intérét au travers des différentes affinités décrites
dans le chapitre I, II1.2 et s’adaptant au caractere hydrophile des anticorps de capture (Tableau

11.3).

PrPrechum | PrP DVE Tau-PHF a-syn anticorps
pl 9,4 - 5,5 4,7 5
caractere | . S€™ " | hydrophile | hydrophile | hydrophile ||hydrophile
hydrophile | "Y4OP ydrop yarop ycrop

Tableau 111.4 : Valeurs des potentiels isoélectrique et du caractere des biomolécules d’intéréts
intervenant dans la détection des maladies considérées

I11.1) Influence des conditions d’obtention des couches minces en fonction de la

concentration moléculaire et du temps de dépot

Désireux d’obtenir des surfaces traitées homogenes et semi-hydrophiles, il était
nécessaire de réaliser une série d’expérience prenant en compte la concentration moléculaire
de chaque composé ainsi que le temps d’immersion des supports dans chaque solution. En
effet, nous pouvons penser qu’une solution trop concentrée ou un temps d’immersion trop
important pouvait donner lieu a des surfaces irrégulicres et anti-adhésives vis-a-vis des
anticorps de capture.

Le bromure d’hexatriméthylammonium étant un tensioactif cationique, il possede une
concentration micellaire. Nous avons donc dans un premier temps déterminé cette

concentration.
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III.1.1) Détermination de la concentration d’agrégation critique du

bromure d’hexatriméthylammonium

La tension de surface d’une solution correspond a la contrainte existante a I’interface
d’un milieu et d’un gaz. Les tensioactifs modifient cette tension superficielle [19]. Lorsqu’ils
sont introduits dans la solution, ils viennent dans un premier temps se placer a la surface de
I’eau. Plus leur concentration augmente, plus ils saturent cette surface jusqu’a créer un
équilibre dynamique entre les molécules en surface et les molécules en solution. Cette
saturation est caractérisée par la formation, a partir d’une certaine concentration en molécules
tensioactives, d’agrégats sphériques ou ellipsoidaux. C’est la concentration d’agrégation
critique.

Le but est ici de vérifier, plus que déterminer, la valeur de la concentration
d’agrégation critique (CAC). Cette valeur peut varier en fonction de la nature de la solution de
dilution, de la température et bien sir de I’appareil de mesure.

S’appuyant sur les valeurs trouvées dans la littérature, nous avons établi des gammes
de concentrations encadrant la CAC [20]. Est présentée sur la figure II1.15 la variation de la
tension superficielle de la solution en fonction du logarithme de la concentration en bromure

d’hexatriméthylammonium (T1) dissout.
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Figure I11.15 : Détermination de la concentration d’agrégation critique du bromure
d’hexatriméthylammonium
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La jonction des deux tangentes a la courbe (en rouge sur la graphique) donne la valeur
du logarithme de la concentration d’agrégation critique. Dans notre cas, la valeur
logarithmique de la CAC est égale a -3,07, ce qui correspond a une concentration de 0.85
mM. Dans la littérature, nous trouvons une valeur de la CAC pour le bromure
d’hexatriméthylammonium de Dordre de 0,83 mM, confirmant ainsi notre valeur
expérimentale [20]. Ainsi, en dessous de cette concentration, les molécules sont
majoritairement sous forme libre en solution alors qu’elles sont sous forme micellaire au-
dessus de 0,85 mM. Il serait donc possible d’obtenir des dépots de couches de différentes
épaisseur et rugosité en fonction de la concentration de travail choisie.

Le but étant de pouvoir obtenir un dépot de couches minces de ce produit homogene a
la surface de notre support de PP activé par plasma froid d’hélium, une gamme de
concentration centrer autour de la CAC permettra de définir la concentration la plus
appropriée a la fonctionnalisation des surfaces activées.

Une série d’analyses de mouillabilité de la surface pour une gamme de concentration
de chacune des molécules amphiphiles ainsi qu’une étude sur le temps optimal durant lequel
les supports de PP doivent étre immergés afin d’obtenir les dépdts de couches minces les plus

homogenes a été réalisée.

I11.1.2) Influence de la concentration moléculaire et du temps d’immersion

des surfaces activées sur le dépot de couches minces

La rugosité, I’épaisseur et ’homogénéité¢ d’un dépdt de couches minces dépendent de
deux facteurs que sont la concentration des molécules de fonctionnalisation et le temps durant
lequel les supports sont immergés dans ces solutions.

Ainsi, nous avons évalué en fonction du temps d’immersion en solution aqueuse et a
température ambiante des supports de PP activé par plasma froid, la concentration pour
laquelle le dépdt présente une mouillabilité avec une valeur d’angle de contact de I’ordre de
30° - 40° permettant une bonne fixation des molécules protéiques.

Les valeurs des angles de contact d’une goutte d’eau ultra-pure déposée a la surface
des échantillons pour différentes concentration et temps d’immersion sont reportées dans les

figures I11.16, 17 et 18.
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I11.1.2.1) Greffage du bromure d’hexatriméthylammonium (T1)

La figure II1.16 présente I’évolution du caractere hydrophile de la surface des supports
de PP activés ayant été immergés durant 3h, 5h et 12h a température ambiante (25°C) dans
des solutions aqueuses contenant des concentrations variables en molécules de bromure

d’hexatriméthylammonium (T1).
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Figure I11.16 : Evolution des valeurs des angles de contact d’eau ultra-pure en fonction de la
concentration en T1 et du temps d’immersion d’'un support de PP activé par un plasma d’hélium
(P=60 W, d=100 sccm, t=60 s)

Pour des temps d’immersion de 3h et Sh, les valeurs des angles de contact obtenues
diminuent lorsque la concentration molaire augmente passant de 58,17° et 47,83°, pour 3h et
Sh respectivement, pour une concentration de 0,5 mM a 32 ° et 35,25° pour une concentration
de 3 mM. Il semble donc qu’il soit nécessaire de se placer au- dessus de la valeur de la CAC
pour obtenir une surface plus hydrophile.

Par ailleurs, 1’évolution des valeurs de 1’angle de contact de la courbe correspondant a
une immersion des supports de PP activé durant 3h, ne semble pas étre un temps
suffisamment important pour permettre aux molécules tensioactives de s organiser
correctement a la surfaces des supports, puisque la valeur de I’angle de contact au-dela de la
CAC (0.85 mM) ne se stabilise pas. Au contraire, au-dessus de la CAC, un temps
d’immersion de 5h permet aux molécules tensioactives de se stabiliser dans le milieu et d’étre
en équilibre entre les molécules restant en solution et celles adhérant a la surface du PP activé.
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La courbe correspondant a un temps d’immersion de 12h présente pour toute concentration,
une valeur d’angle de contact quasiment toujours identique aux alentours de 34°. Ce temps
d’immersion permet aux molécules de T1 de s’organiser a I’interface surface de PP activé —
milieu aqueux. Ainsi un temps d’immersion de 12h semble le mieux convenir a 1’obtention
d’une surface possédant un angle de contact de I’ordre de 35°. La concentration molaire

gardée sera de 1 mM.

I11.1.2.2) Greffage de I’hydrochlorure de 3-buten-1-amine (T2)

Considérant a présent I’hydrochlorure de 3-buten-1-amine (T2) (figure III.17), un

temps d’immersion de 3h ne semble pas convenir.
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Figure I11.17 : Evolution des valeurs des angles de contact d’eau ultra-pure en fonction de la
concentration en T2 et du temps d’immersion d’'un support de PP activé par un plasma d’hélium
(P=60 W, d=100 sccm, t=60 s)

Bien que I’augmentation de la concentration molaire entraine une diminution de la
valeur de I’angle de contact, il reste cependant trop élevé pour répondre a nos critéres puisque
en moyenne de 46°. Les molécules amphiphiles ne semblent pas avoir suffisamment de temps
pour s’organiser de fagcon homogeéne a la surface du PP activé. Les courbes relatives a des
temps d’immersion de Sh et 12h évoluent maniere identique lorsque la concentration
moléculaire augmente. Les valeurs des angles de contact de la goutte d’eau ultra-pure déposée

a la surface des échantillons varient de 23,75° et 31,08°, pour 5h et 12h respectivement, pour
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une concentration de 0,5 mM jusqu’a 39,42° et 42,83° pour une concentration de 3 mM. Les
valeurs des angles de contact obtenues correspondant mieux a nos criteres pour des temps
d’immersion des supports de PP activé de Sh et 12h, le point de concurrence de ces deux

courbes et choisi, soit une concentration de 1 mM et un temps de Sh.

I11.1.2.3) Greffage du géranylamine (T3)

Les expériences menées avec le géranylamine (T3) donnent lieu a une série de courbes
(figure II1.18) dont les valeurs des angles de contact relevées sont bien supérieures a celles

obtenues avec les traitements T1 et T2.
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Figure I11.18 : Evolution des valeurs des angles de contact d’eau ultra-pure en fonction de la
concentration en T3 et du temps d’immersion d 'un support de PP activé par un plasma d’hélium
(P=60 W, d=100 sccm, t=60 s)

Seul un temps d’immersion de 3h présente une série de valeurs proches de 45,86° quel
que soit la concentration molaire utilisée. Bien que les molécules aient donc le temps en 3h de
s’équilibrer dans le milieu, le caractére hydrophile du dépdt obtenu n’est pas suffisant. En
revanche, les courbes associées a des temps d’immersion des supports activés a Sh et 12h
présentent des comportements identiques en fonction de la concentration molaire considérée.
Plus cette concentration est importante, plus la valeur de I’angle de contact est ¢levée : 53,33°
et 77,17° a une concentration de 3mM pour un temps d’immersion de 5 h et 12 h,

respectivement. Ceci peut €tre dii a une réorganisation des molécules amphiphiles dans le
105



milieu de facon a minimiser les énergies. En effet, la faible quantit¢ de molécules libres
restant en milieu aqueux entraine une diminution de la tension de surface de la solution. Ainsi,
pour contrebalancer cet effet, les molécules amphiphiles présentent non plus leur partie
hydrophile mais leur partie hydrophobe. La surface du support de PP activé devient plus
hydrophobe et la valeur de I’angle de contact associé¢ augmente.

D’une maniere générale, et ce bien que les valeurs des angles de contact d’une goutte
d’eau ultra-pure déposée sur la surface des supports ne correspondent a la mouillabilité visée
de 25°, chaque molécule amphiphile considérée dans cette expérience semble réussir a
s’équilibrer entre la surface des supports de PP activés et le milieu aqueux dans un temps de
Sh; les courbes correspondant a Sh et 12h évoluant de la méme maniere et présentant des
valeurs d’angles de contact voisines.

Les parametres de fonctionnalisation des supports de polypropyléne activés par un

plasma froid d’hélium sont répertoriés dans le tableau IIL.5.

Activation par un plasma froid d'hélium avec P=60W, d=100sccm et
t=60s
Energie de
Concentration| . Tempg Angle de surface
Greffon Tx d'immersion | contact eau .
(mM) h o polaire
(h) ultra-pure (°) (mJ/m?)
TH1 1 12 32,33 30,82
T2 1 5 31,08 37,04
T3 1,5 5 40,67 26,76

Tableau I11.5 : Tableau récapitulatif des conditions et parametres de fonctionnalisation des supports
de PP pour chaque Tx

I11.1.3) Etude du vieillissement des surfaces fonctionnalisées

Les parametres de fonctionnalisation des surfaces de PP activé ayant été défini en
fonction de la concentration molaire en molécules amphiphiles et en fonction du temps

d’immersion des supports de PP activés, une étude sur le vieillissement des surfaces a été
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réalisée. En effet, en milieu hospitalier les analyses de détection immunoenzymatique ne sont
pas systématiquement réalisées le jour méme des prélevements sanguins et/ou lymphoiques, il
est donc nécessaire de s’assurer que les dépdts de couches minces ne sont pas altérés dans le
temps et peuvent étre utilisés dans un temps plus long. Dans cette optique, une série de huit
¢chantillons pour chaque traitement T1, T2 et T3 a été réalisée et une mesure de I’angle de
contact d’une goutte d’eau ultra-pure déposée sur la surface de PP traité a été relevée chaque
semaine durant 2 mois.

La figure III.19 présente les mesures effectuées pour chacun des trois traitements.
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Figure 111.19 : Evolution de la valeur de I’angle de contact d’eau ultra-pure déposée a la surface d’un
support de PP activé par plasma d’hélium (P=60 W, d=100 sccm, t=60 s et p=102 mbar) et
fonctionnalisé par dépot de couches minces T1 (1 mM, 12h), T2 (1 mM, 5h) et T3 (1,5 mM, 5h)

Les courbes correspondant au traitement T1 et T2 présentent des valeurs d’angle de
contact qui varient peu dans le temps. Le traitement T1 donne lieu a une valeur moyenne de
I’angle de contact de 33,74° avec une erreur de 1,85° et le traitement T2, un angle de contact
moyen de 36,55° avec une erreur de 0,77°. Ils présentent donc tous deux une tres bonne
stabilité dans le temps. En revanche, la courbe associée au traitement T3 présente une dérive
dans le temps, particulierement a partir de 5 semaines. Le dépdt de couches minces effectué
semble se détériorer dans le temps. Ceci est confirmé par la valeur moyennée des valeurs des
angles de contact dont I’erreur est importante : 49,32° +/- 3,57°.

Bien que le traitement T3 ne semble pas le plus approprié, sa caractérisation physico-
chimique sera tout de méme réalisé a titre comparatif par rapport aux deux autres traitements

T1 et T2. De plus, le vieillissement des dépots de couches sera également évalué en
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conditions réelles, c’est-a-dire en détection immunoenzymologique, dans le chapitre IV dans
le but de confirmer les résultats obtenus ici.

Considérant ces dépdts de couches minces stables dans le temps, une série
d’expériences permettant de caractériser d’un point de vue physico-chimique la chimie et la

topographie des surfaces ainsi fonctionnalisées.

I11.2) Caractérisation physico-chimique des dépots de couches minces

Afin d’étudier les dépdts de couches réalisés sur les surfaces activées par plasma
d’hélium des supports de polypropyléne et possédant une mouillabilité correspondant au
caractére hydrophile des biomolécules d’intérét mises en jeu dans le systtme de détection
ELISA, des expériences permettant la caractérisation de la chimie de surface des couches
fonctionnelles ont été réalisées par calculs de 1’énergie de surface, analyses XPS et mesures
du potentiel d’écoulement des charges en surfaces. Leurs topographies a quant a elle était

effectuées par microscopie électronique a balayage et a force atomique.

I11.2.1) Influence du dépot des couches minces sur la mouillabilité des

surfaces traitées

Les dépots de couches minces réalisés sur les surfaces de PP activées par plasma froid
d’hélium possédent un caractére hydrophobe et/ou hydrophile dont dépend sa mouillabilité et
donc dans le cadre de ces travaux la biocompatibilité des surfaces vis-a-vis des protéines.
Dans un premier temps, les mesures des angles de contact d’une goutte d’eau ultra-pure et de
diodométhane (DIODO) déposées a la surface des échantillons témoin et traités ont permis de
calculer les énergies de surfaces associées. Les mesures d’angle de contact réalisées avec un
solvant polaire (de I’eau ultra pure) et un solvant apolaire (le diodométhane) associées a la
méthode de calculs de Fowkes (chapitre II, II1.2), permettent de calculer 1’énergie de surface
d’un solide en dissociant les interactions polaires et apolaires. Le caractére hydrophile ou
hydrophobe d’une surface peut ainsi étre déterminé.

Les valeurs des différents angles de contact relevées sur les surfaces traitées donnent
lieu aux énergies de surfaces répertoriées dans le tableau III.3 ci-dessous. Les histogrammes
de la figure II1.20 et 21 correspondent aux valeurs des énergies de surfaces et des angles de

contact du tableau II1.6.
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_ 0 H,0mQ 0 DIODO Energie de surface|Energie de_ surface(Energie de_surface
Echantillons totale polaire apolaire
en degré (°) (mJ/m?)
PP témoin 98,6 56,5 30,78 0,56 30,22
PPHe 27,67 32 66,2 36,84 29,36
PPT1 34 51,33 61 40,37 20,64
PPT2 36,42 42,42 60,32 34,75 25,57
PPT3 45,38 41,08 55,15 27,55 27,6

Tableau 111.6 : Valeurs des énergies de surfaces calculées par la méthode de Fowkes-Young sur le PP
témoin, le PP activé par plasma d’hélium et le PP activé et fonctionnalisé par les traitements T, T2 et
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Figure 111.20 : Histogramme correspondant a [’évolution des valeurs des angles de contact de gouttes d’eau
ultra-pure et de diodométhane (DIODO) déposées a la surface des supports de PP activés et fonctionnalisés
(T1 : 1 mM et 12h d’immersion ; T2 : 1 mM et 5h d’immersion ; T3 : 1,5 mM et 5h d’immersion)
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Figure 111.21 : Histogramme correspondant a [’évolution des énergies de surface totale, polaire et apolaire a
la surface des supports de PP activés et fonctionnalisés (a droite) (T1 : 1 mM et 12h d’immersion ; T2 : I mM
et Sh d’immersion ; T3 : 1,5 mM et 5h d’immersion)

Le graphique sur la figure II1.20 montre que le caractere hydrophile des surfaces des
supports activés et fonctionnalisés deviennent hydrophiles aprés traitement, I’angle de contact
d’un goutte d’eau ultra-pure avec la surface variant de 98,6° pour le support témoin non traité
a 27,67° pour le support activé par le plasma d’hélium et aux alentours de 38° pour les
supports activés et fonctionnalisés (T1, T2 et T3). La présence a la surface des supports de PP
de couches minces fonctionnelles permet donc bien de réduire son caractere hydrophobe. Ceci
est confirmé par les calculs des énergies de surfaces polaires et apolaires. L histogramme
(figure II1.21) permet d’observer nettement 1’évolution du caractére hydrophile des surfaces
des supports de PP par I’augmentation des valeurs des énergies polaires de surfaces des
supports traités par rapport au support témoin. La valeur de 1’énergie de surface polaire passe
de 0,56 mJ.m?2 pour le PP non traité témoin a environ 37 mJ.m?2 et 28 mJ.m?2 pour les
supports activés, T1 et T2 et pour le support T3, respectivement. Il en découle une
augmentation des valeurs des énergies de surfaces totales des tous les supports traités
(activation et activation avec fonctionnalisation). Les traitements déposés a la surface des
supports de PP activés par plasma froid d’hélium permettent d’obtenir des surfaces
fonctionnalisées dont le caractere hydrophile apparaissant alors et 8 méme de pouvoir mieux

réagir avec les biomolécules concernées.

I11.2.2) Caractérisation de la composition chimique des surfaces traitées

Bien que les mesures d’angle de contact avec 1’eau ultra-pure et le DIODO permettent
de rendre compte de la fonctionnalisation des surfaces a travers les calculs des énergies de
surfaces, des analyses XPS ont été réalisées afin de définir les atomes les plus présents a la
surface des supports fonctionnalisés par rapport au support t€émoin non traité.

Le tableau II1.7 répertorie les valeurs des pourcentages atomiques de chaque atome par
rapport au carbone. Les impuretés correspondent aux diverses molécules et atomes pouvant
interagirent avec les surfaces traitées et fonctionnalisées et provenant des intermédiaires de
manipulation, comme par exemple le silicium de la pince ou le sel présent sur les mains de

I’expérimentateur.
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Cis | Nis | O1s | Br3d/ds | impuretés
PP 95,35 2,9 1,75
PPHe 74,3 1,8 21,2 2,7
PPT1 zonel 93,15 1,39 4,95 0,25 0,26
PPT1 zone2 92,82 1,47 5,08 0,33 0,3
moyenne PPT1 92,99 1,43 5,02 0,29 0,28
PPT2 zonet 88,45 2,01 9,20 0,34
PPT2 zone2 87,97 2,35 9,11 0,57
moyenne PPT2 88,21 2,18 9,16 0,46
PPT3 zonel 88,80 2,05 8,90 0,25
PPT3 zone2 89,10 1,98 8,59 0,33
moyenne PPT3 88,95 2,02 8,75 0,29

Tableau 111.7 : Concentration en pourcentage atomique de la chimie de surface d’un support de PP
non traité et d 'un support de PP traité par plasma d’hélium (P=60 W ; d=100 sccm ; t=60 s).
Remarque : TI posséde donc un contre ion bromure avec un ratio Br/C = 1/19

Chaque surface activée par un plasma froid d’hélium et fonctionnalisée par les dépots

de couches minces T1, T2 et T3 ont été analysées en deux points afin de s’assurer que le

traitement est bien homogene. Quel que soit le support traité considéré, les pourcentages

atomiques calculés refletent correctement le caractere homogene de la surface. En effet, par

exemple, le support PPT2 présente des valeurs de pourcentages atomiques quasiment

identiques : 88,45 % et 87,97 % en considérant ’atome de carbone sur les zonel et zone2,

respectivement.
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Figure 11122 : Histogramme correspondant concentration en pourcentage atomique de la chimie de
surface d’un support de PP non traité et d 'un support de PP traité par un plasma d’hélium (P=60 W ;
d=100 sccm ; t=60 s)
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L’histogramme de la figure II1.22 correspond aux pourcentages atomiques de chaque
atome moyennés sur les deux zones d’analyse. Il permet de rendre compte de I’évolution de la
surface d’un point de wvue chimique avant et apres traitement (activation et/ou
fonctionnalisation). La présence du dépot de couches minces du traitement T1 est également
confirmée par la présence de 1’atome de brome. Son ratio par rapport au carbone (Br/C =
1/19) au sein de la molécule étant faible, il est normal que les valeurs de ses pourcentage
atomiques relatifs au carbone le soient aussi (0,25 % et 0,33 %). De plus, lors de I'immersion
et du séchage, le contre ion peut ne pas rester associé au tensioactif, il est donc moins présent
a la surface de 1’échantillon que les atomes de carbone ou d’azote. Cependant, il indique que
le dépdt de couches minces correspondant au traitement T1 est bien présent a la surface du

support de PP.

I11.2.2.1) Spectre XPS d’un support de polypropyléne

fonctionnalisé par le bromure d’hexatriméthylammonium (T1)

Pour rappel, une solution aqueuse de T1 a été préparée a une concentration de 1mM
dans laquelle un support de PP activé par un plasma d’hélium (P=60W ; d=100sccm ; t=60s) a
été immergé durant 12h. Le tableau IIL.8 et la figure II1.23 correspondent a la décomposition

du pic Cls et du spectre XPS, respectivement.

C°"gt1i;“a"t C1 (%) C2% C3% C4%
Energie (eV) | E=285,0eV | E=286,3eV | E=288,0eV | E=2893eV
Assignement| C-C/C-H C-O/C-N Cz%f é‘)z-g-o ' o=c-o
Echantillons
PP 97,2 0 0 0
PPT1 88 12 0 0

Tableau 111.8 : Concentration relative des groupes carbone fonctionnalisés provenant du spectre Cls
d’un support de PP non traité et d 'un support de PP activé par un plasma d’hélium (P=60 W ;

d=100sccm ; t=60 s) et fonctionnalisé par T1

Le tableau II1.8 montre que le pourcentage correspondant a C1/C1s décroit légerement

dans le cas du support PPT1 tandis que le pourcentage correspondant a C2/Cls augmente.
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En effet, le bromure d’hexatriméthylammonium est une molécule tensioactive
cationique 2 longue chaine carbonée présentant une téte chargée N*(CH3);Br . Le pic C2 a

286.3eV sur le spectre XPS de la figure I11.23 correspond a la liaison C-N.
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Figure I11.23 : Spectres XPS Cls d’un échantillon de PP activé par un plasma froid d’hélium et

fonctionnalisé par le dépot de couches minces de T1

La présence du groupement azoté en téte de la molécule T1 se retrouve sur le spectre
Nls, en encart a gauche dans la figure II1.23, avec la présence d’un pic N2 a 402.5eV. De
plus, le spectre XPS relatif au brome présente un pic a 69.3eV correspondant a Br3p.
Ces résultats corroborent les résultats obtenus par goniométrie. La présence du tensioactif

augmentant la mouillabilité de la surface du support de PP traité.

I11.2.2.2) Spectre XPS d’un support de polypropyléne

fonctionnalisé par I’hydrochlorure de 3-buten-1-amine (T2)

Le tableau III.9 et la figure III1.24 correspondent a la décomposition du pic Cls et du
spectre XPS, respectivement. Le support de polypropylene a été activé par un plasma froid
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d’hélium (P=60W ; d=100sccm ; t=60s) et mis en solution aqueuse de T2 (ImM) pendant Sh.

Ce composé possede une double liaison C=C qui s’ouvre et se fixe sur le support activé, ainsi

qu’un groupement de téte azot¢ —NH2.

C°"c5:t1i2"a"t C1 (%) C2% C3% C4%
Energie (eV) | E=2850eV | E=286,3eV | E=288,0eV | E=289,3eV
Assignement| C-C/C-H | C-0/C-N C=C|)\J’_’ gz'g'o I o=c-o
Echantillons
PP 97,2 0 0 0
PPT2 63,4 23,8 12,8 0

Tableau 111.9 : Concentration relative des groupes carbone fonctionnalisés provenant du spectre Cls

d’un support de PP non traité et d’'un support de PP activé par un plasma d’hélium (P=60 W ;

d=100sccm ; t=60 s) et fonctionnalisé par T2

Le tableau II1.9 montre que le pourcentage correspondant a C1/C1s diminue de pres de

40% dans le cas du support PPT2 favorisant D’apparition de deux nouveaux pics

correspondant a C2 et C3, a des énergies de 286.3eV et 288.0eV respectivement.
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Figure I11.24 : Spectres XPS Cls d’un échantillon de PP activé par un plasma froid d’hélium et
fonctionnalisé par le dépot de couches minces de T2
Par ailleurs, le spectre N1s présente deux pics a 400.5eV pour N1 et 401.7eV pour N2,
confirmant la présence de groupements azotés. Le pic N1 peut étre attribué a la forme non
chargée de la molécule T2 tandis que le pic N2 correspond a la forme en équilibre avec le

chlorure d’hydrogéne. En effet, le groupement de téte de T2 a la caractéristique de posséder
un radical cation en équilibre permanent entre NH, / HCI et NH;*/CI'. Le spectre XPS en

haut a droite sur la figure II1.24, présente un pic a 199.9eV correspondant a ClI2p ; confirmant

ainsi le dépdt de couches de T2.

I11.2.2.3) Spectre XPS d’un support de polypropyléne

fonctionnalisé par le géranylamine (T3)

Les analyses XPS ont été réalisées sur un support de polypropyléne activé par un
plasma froid d’hélium (P=60W ; d=100sccm ; t=60s) puis immergé dans un solution eau/

éthanol : 90/10 de T3 (1.5mM) durant 5h.

C°"c5:t1i2"a"t C1 (%) C2% C3% C4%
Energie (eV) | E=285,0eV | E=286,3eV | E=288,0eV | E=289,3eV
Assignement| C-C/C-H | C-O/C-N Cz%f é‘)z-g-o I o=co
Echantillons
PP 97,2 0 0 0
PPT3 475 20,8 16 6,7

Tableau 111.10 : Concentration relative des groupes carbone fonctionnalisés provenant du spectre Cls
d’un support de PP non traite et d 'un support de PP activé par un plasma d’hélium (P=60 W ;

d=100sccm ; t=60 s) et fonctionnalisé par T3

Le géranylamine possede deux doubles liaisons C=C ainsi qu’un groupement de téte
amine NH,. Le tableau III.10 montre que la concentration relative de C1 décroit de 67% par
rapport au support de polypropylene non traité. En contrepartie, les constituants C2 et C3 sont
toujours présents et augmentent par rapport aux valeurs attribuées aux supports PPT1 et PPT2

et un pic a 289.3eV apparait, correspondant a O=C-O (5%).

115



300

T T T T T T T T T T T
0.8
2 N1
20 - B E=400.5 eV
E 0.6 \
hel
o
N
©
— g 0.4
=] 5
I 20 F Z
)
=
0
c 0
_'G_J' 410 405 400 395
[ 150 Binding Energy (eV)
CH3 HsC
s = NH2
H
100 |- 3C H
) \\/\V o . \"-“/"“-.‘_7 ‘\ s
0 | | | | | | 1 1 | | |

298 296 294 292 290 288 286 284 282 280 278

Binding Energy (eV)

Figure I11.25 : Spectres XPS Cls d’un échantillon de PP activé par un plasma froid d’hélium et

fonctionnalisé par le dépot de couches minces de T3

Le dépot de couches minces de géranylamine est bien effectif mais semble réagir
constamment avec le milieu environnant de fagon significative. Ceci a déja ét€ montré lors de
I’é¢tude sur le vieillissement des surfaces, ou la détérioration du dépot engendrait de fortes

variations de la mouillabilité de la surface (III.1.3 de ce chapitre).

Les analyses XPS ont permis de confirmer les mesures et calculs réalisés par goniométrie.
L’activation de la surface de polypropyléne par un plasma froid d’hélium permet de fixer de
facon homogene les molécules amphiphiles relatives aux traitements T1, T2 et T3 et

permettant de fonctionnaliser la surface d’étude.

I11.2.3) Caractérisation des charges en surfaces des surfaces traitées

Des analyses en z€ta potentiel ont été réalisés sur les traitements T1, T2 et T3 réalisés
a la surface des supports de PP activés sur la méme gamme de pH : 3, 4, 5,5, 7,4 et 9.6.
Afin de s’assurer que les supports ne subissent pas de modification chimique sous

I’effet des différents microfluidiques tamponnés, des mesures en pH croissants et décroissants
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ont été réalisées. La figure II1.26 présente les graphiques correspondant aux mesures réalisées

sur les supports de PP témoin et fonctionnalisés T1, T2 et T3.
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Figure I11.26 : Evaluation de I’hystérésis des différents supports de PP témoin et traités selon les
conditions optimales correspondant aux traitements T1, T2 et T3 en fonction du pH (T=24°C)
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Les supports traités par T1, T2 et T3 présentent chacun des courbes de pH croissants et
pH décroissants quasiment superposables. Les supports traités ne présentent donc pas
d’hystérésie sous ’effet d’une modification ou d’une déformation du dépot de couches
minces fonctionnelles sous 1’effet des variations de pH qu’ils subissent lors de 1’analyse et la

mesure du potentiel zéta des charges en surfaces.

Le graphique de la figure I11.27 présente 1’évolution des valeurs du potentiel zéta { en

fonction du pH réalisé sur la moyenne des valeurs du potentiel z€ta en pH croissant et

décroissant.
—
20 - PP
—=— T1
10 T2
i T3
\ Surface quasi-
0 1 - T T d neutre
= ;\ T~ 4 55 74 96
£ 04
‘E . Instabl
E 220 4 nstable
=
2
2 .30
3 Stabilité
E -40 ~ modérée
* \/ o
50 4 Bonne stabilité
-60 L -
L T
L
=70 4
Trés stable
-80 - H
p

Figure 111.27 : Evaluation du potentiel zéta des couches traitées en fonction du pH (T=23°C)

Dans un premier temps, nous constatons que les courbes ne présentent pas de
différence notable. La valeur du potentiel zéta étant compris entre 10mV et -65mV. Le
support de polypropylene brut et le support T3 présentent néanmoins des valeurs de potentiel
z€ta plus élevées a pH=3, 7.33mV et 5.1 1mV respectivement, que pour les supports T1 et T2.
Ceci s’explique par le fait que les supports PP et T3 ne présentent initialement pas de charges
en surface, contrairement aux supports T1 et T3 dont les groupements chargés (N(CH3); Br’
et NH2'CI') réagissent avec le milieu fluidique. IIs ont donc des valeurs de potentiel z&ta plus

faibles : 0.71mV pour T1 et 1.1mV pour T2.
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En augmentant la valeur du pH a 4, les valeurs des potentiels zé€tas de chacun des
supports traités deviennent négatives, exceptés pour le support PP dont la surface reste
quasiment neutre en charges. Nous obtenons ainsi la valeur du potentiel isoélectrique pl des
traitements. Celui du support de PP brut n’est obtenu qu’apres un pH de 5.5. Le tableau I11.11

répertorie la valeur du pl de PP, T1, T2, T3 et la valeur moyenne du pl d’un anticorps.

Echantillon Potentiel |(srcr>lt\all)ectrlque pl
PP 4,25
T1 3
T2 3,1
T3 3,4
Anticorps ~5

Tableau 111.11 : Valeur du potentiel isoélectrique de chaque support PP, T1, T2, T3 et d 'un anticorps

Remarquons que la valeur du potentiel isoélectrique de I’anticorps est supérieure a
celui correspondant aux supports traités. Nous pouvons donc penser que si les supports T1, T2

et T3 se stabilisent a partir de pH=5, la bioadhésion de 1’anticorps de capture sera favorisée.

Lorsque le pH de la solution microfluidique est de 5.5, nous pouvons voir que le
support de PP brut ne s’est toujours pas stabilisé. En revanche les supports T1 et T3 ont alors
des valeurs de potentiel zéta suffisantes, -34.6mV et -37.8mV respectivement, pour étre en
zone de stabilité modérée. Le support ayant subi le traitement T2 possede une valeur { de -

42.9mV qui lui permet d’avoir une meilleure stabilité de charge en surface a pH équivalent.

La majorité du protocole de détection immunoenzymatique ELISA se déroule au pH
7.4 et 9.6, particuliérement dans notre cas puisqu’il s’agit des pH d’enduction des anticorps
des capture en fonction de la protéine considérée. Il est donc essentiel que la surface des
supports traités soit stable a ces pH afin de s’assurer que les anticorps de capture et les agents
pathogenes ne seront pas perturbés par un échange constant de charges ne permettant pas leur
fixation.

Sur la figure I11.27, nous pouvons voir que pour un pH=7.4, les supports T1 et T2 se
sont trés bien stabilisés ({T1= -53.9mV et {T2= -61.2mV) tandis qu’il faut que le support T3
ne se situe qu’au début de zone de bonne stabilité ({T3= -43.6mV). Il sera donc nécessaire de
tenir donc de ce résultat lors de 1’encrage de I’anticorps de capture a ce pH. Cette différence
peut-étre dii au fait que la fonctionnalisation réalisée avec le géranylamine ne soit pas stable,

comme nous avons pu le voir précédemment.
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Néanmoins, lorsque le pH atteint la valeur de 9.6, les valeurs du potentiel z€ta des
traitements T1 et T3 sont treés proches, -55.8mV et -57.8mV respectivement ; le support de
polypropyléne non traité posséde également une valeur (PP= -45.6mV. Ces valeurs leur
conferent une bonne stabilité des charges en surface. Notons que le support T2 a une valeur de

{T2=-64.3mV qui lui permet d’étre extrémement stable a pH=9.6.

En conclusion, nous pouvons dire que les supports traités T1, T2 et T3 se stabilisent
plus rapidement et sont chargés négativement a partir de pH=5.5. Le dépdt de couches
affectant le comportement des réglettes de polypropylene de facon positive, il est attendu que
les évaluations des protocoles ELISA rendent compte de ce phénomene et donnent lieu a de

meilleurs résultats en utilisant les surfaces modifiées que le polypropyléne non traité.

I11.2.4) Caractérisation topographique des surfaces traitées

Afin d’évaluer la topographie des dépots de couches minces réalisés par les
traitements T1, T2 et T3 sur les supports de polypropyléne activé par plasma d’hélium, les
surfaces ont été analysées par microscopie électronique a balayage et a force atomique dans

les conditions optimales d’activation et de fonctionnalisation.

I11.2.4.1) Analyse de la surface de chaque dépot de couches minces

par microscopie électronique a balayage

La microscopie électronique a balayage (MEB) permet d’évaluer I’homogénéité et la
morphologie des dépdts réalisés. Cette technique nous a €galement permis d’obtenir les
spectres EDX (figure III.28) correspondant aux images prises apres métallisation au

palladium des surfaces traitées (figure I11.29).
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— Spectre EDX d’un support de PP fonctionnalisé par T1

Spectre EDX d’un support de PP fonctionnalisé par T2
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Figure I11.28 : Spectres EDX obtenus sur les supports de PP traités par T1, T2 et T3

Les spectres EDX des surfaces des supports de PP fonctionnalisés présentent un pic
correspondant au carbone plus important que sur la surface du PP témoin et di a aux atomes
de carbone présents dans les chaines des molécules de fonctionnalisation. Le pic relatif a
I’oxygene présent dans la matrice du support brut apparait vers 0,5 keV.

La surface des supports de polypropylene fonctionnalisé par le traitement T1 (bromure
d’hexatriméthylammonium) présente sur son spectre EDX un pic particulier vers 1,55 keV
propre a ’atome de brome et confirmant la présence de la molécule tensioactive a la surface
du PP. 1l en va de méme pour le traitement T2 (hydrochlorure de 3 buten-1-amine) ; un pic a

2.65eV correspondant au chlore est présent sur le spectre EDX.

Les figures II1.29, 30, 31 sont les images obtenues par microscopie a balayage et
correspondent aux surfaces des supports de PP activé par plasma d’hélium (P=60W,
d=100sccm, t=60s) et fonctionnalisés par un dépot de couches minces dans les conditions

optimales des traitements T1 (ImM, t=12h), T2 (1ImM, t=5h) et T3 (1.5mM, t=5h).

Sur la figure II1.29 (a gauche), nous pouvons observer la répartition de T1 a la surface
du support de PP a un grossissement de x500. La surface semble homogene en rugosité et en
répartition.

Les agrégats blancs présents a la surface ont été observés a un grossissement de x2000
(a droite). On constate que les agrégats micellaires se sont ramifiés et parfois regroupaient
autour d’un cceur. En moyenne, les cceurs ont une taille de 4um et les branches ont une taille
de 6um pouvant atteindre 8um. On peut penser que les anticorps se fixeront sur ces

ramifications.
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Traitement T1 (1mM)  x500 Traitement T1 (1mM)  x2000

Figure 111.29 : Images MEB de la surface des supports de PP traités par Tl (ImM, 12h) a un
grossissement de x500 et de x2000

Le traitement T2 présente sur la figure II1.30 (2 gauche) une surface uniforme
légerement pixélisée et quelques agrégats sphériques. L’image MEB réalisée a un
grossissement de x1000 montre que la surface est grainée d’agrégats de taille moyenne située
autour de 1.6um. Les spheres de tailles plus importantes mesurent quant a elles jusqu’a 4pm.
Elles peuvent étre dues a une concentration en hydrochlorure de 3-buten-1-amine plus
importante a certains endroits de la surface du support de détection. Il serait peut-étre
nécessaire de souffler a I’air comprimé la surface aprés immersion pour éviter la présence de

ces agrégats.

730 wicrons e

Traitement T2 (1mM) x500 Traitement T2 (1mM) x1000

Figure 111.30 : Images MEB de la surface des supports de PP traités par T2 (ImM, 5h) a un
grossissement de x500 et de x1000

N

La figure III.31 présente les images MEB obtenues a partir de surfaces de

polypropylene traitées par T3 a des grossissements de x500 (a gauche) et x1000 (2 droite).

122



Bien que la surface de polypropylene semble recouverte uniformément par le dépot de
couches minces T3, elle présente des agrégats de formes diverses et variées pouvant étre dus a

un souci de stabilisation de la molécule a la surface du polymere.

(S

-

Traitement T3 (1,5mM) x500 Traitement T3 (1,5mM)  x1000 ‘

Figure II1.31 : Images MEB de la surface des supports de PP traités par T3 (1.5mM, 5h) a un
grossissement de x500 et de x1000

Les formes sphériques ont une taille moyenne de Sum tandis que les formes tubulaires

et ramifiées peuvent atteindre une taille de 12um.

Les analyses réalisées en microscopie é€lectronique a balayage nous ont permis de
confirmer la présence des dépdts de couches de chaque traitement T1, T2 et T3. Elles sont en
réparties de facons uniforme et homogene a la surface du support. Les traitements T1 et T2
présentent a quant a eux des agrégats superficiels pouvant favoriser I’accroche des anticorps

de détection a considérer.

I11.2.4.2) Analyse de la surface de chaque dépot de couches minces

par microscopie a force atomique

Les analyses réalisées en microscopie a force atomique vont permettre de rendre
mieux compte de la répartition et de la taille de ces agrégats. Les échantillons ont été réalisés
en méme temps et dans les mémes conditions que ceux analysés par microscopie électronique
a balayage, soit un plasma froid d’hélium (P=60W, d=100sccm, t=60s) et les dépdts de
couches minces de T& (1mM, 12h), T2 (1mM, Sh) et T3 (1.5mM, 5h).
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La figure II1.32 montre les images AFM 2D et 3D de la surface d’un support de
polypropyléne traité par T1 sur une aire de 10um x 10um. L’image AFM 2D est en accord
avec I’image MEB et présente une surface homogene possédant des agrégats d’un diametre
moyen de 70nm. L’image AFM 3D, a droite sur la figure II1.32 nous permet d’accéder a la
valeur de la hauteur moyenne se situant a 10nm ainsi qu’a la rugosité de surface moyenne de
3.2nm. Le traitement T1 a permis de doubler la rugosité de surface du support de

polypropyléne brut qui se situe a 1.5nm.
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Figure 111.32 : Images AFM 2D et 3D des surfaces des supports de PP traités TI

Les images AFM 2D et 3D de la surface d’un support de PP apres dépot de couches

minces de T2 sont présentées dans la figure I11.33.
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Figure I11.33 : Images AFM 2D et 3D des surfaces des supports de PP traités T2
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Tout comme lors des analyses réalis€es en microscopie électronique a balayage,
I’image 2D (a gauche) montre une surface homogeéne majoritairement recouverte d’agrégats
de petites tailles et dont le diametre est moyenné a 70nm. Nous observons également des
agrégats de taille plus importante ayant un diameétre moyen de 150nm. L’image 3D (a droite)
présente une surface uniforme dont la hauteur moyenne est de 45nm et la rugosité de surface
moyenne est de 4.5nm. Contrairement au traitement T1, la couche mince de T2 n’a pas
d’irrégularité aussi marquée. Ceci peut €tre di a la longueur de la chaine carbonée qui dans le
cas de T1 peut se recroqueviller sur elle-méme ou se fixer a partir de plusieurs atome de

carbone sur les radicaux libres et s’étendre a la surface du polymeére.

Deux échantillons de PP activés par un plasma froid d’hélium et immergés en solution
eau : éthanol, 90 :10 de T3 ont été réalisés dans les mémes conditions et en méme temps. L’un
a été analysé par microscopie électronique a balayage, le second en microscopie a force
atomique.

Les images issues de MEB présentées une surface homogene mais seulement marquée
par la présence disparate d’agrégats. Comme le montre 1’image AFM 2D de la figure I11.34, la
surface est également homogene mais présente plusieurs agrégats de forme sphérique et de

répartition relativement réguliere. Leur diametre moyen est approximativement de 200nm.

Figure 111.34 : Images AFM 2D et 3D des surfaces des supports de PP traités T3

Par ailleurs, I’image 3D (a gauche) nous permet d’obtenir une hauteur moyenne
comprise entre 15nm et 20nm, pour les reliefs les plus importants, et une rugosité de surface
moyenne de 2.6nm. Cette disparité entre la partie lisse de la surface et la formation d’agrégats

peut étre la conséquence de I’instabilité du traitement. Nous avons en effet constaté que le
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dépot de couches minces de T3 était difficilement reproductible et instable dans le temps. 11
serait donc possible que sous un effet de stress, la molécule de géranylamine réagisse dans un
premier temps activement avec les radicaux libres obtenus apres décharge a partir de ces deux
doubles liaisons carbone-carbone mais également qu’elle ne se fixe qu’a travers une seule
accroche et que la molécule se replie sur elle-méme. Le géranylamine réagit avec 1’eau en
fonction de sa conformation initiale et peut donner lieu a une molécule possédant un cycle a
six cOtés avec une double liaison C-C ou un cycle ouvert conservant les deux doubles liaisons
C-C initiales. Cette différence peut étre a I’origine du taux d’atome d’oxygene relevé lors des

analyses XPS et des différences notables visibles sur la surface par MEB et AFM.

Les analyses topographiques de la surface des supports de polypropyléne recouvert
d’un dépot de couches minces confirment la stabilité et I’uniformité préalablement remarquée
des dépots de T1 et T2. L’homogénéité de leur surface et la rugosité de surface moyenne en

font de bon candidat pouvant augmenter la bioadhésion des biomolécules d’intéréts.
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1V . La stérilisation des supports fonctionnalisés

En milieu hospitalier, les instruments utilisés aussi bien pour diagnostiquer un patient
que pour le soigner doivent répondre a des normes de sécurité¢ et d’hygi¢ne particulieres
comme la stérilisation et la désinfection des produits considérés. Celles-ci doivent prévenir
tous risques d’infections possibles auxquelles le patient pourrait étre exposé, telle qu’une
contamination bactériologique ou une infection nosocomiale [21]. Elles permettent d’¢éliminer
ou détruire toutes formes de microorganismes ou agents pathogénes par un traitement
physique et/ou chimiques des appareils biomédicaux [23].

La stérilisation est donc un point important sur la finalisation des appareils et produits
pharmaceutiques ou médicaux. Il est également nécessaire de choisir le mode de stérilisation

le plus adéquate afin de ne pas dégrader les instruments ou les protéines utilisés [22,24].

Dans un premier temps, les différentes techniques de stérilisation les plus utilisées
seront exposées en comparant leurs avantages et leurs inconvénients. Par la suite, I’influence
d’une stérilisation a ’oxyde d’éthyléne sur les surfaces traitées sera présentée aux travers

d’analyses goniométriques et d’application au systéme de détection ELISA.

IV.1) Les différents modes de stérilisation

I existe de nombreuses voies de stérilisation aussi bien physique que chimique. Elles
peuvent étre répertoriées en quatre familles : les procédés thermiques, les radiations, les

méthodes chimiques et les gaz plasmagenes [22]. Le tableau ?? répertorie les avantages et

inconvénients de ces techniques de stérilisation [21,23,25,26,27].
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Méthodes de stérilisation

Avantages

Inconvénients

Themiques (vapeur,
chauffage)

non-toxique, peu colteux,
contrélé, rapide

non adaptable a tous les
matériaux

peut déteriorer le
matéraiaux ou la chimie de
surface, coliteux

contrblé, sans résidus,

Radiations (UV, IR, y) adaptable

adaptable, peu colteux,
bonne pénétration, forte
réactivité, rapide

toxique, peut dénaturer
certaines protéines ou
agents chimiques

Chimiques (EtO, HQOQ,
alcool...)

nécessité de posséder des
filtres a air adaptés,
possibilité e réaction avec
les molécules chimiques ou
biologiques

simple, non-toxique, rapide,

Gaz plasmagénes adaptable

Tableau I11.12 : Avantages et inconvénients majeurs des différentes techniques de stérilisation

En regard des avantages et inconvénients que possedent les différentes méthodes de
stérilisations, il est donc nécessaire de bien choisir et d’adapter le traitement en fonction des
supports et des biomolécules mises en jeu.

L’enjeu étant de pouvoir stériliser de fagon controlée et de ne pas altérer les dépots de
couches minces déposés sur les surfaces de polypropylene, tout en étant peu onéreux, les
méthodes retenues dans le cadre de notre projet sont les radiations gamma et [’oxyde
d’éthyléne gazeux (EtO). En effet, ces techniques bien connues permettent de traiter une

grande quantité de supports considérés en peu d’étapes, rapidement et a faible coit.

La partie qui suit concerne des essais de stérilisation réalisés sur des supports de
détection, réalisée par la société ALCIS, afin d’évaluer I’influence de ce traitement sur la
chimie de surface.

IV.2) Influence de la stérilisation sur les supports fonctionnalisés

IV.2.1) Les rayons gamma
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Tout d’abord, une étude de stérilisation par irradiations de rayons gamma a été réalisée

sur les réglettes de détection en polypropylene. Ceux-ci ont par la suite étaient testés par le
CTTM en ELISA sandwich afin de voir si la stérilisation modifier ou non 1’accroche des
biomolécules d’intéréts et donc la détection des agents infectieux.
Suite a I’irradiation v, les supports de polypropyléne ont jauni et sont devenus plus fragiles,
donc plus difficilement manipulables. Les rayons y ont des effets a long terme apres le
traitement. Entre autre, ils entrainent, sur les polymeres, des réactions de réticulation et la
coupure des chaines macromoléculaires donnant lieu a la formation de doubles liaisons
pouvant émettre dans le visible (coloration jaune clair) et, comme dans notre cas, rendant le
polymere cassant [28]. Par ailleurs, les résultats obtenus par le CTTM en ELISA sandwich ont
été inexploitables puisque les valeurs des densités optiques obtenues sur les supports stérilisés
étaient plus faibles que le support originel de polypropyléne brut. Par ailleurs, les résultats
n’étaient pas reproductibles.

Ces essais ont permis de confirmer les résultats observés dans la littérature et
soulevent le probleme principal de la modification de la cristallinité du matériau, tout comme
la modification des groupements chimiques présents en surface [25,29,30]. Nous avons donc

décidé de tester la stérilisation par gaz d’éthyléne oxyde.

1V.2.2) Le gaz d’éthyléne oxyde

L’éthyléne oxyde (EtO) permet de détruire les bactéries éventuellement absorbées a la
surface du matériel hospitalier et pouvant étre responsable d’une infection. C’est un composé
trés réactif et n’entrainant pas la coloration des outils stérilisés, possédant des propriétés
biocides et fongicides.

En temps normal, c’est-a-dire lorsque le gaz est mis en contact avec les molécules
biologiques a stériliser, I’éthyléne oxyde réagit avec les fonctions situées aux extrémités des
enzymes sur les fonctions de types —OH, -COOH, -SH et NH altérant ainsi les mécanismes
microbiens. Cette alkylation est peu présente sur les matieres plastiques, puisque bien que la
réaction puisse se faire en bout de chaines, ces dernieres sont la plupart du temps bloquées par
les additifs de polymérisation. Ainsi, nous pouvons nous attendre a ce que le PP non activé et
non traité ne voit pas ses propriétés intrinseques et de surface modifiées.

Dans notre cas, le polypropylene fonctionnalisé présente a sa surface des groupements

de type —NH qui lui conférent son caractére hydrophile. Le gaz d’éthyléne oxyde devrait donc
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régir avec nos couches minces (équation 1) et modifier les propriétés de surface des supports

de détection, tout en conservant leur caractere hydrophile (figure I11.35).

RHN
O
/ \ + RH2N _—

OH

Equation II1.1 : Ouverture du cycle

f

OH OH

Bss

Figure I11.35 : Suggestion de positionnement de [’oxyde d’éthyléne sur un support hydrophile

Une série d’essais a donc été réalisée en utilisant la stérilisation a 1’EtO sous forme

gazeux. L’influence de cette technique de stérilisation sur les supports traités a tout d’abord

était étudiée par analyse goniométrique. Les résultats des angles de contact d’eau ultra pure et

des énergies de surface globale et polaire ainsi obtenus sont présentés sur les figures I11.36

et I11.37 pour des supports de PP non traités et fonctionnalisés. Dans le but de comprendre au

mieux l’interaction entre 1’éthyléne oxyde et les traitements de surface, un échantillon de

polypropyléne activé par plasma d’hélium dans nos conditions de traitements a également été

étudié avant et apres stérilisation.
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Figure I11.36 : Valeurs des angles relevés a I’eau ultra-pure avant et apres stérilisation a I’oxyde d’éthylene
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Figure 111.37 : Evaluation de l’énergie de surface globale et polaire pour chaque échantillon avant et apreés
stérilisation

Les valeurs des angles de contact mesurées présentent des valeurs tres différentes
selon que le support ait subi la stérilisation ou non, excepté pour le support témoin et celui
traité par le bromure d’hexatriméthylammonium. En effet, les valeurs des angles de contact
sont toutes nettement plus importantes lorsque le support est stérilisé sauf pour les deux cas
particulier exposé précédemment. Les supports dont le caractere était hydrophile apres soit
I’activation au plasma d’hélium, soit aprés les traitements T2 et T3, sont a nouveau tres
hydrophobes apres stérilisation. Nous pouvons constater que les valeurs des angles de contact
pour les supports T2 et T3 présente une augmentation du caractere hydrophobe de 60% et
39%, respectivement. Cet accroissement de I’hydrophobie a pour conséquence de diminuer la
valeur de 1’énergie de surface globale puisque I’énergie de surface polaire est quasiment nulle.
En effet, le support activé a I’hélium, par exemple, a une énergie de surface polaire qui passe
de 38mJ/m? a 1,3mJ/m? son caractére hydrophile est donc bien moins important qu’avant
stérilisation.

Aucune modification pour le support témoin PP dont les valeurs d’angle de contact et
d’énergie de surface, globale et polaire, restent inchangées avant et aprés traitement. Cas
particulier pour le support traité par le bromure d’hexatriméthylammonium dont les valeurs
restent proches de celles obtenues avant stérilisation. Comme prévu, la stérilisation n’a donc
pas effet sur le support de polypropylene brut. En revanche, il n’y en a pas non plus sur la

chimie de surface du support fonctionnalisé T1.
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Concernant le dépot de couches minces réalis€é avec le bromure
d’hexatriméthylammonium, la faible modification des valeurs des énergies de surface
obtenues montrent que le support a d’une part réagit avec 1’oxyde d’éthyléne mais que cela
n’a pas entrainé de modification notable de la surface pouvant compromettre la détection des

agents pathogenes. Comme prévu, sa surface conserve un caractere hydrophile.

Une explication possible aux différences observées entre les supports témoin et celui
traité par 1’hexatriméthylammonium par rapport aux autres traitements est la présence des
charges en surface et la longueur de chaine carbonée qui influencerait 1’adsorption, ou non,
ainsi que I’orientation de I’oxyde d’éthyléne.

I serait intéressant d’effectuer a nouveau la méme expérience en associant des analyses de
caractérisation topographique et chimique, qui n’ont pu ici étre réalisée. Le procédé de
stérilisation, dans le cadre de notre convention, n’a pu étre mis en place que que le dernier

trimestre.

IV.3) Influence de la stérilisation sur la détection de la protéine prion

recombinante humaine

Dans le but d’évaluer I’influence de cette modification de surface sur la capacité de
détection des supports traités, des tests ELISA sandwich ont été réalisés sur la protéine Prion
humaine recombinante, c’est-a-dire reproduire au sein d’une cellule programmée. La
figure I11.38 présente les valeurs des densités optiques obtenues pour différentes
concentrations en protéine Prion recombinante humaine pour des échantillons témoin et traités

puis stérilisés.
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Figure I11.38 : Evaluation de la détection de la protéine Prion recombinante humaine par ELISA sandwich avant

et apres traitement a l’oxyde d’éthylene

Les résultats obtenus dans le cadre de la détection de la protéine Prion recombinante
concordent avec ceux obtenus dans 1’étude goniométrique précédemment décrite. En effet, en
comparant les valeurs des densités optiques obtenues sur les supports avant et apres
stérilisation, on constate que la stérilisation affecte la chimie de surface des supports traités
par le 3-butenylamine hydroclhoride et le géranylamine. Ils sont moins sensibles apres
stérilisation, les valeurs de détection diminuant de 60%, en moyenne. En revanche, a faible
concentration (5Sng/mL), et considérant la valeur du bruit de fond pour une concentration en
PrPrec nulle, la stérilisation ne semble pas empécher la détection de la protéine. La
conformation des biomolécules d’intéréts dépendant de leur milieu et de leur agrégation en
fonction de la concentration, le caractere hydrophobe ou hydrophile ne semble pas avoir
d’influence a faible concentration.

Les résultats les plus intéressants concernent le support traité avec le bromure
d’hexatriméthylammonium puisque la stérilisation n’affecte pas sa surface. Les valeurs des
densités optiques relatives a une concentration de 50ng/mL, par exemple, restent tres

proches : 1,412 et 1,386 u.a., avant et apres stérilisation respectivement. Par ailleurs, la
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sensibilit¢ de la détection est également augmentée puisque le bruit de fond est
proportionnellement plus faible par rapport au support de PP témoin. En effet, le rapport entre
T1 et le témoin stérilisés est 3 fois supérieur a celui entre T1 et le t€émoin non stérilisés.

La stérilisation du support fonctionnalisé¢ par le bromure d’hexatriméthylammonium
permet donc de détecter la protéine quel qu’en soit la concentration tout en réduisant le bruit

de fond et en augmentant ainsi le seuil de détection.

Ainsi, et bien que d’autres tests complémentaires soient nécessaire quant a la
répétabilité de 1D’expérience, le dépot de couches minces de bromure
d’hexatriméthylammonium semble étre le plus appropri¢é a la détection des agents
pathogenes ; sa surface n’étant pas affectée par la stérilisation a 1’oxyde d’éthylene et son

hydrophilie conservée.

Par ailleurs, il serait intéressant de tester d’autres modes de stérilisation mieux adaptés
aux types de dépdt de couches minces considérés sans altérer les propriétés intrinseques du
polypropylene. Deux techniques semblent répondre a ces attentes : la stérilisation par chaleur

seche et par voie plasma [25,26,27].
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V. Conclusion

Les diverses méthodes de caractérisation et d’analyses physico-chimique des surfaces des
supports de PP activé par plasma froid d’hélium et traité par un dépdt de couches minces ont
permis de confirmer que les surfaces obtenues apres traitement présentées une augmentation
de leur caractere hydrophile et donc de leur énergie polaire de surface, que les dépdts de
couches sont homogenes et stables dans le temps. Les rugosités ainsi obtenues vont permettre
de mieux fixer les biomolécules d’intérét lors de la détection des protéines infecticuses
correspondant a chaque maladie neurodégénératives.

A ce stade, les surfaces des supports de PP traitées par les molécules de bromure
d’hexatriméthylammonium (T1) et de 3-butenylamine (T2) semblent étre de bons candidats.
Reste toutefois a affiner les expériences menées sur le mode de stérilisation des supports afin
de déterminer le mode d’interaction chimique entre les dépdts de couches minces et le gaz
d’éthylene oxyde. Il est possible d’envisager une stérilisation par plasma froid qui fixerait les

extrémités des chaines des couches minces et n’altérerait pas leurs fonctionnalités.
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Chapitre IV :

Evaluation de Pefficacité de
la fonctionnalisation des
supports de détection

«Influence de la chimie de surface sur la détection des protéines antigéniques et
[’adhésion des biomolécules d’intérét »
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I . Introduction

Ce chapitre est dédié a 1’application des surfaces développées pour la détection des
protéines pathologiques propres aux différentes maladies neurodégénératives étudiées dans ce
projet de recherche. Par ailleurs, ’intérét étant de mieux comprendre 1’amélioration de la
détection par 1’étude des interactions entre la chimie de surface et les biomolécules mises en

jeu, des analyses via le systeme ELISA et en microscopie confocale ont été réalisées.

Dans un premier temps, les résultats obtenus sur les antigénes concernés seront
présentés pour chaque traitement élaborés et comparés au support témoin non traité. Dans un
second temps, nous verrons les études menées afin de mieux comprendre comment et
pourquoi les traitements augmentent le signal de détection tout en réduisant le bruit de fond
relatif aux associations et fixations des biomolécules de fagon non spécifique. Ainsi, les
résultats obtenus par la méthode ELISA et par microscopie confocale permettront de répondre
aux différences d’affinités des protéines et anticorps vis-a-vis des traitements de

fonctionnalisation.

141



II . Application a la détection des protéines antigéniques par le systeme ELISA

Dans cette partie, les supports élaborés ont été testés sur trois molécules protéiques
pathogenes : la protéine Prion, la protéine Tau et la protéine a-synucléine, responsable de la
maladie de Creutzfeld-Jakob, Alzheimer et Parkinson, respectivement. Les expériences ont
été réalisées en utilisant le systeme de détection ELISA sandwich. Chaque expérience met en
comparaison les supports modifiés avec le support témoin, c’est-a-dire le support de
polypropylene non traité. Les supports sont évalués selon trois criteres : ils doivent suivre la
loi de Beer-Lambert, ¢’est-a-dire que la densité optique doit évoluer dans le méme sens que la
concentration, réduire le bruit de fond li€é a une adsorption non spécifique et permettre une
détection a des concentrations les plus faibles possibles tout en augmentant le signal de
détection.

Comme le rappelle le schéma de la figure IV.1, le systtme ELISA sandwich utilisé ici
repose sur la capture en « sandwich » de 1’antigéne responsable de la maladie par un anticorps

de capture et d’un anticorps de détection.

xf;xﬁe

Figure IV.1 : Schéma du systéme de détection ELISA sandwich

Pour faciliter la discussion sur les analyses, les traitements réalisés par le bromure
d’hexatriméthylammonium, le 3-butenylamine et le géranylamine, seront notés

respectivement T1, T2 et T3 comme présenté sur la figure IV.2.
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Figure 1V.2 : Annotation des traitements ou T1, T2 et T3 correspondent au bromure
d’hexatriméthylammonium, au 3-butenylamine hydroclhoride et au géranylamine

I1.1) Evaluation de I’efficacité de la fonctionnalisation des supports sur la

détection de la protéine Prion

Les premiers essais ont été réalisés sur une protéine Prion recombinante humaine
notée PrPrechum, c’est-a-dire développée et purifiée de facon a comporter les principales
fonctions biologiques propre a la protéine Prion infectieuse sans en porter pour autant le gene
responsable de la maladie. Dans un second temps, les mémes expériences ont été réalisées a
partir de la protéine Prion dite PrP-DVE, soit directement prélevée sur les patients atteints de

la maladie de Creutzfeld-Jacob par Dérivation Ventriculaire Externe.

I1.1.1) Protéine Prion recombinante humaine

La figure IV.3 montre 1’évolution de la densité optique obtenue pour les supports
témoin et traités (T1, T2 et T3) en fonction d’une gamme de concentration croissante en
protéine Prion recombinante humaine en présence de 1’anticorps de capture Saf32 (10 pg/mL)
et de I’anticorps de détection biotinylé 4F7biot (1 ug/mL). Les valeurs reportées
correspondent a la moyenne de cing expériences réalisées en méme temps afin de s’assurer de

la reproductibilité des résultats.
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Figure 1V.3 : Evaluation de la détection de la protéine Prion recombinante humaine par les supports

fonctionnalisés ([anticorps de capture]=10 ug/mL, [anticorps secondaire]=1 ug/mL).

D’aprés la figure IV.3, on constate que la densité optique augmente avec la
concentration, ce qui est en accord avec la loi de Beer-Lambert (DO=¢lc). En effet, la valeur
de la densité optique des différents supports évolue proportionnellement a la concentration en
protéines Prion.

Pour une concentration nulle en agent pathogéne, la densit¢ optique ne I’est pas
toujours. Ceci est dii d’une part au bruit de fond de 1’appareil et d’autre part a des détections
non spécifiques, correspondant a de faux-positifs, tels que le systeme anticorps primaire —
anticorps secondaire. Il est donc nécessaire que la valeur de la densité optique relative a une
concentration nulle en agent pathogene soit la plus faible possible malgré le bruit de fond
propre de ’appareil. Ainsi, a une concentration de 0 ng/mL, le bruit de fond des traitements

T1 et T2 sont de moitié celui du témoin : 0,090 u.a. et 0,079 u.a. contre 0,165 u.a.

Afin de mieux estimer 1’influence des traitements T1, T2 et T3, nous avons représenté
I’évolution de la sensibilité des différents supports en fonction de la concentration en protéine
Prion recombinante humaine (Cf. figure IV.4). La sensibilité (en %) est définie selon la
relation suivante :

A-Ag
S (%) =

x 100 144




Ou A et Ay correspondent respectivement a la valeur de 1’absorbance du support (témoin,

traité T1, traité T2 ou traité T3) en présence de protéines et en I’absence de protéines.

La figure IV.4 montre clairement que les supports traités T1 et T2 présentent une plus
grande sensibilité a la protéine Prion PrP.echum que le témoin. La présence d’une charge a la
surface des supports permettrait donc de mieux fixer 1’anticorps de capture par effets
électrostatiques et de Van der Waals, et donc mieux détecter la protéine. Le seuil de détection

se situe a 12,5 ng/mL pour tous les supports traités.
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Figure 1V.4 : Evolution de la sensibilité des différents supports en fonction

de la concentration en protéine Prion recombinante humaine.

Le traitement T3 ne présente pas d’amélioration notable des signaux par rapport au
support témoin, en effet il n’augmente la sensibilité du signal de détection que de 11% en
moyenne. En revanche les supports de polypropylene fonctionnalisés par les couches minces
T1 et T2 présentent, pour une concentration en PrPechum de 50ng/mL, une augmentation de la

sensibilité du signal de détection de 65.8% et 55.7%, respectivement.
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Afin de s’assurer de 1’efficacité des traitements de surface quel que soit le moment de
leur utilisation, les tests en ELISA sandwich ont été réalisés sur les différents supports sur une

gamme de temps s’étendant jusqu’a 8 mois. Les résultats de ces expériences sont présentés

dans la figure IV.5.
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Figure IV.5 : Evaluation de I'influence du vieillissement des supports sur la détection

de la protéine Prion recombinante.

Les résultats montrent que la densité optique des analyses réalisées sur le support T3
diminue au cours du temps, passant de 1,118 u.a. a 0,700 u.a. pour une concentration de
25ng/mL ; soit une perte du signal de 37%. De méme pour une concentration en PrPcpym de
50ng/mL ou les valeurs des densités optiques entre un support a t=0 et t=8 mois perte 30.6%
de leur intensité. Ceci est en accord avec les études menées sur le vieillissement des surfaces
modifi¢es. En effet, la valeur de 1’angle de contact avec de 1’eau ultra-pure était passée en 8
semaines de 45.33° 2 55.67°, montrant que le dépot de couches de T3 ne se stabilisait pas.

Les traitements T1 et T2 quant a eux ne présentent aucune perte du signal de détection
et restent stable dans le temps puisque la perte de signal quel que soit le traitement et la

concentration en PrPechum ne varie que de 5% a 8%.
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Rappelons que toutes biomolécules possedent un nombre important de conformations
possibles qui s’operent en fonction du milieu dans lequel elles évoluent. Ainsi, un caractére
hydrophobe plus prononcé susciterait une nouvelle conformation et une moins bonne
accroche de I’anticorps de capture a la surface des supports d’analyses, ce qui a pour

conséquence une perte en détection.

Neéanmoins, il est important de noter que le vieillissement des supports n’altére la
détection qu’au niveau de I’adsorption de I’anticorps primaire puisqu’en absence d’antigéne,

les valeurs des densités optiques obtenues relévent du bruit de fond de 1’appareil de mesure.

I1.1.2) Protéine Prion native

Afin de pouvoir évaluer I’efficacité des supports traités sur la protéine native, les
mémes expériences que celles réalisées sur la protéine recombinante ont ét€é menées sur la
protéine issue du liquide céphalo-rachidien (LCR). Quand la maladie est symptomatiquement
déclarée, le LCR contient 10% de protéines prion infectieuses et 90% de protéines prion
saines. Il est alors possible de recueillir des échantillons de ce liquide a I’aide d’une dérivation

ventriculaire externe (DVE) posée sur le patient atteint.

Les résultats des valeurs des densités optiques moyennées de plusieurs expériences
réalisées simultanément, sont reportés sur la figure IV.6.

Nous pouvons constater que lorsque la protéine n’est pas présente, concentration nulle,
la valeur de la densité optique du support de polypropylene brut est quasiment le double des
valeurs obtenues avec les supports traités. Cela signifie que le PP entraine une adhésion plus
importante des deux anticorps capture et détection ou du systeme de détection anticorps-HRP.
Par ailleurs, nous pouvons observer que la valeur des densités optiques en fonction de la
concentration en PrP-DVE ne varie que tres peu, allant de 0.185u.a. a une concentration nulle

jusqu’a 0.246u.a. pour une concentration de 50ng/mL, soit une hausse de 25%.

En revanche, les traitements T1, T2 et T3 présentent des valeurs de densité optique en
moyenne 63% et 59%, respectivement pour des concentrations en PrP-DVE de 25ng/mL et
50ng/mL, plus importantes que celles relevées pour le support de PP témoin. Nous pouvons

donc considérer une forte amélioration de 1’adhésion de I’anticorps de capture 3F3 a la
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surface de nos supports. De plus, la variation de I’intensit¢ de la densité optique entre
25ng/mL et 50ng/mL, quelle que soit le traitement considéré, ne varie pas de plus de 10%. Il
est possible que la quantit¢ d’anticorps de capture enduite a la surface ou d’anticorps de
capture 15F5-HRP ne soit pas suffisante ; lors de I’ajout de la protéine PrP-DVE, les sites de
reconnaissance peuvent €tre saturés. La protéine PrP-DVE en exces peut alors se fixer

partiellement a méme la surface.
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Figure 1V.6 : Evaluation de la détection de la protéine Prion native par les supports

fonctionnalisés ([anticorps de capture]=10 ug/mL, [anticorps secondaire]=1/10)

La figure IV.7 représente 1’évolution de la sensibilité des différents supports en
fonction de la concentration en protéines prion natives. Les résultats montrent une sensibilité
nettement améliorée pour les supports traités par rapport au support de polypropyléne brut et
prouvent donc 1’efficacité de ce type de traitement. Le seuil de saturation est déja atteint a la
concentration de 25 ng/mL et il serait donc intéressant, en perspective, d’étudier des
concentrations inférieures a 25 ng/mL.

Cependant, on peut remarquer que les trois traitements donnent des sensibilités tres
proches et contrairement aux expériences menées sur la protéine recombinante, le traitement
T3 donne des résultats 1égérement plus élevés, de I'ordre de 3%, qu’avec les deux autres
traitements. Notons tout de méme que chaque traitement permet d’obtenir une forte
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augmentation de la sensibilité du signal de détection. L’accroissement moyen des valeurs des
densités optiques relevées atteint 98% pour une concentration en PrP-DVE de 25ng/mL et de

94% pour une concentration de 50ng/mL.
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Figure IV.7 : Evolution de la sensibilité des différents supports en fonction

de la concentration en protéines prion native

La littérature rend compte de la difficulté que présentent la purification et la synthese
de protéines antigéniques modeles. Il existe donc des différences entre les propriétés des
protéines modeles et des protéines natives aussi bien au niveau de leur conformation que de
leur caractere hydrophile, entrainant des conséquences sur leur degré d’affinité vis-a-vis des
molécules chimiques et/ou biologiques. Ceci peut alors expliquer la différence de
comportement de la protéine recombinante humaine et celle issue de la dérivation
ventriculaire externe, vis-a-vis du traitement T3 mais également par rapport aux forts écarts
des densités optiques relevées sur les supports traités et le support témoin.

I1 est donc indispensable de réaliser les tests autant qu’il est possible sur les protéines

natives en fonction de I’avancement des symptomes chez les patients.

L’¢tude sur le vieillissement des supports vis-a-vis de la détection de la protéine prion

native sur une période de 8 mois est représentée sur la figure IV.8.
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Pour une concentration nulle en PrP-DVE, les valeurs des densités optiques associées
aux traitements T1 et T2 varient trés peu entre t=0 et t=8 mois (de ’ordre de 15%). A
contrario, le traitement T3 au bout de 8 mois de stockage, présente une augmentation de 49%
de la valeur de la densité optique relevée a t=0.

Pareillement pour une concentration en PrP-DVE de 50ng/mL, ou I’instabilité¢ de la
couche mince de T3 entraine une perte du signal de détection de 35%. Les couches minces

des traitements T1 et T2 restent stables et efficaces dans le temps.
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Figure IV.8 : Evaluation de ['influence du vieillissement des supports sur la détection

de la protéine Prion native.

Bien que dans le cadre de I’étude de la détection de la protéine Prion issue de la DVE,
le traitement T3 semblait s’imposer comme étant le plus opérationnel, 1’instabilité de ses
couches minces ne permette pas de I'utiliser comme agent de fonctionnalisation. En effet,
aussi bien pour la protéine Prion recombinante humaine que la protéine PrP-DVE, les
supports ayant été fonctionnalisés par les dépots de couches minces T1 et T2 sont les plus
appropriés puisque présentant une bonne augmentation du signal de détection, et donc de la
sensibilité de détection, de 60% a 95%, mais également permettent une bonne reproductibilité

des expériences au cours du temps dii 2 une meilleure stabilité de leur dépot.
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I1.2) Evaluation de Defficacité de la fonctionnalisation des supports sur la

détection de la protéine Tau hyperphosphorylée

La protéine Tau hyperphosphorylée (Tau-PHF) correspondant a la forme pathogene
hyperphosphorylée située dans le cerveau d’un patient est prélevéé a un stade post-mortem.
En revanche, étant donné la difficulté de connaitre exactement la concentration initiale dans le
prélévement, des essais réalisés par le CHU de Lyon ont permis d’évaluer une dilution au
250"™ de la solution prélevée sur le patient comme possédant une concentration détectable.
oieme

Dans le cadre de nos expériences, une dilution au 50 a également été réalisée afin de

pouvoir évaluer la sensibilité des supports traités par rapport au support témoin.

La figure IV.9 présente la densité optique pour différentes concentrations en protéine
Tau-PHF. Les résultats obtenus correspondent a la moyenne des valeurs des densités optiques

obtenues avec plusieurs expériences identiques.
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Figure IV.9 : Evaluation de la détection de la protéine Tau hyperphosphorylée par les
supports fonctionnalisés ([anticorps de capture] =2 ug/mL, anticorps secondaire issu d’'un kit

INNOGenetics)
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La figure IV.9 montre que le bruit de fond des supports traités T1 et T3 est réduit par
rapport a celui du support témoin bien que celui-ci soit déja faible (0,197 u.a.), ce qui
correspond aux objectifs a atteindre pour améliorer la détection.

En revanche, le traitement T2 présente une augmentation du bruit de fond, ce qui
signifierait que ’anticorps secondaire serait 1égerement attiré par le traitement de surface ou
se lierait directement sur le fragment Fc de I’anticorps primaire et donnerait lieu a un faux-
positif.

Néanmoins, les résultats obtenus présentent une amélioration du signal jusqu’a 58.9%

pour le traitement T1 et 49.6% pour Ir traitement T2 & une dilution de 1/500.
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Figure 1V.10 : Evolution de la sensibilité des différents supports en fonction

de la concentration en protéines Tau hyperphosphorylées

La figure IV.10 montre que la présence des groupements fonctionnels de type amine a
la surface des supports de polypropylene semblent permettre une meilleure détection de la
protéine Tau-PHF. En effet, la sensibilité est meilleure pour le support traité T1 avec une
augmentation de la sensibilité de détection de 80.9% pour une dilution de 1/500 et de 70.8%
pour une dilution de 1/250. Contrairement aux traitements T2 et T3, le traitement T1 présente
une surface initialement chargée qui pourrait expliquer une augmentation de I’affinité¢ de

I’anticorps de capture pour le support de détection.
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Par ailleurs, pour les supports traités T1, T2 et T3, le seuil de détection semble atteint
pour une dilution de 1/500, ce qui n’est pas la cas pour le support témoin. Dans le cas du
support témoin, cette augmentation de la sensibilité peut étre due a une adsorption de la
protéine qui ne se fait pas uniquement sur les sites récepteurs de 1’anticorps de capture mais
¢galement sur la surface du support. Ainsi, qu’elle soit fixée sur I’anticorps de capture ou
directement sur la surface, la protéine peut étre détectée par I’anticorps secondaire. Par
conséquent, le dépot de couches minces peut permettre alors d’éviter toutes adsorptions non
spécifiques et d’obtenir une détection sans faux-positifs. Cependant, le traitement T2, de part
la présence d’un bruit de fond a une concentration nulle en agent pathogene, voit sa sensibilité

de détection augmenter de seulement 29.7% pour une dilution a 1/250.

La figure IV.11 présente le vieillissement des supports vis-a-vis de la détection de la

protéine Tau hyperphosphorylée sur une période de 8 mois.
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Figure IV.11 : Evaluation de l'influence du vieillissement des supports sur la détection

de la protéine Tau hyperphosphorylée.

Bien que I’efficacité des traitements restent meilleur que le support brut aprés 8 mois,
les dépdts de couches minces T1 et T2 présentent une légere baisse de la valeur de la densité

optique de 19.6% pour T2 et de 13.6% pour T1. Il serait donc intéressant de renouveller
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I’expérience en considérant des supports traités jusqu’a 12 mois et 16 mois, ceci afin de

mieux évaluer I’influence du temps sur une éventuelle dégradation des couches minces.

IL.3) Evaluation de Defficacité de la fonctionnalisation des supports sur la

détection de la protéine synucléine alpha sous forme oligomere

La protéine synucléine alpha étudiée ici est également issue de patients présentant les
syndromes Parkinsoniens, c’est-a-dire qu’elle se présente sous forme oligomére. Des
difficultés rencontrées quant au choix de I’anticorps de détection et des concentrations
utilisées, n’ont pas permis de réaliser des systémes ELISA complets. Cependant, le but
principal étant d’améliorer la fixation de ’anticorps de capture afin d’augmenter la quantité
d’antigéne détectée, seule la fixation de I’anticorps primaire 10C3 sur les supports traités a été
évaluée.

La figure IV.12 présente I’évolution de la densité optique obtenue sur les supports
traités T1, T2 et T3 par rapport au support témoin pour deux concentrations en anticorps de
capture (0,5 et 5 pg/mL) et permet de montrer les différences d’affinit¢ de I’anticorps

primaire pour les différentes surfaces considérées.
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Figure IV.12 : Evaluation de l’affinité de I’anticorps de capture de la synucléine alpha vis-a-

vis des supports traités par rapport au support témoin ([anticorps de détection]= 0,3 ug/mlL)
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L’anticorps de détection utilisé ici posséde une affinité particuliere pour 1’anticorps de
capture puisqu’ils différent uniquement par la présence sur I’anticorps secondaire de la
peroxydase de Raifort. Ainsi, lorsque la concentration en anticorps de capture est nulle,
I’affinité de I’anticorps de détection pour la surface est directement évaluée. Le but étant de
ne pas avoir de détection ne correspondant pas au systeme complet, il est nécessaire que
I’anticorps de détection ne se fixe pas en 1’abscence de 1’anticorps de capture et que la valeur
de la densité optique correspondante soit la plus faible possible.

Les valeurs des densités optiques présentées sur la figure IV.12 en [’absence
d’anticorps primaire montrent que les supports traités ne fixent pas aléatoirement 1’anticorps
secondaire. En effet, les DO des supports traités sont plus faibles que celle du support témoin.
Ceci permet de démontrer que les valeurs des densités optiques obtenues en présence de
I’anticorps de capture ne sont pas dues a une détection non spécifique.

En revanche, le support de polypropylene brut, présente un valeur de densité optique
de 0.447 u.a. lorsque la concentration en anticorps primaire est nulle. Il y a donc adsorption de
I’anticorps de détection a la surface du PP. La valeur obtenue a une concentration de 5 pg/mL
signifie que le support ne présente pas une meilleur affinité mais simplement que cette valeur
est due a la plus forte concentration en anticorps 10C3 puisque la valeur de la densité optique

pour une concentration de 0.5 pg/mL est équivalente au bruit de fond.

La figure IV.13 présente 1’évolution de la sensibilit¢ des supports vis-a-vis de
I’anticorps de capture. Il apparait que le support traité T2 est le plus sensible. Il permet
d’augmenter la sensibilité¢ de détection a faible concentration en anticorps de capture (0.5

pg/mL) de 99.3% par rapport au support de polypropylene témoin.

155



4000 -

3500 -

PP
g T 1
T2
T 3

3000

2500

2000 -

Sensibilité (%)

1500

1000 +

500 -

0 ] B 4?
0 0,5 5
Concentration en anticorps de capture 10C3 (ng/mL)

Figure 1V.13 : Evolution de la sensibilité des différents supports en fonction

de la concentration en anticorps de capture de la synucléine alpha

En revanche, le support traité par le bromure d’hexatriméthylammonium ne présente
aucune affinité pour 1’anticorps de capture puisque les valeurs des sensibilité de détection
obtenues pour chaque concentration ne dépassent pas le bruit de fond du témoin. En effet,
pour une concentration de 5 pg/mL en anticorps 10C3, la sensibilité de détection est réduite
de pres de 42%. Ce manque d’affinité de la part de la couche mince T1 peut étre di a la
présence du groupement ammonium comportant une charge positive qui pourrait étre a

I’origine d’une répulsion envers I’anticorps de capture.

Dans le but de mieux interpréter les résultats obtenus en ELISA et de pouvoir
comprendre les différences d’affinité des traitements vis-a-vis des biomolécules, des analyses

de surface ont €té réalisées.
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IIl . Evaluation de [D’affinité des biomolécules d’intéréts pour les surfaces

traitées

Le systeme de détection ELISA Sandwich (Cf. figure 1.9) met en jeu différentes
biomolécules qui ont toutes une affinité particuliere pour la molécule avec laquelle elles
doivent réagir au cours de la détection. Sont donc introduit dans le milieu d’analyse
I’anticorps de capture, 1’agent bloquant de surface (la BSA ou le Tween20®), I’antigene,
I’anticorps de détection et selon que ce dernier soit couplé ou non a de la biotine, la
streptavidine couplée a la peroxydase de Raifort (HRP) et le 3,3°, 5,5’ -tétraméthylbenzidine
(TMB), dans cet ordre.

Lorsque I'une de ces biomolécules manque, il est nécessaire de s’assurer que des
associations non spécifiques n’aient pas lieu et ne déclenchent pas un signal de détection
majoritairement constitué de faux positifs. En effet, une détection erronée aurait pour
conséquence de déclarer comme atteint un patient sain.

L’intérét de ce travail d’analyses est de pouvoir s’assurer que les supports traités
n’entralnent pas de fixations ou d’associations aspécifiques. Il permettra également de mieux
comprendre I’influence des traitements du support vis-a-vis de la fixation des anticorps de
capture et des adsorptions non spécifiques. Pour cela, les tests effectués a 1’aide du systeme
ELISA ont été mis en relation avec des analyses par microscopie confocale. L’élimination, au
sein du protocole de détection, des principales biomolécules (anticorps de capture, protéine ou
anticorps de détection) a permis d’évaluer I’existence ou non de ces adsorptions aspécifiques
et I’influence des molécules de fonctionnalisation des supports sur ces résultats.

L’¢limination de D’anticorps de capture peut entrainer différentes associations des
autres biomolécules en fonction de leur affinité les unes par rapport autres mais également du
support considéré. La figure IV.14 présente les schémas des différentes associations possibles.
Il en va de méme lorsque I’antigéne et I’anticorps de détection sont absents du protocole. Les
figures IV.15 et IV.16 présentent les schémas des absorptions pouvant alors €tre obtenues.
Ainsi pour chaque protéine précédemment étudiée en détection, les mémes expériences ont
¢té réalisées sans 1’anticorps de capture correspondant, 1I’antigéne lui-méme et I’anticorps de
détection. Les résultats sont présentés par protéine pour chaque traitement.

Rappelons que chaque protéine est associée a un anticorps de capture et un anticorps
de détection qui la reconnaissent de fagcon spécifique par le couple épitope - récepteur. Ainsi,

lorsque 1’'une des entités est absente, il ne devrait pas y avoir de signal de détection. En
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revanche, la mesure d’une densité optique montre qu’une association non spécifique est
réalisée. Cette association peut avoir lieu entre les biomolécules elles-mémes ou entre les

biomolécules et la surface du support d’analyse.

Figure IV.14 : Schéma des diverses fixations non spécifiques possibles en [’absence

d’anticorps de capture

Figure IV.15 : Schémas des adsorptions possibles en ['absence d’antigéne
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Figure 1V.16 : Schémas des associations pouvant avoir lieu lorsque [’anticorps de détection

est absent

I11.1) Etude des associations aspécifiques par le systeme ELISA sandwich

I11.1.1) L’environnement de la protéine Prion recombinante humaine

La figure IV.17 présente les valeurs des densités optiques relevées en fonction de

différentes conditions d’expériences ou ’anticorps de capture, 1’antigéne et ’anticorps de

détection ont ét€ chacun a leur tour enlevé du protocole.
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Figure IV.17 : Evaluation des associations non spécifiques pour chaque traitement.
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Nous constatons dans un premier temps que les densités optiques sont toutes
relativement faibles, en dessous de 0,2 u.a., quelle que soit la biomolécule soustraite. De plus,
les surfaces traitées présentent une densité optique plus faible que le support témoin.

Dans le cas ou I’anticorps de capture est absent, la surface T1 traitée par le bromure
d’hexatriméthylammonium présente une densité optique plus faible que les deux autres
traitements T2 et T3. Cette différence est due a la fixation de 1’antigéne sur 1’agent bloquant,
et donc la surface. Il semblerait que la présence de la charge positive du traitement T1 portée
par ’ammonium repousse I’antigéne, permettant ainsi de limiter les faux positifs. Par ailleurs,
I’étape suivant I’introduction dans le milieu d’analyse de I’antigéne étant I’ajout de I’anticorps
de détection, ces signaux de détection pourraient également étre dus a la fixation de cet
anticorps secondaire. Ainsi, I’expérience suivante consiste a retirer 1’antigéne du protocole et
de vérifier que I’anticorps secondaire n’entraine pas de détection aspécifique en se fixant sur
’anticorps primaire.

En I’absence d’antigéne, les valeurs des signaux de détection sont en moyenne plus
¢levées qu’en absence d’anticorps de détection. Cela peut étre dii a ’association de 1’anticorps
primaire avec I’anticorps secondaire. Néanmoins, on constate que le support témoin présente
une valeur de densité optique quasiment deux fois plus importante que celle des supports
traités. L’hydrophobie naturelle du polypropyléne favoriserait donc 1’association des deux
anticorps et donc la présence d’un signal de détection. En revanche, la présence d’amines,
chargées ou non, permettrait de réduire les fixations non spécifiques.

La derniére expérience consiste a ne pas ajouter ’anticorps de détection afin de
s’assurer que le complexe streptavidine-HRP ne s’adsorbe pas, puisque dans ce cas-la, la
détection est indirecte, c’est-a-dire que 1’anticorps secondaire est couplée a de la biotine.
Ainsi, lorsque I’anticorps de détection n’est pas présent et qu’une valeur de densité optique est
relevée, cela signifie que le systetme de détection est affin soit pour I’antigéne soit pour la
surface d’analyse. Les supports traités T1, T2 et T3 présentent des signaux de détection bien
inférieurs a celui associé au support témoin : 0,26 u.a. en moyenne sur les trois supports

traités pour 0,14 u.a. pour le témoin.

Considérant les valeurs des signaux de détection obtenues lors de la premiere

expérience (sans anticorps de capture), il semble intéressant de conserver le support traité par
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le bromure d’hexatriméthylammonium (T1) pour améliorer la détection de la protéine Prion

recombinante humaine.

I11.1.2) L’environnement de la protéine Prion native

Les résultats des expériences sont reportés sur la figure IV.18. Les variations des
valeurs des densités optiques obtenues en fonction de 1’affinité de chaque biomolécule pour
chacun des traitements par rapport au support témoin permettent d’évaluer le support le mieux
adapté a la détection de la protéine PrP-DVE.

Premicre constatation, le support témoin semble fortement fixer I’antigéne et/ou
I’anticorps de détection lorsque I’anticorps primaire est absent du protocole. En effet, la
valeur du signal associé est de 2 a 8 fois supérieure a ceux des supports traités. Ainsi, le
traitement T1 donne lieu a la fixation non spécifique de I’antigéne sur 1’agent de blocage, ici
I’albumine de sérum bovin (BSA), ou de [’anticorps de détection soit sur 1’antigéne
préalablement fixée soit sur la BSA. En revanche, les traitements T2 et T3 ne donnent lieu a

aucune association aspécifique.

0,7 -
oPP mT1 mT2 mT3

0,6 - T
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Figure 1V.18 : Evaluation des associations non spécifiques pour chaque traitement

161



L’absence d’antigéne permet de définir I’affinit¢ de ’anticorps secondaire pour
I’anticorps primaire ou la surface. En effet, dans ce cas-la, si la valeur du signal est faible, de
I’ordre de 0,1 u.a., et prenant en compte les résultats de 1’expérience précédente, cela signifie
que P’antigéne se fixe sur 1’agent de blocage et non 1’anticorps secondaire. Rappelons que les
anticorps ont entre eux une affinité particulicre puisqu’ils se lient par le fragment Fc commun
a tous les anticorps. Les faibles valeurs de DO obtenues nous permettent de conclure que
seule 1’association anticorps — anticorps a lieu. Néanmoins, les valeurs des densités optiques
relatives aux supports traités sont de moitié celle du témoin. La présence des charges et des
groupements amines a la surface du polypropyléne permet donc de réduire le bruit de fond
relatif a la fixation de I’anticorps secondaire sur I’anticorps primaire.

Par ailleurs, la derniére expérience correspondant a I’absence d’anticorps de détection,
permet de confirmer que le signal est bien di a 1’association des anticorps entre eux puisqu’en
moyenne le signal est de 0,057 u.a. pour chaque support traité ou non.

Donnant des valeurs de densité optique systématiquement inférieures a 0,1 u.a. dans
chaque cas expérimental, le traitement T2 au 3-butenylamine hydrochloride semble le plus
approprié a la détection de la protéine prion issue de la DVE puisque diminuant le bruit de

fond 1ié aux fixations non spécifiques.

I11.1.3) L’environnement de la protéine Tau hyperphosphorylée

Comme expliqué dans le chapitre 1, la protéine Tau issue du liquide encéphalo-
rachidien (LCR) est hyperphosphorylée, c’est-a-dire qu’elle est associée a des paires de
filaments sous forme hélicoidale. La détection de cette protéine met donc en évidence aussi
bien la protéine Tau elle-méme que les filaments auxquels elle est liée.

La figure IV.19 présente les valeurs des densités optiques correspondant aux
associations non spécifiques des biomolécules mises en jeu dans le protocole ELISA, entre-
elles ou avec la surface. Comme pour les cas précédents, trois expériences €liminant tour a

tour I’anticorps de capture, I’agent pathogene et I’anticorps de détection ont été réalisées.
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Figure 1V.19 : Evaluation des associations non spécifiques pour chaque traitement.

Nous pouvons observer dans un premier temps, les fortes valeurs des densités optiques
obtenues pour tous les supports, témoin et traités T1, T2 ou T3, en absence d’anticorps de
capture. Ces valeurs montrent que I’antigene se fixe fortement a la surface des supports
d’analyses, permettant ainsi a I’anticorps secondaire de se lier et donner lieu a un signal de
détection. Ceci signifie que, quel que soit le support utilisé, une détection par ELISA direct
(en adsorbant directement la protéine sur la surface) pourrait étre réalisée et détecterait la
protéine Tau-PHF. Ainsi une expérience complémentaire a €té€ réalisée en ELISA direct ou
I’anticorps de capture et 1’agent bloquant, ici le Tween20®, ont été retirés du protocole
d’analyse. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure IV.20. Ils permettent de

confirmer cette hypothese.
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Figure IV.20 : Evaluation de [’efficacité des supports dans le cas
d’une détection par ELISA direct

En I’absence d’antigéne et d’anticorps de détection, et ce pour toute surface, aucun
signal ne traduit une détection associée a une fixation aspécifique. Ainsi, les valeurs obtenues
quand le systeme est complet sont uniquement significatives d’une détection de 1’agent
pathogene. En effet, ceci est confirmé par les valeurs élevées des signaux optiques obtenus
pour une dilution au 250°™ de I’antigéne dans le LCR, en particulier pour le traitement T2.
La protéine Tau-PHF aurait donc plus d’affinité pour des couches minces possédant des
groupements amines que pour le polypropylene non traité.

En revanche, considérant a nouveau la figure IV.19, en I’absence d’antigéne, les
supports traités et témoin présentent des valeurs de densité optique relativement faibles. [1 n’y
a donc pas d’association entre les deux anticorps.

De plus, les valeurs obtenues sans anticorps de détection sont en moyenne de 0,040 u.a., ce
qui signifie qu’en son absence, la streptavidine couplé HRP ainsi que le TMB ne se lient pas
aux biomolécules déja adsorbées.

D’une maniére générale, les supports traités et non traités permettent une détection de
la protéine pathogene sans faux positifs. Néanmoins, les résultats obtenus en détection par
ELISA sandwich (paragraphe I — 2) permettent de définir le support T1 comme pouvant
donner lieu aux meilleurs résultats de détection, comparativement aux autres supports

analysés.
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En conclusion, le support trait¢ par le bromure d’hexatriméthylammonium (T1)
devrait permettre d’améliorer le signal de détection des protéines tout en réduisant le bruit de
fond lié aux associations non spécifiques des biomolécules d’intérét ; ceci particulicrement
pour les protéines Prion recombinante et native, mais aussi pour la protéine Tau
hyperphosphorylée. Néanmoins, le traitement T2 (3-butenylamine hydroclhoride) pourrait
également convenir.

Dans le but de confirmer ces hypotheses, des analyses en microscopie confocale ont
¢té réalisées dans le but d’observer I’homogénéité de 1’adsorption des protéines et des

anticorps de capture associés sur les surfaces en fonction de leur traitement.

I11.2) Evaluation de I’absorption des biomolécules par microscopie confocale

Bien que les analyses ELISA permettent d’évaluer I’adsorption des protéines a la
surface des supports, elles ne permettent pas de définir ’homogénéité de cette fixation. Dans
cette optique, des analyses par microscopie confocale ont permis de rendre compte de cette
homogénéité et de comprendre ainsi les résultats obtenus en détection.

La microscopie confocale permet de visualiser les protéines par fluorescence. Les
biomolécules étudiées dans ce projet n’étant pas naturellement fluorescentes, il est nécessaire
de les lier a un agent de fluorescence qui ne dégrade pas leur structure. La rhodamine a été
choisie pour réaliser cette étude. Elle est additionnée aux solutions contenant les biomolécules
a analyser et se fixe grace a ses groupements cycliques.

Chaque surface, témoin et traitées T1, T2 ou T3, a, dans un premier temps, été
immergée dans une solution aqueuse contenant uniquement la rhodamine afin de voir si par la
suite, la fluorescence observée était majoritairement due a I’adsorption des biomolécules
d’intérét ou a celle de la rhodamine. Dans un second temps, les surfaces ont ét¢ immergées
dans des solutions contenant la rhodamine liée soit a I’agent pathogene, soit a 1’anticorps de
capture associé.

Les images issues des analyses en microscopie confocale sont présentées sur les
figures 1V.21, IV.22 et IV.23. La figure IV.21 met en comparaison les supports témoin et
traités apres immersion dans une solution aqueuse de rhodamine. Les figures IV.22 et V.23
présentent, quant a elles, les surfaces apres immersion dans les solutions aqueuses protéiques
ou contenant les anticorps liés a la rhodamine. La légende de couleur permet d’évaluer la

fixation des biomolécules d’intérét. Lorsqu’aucune adsorption n’est faite, la surface est de
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couleur noire. En revanche dés qu’une protéine s’adsorbe a la surface, une coloration rouge

apparait. Lorsque la densité devient importante, la coloration passe du rouge au vert.

b)
0
d)

Figure IV.21 : Evaluation de I’affinité de la rhodamine pour les différentes surfaces : a)
surface témoin, b) surface T1, c) surface T2 et d) surface T3

Les images présentées sur la figure IV.21 montrent ’affinité¢ de la rhodamine pour
chacune des surfaces. On constate que le support témoin présente une coloration rouge plus
prononcée que les surfaces traitées. Ce qui signifie que la rhodamine a plus d’affinité pour le
caractere hydrophobe du polypropylene que pour les surfaces hydrophiles obtenues apres
traitement. Cecl est confirmé par les images relatives aux traitements. En effet, le caractere
hydrophile diminue entre les surfaces T1, T2 et T3, la valeur de 1’angle de contact avec I’eau
ultra pure étant plus importante pour la surface T1 que pour les surfaces T2 et T3 : 34°, 36° et
45° respectivement pour T1, T2 et T3. Bien que les angles de contact des traitements T1 et T2
soient proches, il semblerait que la rhodamine soit plus affine pour le traitement au 3-
butenylamine (T2) en raison de I’absence de charge a sa surface.

La figure IV.22 présente la répartition des protéines Prion recombinante, Tau
hyperphosphorylée et synucléine alpha sous forme oligomere vis-a-vis des surfaces témoin et
traitées T1, T2 et T3.

Premiere constatation, il existe une grande différence du mode d’adsorption des

protéines sur les surfaces. Le support témoin permet de visualiser, les filaments des paires
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hélicoidales de la protéine Tau et la forme oligomere de la protéine a-synucléine (en vert sur
les images). D’apres la premiere image, la protéine Prion recombinante humaine semble
former des agrégats sphériques a la surface du polypropyléne. D’une manicre générale, le
support témoin possede une plus forte affinité pour chacune des protéines que les surfaces

traitées.

PrPrechum Tau-PHF o - synucléine

support témoin

support T1

support T2

support T3

Figure IV.22 : Influence des propriétés des surfaces témoin et traités T1, T2 et T3 sur I’adsorption des

protéines PrPrechum, Tau-PHF et o-synucléine

En comparant les supports traités T1, T2 et T3 pour chaque protéine, on constate que
la PrPrechum a plus d’affinité pour les surfaces T2 et T3 que pour le support T1, la coloration
étant plus prononcée sur ces traitements. Néanmoins, il semblerait que la fixation de la
protéine soit plus homogene sur la surface T3 que sur la surface T2. Ces résultats confirment

les analyses en détection ELISA puisque lorsque 1’anticorps de capture n’est pas présent, la
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détection est plus importante sur le support témoin que sur les surfaces traitées, mais les
supports T2 et T3 ont un signal supérieur au support T1.

La protéine Tau-PHF s’adsorbe ¢galement moins sur les surfaces traitées que sur la
surface témoin, les paires de filaments hélicoidales n’apparaissant pas a I’'image. Cependant,
la fixation de la protéine Tau sur les surfaces T1 et T2 est homogene, ce qui est montré par la
présence des points verts sur les images. Cette homogénéité peut alors expliquer que tous les
types de supports donnent lieu a un fort signal de détection lorsque I’anticorps de capture
n’est pas au préalable adsorbé a la surface des supports d’analyses.

Bien que les analyses en ELISA sandwich n’aient pas pu étre réalisées dans leur
intégralité sur la protéine a-synucléine, I’étude de I’affinité d’adsorption sur les différentes
surfaces par microscopie confocale permet d’émettre une hypothése quant a une détection
possible de la protéine. Nous constatons que le support témoin fixe beaucoup plus la protéine
que les supports traités. Ainsi, la détection de la protéine synucléine alpha réalisée avec les
supports T1, T2 et T3 permettrait de réduire les bruits de fond liés a de faux positifs, et ce
particulierement pour les surfaces T2 et T3.

L’¢tude de Daffinit¢ des différentes protéines pour les surfaces témoin et traitées
confirme les analyses ELISA réalisées. Les fonctionnalisations des surfaces de polypropylene
réduisent donc bien le bruit de fond relatif a des associations et adsorptions non spécifiques,
les supports traités fixant en plus faible quantité les protéines par rapport a la surface témoin.

La deuxieéme série d’analyses réalisées sur les surfaces vise a évaluer 1’adsorption de
I’anticorps de capture de chaque protéine. En effet, 1’objectif principal du projet est
d’améliorer 1’accroche des anticorps primaires et donc la détection des protéines antigéniques.
L’observation de I’affinité de ces anticorps de capture pour les surfaces traitées permettra de
comprendre I’amélioration des signaux de détection. La figure 1V.23 présente les images
obtenues par microscopie confocale des supports témoin et T1, T2 et T3 aprés immersion
dans les différentes solutions aqueuses contenant chacune les anticorps de capture propres aux
protéines Prion recombinante, Tau hyperphosphorylée et a-synucléine.

Les clichés de microscopie confocale obtenus apres immersion dans les solutions
d’anticorps présentent trois colorations différentes s’étendant du noir au vert. Comme
mentionné précédemment, une coloration rouge ou verte est synonyme d’adsorption tandis
que la couleur noire signifie qu’aucune molécule ne s’est fixée en surface.

Ainsi, le support témoin fixe moins ’anticorps de capture de la protéine Prion

recombinante humaine que les supports traités T1, T2 et T3. En revanche, le traitement T3
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présente des zones d’agglomération de I’anticorps primaire. Ceci pourrait expliquer les
valeurs des densités optiques plus faibles que celles du support témoin obtenues en détection.
Cette agrégation ne permettrait pas a I’antigéne de se fixer correctement sur les récepteurs de
I’anticorps de capture qui peuvent alors se retrouver masqués par 1’agrégation. Le support
fonctionnalisé par le traitement T2 présente une surface plus rouge que celle du traitement T1,
rendant compte d’une meilleure fixation de 1’anticorps primaire ainsi qu’une meilleure
homogénéité. Ces résultats concordent avec ceux obtenus en détection ou le support T2 donne
lieu au signal optique le plus élevé.

L’adsorption de I’anticorps de capture de la protéine Tau-PHF entraine une forte
coloration verte sur les surfaces T1, T2 et T3 tandis que la surface témoin, bien que présentant
une bonne homogénéité, ne semble pas autant fixer I’anticorps, la coloration étant rouge
foncée. L’augmentation du caractere hydrophile de la surface de polypropyléne semble
améliorer la fixation de I’anticorps primaire. En comparant les trois traitements, on constate
que la surface T3 présente une plus faible adsorption de ’anticorps ainsi qu’un effet de
granulosité pouvant étre di a une fixation légerement plus importante de ce méme anticorps.
Ceci étant en corrélation avec les résultats obtenus en détection ou la valeur de la densité
optique est légerement inférieure a celles des deux autres traitements T1 et T2. Par ailleurs,
comme observé en détection ELISA, les surfaces T1 et T2 présentent les meilleurs résultats.
En effet, les deux surfaces sont recouvertes de fagon trées homogene et montrent une tres

bonne fixation de 1’anticorps de capture.
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Anticorps de
capture de la
PrPrechum

Anticorps de
capture de la Tau-
PHF

Anticorps de
capture de I'o-
synucléine

support témoin

support T1

support T2

support T3

Tableau 1V.23 : Influence des propriétés des surfaces témoin et traités T1, T2 et T3 sur [’adsorption

des anticorps de capture des protéines PrPrechum, PrP-DVE et Tau-PHF

Lors de la détection de I’anticorps de capture associé a la protéine a-synucléine, le

support témoin présentait une valeur de densité optique correcte bien qu’inférieure a celles

obtenues avec les surfaces T2 et T3. Au contraire, la surface T1 ne semblait pas fixer

I’anticorps de capture, son signal étant de I’ordre du bruit de fond. Ces résultats sont

confirmés par les clichés de microscopie confocale. En effet, la surface T1 présente une

coloration noire, montrant que rien ne s’est fix¢é a la surface des couches minces. Les

groupements ammonium présents au sein du dépot semblent repousser 1’anticorps de capture.

De plus, les images relatives aux surfaces T2 et T3 présentent, au vu de la coloration rouge,

une bonne fixation de I’anticorps de capture de la protéine synucléine alpha.
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En conclusion, les résultats présentés permettent de définir le support traité par le
bromure d’hexatriméthylammonium (T1) comme étant le plus @ méme de répondre aux
exigences du systeme de détection ELISA sandwich. Il permet en effet de réduire les bruits de
fond parasites relatifs aux associations aspécifiques et améliore ainsi la valeur du signal de
détection. De plus, il répond également a la nécessité d’effectuer une détection multiple,
correspondant ici aux agents pathogenes de trois maladies neurodégénératives (Creutzfeld-

Jakob, Alzheimer et Parkinson).
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IV . Conclusion

L’objectif principal de ce projet est de fournir de nouveaux supports de détection
permettant de pouvoir détecter plusieurs types de protéines pathogenes tout en réduisant les
adsorptions aspécifiques pouvant donner lieu a des densités optiques incluant de faux positifs.
Il a été montré précédemment, qu’en fonction de la nature de la protéine a détecter, les
traitements T1, T2 ou T3 du support de PP permettent d’augmenter I’intensité du signal de
détection, la sensibilité, et de diminuer le bruit de fond et donc les associations non
spécifiques. En revanche, le support traité T3 vieillissant mal pour deux des protéines
étudiées, il semblerait que les traitements T1 et T2 soient les plus appropriés a la détection

multiple et répondent aux criteres de sélection.
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Conclusion générale
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Conclusion générale

Le travail de ce projet de these était de créer de nouvelles surfaces bio-fonctionnelles
permettant une meilleure sensibilité de détection des protéines (recombinantes, natives et
infectieuses) des maladies neurodégénératives que sont les maladies de Creutzfeld-Jakob,
Alzheimer et Parkinson. L’amélioration de la bio-adhésion de 1’anticorps de capture a la
surface des réglettes de détection et la compréhension des interactions surface-biomolécules
se trouvaient au ceeur de ces recherches.

Rappelons que pour détecter les agents pathogenes, le systtme ELISA met en jeu un
premier anticorps dit de capture (ou primaire) qui se fixe a la surface de puits de dosage. Ce
dernier va ensuite se lier avec la protéine infectieuse par un systeme de reconnaissance clé-
serrure propre a chaque couple anticorps-protéines. Un anticorps secondaire (ou de détection)
vient a son tour se fixer sur un autre épitote de 1’agent pathogéne et donne lieu au signal de
détection.

Actuellement, la faible concentration de leur agent pathogene respectif dans les
milieux lymphatiques et sanguins en début de maladie ne permet pas une détection
suffisamment sensible par les systemes immunoenzymatiques utilisés, comme les systemes
ELISA ou PCR. De plus, le manque de biocompatibilité des surfaces des supports de
polypropyléne utilisés ne permet pas aux biomolécules, particulicrement les anticorps
primaires, de se fixer correctement, ni de facon homogéne et donc n’autorise pas par la suite
un seuil de détection plus faible, donc plus sensible, des protéines antigéniques pour
lesquelles ils sont spécifiques. Par ailleurs, le polypropyleéne constituant les réglettes de
détection ELISA possede un fort caractere hydrophobe qui engendre une répulsion plutdt

qu’une adhésion des biomolécules, ces dernieéres possédant un caractére hydrophile.

Fort d’un savoir-faire du laboratoire dans le domaine de la physico-chimie des
polymeres et de la modification de surface de ces derniers aussi bien d’une point de vue
chimique qu’au travers des plasmas dits « froids », une idée originale a été développée,
associant dans le traitement des supports de polypropyléne 1’activation de leurs surfaces par
plasma froid a un dépdt de couches minces sensibles et biocompatibles.

Dans un premier temps, les expériences menées sur 1I’optimisation des parameétres de

décharges pour I’activation des surfaces de polypropyléne ont permis de définir 1’hélium
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comme gaz efficace d’activation avec de bonnes répétabilités et stabilités des traitements dans
le temps, avec comme parametres a p=10"2 mbar : P=60W, d=60sccm, t=60s. Les radicaux
libres obtenus a la surface des supports de détection de polypropyleéne sont répartis de maniere
homogene et accroissent le caractere hydrophile du polypropyléne, la valeur de 1’énergie
polaire de surface passant de 1mJ.m™ 2 36mJ.m™. La présence d’impuretés (Si, Na, CI, S)
relevée par spectrométrie des rayons X a été assignée aux appareils et ustensiles utilisés
durant I’analyse. Par ailleurs, les mesures AFM ont permis de montrer une augmentation de la

rugosité du polypropyléne permettant une meilleure fixation des dép6ts de couches minces.

Dans un second, nous nous sommes intéressés aux dépodts de couches minces. La
fonctionnalisation de la surface des supports alors activée s’est orientée sur le choix de trois
molécules amphiphiles dont les parties hydrophiles posseédent des dérivés amines chargés ou
non, et des longueurs de chaines hydrophobes allant de 4 a 16 carbones et possédant ou non
des doubles liaisons C-C. Ceci afin d’obtenir le support de détection possédant la surface dont
I’hydrophilie, I’épaisseur, la rugosité et la biocompatibilité serait la plus adaptée aux milieux
biologiques considérés pour chaque maladie neurodégénérative étudiée et la plus a méme de
fixer avec une bonne répartition les biomolécules d’intérét. La maximalisation des parametres
de fonctionnalisation des surfaces de polypropyleéne en fonction de la concentration molaire,
du temps d’immersion et de la valeur de I’angle de contact relatif au caractére hydrophile a
permis d’obtenir des surfaces stables et homogenes. Les mesures par goniométrie ont montré
que les surfaces possedent une énergie polaire de surface leur conférant un caractere semi-
hydrophile permettant de lier les anticorps sans pour autant répulser les agents pathogenes.
Les mesures réalisées en potentiel zé€ta ont montré que les surfaces se stabilisaient plus
rapidement que sans traitement, particulierement les traitements T1 et T2 dont les valeurs de
potentiel z&€ta a pH=7.4 et pH=9.6 confirme la stabilité du dépo6t de couches et permettra donc
une meilleure interaction avec les biomolécules d’intéréts. Les analyses MEB et AFM ont
confirmé la répartition homogene de la couche minces et I’augmentation de 1’épaisseur et de
la rugosité de la surface. Les essais de stérilisation ont montré une différence de réactivité vis-
a-vis du gaz choisi pour stériliser les supports, a savoir I’éthyléne oxyde. En effet, bien que les
valeurs d’angles de contact mesurées par goniométrie soient restées proches de celles avant
stérilisation pour le support brut de polypropylene et le T1, elles ont fortement variées pour
les traitements T2 et T3 qui présentent apres stérilisation une augmentation du caractere

hydrophobe de 60% et 39%, respectivement ; il serait judicieux d’étudier par XPS le
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changement de la composition de ces surfaces, voire de définir un autre protocole de

stérilisation plus a méme de ne pas altérer les dépdts de couches minces.

L’objectif de ces travaux étant d’améliorer la sensibilité de détection des protéines
neurodégénératives, nous avons réalisé une série d’expérience ELISA au sein des centres
hospitaliers universitaires de Liege et de Lyon. Les différents traitements ont été évalués selon
les protocoles propres a chaque entité antigénique. Nous avons constaté que le milieu
biologique (solution tampon, solution protéique) ainsi que le comportement de chaque
anticorps et protéine pathogene influencgait directement la détection. En effet, selon le
traitement T considéré, les seuils de détection n’étaient pas franchis par le méme dépot de
couches minces. Le tableau ci-apres présente les ordres de détection pour chaque traitement

en fonction de la biomolécule a détecter.

B:;r:;:jeécr:l:s Ordre de détection des traitements
PrPrechum T2>T1>T3~ PP
PrP-DVE T3>T1>T2>>PP
Tau-PHF T1>T3>T2>PP
Acc-asin T2>T3>>T1~PP

En nous basant sur ces résultats tout en prenant en compte les essais réalisés sur la
stérilisation, nous pouvons considérer que le traitement T1, dans I’optique ou un seul
traitement permettrait de réaliser un kit de multidiagnostic, serait le plus a méme de répondre

a nos attentes.

Les expériences réalisés et les analyses physico-chimiques (XPS, MEB, AFM...)
associées ont permis de mettre en évidence 1’efficacité du traitement T1 réalis¢ avec le
bromure d’hexatriméthylammonium dont la longueur de chaine et le dérivé amine de sa partie
hydrophile donne lieu a une surface fonctionnalisée homogene, biocompatibilité, non toxique
et de rugosité suffisante pour améliorer I’accroche des anticorps primaires de chaque maladie
neurodégénérative et donc un meilleur taux de détection des agents infectieux correspondant.
Les résultats obtenus présentant une augmentation de la sensibilité de détection de 66% a 98%

par rapport au support initial.
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Au devenir, il serait intéressant de réaliser des analyses pH par mesures de I’angle de
contact d’une goutte de solution tamponnée afin de déterminer le caractere acido-basique des
surfaces traitées et d’associer ces résultats a ceux obtenus par mesure du potentiel
d’écoulement. Dans le but de mieux comprendre comment la surface modifiée interagit avec
les biomolécules d’intérét, il faudrait pouvoir évaluer avec certitude 1’épaisseur du dépdt de
couches du traitement T1 par des mesures en ellipsométrie et de confirmer les types et les
modes d’interactions qui se créent entre le dépdt de couches a la surface des supports de
polypropyléne au travers d’études de modélisation numérique. Des études cinétiques par SPRi
permettraient d’évaluer le temps d’accroche de chaque biomolécule et les images
correspondantes pourraient étre associées aux études menées en microscopie confocale. Ceci
dans le but de créer des surfaces fonctionnalisées encore plus biocompatibles et plus

sensibles.
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