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Introduction

Les systemes biologiques, tel le corps humain, sont d'une grande complexité et peuvent
étre comparés a une horloge. Comme le résultat de I'engrenage des pignons d'une
horloge, de nombreuses minuscules réactions contribuent a la réaction globale de
I'ensemble du systéme; par exemple l'augmentation de la température du corps résulte
d'une infection. Ainsi la plupart des mécanismes et des réactions essentielles peuvent
étre réduites aux interactions qui ont lieu a I'échelle du nanometre. Il est d'une grande
importance d'étudier ces interactions pour les comprendre et démontrer leurs impacts
dans l'ensemble d'un systéme. Les informations obtenues peuvent améliorer les
traitements médicaux au cas ou I'horloge devient défaillante. Cependant I'étude de ces
mécanismes exige une sensibilité élevée et une méthode analytique précise. Un accés
optique a I'échelle nanométrique peut étre obtenu par des techniques de microscopie a
super-résolution, mais la nécessité d'une instrumentation sophistiquée et le traitement
complexe des images obtenues limitent leur applicabilité.

Par opposition, le transfert d'énergie par résonance de type Forster (FRET) est une
méthode analytique simple qui a fait ses preuves pour étre trés appropriée pour |'étude
des mécanismes a I'échelle nanométrique. FRET est un transfert d'énergie non radiatif
allant d'un donneur & un accepteur basé sur des interactions de Coulomb. [1-3] Les
descriptions théoriques datent du milieu des années 1940, lorsque Theodor Forster a
proposé une description de ce processus par meécanique gquantique, encore utilisée
jusqu'a ce jour. [4] Une pierre angulaire de la grande popularité du FRET dans les
mesures nanomeétriques est la forte dépendance de l'efficacité de transfert a la distance,
aussi appelé l'efficacité de FRET. La dépendance r® permet 'accés & des mesures de
distances sensibles, aux changements structurels et aux mécanismes biomoléculaires
dans une plage de distance d'environ 1 nm a 20 nm. [1,3,5] La distance effective pour la
mesure de FRET dépend fortement de la paire donneur-accepteur sélectionnée et se
caractérise par leur distance Forster, qui est la distance donneur-accepteur, a laquelle
I'efficacité de FRET est égale a 50%. Les paires de FRET ordinairement utilisées
présentent une distance Forster d'environ 3 a 6 nm, en contraste avec la combinaison
de complexes de lanthanides de Terbium (CLT) en tant que donneurs FRET et les
boites quantiques (QD) comme accepteurs FRET qui permet d'atteindre des distances
Forster exceptionnelles jusqu'a environ 11 nm. [6-8] Le processus FRET a un impact
direct sur les propriétés photophysiques du donneur et entraine une diminution de son
intensité en luminescence, le rendement quantique, et la durée de vie. La détermination
de ces paramétres permet le calcul de l'efficacité de FRET en utilisant les données
spectroscopiques du donneur. Le calcul de l'efficacité de FRET avec la distance Forster



donne acces a l'estimation de la distance donneur-accepteur, ainsi FRET peut étre
utilisée en tant que réglette moléculaire.

Les CLT possedent d'exceptionnels longs temps de décroissance de
photoluminescences (PL) de quelgues millisecondes par rapport a des luminophores
classiques, qui ont un temps de décroissance PL dans la gamme de la nanoseconde.
[9-10] Ces longs temps de décroissance ainsi que des bandes d'émission PL bien
structurées de CLT proviennent des transitions f-f interdites au sein de I'ion Tb*". En
raison de la nature de ces transitions interdites, les coefficients d'extinction de I'ion Th3*
est tres faible et l'utilisation de ligands de coordination a une cage est bénéfique. Les
ligands servent d'antennes qui collectent la lumiére et transferent leur énergie
d'excitation & l'ion Tb**. En outre, le ligand protége l'ion Tb®*" des effets d'extinction
induits par l'environnement, par exemple, par des molécules d'eau, et fournit la
possibilité de conjuguer des CLT a des biomolécules d'intérét. [11-13] L'utilisation de
CLT en tant que donneurs FRET a montré qu'il est avantageux lorsque leur temps de
décroissance a long PL peut étre utilisé pour des mesures a résolution temporelle, qui
permettent la distinction entre le signal CLT et courte durée d'autofluorescence en bruit
de fond, et d'entrainer ainsi une sensibilité de détection accrue pour les applications
biologiques. [14-15] En outre, la distinction des bandes d'émission PL de CLT permet
une simple déconvolution du signal du signal CLT en présence de plusieurs accepteurs
FRET, ce qui s'avere bénéfigue pour des applications multiplexées. [16-19]
QDs sont des nanocristaux semi-conducteurs ayant des propriétés photophysiques
uniques. Leur absorption forte et large, lumineuse et a bande étroite d'émission PL avec
des rendements élevés quantiques, ainsi que la forte photostabilité les rendent
supérieurs par rapport a des fluorophores conventionnels. [20] Une caractéristique
unique est leurs bandes d'émission de taille modulable, qui est un résultat de l'effet de
confinement quantique. En raison de la petite taille de boites quantiques calculée par
rapport au rayon de Bohr de l'exciton (qui peut étre considéré a la distance trou-
électron) I'excitation d'un QD conduit a la création d'un exciton qui est confinée dans les
trois dimensions. En conséquence, les bandes d'énergie continue se partagent en
niveaux discrets. Ainsi une taille décroissante renforce cet effet et résulte a une
émission décalée vers le bleu. [21,22] Au cours des derniéres décennies, des stratégies
de synthése bien établies ainsi que diverses méthodes pour rendre QDs biocompatibles
et pour permettre la conjugaison de biomolécules ont abouti & une énorme quantité
d'applications basées sur les QD. [23-28] Dans les applications a base de FRET, les
QDs sont le plus souvent utilisés comme donneurs et rarement comme accepteurs. En
raison de leurs larges bandes d'absorption et de leurs hauts coefficients d'extinction, les
QDs présentent d'excellentes propriétés pour [l'utilisation en tant gu'accepteurs.
Cependant ces mémes propriétés empéchent une excitation sélective du donneur



FRET. En outre, seulement une petite partie des boites quantiques peut étre utilisée
efficacement a I'état non-excité comme donneurs FRET a cause de la similitude en
temps de vie par rapport a la plupart des fluorophores conventionnels. [29-31]
Contrairement a des fluorophores conventionnels, les LTCs sont bien adaptés comme
donneurs pour QDs en raison de leur longue période de décroissance PL. Des bandes
d'émission CLT PL bien structurées combinées a la taille modulable des QD PL font de
cette paire de FRET un choix idéal pour les applications multiplexées. [6,7,30-32]

Le diagnostic in vitro peut étre utilisé pour indiquer le début d'une maladie et de la
progression de celle-ci. Par conséquent, la concentration des marqueurs biologiques
spécifiques est mesurée dans des échantillons de sang, de plasma ou de sérum d'un
patient. L'approche la plus populaire pour cibler ces biomarqueurs est ['utilisation
d'anticorps dans les dosages immunologiques. De ce fait les dosages immunologiques
peuvent étre divisés en deux types, a savoir des dosages hétérogenes et homogenes. A
la différence du type hétérogéne, le dosage immunologiqgue homogene évite les étapes
fastidieuses de séparation et de lavage, ce qui simplifie la réalisation et requiert de
faibles exigences imposées au systeme de mesure. [33] FRET est une méthode
analytique appropriée pour des analyses immunologiques homogénes puisque la
présence des biomarqueurs résulte en une proximité de donneur et accepteur conjugué
a la détection de deux anticorps différents et permet ainsi un FRET. [33,34] Les dosages
immunologiques basés sur des lanthanides FRET sont bien établis et ont certains
avantages en raison de leur temps de déroissance a long PL, qui permet une détection
tres sensible des biomarqueurs contre un faible bruit de fond.[15,35-39] La distance a
l'intérieur des dosages immunologiques est déterminée par les anticorps, les
biomarqueurs et les luminophores utilisés; ces trois acteurs faisant office de systéme de
génération de signal. Les deux derniers ne peuvent étre modifiés dans leur taille, mais
les anticorps peuvent étre fragmentés et serait capable de se lier au biomarqueur. L'un
des objectifs de ce travail était d'étudier l'influence de différentes tailles d'anticorps sur la
sensibilité du test immunologique pour la détection de biomarqueurs spécifiques. Par
conséquent, les anticorps IgG a longueur compléete ont été fragmentés en F(ab '), et
F(ab) et conjugués soit au donneur ou l'accepteur. Les biomarqueurs utilisés dans ce
travail étaient l'antigéne prostatique spécifique totale (TPSA), I'antigéne carcino (CEA),
I'énolase spécifique des neurones (NSE), et le récepteur du facteur de croissance
epidermique (EGFR). TPSA comprend la somme de PSA libre et PSA lié a des
protéines dans le sang et une augmentation du niveau TPSA peut étre concomitante a
la présence d'un cancer de la prostate. La seuil clinique de TPSA est de 4 ng/ml. NSE et
CEA appartiennent a une famille de biomarqueurs de cancer du poumon utilisés pour la
différenciation entre le cancer du poumon a petites cellules et le cancer non a petites
cellules du poumon. Les concentrations des seuils cliniques sont respectivement de



12.5 ng/ml et 5ng/mL pour NSE et CEA, respectivement. Ces biomarqueurs aussi
different largement dans leurs poids moléculaires, qui sont 32 kDa (TPSA), 95 kDa
(NSE), et 180 kDa (CEA). En raison de la forte dépendance en distance impliquée dans
le FRET, un des objectifs de ce travail a été l'optimisation de la distance donneur-
accepteur par lintermédiaire d'anticorps a différentes tailles conjugués soit aux
donneurs soit aux accepteurs afin de trouver la meilleure combinaison pour fournir la
plus haute sensibilité. Il existe des anticorps a domaine unique, également appelés
nanobodies, plus petit qu'un fragment F(ab). Les nanobodies sont des antigenes a
domaine unique des fragments d'anticorps a chaines lourdes de liaison ayant un poids
moléculaire de 15 kDa seulement et sont utilisés dans de nhombreux anticorps différents
en fonction applications.[40-43] Dans ce travail, ils sont utilisés pour la premiéere fois
dans un dosage immunologique homogene pour la détection d'une forme soluble de
I'EGFR sur la base d'un FRET CLT-a-QD .

En parallele des études menées sur le FRET avec des CLT-a-QD pour des dosages
immunologiques, ce travail inclut également l'application de ce systeme CLT-a-QD en
tant que réglettes moléculaires. La possibilité d'obtenir des mesures de distance par
FRET a été initialement publiée par Stryer. [44,45] Aujourd'hui, le FRET est utilisé pour
le suivi des interactions inter- et intramoléculaires, [46] le repliement des protéines, [47]
ou le mouvement des transporteurs cellulaires. [48] Les paires habituels de donneur-
accepteur sont basées sur des colorants organiques ou des protéines fluorescentes, qui
sont limitées dans leurs propriétés photophysiques. La faible photostabilité, les temps de
décroissance similaires a ceux du bruit de fond, et un petit décalage de Stokes entre
l'absorbance et I'émission peuvent rendre les mesures difficiles. En outre, les petites
distances Forster limitent la distance mesurable et empéchent leur utilisation dans les
grands systemes biologiques. La combinaison de CLT et QDs offre plusieurs avantages
comme une bonne photostabilité, longs temps de décroissance et de plus grandes
distances Forster. Un des objectifs de cette these a été I'utilisation de FRET CLT-a-QD
pour la caractérisation de la taille et la forme de boites quantiques. Ces parametres sont
cruciaux car ils sont responsables du comportement des boites quantiques dans des
applications biologiques. Les analyses structurales des boites quantiques sont
principalement basées sur la microscopie électronique a transmission (MET), la diffusion
de lumiere dynamique (DLS) et la chromatographie d'exclusion de taille sur HPLC. [49]
Toutes ces techniques présentent des inconvénients comme une vue limitée a 2
dimensions sur les boites quantiques en utilisant le TEM. Bien que mesures de DLS
fournissent des informations sur le QD avec le revétement de surface, la forme ne peut
pas étre résolue et, en outre une couche d'hydratation est incluse dans ces calculs, ce
qui conduit a une surestimation de la taille réelle. Dans les mesures HPLC, la taille est
estimée en corrélation avec le temps de rétention d'une norme, qui également ne



permet pas une résolution de la forme et montre une forte dépendance a I'égard de la
norme. Des approches plus sophistiquées sont possibles, mais dans le but d'enquéter
sur la taille et la forme de QD dans les mesures homogénes dans une gamme de
concentration sub-nanomolaire, dans des conditions qui sont similaires a celles utilisées
plus tard dans l'application réelle, FRET se montre étre la méthode de choix. Une
analyse résolue en temps du systeme FRET CLT-a-QD permet l'estimation des
distances donneur-accepteur en utilisant les temps de décroissance mathématiquement
ajustés et a déja eté démontrée pour étre en mesure d'offrir des informations sur la taille
et la forme de boites quantiques. [6]

La thése se compose de deux études utilisant FRET-CLT-QD. Dans la premiéere étude
de Il'application de CLT-a-QD FRET aux dosages immunologiques homogenes a base
de sérum est étudiée. Une caractérisation spectroscopique détaillée des luminophores
utilisés est effectuée avant et apres la conjugaison avec différents types d'anticorps en
utilisant la spectroscopie stationnaire UV/Vis d'absorption et la spectroscopie
stationnaire et résolue dans le temps de luminescence afin d'obtenir le nombre
d'anticorps par luminophore et pour vérifier toute modification des propriétés
photophysiques en raison de la conjugaison de biomolécules. Dans ce qui sulit,
différentes combinaisons de conjugués a taille entiere (IgG) d'anticorps ou de leurs
fragments (F(ab'),, F(ab)) pour la détection de TPSA ont été étudiés pour optimiser la
sensibilité du dosage immunologique en utilisant le complexe Lumi4-Tb comme donneur
de FRET et eFluor 650 nanocristal comme accepteur FRET. Les résultats présentés
dans cette premiére étude montre l'influence de la fragmentation des anticorps sur la
performance des dosages immunologiques pour la détection de TPSA, publiés dans la
référence [50] - l'article étant accessible en version compléte avec informations
supplémentaires a la fin de ce travail. Suite a cette étude, l'influence de biomarqueurs
de différentes tailles est étudiée en utilisant TPSA, NSE, et CEA. En outre, deux autres
points quantiques (eFluor 605 nanocristaux, Qdot 705 ITK) ont été inclus comme
accepteurs FRET et conjugués avec les anticorps IgG, F(ab'), et F(ab) pour la détection
des différents biomarqueurs. La performance du dosage immunologique utilisant
différentes combinaisons de tailles et de couleurs d'anticorps QD sont comparées aux
résultats de kits de diagnostic commerciaux déja établis ciblant les mémes
biomarqueurs et mesurée dans les mémes conditions. Les échantillons cliniques
(humains) ont été mesurés pour le biomarqueur TPSA afin de montrer |'applicabilité
clinigue du dosage immunologique du FRET CLT-a-QD développé dans ce travail.
Enfin, des mesures duplexées des biomarqueurs NSE et CEA prouvent la performance
supérieure de CLT-a-QD FRET dans les applications de multiplexage. L'étude est
complétée par une analyse approfondie de nanobodies conjugués soit au complexe
Lumi4-Tb ou au nanocristal eFluor 650 pour la détection de I'EGFR soluble. Les



résultats présentés sont les premiéres démonstrations des dosages immunologiques
FRET se basant sur des nanobody - en utilisant le transfert d'énergie-CLT-QD- et ont
été publiées dans la référence [51]. L'article est accessible en version compléte en fin
de ce manuscrit ainsi que les informations supplémentaires.

Dans la seconde partie de cette these, le FRET CLT-a-QD en tant que réglette
moléculaire a été utilisée pour l'analyse structurale des boites quantiques. Avant la
présentation des résultats, l'obtention des distances a partir des courbes de
décroissance multi-exponentielles mesurées, y compris la correction nécessaire pour les
CLT ne participant pas au FRET est expliquée, suivie par la caractérisation spectrale
des donneurs et accepteurs FRET utilisés. Dans la premiere partie de I'étude, trois lots
différents de QDs biotinylés ayant des longueurs d'onde d'émission similaires sont
utilisés en combinaison avec des complexes Lumi4-Tb liés a la streptavidine. La
reconnaissance forte de la biotine a la streptavidine permet d'obtenir des FRET
efficaces et résulte en une distribution de distance donneur-accepteur selon le lot de
boites quantiques, qui a été utilisé pour estimer la taille, la forme et le nombre de biotine
lié a la surface. Pour éviter de nouvelles modifications de la surface de QD par la
conjugaison de la biotine, une deuxiéme approche pour la mise en place d'une proximité
entre CLT et QD a été étudiée, a savoir l'auto-assemblage via la polyhistidine. Par
conséquent, le CLT a été conjugué a un peptide et a une protéine liante au maltose, qui
présente a la fois une étiquette hexahistidine qui permet, en fonction du revétement de
QD, la coordination de la surface de Zn riche en boites quantiques ou a des ligands de
surface carboxylées. Une étude détaillée en résolution temporelle de 11 boites
guantiques a été réalisée avec difféerentes tailles, formes et revétements de surface en
combinaison avec les deux CLT donneurs FRET, ces derniers possédant eux-mémes
aussi différentes tailles, formes, orientations et conditions liantes. L'analyse des courbes
de décroissance multi-exponentielles de donneur et accepteur ont permis d'obtenir des
informations sur la taille, la forme et la biofonctionnalité des bioconjugués QD étudiés.
Les résultats sont en accord avec d'autres méthodes d'analyses structurelles, telles que
la MET ou le DLS, mais avec l'avantage d'une mesure en milieu homogéne avec une
résolution en trois dimensions (pas facilement possible pour MET), sans l'inclusion d'une
couche d'hydratation (inconvénient dans le cas du DLS) et a de faibles concentrations
dans le méme environnement que celui utilisé pour I'application biologique. Les résultats
des deux études, en utilisant la reconnaissance de la biotine-streptavidine et l'auto-
assemblage via la polyhistidine, sont publies dans les références [52] et [53],
respectivement. Ces articles sont accessibles en version complete comprenant les
informations supplémentaires a la fin de ce manuscrit.



Résultats et discussion

Ce travail présente I'application de complexes de lanthanides de terbium (CLT) et des
boites quantiques (QD) comme paire donneur-accepteur pour Forster transfert d'énergie
par résonance (FRET) dans deux domaines de recherche distincts. Les longs temps de
décroissance PL de CLT ainsi que leurs bandes d'émission PL bien structurées en
combinaison avec les bandes d'absorbance larges et de taille-réglable, bandes
d'émission étroites de boites quantiques offrent des avantages exceptionnels par
rapport a d'autres paires de FRET, comme une augmentation du rapport signal sur bruit
et un rapport de multiplexage a forte capacité. Ces avantages ont été exploités pour
I'application dans des dosages immunologiques homogénes pour la détection de
plusieurs biomarqueurs et en tant que réglette moléculaire pour I'analyse structurelle de
QDs biocompatibles. Le contexte théorique nécessaire au FRET, au CLT, et aux boites
guantiques ont été également décrit dans ce travail, y compris un bref apercu de leurs
avantages dans différentes applications biologiques.

Dans la premiére partie expérimentale de ce travail, la forte dépendance du FRET aux
distances a été exploitée pour l'optimisation de la performance des dosages
immunlogiques homogénes pour détecter la biomarqueurs de la prostate totale antigene
spécifique (TPSA), I'énolase spécifiqgue des neurones (NSE), I'antigéne carcino (CEA) et
le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR). Par conséquent, les
anticorps de taille différente ont été préparés en utilisant un kit commercial de
fragmentation pour la production de la fragments F(ab'), et F(ab) d'un anticorps IgG. Les
anticorps préparés different largement dans leur taille, I'anticorps IgG a un poids
moléculaire de 150 kDa, F(ab'), a un poids moléculaire de 100 kDa, et F(ab) a un poids
moléculaire de 50 kDa, et tous étaient capable de se lier aux biomarqueurs. Aprés la
préparation réussie d'anticorps de différentes tailles conjugués avec CLT ou a différents
boites quantiques, une caractérisation approfondie a été conduite spectroscopie
d'absorption fixe et spectroscopie de luminescence en résolution temporelle. La
caractérisation a été utilisée pour vérifier toute altération causée par la conjugaison du
luminophore avec l'anticorps et pour estimer le rapport de conjugaison.

La conjugaison de CLT aux anticorps de tailles différentes a donné lieu a aucune
modification du spectre d'absorbance, en effet, le principal pic d'absorbance a 340 nm
est resté inchangé pour tous les conjugués. La conjugaison a été veérifiée avec succes
en observant une augmentation de I'absorption a 280 nm, longueur d'onde typique de la
des protéines. En utilisant une approche de combinaison linéaire nous avons pu calculer
le rapport de l'étiquetage de LTS par rapport aux anticorps a partir des mesures
d'absorbance. Ainsi le taux de marquage décroit de I'anticorps IgG au fragment F(ab),
qui a été attribué a la plus petite taille du fragment d'anticorps. Le spectre PL mesuré de



CLT conjugués a montré les quatre bandes d'émission intenses typiques a 495 nm,
545 nm, 585 nm et 625 nm, et des différences mineures dans la séparation des bandes
individuelles aprés conjugaison d'anticorps ont pu étre observées. En fonction de la
présence de sérum dans la solution tampon, la forme bi-exponentielle des courbes de
décroissance PL a permis le calcul de I'amplitude moyenne de temps de décroissance
entre 2.2 ms et 2.8 ms. Les rendements quantiques calculés a partir des temps de
décroissances moyens sont compris entre 64% et 81% et sont aussi utilisés pour le
calcul de la distance de Forster. Comme pour les conjugués anticorps-CLT, les
conjugués anticorps-QD ont eux aussi montré aucune altération dans leur spectres
d'absorption en raison de la conjugaison. Les larges spectres typiques des bandes
d'absorbance avec des coefficients d'extinction élevés ont été observés et une approche
de combinaison linéaire a été utilisée pour calculer les rapport de marquage. En raison
de I'important bruit de fond de I'absorption a 280 nm, I'estimation de la concentration de
QD-anticorps a été affligé avec de plus grandes incertitudes que pour les conjugués
anticorps-CLT. Cependant, certaines tendances générales ont été observées. Tout
d'abord avec la diminution de la taille de I'anticorps par rapport QD a été augmentée, ce
qui est attribuable a la taille plus petite des fragments par rapport a I'anticorps IgG a un
premier abord. Une comparaison du fragment F(ab’), sur trois boites quantiques
différents a révélé une augmentation du taux de marquage de eQD605 a iQD705
causée par la plus grande taille et donc plus grande surface de celui-ci. Les spectres
d'émission PL mesurés des trois boites quantiques utilisés dans les mesures de
dosages immunologiques (eQD605, eQD650 et iQD705) ont montré le comportement
dépendant de la taille typique et présentent une forme étroite de type gaussien couvrant
la gamme de 605 nm a 705 nm. Toutes les boites quantiques ont montré une courbe de
décroissance PL multi-exponentielle de temps de décroissance entre 10 ns a 100 ns et
qgue des modifications mineures en fonction de I'anticorps conjugué ont été obsrvées. En
géneéral, la conjugaison des anticorps de tailles différentes a eu moins d'influence sur les
parameétres importants nécessaires pour le calcul de la distance de Forster, a savoir le
spectre d'émission du donneur, le rendement quantigue de luminescence donneur,
I'accepteur et le spectre d'absorbance. Les paires de FRET utilisés avec le CLT comme
donneur et eQD605, eQD650 et iQD705 comme accepteurs aboutissent a des distances
calculées Forster de 7.6 nm, 10.8 nm, et de 10.9 nm, respectivement.

Le FRET CLT-a-QD a permis de mesurer tous les biomarqueurs avec des limites de
détection au niveau sub-nanomolaire dans des échantillons de sérum de 50 pL dans
des dosages immunologiqgues homogenes mesurés sur deux lecteurs de plaques de
fluorescence différentes. L'utilisation de différentes tailles d'anticorps conjugués aux
LTCs ou aux QDs, a révélé que la diminution de la taille de I'anticorps accepteur est
bénéfique a la sensibilité du dosage immunologique. La limite de détection (LOD), qui a



été utilisée pour comparer les performances des différentes combinaisons, a diminué de
pres de moitié en comparant un anticorps de taille entiere aux anticorps fragmentés
conjugués a la surface de QD. Cependant, la difféerence de sensibilité entre les anticorps
F(ab"), et F(ab) était négligeable pour tous les biomarqueurs étudiés. En revanche, la
diminution de la taille de l'anticorps donneur n'a pas abouti a une autre sensibilité
accrue. Ces résultats ont pu observés dans d'autres cas, comme indiqué par l'utilisation
de deux boites quantiques électroluminescentes differemment comme accepteurs
FRET. La premiere hypothése selon laquelle une diminution de la taille des anticorps en
raison de la fragmentation résultant a une distance plus courte donneur-accepteur et
donc une sensibilisation ultérieure de FRET n'a pas pu étre adoptée. Les distances
moyennes donneur-accepteurs a partir des courbes de décroissance ont révélées une
distance similaire dans les cas d'utilisation des anticorps F(ab), IgG, F(ab"). ou conjugué
a la surface QD en combinaison avec un anticorps en taille réelle marqué au CLT. Une
nette différence dans la distance donneur-accepteur a été observée lorsque le méme
anticorps a été conjugué a soit eQD605 ou eQD650, qui a été attribué a la plus grande
taille de I'eQD650. Intéressant est aussi la comparaison de la distance moyenne
donneur-accepteur pour les différents biomarqueurs. Bien qu'ils soient trés différents en
taille (TPSA avec un poids moléculaire de 32 kDa, le CEA avec un poids moléculaire de
180 kDa) il n'y avait aucune différence de distance observée dans la distance moyenne
donneur-accepteur. Ceci peut étre expliqué par l'origine des anticorps utilisés. lls sont
obtenus a partir de kits de diagnostic commerciaux et optimisés pour les mesures de
FRET. Au cours de cette optimisation, des anticorps ont été choisis qui se lient a des
épitopes différents sur le biomarqueur a des distances semblables les uns aux autres
pour permettre un FRET efficace indépendant de la taille réelle du biomarqueur. Un
point crucial pour [l'utilisation de conjugués d'anticorps dans des applications
commerciales est leur stabilité a long terme. Dans les kits de diagnostic standards, la
durée de vie a long terme est d'environ 4 semaines, selon le biomarqueur utilisé et leurs
anticorps correspondants. Pour prouver la stabilité a long terme des conjugués
anticorps-QD la mesure de LOD a été répétée aprés quelgues mois a un an apres la
préparation. Il a pu étre démontré que la performance des sondes étaient similaires a
celle mesurée le jour de conjugaison et révele donc une exceptionnelle stabilité a long
terme dans une solution de stockage a 4°C. Pour prouver que le systetme FRET CLT-
QD développé pour l'application dans les mesures cliniques de concentrations de
biomarqueurs, les concentrations TPSA dans des échantillons de sérum humain ont été
etudiés. Les résultats sont en bon accord avec les valeurs de référence comme ils
étaient dans une fourchette d'erreur de £20%. Cependant, en comparaison avec les kits
de diagnostic commerciaux pour la mesure des mémes marqueurs biologiques basés
sur un complexe d'Europium en tant que donneur et différents colorants organiques



comme accepteur, le systeme FRET CLT-a-QD utilisé a montré une sensibilité plus
faible. Une optimisation des concentrations utilisées anticorps, temps d'incubation, et
réglages de l'instrument pourrait se traduire par au moins aussi bons, sinon meilleurs
LODs que ceux des kits commerciaux. Néanmoins, la sensibilitté de tous les
biomarqueurs était inférieure au seuil et dans une plage de concentration concernée
clinique. Bien que la sensibilit¢ du systéme commercial était plus élevée, il présente
inconvénient que le systeme ne peut pas étre utilisé dans des applications
multiplexées. L'application réussie de la détection simultanée de NSE et CEA a été
montré pour l'utilisation de CLT comme donneur FRET et eQD605 et eQD650 en tant
que accepteurs FRET. Le probléme majeur des mesures multiplexées est la diaphonie
spectrale causée par de larges bandes accepteur d'émission, qui se traduisent par la
nécessité d'un post-traitement pour corriger ces valeurs. En raison de la forme de
spectres d'émission gaussienne étroite des QDs aucune correction de diaphonie n'était
nécessaire et les données obtenues étaient directement utilisables pour calculer les
courbes d'étalonnage. La comparaison entre la détection du biomarqueur dans un
format simple et dans le format duplexé n'a révélé qu'une légére augmentation de la
limite de détection et a montré également les limites de détection au niveau sub-
nanomolaire cliniquement pertinentes.

Un dosage immunologique exceptionnel basé sur le FRET CLT-a-QD a été obtenu pour
le cas de la détection de 'EGFR en utilisant des nanobodies. La trés petite taille des
nanobodies abouti a des rapports élevés de marquage sur QDs et seule une petite
proportion du marquage sur les CLT. Bien que la présence de protéines a donné lieu a
un signal de FRET en l'absence de l'antigéne, l'augmentation du signal FRET en
présence de 'EGFR a été plus prononcée et pourrait étre utilisée pour la mesure d'une
courbe d'étalonnage et donc une estimation de la limite de détection. Le systeme a
montré en outre une sensibilitt méme en présence de sérum, ce qui augmente la limite
de détection par rapport a un diluant exempt de sérum. Cependant, les cas de LODs
estimés en dessous du niveau de seuil clinique pour les deux diluants et présente la
premiere application de nanobodies pour la détection d'un antigéne a l'aide du FRET
CLT-QD.

En conclusion, la présente étude a examiné l'utilisation du FRET CLT-a-QD dans des
dosages immunologiques homogénes a résolution temporelle en utilisant des anticorps
dépendants de tailles difféerentes pour la détection de plusieurs biomarqueurs. Tous les
biomarqueurs ont été mesurées a des concentrations cliniquement pertinentes dans de
petits échantillons de sérum et de volume. La diminution de la taille de l'anticorps est
bénéfique pour le rendement de la préparation de dosage immunologique et
I'échantillon. Faits saillants de I'étude étaient la mesure d'échantillons réels de patients



et de la premiére application en duplexée du FRET CLT-a-QD pour la détection
simultanée de deux biomarqueurs dans un échantillon.

La deuxieme partie de la partie expérimentale a été I'étude de l'application du FRET
LTC-a-QD pour l'analyse structurelle des QDs biocompatibles. En effet, la taille ainsi
gue la forme influencent le comportement des QDs dans les applications biologiques, il
est important d'étudier ces parametres. La paire de FRET étudiée offre de nombreux
avantages par rapport aux autres méthodes de caractérisation existantes telle que la
MTE, le DLS, ou HPLC et surtout cela nous donne acces a l'analyse de la forme du QD.
A cause de grande différence de taille entre les petites LTCs et les grands QDs,
plusieurs LTCs ont été positionnés autour d'un QD, ce qui a eu comme résultat une
distribution de distance donneur-accepteur ave des efficacités différentes de FRET. Une
analyse détaillée des courbes de décroissance PL multi-exponentielles et LTC et des
QDs ont permis d'extraire des temps de décroissances simples. Ainsi, les longs temps
de décroissance des LTCs sont de plusieurs ordres de magnitudes plus longs que kes
durées de décroissance intrinseque des QDs, ce qui permet d'obtenir des temps de
décroissance de FRET, nécessaires a I'estimation de distance, a partir des courbes de
décroissance PL du donneur ou accepteur FRET. Les efficacités FRET correspondantes
ont été calculées en utilisant ces temps de décroissance and ont permis l'estimation des
distances donneur-accepteur selon le formalisme de Forster. Le similitude des temps de
décroissance FRET a été la preuve pour le FRET avec succes entre le LTC et le QD.
Avant d'utiliser les temps de décroissance pour le calcul de distance, les données ont
été corrigées concernant les signaux non impliqués dans les deux canaux. Afin d'établir
une proximité propice au QD, deux stratégies ont été utilisées, la reconnaissance biotin-
streptavidine et l'auto-assemblage via la polyhistidine. Chaque échantillon a été
soigneusement caractérisé en utilisant la spectroscopie stationnaire d'absorption et la
spectroscopie de luminescence en résolution temporelle et stationnaire.

Dans les deux systemes, le complexe LTC Lumi4-Th a été utilisé et conjugué a la
streptavidine (Tb-sAv), un peptide (Tb-PEP) et une protéine liante au maltose (Tb-MBP).
Les deux derniers complexes ont montré un marquage a I'hexahistidine (Hisg) pour la
chélation aux cations divalent comme le Zn. Similaires aux conjugués d'anticorps LTC,
les spectres d'absorbance et d'émission autant que les courbes de décroissance été
trés peu affectés par la liaison aux difféerentes biomolécules. L'apparition d'une bande
d'absorbance a 280 nm montre une liaison réussie aux biomolécules. Les
caractéristiques typigques des LTCs avec une absorbance a 340 nm avec des bandes
d'émissions bien séparées et fines entre 490 nm et 650 nm ont pu étre observées pour



tous les complexes donneurs. Ainsi, I'amplitude des temps de décroissance est de
2.3 ms a 2.75 ms avec des rendements quantiques compris entre 65% et 80%.

Au total, trois différents lots de QDs ont été utilisées pendant I'étude. Le premier lot était
des QDs biotinylés pour permettre la reconnaissance biotin-streptavidine. Dans le cas
de l'auto-assemblage via la polyhistidine, deux différents lots de QDs ont été utilisés et
difféerent principalement de la surface de recouvrement. Un premier lot exhibe des
ligands de surfaces d'acide dihydrolipoique, tandis que le deuxiéme lot possede de
longs polymeres carboxylés a la surface. Tous les QDs ont montré des bandes
d'absorbance caractériques : larges avec des coefficients d'extinction élevés, des
bandes d'émission PL fines et de forme gaussienne avec des rendements quantiques
allant de 5.4 nm a 11.1 nm, selon le recouvrement spectral entre le LTC et le QD.

Dans le cas de la premiére application du FRET LTC-a-QD, la reconnaissance biotine-
streptavidine a été appliqguée en utilisant Tb-sAV et trois QDs biotinylés, qui exhibent
tous un maximum d'émission similaire mais avec des revétements de surfaces différent.
Deux d'entre eux sont de sources commerciales avec un revétement polymere
amphiphile/lipidique (Biot-iQD605 et Biot-eQDD605), tandis que le troisitme a été
synthétisé and rendu soluble dans l'eau via une réaction d'échange de ligand (Biot-
TPQDG605). Les dosages FRET ont été menés en utilisant une concentration constante
de Th-sAv et en augmentant les concentrations individuelles des Biot-QD. Les courbes
de décroissance PL résultantes de LTC et Biot-QD ont été mesurées dans le soit appelé
canal du donneur (LTC) et de l'accepteur (Biot-QD) sur un lecteur a plaque de
fluorescence. Les courbes de décroissances PL mesurées dans le canal donneur
montrent une importante diminution des intensités des courbes de décroissances et des
intensités concomitantes des courbes de décroissantes PL dans le canal accepteur
augmente a cause de la sensitisation importante du FRET du Biot-QD, ce qui a été
observé pour toutes les paires FRET LTC-QD. Ces courbes de décroissance ont été
utilisées pour une analyse détaillée des temps de décroissance. Le temps moyen de
décroissance FRET a été utilisé pour une estimation de la taille totale du QD avec
l'assomption d'une forme sphérique. Il a été montré que la taille diminue allant de Biot-
iQD605 au Biot-TPQD605, ce qui est expligué majoritairement par les différents
revétements. La réaction d'échange de ligands résulte en un QD avec un revétement
plus fin par rapport a I'approche d'encapsulation amphiphile des QDs commerciaux. A
cause du revétement plus fin et ainsi a une distance donneur-accepteur plus courte pour
le Biot-TPQDG605, la dimunition de la participation de LTC est plus prononcée que dans
le cas des autres Biot-QDs. De plus amples informations sur la forme ont pu étre
obtenues a partir des temps de décroissances simples et de leurs fractions, qui sont tres
pratiques pour établir une propriété sur la dimension du QD. Par conséquence,
I'information obtenue a partie du canal accepteur était plus précise a cause du plus petit



bruit de fond du LTC ce qui a permis I'évaluation des trois distances (trois dimensions),
alors que dans le canal du donneur seulement deux distances ont pu étre extraites. La
fraction des temps de décroissance simples est importante puisqu'ils contiennent
linformation sur la quantité des paires donneurs-accepteurs dans cette distance
particuliere. En regle générale, les lots de QDs ont montré deux distances donneur-
accepteur majeures, qui incitent a une forme allongée. Ce qui est important pour le
degré de I'élongation était la proportion des fractions des deux distances majeures. Une
augmentation dans la quantité des paires FRET a distance courte comparée a la
fraction ayant une distance donneur-accepteur plus longue indique une forme plus
allongée. Dans le cas de Biot-eQDD605, il n'y a qu'une petite fraction de distance courte
et une fraction importante de distances longues, provenant plutot d'une forme mixte. La
fraction la plus importante pour la distance courte a été obtenue pour Biot-iQD605
puisque ce sont les QDs les plus allongés dans I'étude, ce qui a été confirmé par des
mesures de MET. Apres l'analyse de la forme, la mesure en augmentant les
concentrations de Biot-QD en présence d'une concentration constante de Th-Asv a été
meneée pour ['évaluation des courbes de décroissance PL obtenues en utilisant une
approche a résolution temporelle. Les rapports d'intensité obtenus ont été tracés en
fonction des concentrations des QDs. En raison de la sensitisation FRET des QDs, le
rapport des intensités pour tous les QDs a augmenté jusqu'a ce que toutes les biotines
sur les surfaces des QD aient été saturées. Ce point de saturation a été utilisé pour
I'estimation du nombre de biotines sur la surface du QD. Lors de la préparation du Biot-
TPQDG605, deux concentrations initiales de biotine ont été utilisées, résultant a deux lots
(appelés A et B) avec un nombre inconnu de biotine. En utilisant le systéme FRET LTC-
a-QD le nombre de biotine sur la surface a été estimé a environ 1 pour le lot A et
d'environ 3 a 4 pour le lot B. Des valeurs similaires de 3 & 4 molécules de biotines par
QD ont aussi été obtenues pour les autres Biot-QDs et ont permis, en plus des
informations sur la taille et la forme, une vue approfondie de la performance de
bioconjugaison.

La précision du systéme biotine-streptavidine pour une analyse dimensionnelle est
limitée par le rapport de marquage des quatre molécules de LTCs par conjugués de Tb-
sAv. Par conséquent, la liaison d'un Th-sAv a une Biot-QD apporte déja des distances
différentes selon la position des molécules de LTCs dans la molécule de streptavidine.
En outre, la présence de biotine sur la surface du QD est nécessaire pour établir la
proximité proche entre le donneur et l'accepteur. C'est pour ces raisons citées, que
d'autres stratégies de liaison ont été étudiées telles que celle basée sur l'auto-
assemblage via la polyhistidine sur une surface de QD, ce qui nimplique pas d'avantage
altérations a la surface du QD. Un lot des six QDs exhibe des ligands de surface d'acide



duhydrolipoique (DHLA-QDs), ce qui est connu pour étre un ligand capable de se lier a
des molécules d'hexahistidine de marquage. L'autre lot comprend cing ITK-QDs
commerciaux avec des longs polyméres carboxylés a la surface. Les doneurs exhibant
des marqueurs Hisg étaient Th-PEP et Tbh-MBP. Tous les QDs ont été mesuré a la fois
avec des donneurs a concentration constante et a augmentation de la concentration du
QD sur un lecteur a plaque de fluorescence. Les courbes de décroissances obtenues a
multi-exponentielles et mesurée dans le canal du donneur et de l'accepteur ont été
utilisées pour une analyse détaillée des temps de décroissance pour obtenir des temps
de décroissances moyens (information die la taille moyenne) et des temps de
décroissances simples information sur la forme tridimensionnelle).

Tout d'abord, FRET a pu étre observé pour tous les QDs utilisant soit Tb-MBP ou Tb-
PEP en tant que donneur. Mais dans une comparaison directe du donneur utilisé a
révélé de larges différences pour I'applicabilité dans une analyse structurale des QDs
étudiés. Ces différences sont attribuées aux dimensions du donneur. Tb-PEP posséde
une longueur définie de 1.2 nm avec un marquage Hisg a une extrémité et le LTC a
l'autre extrémité. Au contraire du cas du Tb-MBP qui a les dimensions 3.0 x 4.0 x 6.5 nm
et offre plusieurs positions de marquage pour CLTs. Malgré le fait que le rapport de
marquage pour les deux donneurs est d'environ un LTC par molécule, les différentes
positions possibles dans le Th-MBP résultent dans des distributions plus larges de
distances donneurs-accepteurs que dans le cas de Th-PEP. C'est pour cela que les
distances moyennes estimées en utilisant Tb-MBP sont plus larges comparées a
l'utilisation de Th-PEP et en plus dans l'analyse de forme, les fractions des différentes
paires donneur-accepteur montrent pas de différences majeures et ainsi n'ont pas pu
étre utilisées pour une claire affirmation de la forme. Par voie de conséquence, le
donneur Th-PEP avec une distribution de distance donneur-accepteur petite et une
longueur bien définie, permet d'estimer des informations plus précises sur la dimension
du QD.

L'étude des cing différents ITK-QDs utilisant Tb-PEP comme donneur a révélé une
augmentation dans la taille moyenne des ITK-QD605 et ITK-QD705. Ainsi, la taille
estimée est plus large que celles des mesures de MET (en négligeant le revétement
organique) et plus petites que celles des mesures de DLS (inclusion de la couche
d'hydratation). Ces résultats démontrent la précision supérieure de l'approche FRET
comparée aux deux autres meéethodes. L'analyse des temps de décroissance simples
montre une élongation prononcée avec augmentation de la taille quand la fraction de la
distance longue décroit et la fraction de distance courte augmente. Une exception est le
ITK-QD525, qui ne montre qu'une seule dominante fraction pour la longue distance et
des fractions mineures pour la courte distance, provenant de sa forme sphérique. Les



résultats obtenus pour les différentes formes sont en accord avec les images obtenues
par MTE.

Comme les DHLA-QDs sont similaires en taille, vu par leurs maxima d'émission proche
dans le spectre d'émission PL, l'analyse est plus compliquée et les différents QDs sont
difficiles a distinguer. En outre, le bas QY résulte en moindre sensitisation QD, ce qui
fait I'évaluation du temps de décroissance plus sophistiqué en comparaison avec les
ITK-QDs. Cependant, l'augmentation en taille générale des différents DHLA-GDs a pu
étre mesurée et est en accord avec les valeurs attendues comparées aux données de la
MTE ou DLS. Notons en plus, que la différentiation des DHLA-QDs ayant des spectres
d'émission similaires mais des formes différentes a aussi été en accord avec les images
obtenues par MTE.

L'approche FRET LTC-a-QD pour l'analyse structurale de QDs biocompatible a été
réussi en utilisant : i) des stratégies de liaison différentes; ii) des QDs avec des tailles,
formes et des conditions de liaisons différentes; iii) des LTC conjugués a différentes
biomolécules aussi avec des tailles, formes et des conditions de liaison différentes. Les
grands avantages de cette approche sont que c'est homogéne, rapide, utilisant de tres
basses concentrations dans des conditions physiologiques et surtout a une résolution
sub-nanomolaire. Alors que cette méthode permet d'obtenir des informations plus
précises sur la taille et la forme des QDs, dans des conditions qui seront appliquées
plus tard, des mesures standard de MTE, DLS et HPLC sont toujours important pour
vérifier les résultats obtenus.



Perspectives

L'application du FRET LTC-a-QD dans des dosages immunologiques et en tant que
réglette moléculaire a démontré la versatilité de cette paire FRET. Les avantages
comme des distances de Forster larges, des mesures a résolution temporelle, la
capacité de fort multiplexage et de larges surfaces de liaison pour différents types de
molécules en combinaison avec les propriétés des luminophores individuelles, font
I'application de cette paire de FRET une sonde intéressante pour des mesures in vitro et
in vivo et nous permet ainsi d'acquérir plus d'information sur les mécanismes complexes
des systémes biologiques.

Concernant l'application de cette paire de FRET dans des dosages immunologiques,
l'utilisation ici présentée d'une troisieme couleur de QD pour la détection de TPSA nous
donnera accés a des mesures simultanées de trois biomarqueurs en utilisant un seul
LTC comme donneur et trois QDs comme accepteurs. Il est attendu les petites bandes
d'émission PL des QDs réduisent de maniere considérable ma probabilité de diaphonie
optique, ce qui était le majeur inconvénient dans le cas des colorants organiques dans
les applications multiplexée. La substitution des colorants organiques en tant
gu'accepteurs dans l'application ici présentée pour la mesure simultanée de cing
différents marqueurs pour la différentiation des cancers de poumon a non-petites
cellules et les cancers de poumon a petites cellules en utilisant cing différentes couleurs
de QDs sans utiliser la matrice de diaphonie et une sensibilité plus élevée serait d'une
grande étape vers une application commerciale des QDs pour les diagnostics in vitro.
Comme démontré dans cette thése, le systéme est générique pour différents
biomarqueurs et peut étre appligué a la détection de tous les biomarqueurs pour
lesquels deux anticorps cibles existent.

La caractérisation précise de la taille et de la forme des QDs biocompatibles utilisant le
FRET LTC-a-QD présente une alternative valable par rapport aux techniques d'analyse
structurale déja bien établies. Tout particulierement la mesure a basse concentration et
dans des conditions physiologiques avec une résolution de forme a trois dimensions la
fait démarquer cette approche des autres. Ainsi, cette méthode versatile n'est pas
limitée aux QDs, mais a n'importe quelle nanoparticule capable d'interagir en tant
gu'accepteur pour le donneur LTC qui peut étre caractérisé et qui peut étre utilisée en
tant que réglette moléculaire. A part l'analyse structurale des nanoparticules,
I'expérience dans les distributions de distance dans le systeme LTC-QD peut étre utilisé
dans de futures applications de l'analyse de distance dans du in vitro et du in vivo. Par
voie de conséquence, les grandes distances Forster permettront des mesures de



distances dans des systemes biologiques larges. En outre, I'opportunité du multiplexage
du systeme peut étre étudiée pour étudier des changements de distances complexes en
utilisant différents accepteurs, qui permettront la mesure de plusieurs distances
provenant d'un seul échantillon.
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