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INTRODUCTION

A I’heure ou la recherche génétique explose [], 4 I’heure ou les grandes entreprises et
centres de recherche se font concurrence du point de vue de I’innovation technologique mise a
disposition des centres médicaux [", ™, ] mais aussi des particuliers [, *'], les biocapteurs se
trouvent sous les feux des projecteurs médiatiques a 1’occasion de la révision de la loi de
bioéthique (déposée avant fin 2009, mise en application premier trimestre 2010 [*']) ciblant la
médecine prédictive. Ces détecteurs biomoléculaires ont, pour la plupart, I’avantage d’avoir
de multiples applications tant dans la génomique que dans la protéomique.

Ces applications entrent directement dans la tendance médicale d’aujourd’hui dont le
but ultime est de prévenir la maladie plutdt que d’avoir a la guérir. Qui, de nos jours, n’a pas
percu cette ‘nouvelle médecine préventive individuelle’ par le biais des médias (télévision,
radios, affiches, ...) comme, par exemple, le « Programme national de dépistage du cancer du
sein » ["'] 2 Dans ce cadre, de plus en plus de fonds sont mobilisés pour le développement de
tests de prédisposition ou de dépistages présymptomatiques. A titre d’exemple, pour le
dépistage du cancer du sein, le colit varie de 2500 a 77000 euros par année de vie gagnée.

Quand 13 ans et 2.7 milliard de dollars ont été¢ nécessaires pour le premier séquencage
du génome humain en 2001, deux mois et ‘seulement’ 1.5 millions de dollars ont été
nécessaires pour séquencer le génome de J. Watson en 2007. Malgré 1’effondrement
considérable des sommes nécessaires pour la recherche génétique, les colts de cette recherche
restent trés élevés pour une généralisation et une utilisation en routine en hopital. De plus
I’analyse génétique préventive utilisant le séquencage souléve des questions d’éthique
fondamentale. Avec une carte d’identité génétique a sa disposition, I’employeur, par exemple,

pourrait choisir son employé en fonction de ses geénes et I’assureur pourrait fixer ses tarifs en

fonction de la prédisposition génétique des clients.

Au centre de ces biocapteurs se trouvent les biopuces qui, depuis leurs premicres
utilisations comme capteurs biologiques en 1956 [*], sont la base de la majorité des bio-
détecteurs. Méme si les systémes de détection basés sur ces biopuces ont beaucoup évolué

depuis les premicres puces a ADN des années 1980, le domaine de recherche reste toujours

Biocapteur : Un biocapteur est, de manicre générale, constitué¢ d'un détecteur d'origine biologique: enzyme, anticorps,
récepteur... et d'un transducteur chargé de convertir le signal biologique (qui par exemple sera la fixation de l'antigéne & | Q
détecter sur I'anticorps) en un signal aisément exploitable (généralement électrique ou lumineux).

Les mots soulignés sont définis dans le glossaire en Annexe 1




dynamique du fait de leurs multiples possibilités d’application et de leur production a forte
cadence entralnant un colt attractif.

Aux vues de la quantité d’études réalisées sur les biopuces a ADN en particulier, nous
pourrions croire qu’une innovation dans ce domaine semble utopique et que ces biocapteurs
ont révélé tous leurs secrets et atteint leur limite d’utilisation. Avec I’avénement de la chute
des frontieres entre les domaines de recherche (biologie, médecine, sciences physiques,
¢lectronique, chimie, ...), il s’avére qu’une multitude d’adaptations de techniques en vue
d’utilisations toujours plus innovantes s’offre au domaine de la recherche sur ces biopuces a

ADN.

C’est précisément a la frontiere entre la physique, la biologie moléculaire, la chimie et
I’informatique que se situent mes travaux de thése. Au sein de 1’équipe MaCSyBio
(Matériaux, Composant et Systémes pour la Biophotonique) du laboratoire Charles Fabry de
I’IOGS (Institut d’Optique Graduate School), j’ai réalisé diverses études sur un systéme
capable de transformer un signal biochimique en signal optique. Ces ¢études entraient dans le
cadre de la création d’un consortium regroupant quatre laboratoires académiques : 'INT
(Institut National des T¢lécoms), 'ICMPE (Institut de Chimie et des Matériaux de Paris Est),
I’Unité¢ U955 de I'INSERM (Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale) de
I’Hopital Henri Mondor et I'TOGS (Institut d’Optique — Graduate School) et deux partenaires
industriels : GenOptics et Genomics. Ce consortium devait se regrouper atour d’un projet a
financement européen visant a créer un systéme optique, basé sur biopuce a ADN et sur la
résonance de plasmon de surface, permettant un diagnostic génétique rapide, peu onéreux et

sans équivoque de maladies génétiques héréditaires (Figure 1).

Choix maladie génétique :

(mucoviscidose, thalassémie, ...) l l l
Amorces Biopuce Traitement
dédiées - dédié - dédié -
Prélévement patient

(sang, ...) ‘ ‘ ‘

Module Module (';log:il\j‘; Module
P d'extraction > d ampllglfahon > d'interactions > de trilit:_ment
d'ADN par ADN:ADN . .
PCR multiplex informatique
(capteur)
Rapport d'analyse :
Systéme robot automatisé diagnostic génétique

Figure 1: Schéma de principe du systéme présenté a la commission européenne

pour le financement du projet du consortium.
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Le projet n’ayant pas été retenu par la commission européenne, seule une partie du
consortium, constituée de GenOptics, de 1’Unit¢ U955 de I'INSERM de I’Hopital Henri
Mondor de 'ICMPE et de I'lOGS, a continué le projet. Mes recherches de théses, financées
par GenOptics, se sont centrées sur la maladie de la mucoviscidose qui avait été choisie
comme application directe du projet en vue d’un transfert technologique vers I’industrie.
L’utilisation du phénomeéne des plasmons de surface bien décrit et maitris€ en physique
couplé a une technique de biopuce a ADN s’affranchissant des marqueurs fluorescents
représente bel et bien une innovation technique et une amélioration des systémes utilisés a

I’heure actuelle.

La principale difficult¢ de 1’¢laboration de cette recherche réside dans sa
caractéristique pluridisciplinaire (Figure 2). Une maitrise de I’ensemble du phénomene
physique de la résonance de plasmon de surface, des comportements biochimiques des brins
d’ADN et de leurs dépendances aux parameétres thermodynamiques sont nécessaires. Le projet
implique également la connaissance de la fonctionnalisation des surfaces, pour permettre aux
molécules d’étre fixées sur la puce, ainsi que le développement d’un systéme informatisé pour
I’imagerie et 1’analyse des données. Il faut, enfin, établir un dialogue avec les médecins
spécialistes de la maladie génétique de la mucoviscidose afin d’adapter les expérimentations

aux demandes médicales.

—

Biologie ﬁThermique

=

- Fluidique
Chimie

Informatique

mm———

A\
Optomécanique
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Figure 2 : Schéma global du systéme.



Dans le but de compléter mes connaissances biologiques afin d’améliorer la rapidité
du dialogue avec les partenaires médicaux, j’ai suivi une formation parallele a I'IFSBM
(Institut de Formation Supérieure BioMédicale) de Villejuif. Cette formation en trois ans (6
modules d’une semaine chacun ainsi que l’organisation d’un colloque et plusieurs
présentations orales) m’a permis de mieux appréhender la caractéristique pluridisciplinaire de

mes travaux de thése.

Le premier chapitre de mon manuscrit dressera un état de ’art concernant les
biocapteurs moléculaires. J’y aborderai les techniques les plus courantes permettant la
détection d’une interaction entre deux molécules pour finir sur la particularité de notre
systéme de détection optique. Je décrirai ensuite la molécule biologique utilisée lors de cette
these : ’ADN et j’en donnerai les caractéristiques nous permettant I’identification d’une
séquence par notre capteur optique. Je finirai ce premier chapitre par la description du
phénoméne physique sur lequel se base notre biodétecteur : la résonance de plasmon de

surface.

Le deuxiéme chapitre s’architecturera autour du systéme de détection a proprement
parler. Une premiere partie décomposera le bloc opto-thermo-mécanique du systéme et ses
améliorations apportées durant ma these, une deuxi¢me s’attardera sur la fonctionnalisation de
surface, une troisieme partie décrira la méthode de dépot des molécules sondes sur la puce,
une quatriéme partie détaillera le matériel biologique utilisé durant ma thése et une derniére

partie se consacrera au traitement des données que j’ai en partie développé.

Le dernier chapitre concerne les caractérisations que j’ai effectuées sur les biopuces a
ADN. J’y aborde les relations complexes entre les caractéristiques du systeme (la
concentration en matériel génétique, en sel, la température, 1’accessibilit¢ des molécules a
détecter) et le signal de réflectivité obtenu par notre détecteur. Ce chapitre présente aussi la
nécessité de 1’utilisation d’une méthode de correction des données développée durant ma

these.

Le manuscrit se terminera par une réflexion sur I’ensemble des résultats obtenus et sur
leurs comparaisons avec les calculs théoriques soit rencontrés dans la littérature, soit réalisés

dans le cadre de la theése.
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CHAPITRE 1 :
ETAT DE L’ART

Résumé

Dans ce chapitre j’aborderai Tles différents systémes de détection
biomoléculaire en passant par les appareils a fluorescence,
électrochimiques et acoustiques pour finir sur Tles détecteurs
optiques et particuliérement ceux basés sur la résonance de plasmon
de surface dont fait partie notre systéme.

Je parlerai ensuite de Ta molécule biologique sujet de mes
recherches de thése : 1’ADN. J’en décrirai sa structure, ses
caractéristiques et les problemes engendrés par sa modification. Je
parlerai des paramétres thermodynamiques qui régissent les
interactions entre deux molécules d’ADN et j’introduirai Tla notion
de température de fusion pour finir sur la définition du diagnostic
génétique.

Pour clore ce premier chapitre, je traiterai de la résonance de
plasmon de surface, phénoméne physique a la base de notre systéme de
détection, Jj’en donnerai les principales caractéristiques et ses

avantages utilisés par notre biodétecteur.
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1. Etat de I’art

De maniére générale, nous pouvons considérer le fonctionnement d’une cellule et par
extension, d’un étre vivant, comme la succession de réactions biochimiques en chaine qui
s’autorégulent de manic¢re complexe. Certaines de ces réactions ont été clairement identifiées
et comprises, comme le cycle de fabrication de I’ATP (Adénosine Tri-Phosphate) au sein des

X Xi

mitochondries, dit cycle de Krebs [, ]. D’autres, au contraire, restent encore du domaine de

xii xiii]
b

la recherche du fait de leur complexité (facteurs de mise en route de 1’apoptose [,
etc.). Les principaux acteurs et maitres d’ceuvre de ces réactions ne sont autres que les
protéines, expressions directes des génes portés par les chromosomes. A I’heure actuelle,
seulement un faible pourcentage des protéines identifiées est attribué a une ou plusieurs
fonctions. La protéomique, ou science qui étudie les protéomes, c'est-a-dire 1'ensemble des
protéines d'une cellule, organelle, tissu, organe ou organisme a un moment donné et sous des
conditions données, est un terme récent qui n’apparait qu’en 1997 [*",*"] par analogie avec la
génomique. Cette science a pour but de comprendre les interactions existantes entre les
protéines afin d’en identifier la ou les fonctions. Et c’est par le biais de ces études spécifiques
qu’ont pu étre mis en évidence des défauts de fonctionnement de protéines, dus a certaines
malformations dans un ou plusieurs de leurs domaines actifs. Par conséquent, dans un monde
cellulaire ou chaque interaction biomoléculaire entraine une cascade de réactions pouvant étre
trés diverses, la moindre anomalie sur une protéine peut engendrer des conséquences plus ou
moins importantes et plus ou moins irréversibles sur le fonctionnement d’une cellule,
organelle, organe, etc... De ce fait, de nombreuses techniques (gels d’électrophorese,
cristallographie, séquencage, etc..) ont vu le jour et permettent entre autres d’identifier des
protéines non-fonctionnelles, d’en définir la cause (virus, maladie génétique, etc ...) et d’y
trouver une thérapie quand cela est possible. Lorsqu'une ou plusieurs modifications d’une
protéine sont connues, il est possible de la (les) détecter dans un prélévement de patient afin
d’identifier une maladie.

Il existe une multitude de techniques de diagnostic, par exemple la choriocentése pour
la trisomie 21 (réalisation d’un caryotype  partir des cellules des villosités choriales [*'']), le
dosage protéique pour la maladie d’Alzheimer (dosage du fluide cébrospinal pour détecter la
poi

concentration des protéines Tau, AP et Tau phosphorylées ]) et, plus récemment, les

biopuces. Cette derniére technique consiste a étudier par différents moyens des interactions
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entre un produit biologique attaché a une surface (appelé « sonde ») et un produit biologique

en solution (appelé « cible »), mis en contact avec la puce. Depuis ces trente derniéres années,

I’utilisation de ces capteurs s’est de plus en plus répandue et de nombreuses techniques
d’identification de molécules se sont développées. Les paragraphes qui suivent vont
premiérement détailler plusieurs types de ces biocapteurs puis décrire la molécule d’ADN qui
est au centre des études de ma thése et enfin aborder le principe physique de base de détection

de notre biocapteur.

1.1. Observations des interactions biomoléculaires

Chacune des interactions d’intérét concernant un objet biologique en particulier
(protéine, ADN, etc...) et se déroulant in vivo peut étre théoriquement observée in vitro sur
un biocapteur complexe. Cet appareil permet de transformer une interaction biochimique en
signal observable et utilisable pour diverses caractérisations. Son principe, représenté Figure
3, a été développé en utilisant différentes méthodes. Dans un premier temps, je décrirai le
principal détecteur utilisé a I’heure actuelle, les biopuces a fluorescence. J’aborderai des
méthodes moins répandues mais ayant un fort potentiel comme les méthodes
¢lectrochimiques et acoustiques. Je terminerai par les méthodes optiques permettant une

détection sans marquage préalable. Grace a cette technique, plusieurs analyses peuvent étre

xviii

réalisées comme par exemple des études d’interactions entre protéines [ |, ou protéine-

sucres [**], protéine —ADN [**, *], ADN-ADN [*], etc...

™ Molécules a
Q ' détecter

‘ * Molécules servant
a détecter

Signal biochimique Transducteur Détecteur

Figure 3 Schéma de principe d’un systéme de détection basé sur une biopuce. Les
molécules a détecter sont injectées sur la puce. Les interactions qui s’y déroulent sont
transformées par le transducteur en signal visualisable par 'utilisateur.
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1.1.1. Les biopuces a fluorescence

Depuis la fin des années 80, la méthode de détection des interactions biomoléculaire la
plus utilisée est la fluorescence. Elle permet en routine d’observer plusieurs milliers
d’interactions sur un méme support. Quelques entreprises ont développé un certain nombre de
machines permettant la lecture de ces interactions, comme par exemple Affimetrix, Agilent ou
Nanogen [™ " *¥] 1l existe plusieurs sortes de biopuces a fluorescence. La premiére, et
certainement la plus répandue, consiste en ’ajout d’un fluorophore sur la ou les cibles a
envoyer sur les sondes. La ou les sondes sont déposées sur la puce par la technique du
‘spotting’ (Technique décrite dans le chapitre 2.3.Dépdt matriciel), une solution de la ou des
cibles est envoyée sur la puce. Ces cibles interagissent avec les sondes sur cette puce. Cette
derniére est ensuite rincée pour €éliminer les cibles non accrochées, séchée, puis passées sous

le faisceau d’un laser qui va exciter les fluorophores. Un détecteur va capter I’émission de la

fluorescence et faire une cartographie en intensité de fluorescence de la puce (Figure 4).

Fluorophore
Analyte a

Laser
d'excitation

Ringage

Figure 4: Schéma de principe de I'utilisation d’une biopuce a fluorescence. Les molécules
sondes sont fixées sur la puce en spots (voir chapitre 2.3.Dépét matriciel), les analytes
sont couplées a des fluorophores et diluées dans une solution cible puis injectées sur la
puce. Les cibles interagissent avec les sondes. La puce est rincée, séchée, exposée a une
source lumineuse excitatrice des fluorophores pour étre analysée par le détecteur.

Les résultats attendus peuvent étre de natures diverses. La recherche de couples
protéiques ligand-récepteur stables, par exemple dans le cas d’une recherche de nouveaux
médicaments, est facilitée par ce genre de systémes a trés haute cadence car ils permettent de
mieux cibler quelles catégories de molécules correspondent aux attentes. Avec une seule
injection de produit cible, de nombreuses constantes d’interaction entre la cible et les sondes

peuvent étre observées révélant ainsi I’importance de 1’affinité d’une cible pour plusieurs
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autres molécules fixées sur la puce (Figure 5). Cette capacité peut étre améliorée en utilisant
simultanément plusieurs fluorophores, sensibles a des longueurs d’ondes différentes, fixés sur
différents types de cibles. Ainsi, une cible est mise en contact avec plusieurs sondes et une
sonde est mise en contact avec plusieurs cibles ; ’analyse des états d’équilibre tiendra compte
d’un milieu de plus en plus complexe se rapprochant petit a petit du milieu in vivo (Figure 6).
L’intensité de chaque signal correspond a la quantité de cibles ayant interagi avec la sonde.

Cette technique est tres utilisée dans les analyses d’hybridation compétitive (transcriptome...)
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Figure 5:° Exemple de résultat obtenu sur une biopuce a fluorescence. L’intensité
collectée par le récepteur est dépendante du nombre de molécules cible accrochées sur le
spot. Ce nombre sera proportionnel a I'affinité de la cible pour la sonde du spot. [=vi] : GS.
Gerhard, DNA Micro-array gene expression (2003)
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Figure 6 Exemple de résultat obtenu sur une biopuce a fluorescence utilisant un
marquage double. Six cibles différentes sont injectées s’accrochant sur les sondes avec
lesquelles elles ont le plus d’affinité. Cette étude met en évidence une altération de
l'expression de génes particuliers produits par trois types de souris. [<vi]PJ Skinner,
BMC genomics (2006).
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La derniére sorte de puces a fluorescence que nous allons décrire utilise la méthode
dite de ‘sandwich’. Les sondes sont préalablement marquées d’un fluorophore et les cibles ne
sont pas modifiées. Suite a I’injection des cibles sur la puce, un autre ligand complémentaire a

la cible et marqué par un deuxiéme fluorophore est injecté (Figure 7).

Fluorophore
Ligand

/

‘ Solution
Interact|ons ;
révélatrice

Analyte o =
¥ / o
Injection
Solution

cible |nJectﬂ/

Spot de
,/ sondes

Lasers
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Récepteur
analyseur

Ringage

Recepteur
Fluoroghore
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Figure 7 : Schéma de principe de I'utilisation d’une biopuce a fluorescence basée sur la
meéthode de ‘sandwich’. Les molécules sondes couplées a des fluorophores sont fixées sur
Ia puce en spots (voir chapitre 2.3.Dépét matriciel), les analytes sont dilués dans une
solution cible puis injectés sur la puce. Les cibles interagissent avec les sondes. Une
solution contenant un deuxiéme ligand de l'analyte et couplé a un deuxiéme fluorophore
est injectée sur la puce. La puce est ensuite rincée, séchée, exposée a une ou plusieurs
sources lumineuses excitatrices des fluorophores et enfin analysée avec un récepteur.

Grace aux informations apportées par les deux fluorophores, il est possible d’observer
les constantes d’affinité entre I’analyte et le récepteur sans marquer directement le produit a
cibler. Les molécules servant de révélateurs d’interactions seront des molécules de type plus
ou moins standard, comme des anticorps dont la partie fixe sera marquée et dont la partie
variable sera adaptée a I’analyte a étudier (Figure 8). Cette méthode permet I'utilisation de
molécules marquées standardisées, réduisant ainsi le colt des analyses et simplifiant leurs
processus. En effet, si I’on veut analyser I’interaction d’une famille de protéine avec un
récepteur, il sera plus facile d’utiliser un marqueur commun de chacune des protéines a
injecter successivement que de toutes les marquer. Mais les révélateurs doivent étre bien
sélectionnés car le signal que I’on pergoit refléte aussi I’affinité entre la molécule a analyser et

ce révélateur et non pas la seule affinité entre la molécule cible et les sondes fixées sur la puce.
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Figure 8 Exemple de reconstitution de Iimage obtenue par le récepteur analyseur
[=vii] La biopuce a été réalisée en fixant des ligands communs du lupus (incluant ADN,
histones et autres protéines du noyau) a une surface fonctionnalisée par de Ia poly-L
lysine. Les révélateurs sont des anticorps modifiés avec un fluorophore Cy3
(correspondant aux spots verts). Les spots jaunes correspondent aux sondes qui
permettent une orientation de I'image.

Cette technique de biopuce a fluorescence est une technique trés populaire pour les
analyses en routines et a fort débit de la recherche génétique et protéomique. Son
développement nous permet d’obtenir de plus en plus d’information (les biopuces a ADN
atteignent le million de sondes [*"]). Mais cette technique n’est pas optimale pour toutes les
¢tudes biomoléculaires.

Il existe 2 principaux inconvénients a cette technique pour notre projet. Le premier est
le marquage, bien qu’a I’heure actuelle des techniques performantes ont été développées afin
de diminuer le colt du marquage fluorescent et d’en augmenter la rapidité. En effet, 1’ajout
d’une molécule sur une cible ou une sonde a de grandes chances de perturber son
comportement vis-a-vis des interactions a observer. Méme si cette étape est réalisée en routine,
elle reste une étape supplémentaire ayant un cofit certain en temps et en personnel réalisant
I’opération du marquage qu’elle soit réalisée sur les amorces pour une amplification PCR ou
sur le produit final.

Le deuxiéme, et le plus important des inconvénients de cette technique, est le fait que
I’observation ne se situe qu’a I’équilibre et aprés ringage de la puce. Or, dans le vivant, une
interaction entre molécules est régulierement perturbée par les changements de composition

du milieu ambiant. Pour caractériser dans son entier une interaction entre différents produits,
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comme par exemple pour I’élaboration d’un nouveau médicament, il faut connaitre les
dynamiques d’interaction pour chacun des produits sondes et cibles. L’étape de ringage, en
plus d’éliminer le surplus de produits n’ayant pas interagit, va dénaturer certaines interactions

faibles qui ne seront pas observées par 1’analyseur (Figure 9).

—Sonde A
—Sonde B
— Sonde C

Quantité de cibles accrochées aux sondes

Temps

Figure 9. Graphique de principe de la quantité de cibles accrochées aux sondes en
fonction du temps. Sur les trois sondes qui réagissent lors de I'injection d’une cible, seule
le duplexe formé sur la sonde A persiste lors de l'étape de ringage. Les deux autres
réactions ne seront pas observées.

1.1.2. Les biocapteurs électrochimiques

La technique de détection de biomolécules par biocapteurs électrochimiques est la plus

ancienne et se décline sous une multitude de maniéres. Il existe des détecteurs

XXIX XXX XXX1

potentiométriques [ , **], ampérométriques [**'], conductimétriques [**, **!'] (Figure 10),

certains utilisent des méthodes plus ou moins complexes. Plusieurs équipes de recherche ont

développé de puissantes techniques de détection d’interactions basées sur les nanoparticules.

XXXV XXXV

Le principe repose sur la capture de nanoparticules d’or [~ | ou d’argent [ ], par exemple,

XXXVi

par les cibles ayant interagi suivi d’'une mesure électrochimique par stripping anodique [,

XXXVii ]
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Figure 10: Schéma de principe de détection d’une hybridation ADN-ADN par une
méthode électrochimique [*’]. La molécule sonde (simple brin d’ADN) est fixée a une
particule magnétique et la molécule cible (simple brin d’ADN complémentaire) est fixée a
une sphéere de polystyréne fonctionnalisée et couplée a des molécules d’or. L’hybridation
(a) permet de rapprocher les particules dor de la particule magnétique. Ces particules
d'or vont étre exaltées (b) puis détachées de la sphére de polystyréne par ajout d’acide
dans la solution (c) et les ions ainsi créés vont étre détectés par une électrode (d).

L’avantage principal de cette méthode de détection basée sur les nanoparticules est le
seuil de concentration détectable qui peut aller jusqu’au nanomolaire voir picomolaire. Mais
I’utilisation de cette technique n’a d’intérét que lorsque le but est de montrer une et une seule
interaction possible entre seulement deux molécules. Dans bien des cas, une interaction
partielle n’engendre aucun signal car seule 1’appariement stable entre deux molécules permet
la formation d’un agrégat de particules sous la forme d’une nanostructure amplifiant le
signal ["™]. Le systéme est donc trés sélectif sur 1’information qu’il peut apporter sur les
affinités d’une molécule avec ses possibles ligands, ce qui en réduit les possibilités
d’utilisation. De plus, le couplage des molécules étudiées a de grosses particules peut, encore

cette fois-ci, perturber le comportement des cibles et des sondes utilisées.

Il existe aussi une technique ¢lectrochimique, plus apparentée aux biopuces a
proprement parler, qui consiste a fixer des sondes sur une grille de transistor a effet de

XXXIX

champ ["7] (Figure 11). Les interactions entre les cibles et les sondes vont perturber la

densité de charge entre la grille en SiO2 et le substrat de Si. Lorsque le transistor est mis sous
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tension, c’est la grille qui va réguler le transfert de charge entre la source et le drain. La
modification de la structure du semi-conducteur engendrée par les interactions cibles/sondes
sur la grille va modifier le signal transmis. Il est donc possible de repérer de manicre
quantitative les interactions spécifiques qui se produisent sur la grille du transistor grace au
suivi en temps réel de la modification du potentiel entre la source et le drain. En plus de son
avantage important sur les autres biocapteurs de par son potentiel de détection dynamique en
temps réel, la biopuce a transistor permet de quantifier 1’interaction observée. En effet, le
signal est proportionnel a la charge intrinséque des molécules cibles se fixant sur la surface de
la grille. Plus les cibles ont une affinité importante avec les sondes, plus la quantité de matiére
déposée sera grande et plus la densité de charge sera modifiée. D’un autre co6té, 1’injection
d’un mélange de cible n’est pas réalisable étant donné que le signal obtenu par I’utilisateur ne
permet en aucun cas discerner plusieurs interactions de natures différentes sur la surface de la
puce. Dans le cas de I’expérience menée par J. Fritz et al. [*’], nous pouvons comparer
I’évolution du potentiel du transistor pour trois injections différentes. La premiére est une
injection de cible n’ayant aucune affinité avec la sonde, la deuxiéme ayant une treés forte

affinité avec cette méme sonde et la derniére ayant une affinité moindre (Figure 12).

Source

Figure 11: Représentation schématique dun biocapteur & transistor [%]. Les
interactions entre les cibles et les sondes entrainent une modification de la densité de
charge sur la grille qui va perturber le passage des électrons entre la source et le drain.
Cette technique permet une détection en temps réel d’interactions spécifiques.
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Figure 12 : Exemple de signal obtenu avec un biocapteur a transistor [*°]. Le signal
représente l'évolution de la différence dans le temps de potentiel en surface. L'expérience
montre une succession d’injections de trois types de cibles différentes. Le premier, cB,
n’interagit pas avec les sondes de la grille. Le deuxiéme, cA, va interagir fortement avec
les sondes. La charge de la molécule cible étant négative, la différence de potentiel va
diminuer avec la présence des cibles en surface. Le dernier type, cAm, correspond a une
cible cA modifiée qui n'aura pas autant d’affinités avec les sondes que la cible cA. La
quantité de charge négative en surface sera donc moindre car les duplexes
cibles(cAm)/sondes formés seront moins stable.

1.1.3.Les biocapteurs acoustiques

Basés sur les caractéristiques piézoélectriques de composés comme les cristaux de
quartz dont la fréquence de résonance dépend de la configuration du systéme, les biocapteurs
acoustiques sont des outils sensibles et performants pour la détection de biomolécules [*].
Comme pour les détecteurs électrochimiques, les interactions peuvent étre suivies en temps
réel. Le principe repose sur la capacité de ces matériaux a étre sensibles a une masse de
I’ordre de 10" & 10 ng. Leur fréquence d’oscillation, lorsque le signal électrique appliqué
reste identique, va étre perturbée (Figure 13). Il devient alors facile d’observer des
interactions spécifiques entre des cibles et des sondes lorsque ces dernieres sont fixées sur le
matériau piézoélectrique. Il est tout de méme a noter que les vibrations parasites extérieures
peuvent perturber le signal et qu’un trés grand soin doit étre apporté a I’¢laboration du capteur
afin de garantir la plus grande spécificité des réactions. En effet, n’importe quelle molécule se

fixant sur le matériau est source de perturbation du signal.
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Figure 13° Représentation schématique dun biocapteur acoustique [*¢]. Les
Interactions entre les cibles et les sondes sont traduites par une diminution de la
fréquence d’oscillation du cristal pour une tension de commande des électrodes identique.
1l est possible d’établir une relation entre le taux d’affinité cible/sonde — correspondant a
la quantité de duplexe formés — et le décalage de la fréquence d’oscillation du matériau
piézoélectrique.

1.1.4.Les biocapteurs optiques sans marqueurs

Considérons le biocapteur comme un empilement de milieux différents. Il serait
composé¢ d’une couche de support, d’une couche (simple ou complexe) du matériau sensible
(comme le cristal pour le biodétecteur acoustique de la Figure 13), d’une couche biologique
(incluant les sondes fixées sur la couche sensible) et d’une couche de milieu variable (solution
dans laquelle évoluent les cibles). Lorsqu’une molécule cible interagit avec une molécule
sonde en surface d’un biodétecteur, le duplexe, de par sa formation, change les

caractéristiques de la couche biologique (Figure 14).

A B C o >

Solution

Couche biologique
Couche sensible

Figure 14 :° Schéma de principe dun biocapteur sensible aux changements des
caractéristiques de la couche biologique. A) L’état de référence, B) injection des
molécules cibles, C) état final avec interactions entre cibles et sondes. Les
caractéristiques de la couche biologique a évolué a I'endroit ou les interactions ont eu
lieu.
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C’est typiquement ces changements que vont détecter des biocapteurs optiques sans
marqueurs. L’ajout d‘une certaine quantité de matic¢re (cible) va entrainer le changement de
I’indice de réfraction de la couche biologique par exemple. De nombreux biocapteurs se sont
ainsi développés autour de 1’analyse des modifications optiques du systéme. C’est le cas des
lii

. . .. , li .
biocapteurs optiques se basant sur des miroirs résonants [*'], des guides d’ondes [*"] ou sur la

résonance de plasmon de surface [*] par exemple. Une trés bonne description et
comparaison entre ces différents types de capteurs est reportée dans la thése d’Emmanuel
Maillart [*"] un précédent doctorant de notre équipe. C’est pourquoi, nous nous contenterons
ici de décrire les biocapteurs optiques a résonance de plasmon de surface qui est la méthode
de transduction utilisée sur notre systeme. Cette technique, développée a partir des années
1980 initialement sous forme de mono capteur (un seul type d’interaction observée), a de
multiples avantages. Le principal atout d’un biocapteur optique basé sur la résonance en
plasmon de surface est le suivi en temps réel. En effet, par comparaison aux biocapteurs
optiques les plus utilisés, les capteurs a fluorescence, les interactions sont observées de
manicre dynamique, c'est-a-dire qu’il est possible d’enregistrer 1’évolution d’une interaction
en fonction du temps. Ainsi, plus d’informations sont obtenues sur 1’interaction étudiée (Voir
chapitre 1.3.Résonance de plasmon de surface). Un autre avantage important distinguant ces
biocapteurs dynamiques des biocapteurs électrochimiques ou acoustiques est le nombre
d’interactions que 1’on peut suivre en paralléle sur la méme puce [**"]. Plusieurs entreprises,
dont Biacore AB [*'] et GenOptics [*"'], ont développé des capteurs optiques basés sur cette
technique. A I’heure actuelle, les analyseurs commerciaux ne permettent pas le suivi d’un
grand nombre d’interactions en paralléle. La plupart se contente méme d’un seul type de

x1lv

sonde []. La diversité des duplexes étudiés se fait par injections consécutives sur une méme

puce et donc sur une seule catégorie de sonde mais qui peut étre extrémement sensible

xlv

(concentration de cible détectable inférieur au nM pour des oligonucléotides [ ]). De petites
entreprises, comme GenOptics, se sont lancées dans la réalisation de biocapteurs optiques
permettant non seulement le suivi dynamique des interactions de surface mais aussi de la

fixation de multiples sondes sur la puce.

Notre systéme dynamique, bien qu’un peu moins sensible a celui de Biacore AB
(concentration des cibles entre 10nM et 100nM toujours pour des oligonucléotides), et dont

est issu celui de GenOptics permet de suivre des centaines d’interactions en parallele (jusqu’a
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900 sites d’interactions) [**'], ce qui peut s’avérer nécessaire pour I’étude trés rapide des
ligands potentiels d’un seul récepteur. En effet, en fixant sur la puce différentes molécules
ayant une affinité potentielle avec une cible a étudier, nous pouvons, avec une seule injection
de cette cible, observer son affinité avec toutes les sondes en méme temps. Notre systéme est
aussi multifonctionnel. Il est possible d’y observer n’importe quel type d’interaction (protéine
— protéine, ADN — protéine, ADN — ADN, sucre... [**]). Dans les chapitres suivants, nous
allons décrire le matériel biologique étudi¢ pour mon travail de doctorat: I’ADN. Nous
décrirons ensuite le phénoméne physique de base de notre systéeme de détection optique : la

résonance de plasmon de surface.

1.2. Interactions ADN-ADN

Parmi les nombreuses applications des biocapteurs, comme la détection des
interactions protéines-protéines par exemple, il existe notamment [’identification des
mutations génétiques (Plus de détails sur les mutations génétiques sont apportés en annexe 2)
engendrant la formation de protéines non-fonctionnelles ou mal-fonctionnelles. Elle se base
sur la détection des interactions ADN-ADN. Les molécules sondes sont des simples brins
d’ADN dont la séquence est choisie et correspond a une séquence potentiellement mutée du
geéne du patient a identifier. Les molécules cibles sont des simples brins d’ADN issus du geéne
du patient sur lequel la mutation a détecter est recherchée. Ces interactions entre cibles et
sondes sont soumises a des lois de thermodynamique que nous allons décrire dans les

paragraphes suivants.

1.2.1.Qu’est-ce que I’ADN ?

L’histoire de la génétique débute au XIXeme siccle lorsque Gregor Mendel en 1865

pose les bases théoriques de 1’hérédité moderne par I’observation de lignées hybrides de petits

pois et la transmission de caractéres phénotypiques et génotypiques [**']. August Weismann

en 1883, émet I’hypothése d’un support matériel pour la transmission de ces caracteres
xlviii]

génétiques [ mais ce n’est que 60 ans plus tard en 1944 qu’Oswald Avery découvre que

I'ADN est responsable de la transformation génétique des bactéries, et suppose que ce serait
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bien le support de 1'hérédité [*"]. De cette molécule, James D. Watson et Francis Crick en
1953 en décrivent la structure [']. Cette grande découverte a permis un important

développement de la génétique qui est toujours a 1’heure actuelle un domaine dynamique.

Ce n’est vraiment qu’a partir de 1’analyse réalisée par Watson et Crick de la diffraction
par rayons X, obtenue par Rosalind Franklin en 1953 ["], que la molécule d’ADN a
commencé a révéler sa structure. Leur modele repose sur une conformation en double brins
formant chacun une hélice centrée sur un méme axe. Le squelette de ces brins est composé
d’un enchainement de phosphates et de résidus sucrés sur lesquels s’articulent des bases
azotées. On appelle alors un ensemble « phosphate + résidus sucré + base azotée » un
nucléotide. Chaque nucléotide est caractérisé par la nature de sa base. Dans les molécules
d’ADN, il existe 4 sortes de bases azotées : 1’adénine (A) et la guanine (G), qui sont des

purines, la cytosine (C) et la thymine (T) qui sont des pyrimidines (Figure 15).

HyN

\)N =N . e
Adénine ||  Guanine 4{*
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o

Thymine = 0% Cytosine |“yo
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Figure 15 Représentations moléculaires des quatre bases azotées de TADN : I'adénine
(A), la guanine (G), la thymine (T) et la cytosine (C) [issue du site www.wikipedia.com].
Les atomes marqués en bleu sont des atomes d’azote, d'oxygéne en rouge, d’hydrogéne en
blanc et de carbone en noir.
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C’est Erwin Chargaff qui, le premier en 1951, arriva a la conclusion d’un appariement
des bases suivant le modéle : A-T (ou T-A) et C-G (ou G-C) ["']. Cette conclusion énoncée
dans la loi Chargaff est obtenue par identification du pourcentage de chacune des bases dans
la composition de ’ADN humain (A=30.9%, T=29.4%, C=19.8% et G=19.9%). Chaque
purine est associée a une pyrimidine par le biais de ponts hydrogénes. Il existe deux ponts
hydrogene entre les bases A et T et trois ponts hydrogeéne entre les bases C et G ce qui rend la
liaison entre les bases C et G plus stable qu’entre les bases A et T (Figure 16). Ce sont ces
liaisons entre les bases qui permettent aux deux brins d’ADN d’étre attachés ’un a ’autre. On
dira d’une base qu’elle est complémentaire a une autre si elles forment un couple C-G ou A-T
et, par extension, on dira d’une succession de bases, appelée séquence, qu’elle est
parfaitement complémentaire a une autre si toutes les bases de la premicre séquence sont
complémentaires de la deuxiéme. Dans ce manuscrit, une attention particuliére est portée sur
la distinction importante entre deux séquences parfaitement complémentaires et deux
séquences quasiment complémentaires. Deux séquences parfaitement complémentaires
s’hybrident parfaitement et chacune des bases d’une séquence se lie a sa complémentaire sur
I’autre séquence. Dans le cas d’une hybridation quasiment complémentaire, il existe un ou des
mésappariements entre les deux séquences. Etant donné que la majeure partie des bases de ces
deux séquences sont complémentaires, les deux brins vont s’hybrider, mais les

mésappariement de bases non complémentaires vont créer une déstabilisation du duplexe.
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Figure 16 © Les bases azotées de 'ADN forment des paires. Pour chacune des paires, il
faut une purine (A ou G) et une pyrimidine (T ou C). Les deux types de liaisons
réellement stables sont les liaisons entre A et T et les liaisons entre G et C. La liaison
entre une adénine et une thymine est basée sur deux ponts hydrogénes, tandis que la
liaison entre une guanine et une cytosine est basée sur trois de ces ponts.

Un brin d’ADN est orienté. On note 5’ I’extrémité correspondant au carbone 5 du
résidu sucré sur lequel se fixe un phosphate et 3’ I’extrémité opposée du résidu sucré sur
lequel se fixe le nucléotide suivant. L’appariement ou hybridation entre les deux brins d’ADN
se fait de maniére antiparall¢le c'est-a-dire que le premier brin est orienté dans le sens 5°-3” et
que le deuxieme se fixe sur le premier dans le sens 3’-5” (Figure 17). Les deux brins ne sont

reliés que par les liaisons entre leurs bases azotées.
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Figure 17: Représentation dun fragment de double brin d’ADN [issue du site
www.wikipedia.com]. Les nucléotides, formés d’'un phosphate, d’'un sucre et d'une base
azotée, se lient par leurs phosphates au nucléotide suivant dans le sens 5" —> 3.

Afin d’illustrer les termes de complémentarité et d’hybridation de deux brins d’ADN,
nous allons prendre un exemple fictif de séquence d’ADN. Dans la pratique, une séquence
d’ADN est symbolisée par la succession de ses bases azotées soit dans le sens 5’-3” (brin
sens), soit dans le sens inverse (brin anti-sens), I’enchainement des sucres et des phosphates
¢tant identiques pour chacun des nucléotides de la séquence. Pour garder une homogénéité
dans la notation des séquences dans ce manuscrit, chacune d’entre elles sera écrite dans le
sens 5’-3 (brin sens) et les symboles 5’ et 3’ seront conservés.

Soit une séquence Al: 5> TGTTCTCAGTTT 3’ et la séquence Bl qui lui est
parfaitement complémentaire: 5° AAACTGAGAACA 3’. Ces deux séquences vont
s’hybrider de maniere parfaite. Il arrive que des bases soient modifiées durant divers
phénoménes intracellulaires, comme par exemple une modification du 6™ nucléotide de la

séquence Bl qui deviendrait: 5° AAACTTAGAACA 3’ notée B2 (Figure 18). Cette
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séquence comporte une majorité de bases complémentaires avec la séquence Al. Les deux
séquences vont pouvoir s’hybrider mais la liaison du 6™ nucléotide au lieu d’étre C-G,
deviendra C-T. La thymine et la cytosine ne créeront pas une liaison forte et la stabilité
globale du duplexe Al1-B2 sera moins importante que celle du duplexe Al-Bl. La
transformation d’une séquence en une autre est appelée ‘mutation’. Il existe différentes sortes
de mutations comme les délétions (une partie de la séquence est enlevée), I’addition (une
partie de séquence est ajoutée), la répétition (une ou plusieurs bases sont répétées), etc...
Dans le cas particulier ou une seule base de la séquence originelle (dite saine) est changée en
une autre base dans la séquence transformée (dite mutée), la mutation s’appelle une SNP

(Single Nucléotide Polymorphisme). Ici, la mutation transformant la s€équence B1 en séquence

B2 est une SNP.

5' 3' 5! 3|
T A THA
G C GHC
T A THA
T A TH A
C G CH G
T + A — T A
c G CHG
A T AHT
G c GHC
T A TH A
T A THA
T A THA
3 5' 3 ¥
Séquence  Séquence Duplex

A1 B1 A1-B1
5' 3

T A

G C

T A

T A

f g

C + =

A T

G ¢

T A

T A

T A

3 5'

Séquence  Séquence
A1 B2

Figure 18 ° Exemple d’hybridation entre deux séquences d’ADN. La séquence Bl est

parfaitement complémentaire a la séquence Al tandis que la séquence B2 est quasiment
complémentaire a la séquence Al. Le duplexe A1-B1 sera plus stable que le duplexe Al-

B2.

33



Lors de sa formation, la molécule d’ADN s’enroule et le squelette de sucres et de
phosphates entoure les bases azotées. Cette double hélice peut prendre plusieurs formes
possibles en fonction du milieu ambiant. La représentation la plus couramment utilisée est
appelée ADN-b. C’est la conformation décrite par Watson et Cricks et c’est celle qui semble
prédominante dans les cellules (Figure 19). Lorsque la double hélice se présente sous cette
forme, la distance entre deux nucléotides successifs est de 0.34 nm et la molécule effectue une
rotation compléte autour de son axe longitudinal sur 3.32 nm. Les deux autres conformations
rencontrées chez les organismes vivants sont appelées ADN-a et ADN-z. Leurs structures,
proche de I’ADN-b, se distinguent les unes des autres par un pas (ADN-a : 0.26 nm ADN-z :
0.37 nm), une distance de rotation (ADN-a: 2.46, ADN-z: 4.56) différente. De méme, le
centre autour duquel tourne I’hélice n’est pas positionné de maniere identique pour chacune

des formes.

3.32 nm

Figure 19: Structure en double hélice du brin d’ADN-b [issue du site
www.wikipedia.com]. Un simple brin effectue une révolution sur 3.32 nm et la distance
entre les bases azotées de deux nucléotides successifs est de 0.34 nm.

Dans son état double brin, ’ADN est une molécule résistante a beaucoup de
contraintes externes. Elle est trés flexible et conserve sa structure interne sous des contraintes
modifiant sa forme macroscopique (enroulement, nceuds, etc...). Cette flexibilité descend

jusqu’a une échelle d’environ 46-50 nm dépendamment du milieu ambiant, soit environ 140
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paires de bases. Cette longueur est appelée par abus de langage : longueur de persistance. De
part I’agitation thermique et des nombreuses interactions entre I’ADN et les molécules d’eau
environnantes, il est difficile de réellement observer un ADN rectiligne. Cette longueur de
persistance est donc, sur une moyenne temporelle, la longueur d’ADN a partir de laquelle
I’orientation du polymeére devient décorrélée d’un facteur ‘e’ (e = 2.718).

Dans notre cas, les sondes comme les cibles sont des simples brins d’ADN. Ces
simples brins sont beaucoup moins résistants aux contraintes mécaniques externes. Leur
flexibilité peut aussi étre étudiée. Comme pour la double hélice, la longueur de persistance
dépendra du milieu ambiant et notamment de sa teneur en sel. La solution tampon utilisée
dans notre équipe est une solution phosphate saline notée : PBS (Phosphate Buffer Salin).
Utilisée a une concentration 1x, la teneur en sel est de 0.138 M. Pour une température de 24°C
environ, la longueur de persistance de nos simples brins est d’environ 2.6 nm, soit une
séquence entre 7 et 8 bases ['] (Figure 20). Cette caractéristique de I’ADN est problématique
dans le cas d’une utilisation de simples brins. En effet, il est possible que le duplexe A1l puisse
se replier sur lui-méme en créant une auto-hybridation, c’est a dire qu’une partie de sa
séquence est complémentaire d’une autre partie de sa séquence. Si ces bases sont
suffisamment éloignées, le brin peut s’hybrider sur lui-méme. Dans certains cas, cette
caractéristique permet, grace a la formation d’une boucle (ou hairpin) et I'utilisation d’un
marqueur d’extrémité, de distinguer plusieurs conformations de I’ADN. Mais dans un systéme
sensible a la quantit¢ de duplexe formés, I’auto-repliement peut étre une géne. Il devient
difficile pour le simple brin B1 de venir former un duplexe avec le simple brin Al replié.

Cette forme d’auto-repliement est appelée structure secondaire.
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Figure 20 ‘ La longueur de persistance d’'un simple brin diminue avec I'augmentation de
la concentration en sel. Le graphique montre la longueur de persistance en fonction de la
concentration en NaCl. Il est tiré du travail de MC. Murphy [*7].

La formation et la stabilité de la double hélice d’une molécule d’ADN par hybridation
de deux simples brins d’ADN sont régulées par des lois thermodynamiques complexes. Elles
dépendent de la composition du milieu ambiant, de la température, des séquences des deux
simples brins d’ADN mis en contact, etc... Cette double hélice est aussi dissociable. La
séparation des deux simples brins d’ADN est appelée dénaturation. Pour dénaturer un double
brin d’ADN, il faut réussir a déstabiliser les liaisons hydrogenes établies lors de I’hybridation
entre les deux simples brins. En thermodynamique des interactions ADN-ADN, la grandeur
caractéristique permettant de quantifier une affinité est la température de fusion (Melting
Temperature : Ty). En raison de I’importance de cette grandeur caractéristique pour les

biopuces a ADN, la partie suivante est dédi¢e a la description de cette température de fusion.

1.2.2.Introduction a la température de fusion

La double hélice d’ADN est un assemblage de deux sous ensembles liés par des ponts
hydrogénes. Comme tous les duplexes, il est possible d’étudier sa stabilit¢. Une des

caractéristiques de ce duplexe de simples brins d’ADN est la séquence des deux simples brins
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mis en contact. Il est a noter que, quelque soit la séquence des deux simples brins d’ADN, il
existe une probabilité non nulle qu’une liaison s’établisse. Cette liaison devient plus stable a
mesure que le nombre de mésappariements diminue entre les deux séquences. Lorsque nous
¢tudions une interaction entre deux brins d’ADN, la principale valeur thermodynamique a
laquelle nous sommes confrontés est la température de fusion notée Ty (pour Melting
Temperature). Cette température est la valeur de référence qui rend compte de 1’affinité entre
les molécules étudiées.

En pratique, le Ty s’obtient par identification du taux de liaisons établies entre les
deux molécules mises en présence dans une solution. Lorsque la composition du milieu est
fixée et si le seul parametre modifiable du systéme est la température de la solution, il est
possible d’observer le passage de 1’état li¢ a I’état séparé du duplexe moléculaire par
augmentation de 1’agitation thermique [™*]. Dans notre cas, ce duplexe moléculaire sera un
double brin d’ADN et les molécules indépendantes seront de I’ADN simple brin. Le Ty d’une
interaction ADN-ADN sera la température de la solution pour laquelle 50% du matériel
génétique sera sous forme de double brin et 50% sous forme de simple brin. De maniére

générale, la forme théorique de la courbe représentative de 1’évolution de I’interaction en

fonction de la température est une sigmoide (Figure 21).
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Figure 21 : Quantité normalisée d’ADN double brin dans une solution en fonction de la
température du milieu pour deux couples ligand-récepteur (Figure 18). Les courbes
(rouge et verte) correspondent a deux duplexes de simples brins. La valeur
caractéristique du TM de chacune de ces interactions est la température pour laquelle il

y a 50% d’ADN double brin et 50% d’ADN simple brin dans la solution.

37



Cette figure représente le taux de duplexes dans la solution. Moins un duplexe est
stable, moins le Ty est élevé. En reprenant I’exemple précédent (Figure 18) des duplexes Al-
B1 et A1-B2, la température de fusion Tyl du premier duplexe sera plus élevée que celle du
deuxiéme, Ty2. En effet, le mésappariement qu’engendre la modification du 6°™ nucléotide
dans le duplexe A1-B2 déstabilise le double brin.

Cette température dépend des parametres thermodynamiques de I’interaction.

T, = AH c Eq.l1
AS + RIn(C, - 72)

pour une concentration [Na'] de la solution égale a 1 M. Avec AH I’enthalpie du systéme et
AS son entropie, R est la constante des gaz parfaits (R = 1.987 cal.Mol' K™"), C; est la

concentration molaire des produits en exces (généralement les sondes ou les amorces) et C;

est la concentration molaire des produits limitants (les cibles). Pour une concentration [Na']

différente de 1 M, on doit utiliser la formule suivante :

1 1

- +(4.29£(G.C) -3.95)x107".In[Na* ]+ 9.40x 10" In>[ Na* Eq.1.2
T (Na*) T, (M) (4.291(G.O) ) [Na™] [Na®]  Eq.l.2

Ou f (G.C) est la fraction de bases G et C sur le nombre total de bases du brin (dans le cas de

duplexes complémentaires). []

De multiples études ont été réalisées par des équipes de recherches afin de prédire par
le calcul quel sera le Ty d’une interaction entre deux séquences d’ADN. Toutes les valeurs
des Twm utilisées dans cette these et issues de simulations sont obtenues grace aux travaux de
John SantaLucia Jr. [V,"" M ™] Lui et son équipe proposent un calcul du Ty basé sur la
méthode du ‘next nearest neighbour’ qui prend en compte I’interaction possible d’un
nucléotide du brin sens avec le nucléotide du brin anti-sens lui correspondant en incluant
jusqu’a P’interaction de la paire de nucléotides suivante dans 1’ordre de la séquence. Cette

méthode a été choisie comme support théorique par notre équipe lors de la thése précédente

de Nathalie Bassil [*]. L’ensemble des valeurs de AH et AS obtenues de maniére empirique
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pour toutes les combinaisons possibles est reporté en annexe 4. Ces valeurs tiennent compte
d’un certain nombre de parametres comme par exemple la concentration en matériel
génétique, la concentration en sel et la concentration en magnésium dans le milieu. Plusieurs

programmes disponibles en ligne sur http://mfold.bioinfo.rpi.edu/ et réalisés par Michael

Zuker sur la base des calculs de John Santalucia Jr. permettent d’obtenir entre autres le Ty
d’une interaction entre deux brins d’ADN ou d’ARN et les structures secondaires les plus
probables d’un simple brin d’ADN ou d’ARN. Une étude plus approfondie sur ce phénomene
d’auto repliement de I’ADN a fait I’objet d’un chapitre détaillé en 3°™ partie de cette thése.

Application numérique : Si nous reprenons 1’exemple des séquences Al, Bl et B2 (Figure 18),
les TM donnés par les prédictions de John Santal.ucia Jr. sont :

Twm (A1-B1) : 40.7°C

Twm (A1-B2) : 23.6°C
Ces résultats sont obtenus sur la page internet de Mickael Zuker ‘two state hybridization’ [™]
et pour les conditions suivantes : ADN a 22°C, concentration de Na™ = 0.138, concentration
de Mg"" = 0 M, concentration de brins : SuM.

Attention toutefois de bien noter que chacune des valeurs de Ty est obtenue pour une
solution ou les sondes et les cibles seraient mélangées. Dans le cas d’une interaction de
surface, ou seules les cibles sont en solution et ou les sondes sont fixées sur une surface, les
degrés de liberté des molécules n’étant pas les mémes, les valeurs de Ty sont différentes. Le
Ty d’une interaction de surface sera inférieur au Ty de cette méme interaction. Cette
différence entre les Ty des interactions en solution et les Ty des mémes interactions en
surface sont dues a la difficulté d’accés des séquences sondes dans le spot [*']. Cet
encombrement surfacique diminue virtuellement la concentration des sondes. C'est-a-dire que
les sondes se génant les unes les autres sur la surface, la cible n’aura pas la possibilité

d’interagir avec toutes les sondes déposées sur la surface.

1.2.3.Diagnostic génétique

L’origine de la non-fonctionnalité d’une protéine peut étre diverse comme 1’action du
matériel génétique d’un virus sur sa formation par le ribosome ou un défaut sur la séquence

d’ADN qui code pour elle, etc... C’est a cause de cette origine génétique qu’une autre
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approche de diagnostic n’utilisant pas directement les protéines a vu le jour. En connaissant la
séquence du gene codant pour une protéine fonctionnelle et celui codant pour une des formes
non fonctionnelles de la protéine, nous pouvons les comparer au gene d’un patient afin de
savoir si son gene code pour une protéine fonctionnelle ou non. En utilisant une biopuce pour
réaliser cette comparaison, il suffit de prendre un simple brin d’ADN sens orienté¢ 5°-3’
comme sonde fixée sur la surface. Les cibles seront constituées de fragments simple brin
d’ADN contenant la séquence a comparer orientés 3’-5’ (anti sens). Ces cibles peuvent étre
directement issues du patient aprés amplification du géne d’intérét par PCR. Dans le cadre de
cette these, cette amplification est effectuée a I’Hopital Henri Mondor dans I’équipe U 955 de

I’INSERM.

Dans la majorit¢ des mutations génétiques, seul un petit nombre de bases sont
modifiées sur le géne muté. Le reste de la séquence du géne muté est identique a celle du gene
sain. Un produit cible 3°-5 aura donc une affinité pour les deux types de sondes, saine et
mutée, mais s’hybridera préférentiellement avec celle dont la séquence sera parfaitement
complémentaire a la sienne et dont le Ty sera le plus €levé. Avec un systéme pouvant
comparer la quantité de doubles brins présents sur les sondes saines a la quantité de doubles
brins présents sur les sondes mutées, nous pouvons obtenir un diagnostic génétique sans
équivoque. Dans notre cas, le systéme d’analyse est basé sur le phénoméeéne de Résonance de
Plasmon de Surface (SPR) que nous décrirons dans le chapitre suivant.

Comme le Ty d’une interaction parfaitement complémentaire (sonde et cible de méme
type) est supérieur au Ty d’une interaction quasiment complémentaire (sonde de séquence
mutée et cible de séquence saine par exemple), il suffit de se placer a une température
médiane (entre les deux valeurs de Ty) pour que la quantité de duplexe observée pour une
interaction parfaitement complémentaire soit la plus élevée (Figure 21). En normalisant le
signal d’interaction et en le représentant en fonction de la température soustraite du Ty des
interactions étudiées, nous superposons les courbes d’évolution théorique. Prenons I’exemple
de deux interactions ayant un ATy de 10°C, c'est-a-dire qu’une des deux interactions a un Ty
inférieur de 10°C a I’autre. En présence d’une méme cible, deux sondes ayant une affinité
différente pour cette molécule ne formeront pas le méme taux de duplexes. De plus, en
fonction de la température d’expérimentation, nous pouvons faire varier cette différence de

quantité de duplexe (Figure 22).
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Figure 22 : Représentation normalisée de la quantité de duplexe en fonction de T-Tm.
Pour trois températures dexpérimentation différentes (20, 25 et 30 °C), la différence de
quantité de duplexe varie.

La discrimination entre les deux interactions sera d’autant plus facile que la différence
de quantité¢ de duplexe observée sera grande. Cette différence atteint un optimum pour une

valeur de température centrée entre les deux valeurs de Ty correspondant aux interactions

parfaitement et quasiment complémentaires (Figure 23).
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Figure 23 : Variation normalisée de la différence de quantité de duplexe en fonction de T-
Tvm(ot Tum est la moyenne des deux valeurs de Tw pour les deux types de duplexes
formés). La courbe noire en trait plein correspond a la Figure 22. Les valeurs 1, 2 et 3
correspondent aux trois différences de quantité de duplexe obtenues pour les trois
températures d’expérimentation (20, 25 et 30 °C).
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I1 existe un grand nombre d’application pour lesquelles les biocapteurs a ADN peuvent

étre utilisés. Par exemple pour la modulation de I’expression génétique [*"], le dosage

Ixiv Ixv

protéique dans le sang [ ] ou I’identification virale [~ ']. Certaines applications nécessitent
une méthode quantitative de détection, d’autres, une méthode plus qualitative. Le cas le plus
¢vident de cette méthode qualitative concerne les maladies génétiques. Les biopuces sont une
bonne alternative a un séquencage lourd et coliteux. En ciblant le fragment du géne concerné,
il est possible de le comparer trés rapidement a un ensemble de séquences connues et de
déterminer son type génétique pour chacune des mutations déposées sur la puce. En effet, une
mutation génétique entraine une modification de la séquence d’un gene. Comme la séquence
d’un gene peut étre trés longue (plus de 100 000 bases), il peut exister plusieurs mutations
différentes situées sur le géne entrainant la formation d’une protéine non-fonctionnelle ou
mal-fonctionnelle. Parmi ces mutations il existe des mutations plus ou moins rares, c'est-a-
dire qu’elles n’ont été observées que dans peu a trés peu de cas mais qu’elles entrainent les
mémes effets invalidant sur la protéine. C’est le cas de la maladie génétique de la
mucoviscidose dont la grande majorité des 2500 mutations recensées a 1’heure actuelle ne
concerne qu’un nombre réduit de patients. Pour couvrir 95% des patients du type caucasien, il
suffit de cibler les 68 mutations qui sont les plus fréquentes. Cette restriction des tests
génétiques permet une meilleure précision sur 1’information, une plus grande rapidité dans le
diagnostic et une utilisation plus faible des ressources (matériaux biologiques, outils
mécaniques, composants chimiques, temps de personnel).

Afin qu’un diagnostic génétique soit efficient, il faut qu’il prouve la présence ou I’absence
de chacune des mutations les plus courantes. Grace a un grand nombre d’interactions
observées en parallele a 1’aide de biocapteurs optiques, la séquence génétique d’un patient
peut étre comparée aux séquences fonctionnelles et non-fonctionnelles de chacune des
mutations potentielles de maniere rapide. Notre systeme de détection basé sur la résonance de
plasmon de surface permet d’avoir une sensibilit¢ suffisante pour différencier deux
interactions dont le taux d’affinité est trés proche (typiquement des SNP avec un ATy entre 5

et 10 °C). Le chapitre suivant décrit le phénomeéne physique de base de notre systéme.
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1.3. Résonance de Plasmon de Surface

Nous avons vu que de nombreux capteurs permettent de détecter différentes
interactions biologiques. Chacun présente des avantages (nombre d’interactions étudiées,

dynamique,..) et des défauts. Dans le but de détecter des interactions entre brins d’ADN, notre

équipe a congu un systéme de détection basé sur le phénomene de résonance de plasmon de
surface. Le présent chapitre décrit la physique derriére ce phénomene et son utilisation dans le

cadre d’un capteur sensible et dynamique.

1.3.1.Historique

La résonance de plasmon de surface (SPR — Surface Plasmon Resonance) est un

phénomene physique qui fut découvert par R.-W. Wood en 1902 alors qu’il observait le

[lxvi

spectre de diffusion d’une source continue de lumiére blanche ["]. Le faisceau lumineux

étant réfléchi sur un réseau de diffraction, il constata de fines bandes sombres dans le spectre
diffracté. Ces anomalies ont été, par la suite, interprétées théoriquement par U. Fano en 1941
qui les a associées a une onde ¢électromagnétique évoluant a la surface du réseau de diffraction

[*]. Mais ce n’est qu’avec les configurations différentes d’Otto en 1968, basée sur une

réflexion totale atténuée [*'], puis, la méme année, de Kretschmann et Reather, basée sur le

n .. Ixi
méme principe [

], que les plasmons de surfaces ont pu réellement étre étudiés.
De nombreuses études portant sur les caractéristiques des plasmons de surface se sont

alors développées, comme les propriétés de phase ou de dépendances spectrales des ondes

Ixx Ixxi Ixxii

plasmoniques [, , " ]. Avec I’avénement des biocapteurs optiques, des méthodes de
détection basées sur la SPR ont vu le jour [, v b hoviy

1.3.2.Caractéristiques

La résonance des plasmons de surface est un phénomene physique qui a lieu a
. , ., . Ixxvii Ixxviii .. .
I’interface entre un métal et un diélectrique [","""]. Lorsqu’une onde incidente arrive sur

cette interface, un transfert d’énergie, ente les photons et les électrons libres du métal, peut
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s’effectuer. Dans certaines conditions, décrites dans les paragraphes suivants, les ondes
incidentes peuvent entrer en résonance avec les modes ¢lectromagnétiques de surface et créer
une onde évanescente dite onde plasmonique se propageant sur I’interface entre le métal et le
diélectrique. D’apres les lois de 1’électromagnétisme, le couplage entre I’onde incidente et les
plasmons de surface ne fait intervenir qu'une des deux polarisations du faisceau lumineux : la

polarisation TM. L.’onde évanescente est produite par un mouvement collectif des charges en

surface du métal et se propage de manicre rectiligne suivant la projection sur I’interface du
vecteur directeur de I’onde lumineuse incidente. Son vecteur de propagation est donné par

I’équation suivante :

Ou &y et g sont les permittivités respectives du métal et du diélectrique, ® la fréquence
angulaire et ¢ la célérité de la lumiere. Cette grandeur caractéristique va nous permettre de
calculer trois longueurs propres de I’onde évanescente. Les premiéres sont les longueurs de
pénétration dans les deux milieux formant l’interface notées L,q pour la longueur de
pénétration dans le diélectrique et L., pour celle du métal. La troisieme grandeur est la
longueur de propagation sur I’interface notée Ly. Ces trois valeurs correspondent a la distance
ou I’amplitude du champ évanescent est réduite a 1/e de sa valeur maximale (Figure 24)

(e =2.718). La valeur de ces trois grandeurs est donnée par les équations suivantes :

c £,
L,=S)im Eq 1.4
a) €, +¢&,
-1
2
Lzm=£Im( En ] Eq.l.5
w 8m+8d
4
Lx=£Im( En gd] Eq. 1.6
w g, +&,

Dans le cas d’une application a notre biopuce, nous utilisons de I'or (n = 0.208 + i-3.3 a
A =660 nm) mis en contact avec un tampon salin not¢ PBS (Phosphate Buffer Saline) a une

concentration 1x (soit: [KCIl] = 2.7 mM, [KH,PO4] = 1.5 mM, [NaCl] = 0.138 M,
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[Na2HPO4] = 8 mM et n = 1.334 a A = 660 nm). Les longueurs de pénétration ont pour
valeur : L,g = 102 nm et L., = 13 nm. La longueur de propagation est Ly = 7 um. La majeure
partie de 1’énergie de I’onde évanescente est contenue dans le diélectrique (environ 90%). La
distance de pénétration L,4 est suffisamment importante pour détecter des variations d’états du
milieu diélectrique et suffisamment courte pour n’étre sensible qu’a des variations proches de

la surface (<100 nm).

Diélectrique

Figure 24 : Schéma de principe du transfert d’énergie entre une onde lumineuse et une
onde plasmonique de surface dans le cadre dune SPR dans la configuration de
Kretschmann [*8]. L'onde incidente traverse le prisme de haut indice pour se réfléchir sur
le métal avec un angle ®@. L'onde plasmonique prend naissance a l'interface entre le
métal et le diélectrique. Son énergie est répartie a la fois dans le métal et a la fois dans
lisolant et son sens de propagation correspond a la projection du vecteur donde du
faisceau incident sur l'interface.

L’excitation de cette onde évanescente requiert des conditions bien particuliéres. En
effet, pour que I’énergie de I’onde incidente soit transmise a I’onde plasmonique de surface, il
faut que la projection sur I’interface du vecteur de propagation de la premiére soit identique

au vecteur de propagation de la seconde. C'est-a-dire que :

k., =2xsin¢=KSPR Eq. 1.7
c
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ou ky est la projection sur la surface du vecteur de propagation de I’onde incidente, 6 est son
angle d’incidence et Kgpr, la valeur du vecteur de propagation de 1’onde plasmonique
(Eq .1.3). Cette relation n’est pas réalisable dans des conditions normales ou 1’onde lumineuse
se propagerait dans I’air avant de traverser la couche métallique. Il faut que I’indice optique
du milieu incident soit supérieur (Figure 25) a I’indice plasmonique équivalent afin de vérifier

I’équation 1.8 :

n, xsing, = Ngp Eq.1.8

ou n; est I’indice du milieu incident, ®; est I’angle du faisceau incident et Ngpr est la valeur

effective de I’indice de I’interface ou se propagent les ondes plasmoniques.
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Figure 25: Evolution des indices optiques pour leau, le BK7 et linterface de
propagation du plasmon. L’indice de 'eau est inférieur a Nspr sur la fenétre de longueurs

d’onde étudiées. Pour une source lumineuse a A = 660 nm, Nspr a une valeur
d’environ 1.45.

Pour qu’il puisse y avoir égalité entre les vecteurs d’onde donnés par la relation 1.7, il faut
alors augmenter celui de 1’onde incidente. Trois techniques ont été mises au point afin
d’exciter facilement les ondes plasmoniques de surface. La premiére consiste a graver un
réseau sur la couche métallique. La deuxiéme consiste a utiliser un guide d’onde optique. La
dernieére consiste a placer un prisme haut-indice soit sur le diélectrique (Configuration de

Otto), soit sur le métal (Configuration de Kretschmann [%5]). C’est pour cette derniére
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configuration que nous avons opté (Figure 24). Elle simplifie la fabrication de la puce en
n’utilisant qu’une simple couche d’or sans microstructures, et, du fait que le prisme soit placé
du co6té métallique de I’interface, elle laisse au diélectrique la possibilité d’étre accessible et
de nature évolutive. Dans cette configuration, la couche métallique a une épaisseur limitée. En
se basant sur la méthode de Rouard étendue [***, ™*] nous pouvons prévoir que la résonance
de plasmon de surface est maximale pour des épaisseurs d’or comprises entre 40 et 60 nm
environ. L optimum a angle d’incidence fixé (12°) est atteint pour une longueur d’onde de

658 nm et une épaisseur d’or de 51 nm (Figure 26).
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Figure 26 :° Représentation normalisée du couplage entre I'onde incidente et l'onde
plasmonique en fonction de la longueur d’'onde et de I'épaisseur de la couche métallique.

1.3.3. Profil de résonance

Comme nous 1’avons dit précédemment, les ondes plasmoniques de surface sont
créées a partir de 1’énergie de 1’onde lumineuse incidente transférée a ’interface entre le
métal et le diélectrique. Il en découle naturellement une baisse de 1’énergie lumineuse dans le
faisceau réfléchi, une partie de I’énergie incidente ayant été¢ couplée aux ondes de surface. Ce
couplage vérifiant I’Equation 1.7 est trés sensible aux variations du systéme : 1’indice de
réfraction du métal, du diélectrique, 1’angle d’incidence du faisceau lumineux et la longueur

d’onde de la source. Il est ainsi trés facile d’obtenir le profil de ce couplage en faisant varier

I’angle d’incidence et en observant I’intensité du faisceau réfléchi. Le transfert d’énergie entre

I’onde incidente et ’onde de surface est optimal pour le couple « angle d’incidence » et
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« longueur d’onde de source » obtenu par I’Equation 1.7. La réflectivité chute alors pour des
angles s’approchant de cet angle de résonance pour lequel la quasi-totalit¢ de 1I’énergie est
transférée aux ondes plasmoniques. Une courbe théorique du profil de réflectivité en fonction
de I’angle d’incidence est représentée Figure 27. Lorsque 1’angle est trop petit ou trop élevé,
trés peu d’énergie est transférée a I’interface. Le couplage n’est pas efficace et I’intensité du
faisceau réfléchi reste égale a celle d’une réflexion sur une couche métallique épaisse. Par
contre, lorsque 1’angle d’incidence du faisceau lumineux se rapproche de I’angle de résonance,
le couplage devient alors plus efficace et nous pouvons observer une baisse de la réflectivité
qui traduit un pic de transfert d’énergie. Grace a la possibilité de faire varier les conditions de
couplage de mani¢re dynamique en modifiant I’indice de réfraction du diélectrique (exemple :
le diélectrique est un liquide dont on fait varier la composition) nous pouvons observer des
variations de réflectivité pour un angle d’incidence judicieusement choisi apres avoir dressé le

profil de couplage.
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Figure 27 : Profil de couplage théorique obtenu pour une interface entre une couche dor
(n =0.208 +13.3a)=660nm) et une solution tampon de PBS (n = 1.334 a A = 660nm).
L’angle de résonance est situé pour un angle de 12.2°. Le profil de couplage montre en
particulier la présence d’une zone quasi-linéaire a forte pente en % par ° d’'incidence pour
des angles compris entre 13.5° et 16°.

1.3.4. Sensibilité du systeme

Si nous considérons 1’indice de réfraction du métal comme une constante temporelle,

les modifications de ’indice de réfraction du diélectrique peuvent alors étre la source d’une
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perturbation du couplage. Par exemple, lorsque I’indice du diélectrique augmente, les
conditions de résonance entre les ondes incidentes et les ondes plasmoniques de surface

changent. Cela induit une translation de la courbe du profil de couplage (Figure 28).
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Figure 28 Représentation théorique du décalage du profil de couplage entre I'onde
lumineuse incidente et I'onde plasmonique de surface lors de I'augmentation de l'indice
du diélectrique. La courbe en pointillés bleus est la courbe initiale, la courbe rouge est la
courbe finale. Dans I'exemple théorique, le métal est de I'or (n=0.208 + 1-3.3 a4 A=660 nm)
et le diélectrique du PBS (n=1.354 a A=660 nm). L’augmentation d’indice du diélectrique
correspond a un dépét d’une couche de 2nm d’ADN (n=1.46 [*xxi]) sur la surface.

Suivant le systéme utilisé, il est possible d’identifier ces changements d’indices par
plusieurs méthodes. La premiére consiste a suivre I’évolution de I’angle optimal de résonance.
Pour chaque changement de I’indice de réfraction du diélectrique, il est possible d’effectuer
un balayage angulaire et d’identifier I’angle particulier pour lequel le faisceau réfléchi est le
moins intense (Figure 28). Cette technique est assez longue et n’est efficiente que si le
diélectrique reste le méme pendant chaque balayage angulaire. Dans le cas d’une biopuce, le
diélectrique est constitué¢ d’une solution dont la composition peut étre modifiée de manicre
trés rapide. Afin de pouvoir observer immédiatement une interaction de molécules de la
solution avec la surface, une deuxiéme méthode est ici utilisée. En choisissant judicieusement
I’angle d’incidence du faisceau de maniére a se situer au-dela du pic de transfert d’énergie et
sur une partie quasi-linéaire du profil de couplage, chaque augmentation de 1’indice de
réfraction du diélectrique induit une augmentation de la réflectivité. Il existe une plage
angulaire idéale pour laquelle la variation de réflectivité observée pour un changement de

I’indice de réfraction du diélectrique est maximale. Cette plage angulaire est montrée Figure
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29. Dans le cas d’une réalisation d’une biopuce plane et homogéne, nous pouvons restreindre
la zone quasi-linéaire a la plage angulaire pour laquelle nous obtenons au moins 90 % de la
valeur maximale de la dérivée de la réflectivité (90% de MaxD). Dans le cas plus classique
d’une biopuce inhomogene, nous utilisons une plage plus large pour laquelle nous obtenons
au moins 50 % du maximum de la dérivée de la réflectivité (50% de MaxD) comme le montre
la Figure 29. Lors d’une interaction entre des molécules du diélectrique et la surface
métallique, I’augmentation locale de la concentration de la solution va induire une
augmentation locale de 1’indice de réfraction du diélectrique au voisinage de la surface. Cette
interaction va donc perturber localement le couplage entre 1’onde incidente et les ondes
plasmoniques de surface. Pour résumer, une interaction entre des molécules de la solution
diélectrique et la surface entraine une hausse de I’intensité observable du faisceau réfléchi si
I’angle d’incidence est préalablement judicieusement choisi. L’angle d’incidence une fois

déterminé est appelé ‘angle de travail’.
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Figure 29:° Courbe dérivée de la variation de réflectivité en fonction de Il'angle
d’incidence (en grisée pointillée). La plage angulaire pour laquelle la variation de
réflectivité est optimale est située dans la zone quasi-linéaire de la variation de
réflectivité (courbe rouge). La zone de 90 % du maximum de la dérivée est délimitée par
les droites en tirets et la zone de 50 % du maximum de la dérivée par les droites pleines.

La variation de réflectivité ne sera positivement proportionnellement positive a la
quantité de matiere déposée sur la surface qu’a condition de toujours se situer dans la zone
quasi-linéaire du profil de couplage. Il apparait évident que si la translation du profil de
couplage induite par une augmentation de la quantité de matériau biologique en surface est

trop importante, la réflectivité va tendre vers une saturation. De plus, la dynamique de
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réflectivité accessible est dépendante du point de référence de départ choisi. C'est-a-dire que
plus I’angle de travail défini au moment de la circulation de la solution diélectrique de
référence est proche de 1’angle de résonance maximale, plus la zone quasi-linéaire restante du
profil de couplage sera importante. Il faut tenir compte de cette caractéristique trés importante
de la SPR. En effet, I’efficacit¢ du transfert d’énergie est dépendante de I’indice du
di¢lectrique, elle est donc dépendante de sa composition. Dans le cas des biopuces en général,
une fonctionnalisation chimique est construite afin de faire lien entre la surface métallique et
les molécules qui y sont attachées. Il en découle alors une dispersion des indices optiques sur
la surface de la biopuce correspondant a une dispersion d’épaisseur et de concentration de la
couche chimique de liaison. Suivant 1’hétérogénéité de la fonctionnalisation chimique, la
dispersion du profil de couplage sur la surface de la biopuce sera plus ou moins grande et le
choix de I’angle de travail, sujet a un compromis (Figure 30). Il faut en effet que le systéme
puisse rendre compte d’une variation de réflectivité proportionnelle a la quantité de matiere

déposée pour la majeure partie de la surface de la biopuce analysée.
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Figure 30 : Courbes expérimentales des variations de réflectivité en fonction de I'angle
d’incidence pour plusieurs zones d’'une méme biopuce d’une surface d’environ 0.8 cm?. La
dispersion observée est due a linhomogénéité de la surface de la puce (voir chapitre
3.8.Autocalibration). Ici, I'angle de travail choisi était 12.5°.
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Dans notre cas particulier, cette sensibilité peut étre ramenée a I’impact de I’évolution
du dépot d’une couche biologique compacte sur la réflectivité observée. Cette couche
biologique compacte peut étre assimilée a une couche théorique ou équivalente,
d’épaisseur ‘e’, d’indice de réfraction égal a celui de ’ADN. La sensibilité de notre systéme
sera quantifiée par :

AR

Srn = Eq.1.9
e

ou AR est la variation de réflectivité et Ae est la variation d’épaisseur de la couche
équivalente. La Figure 31 montre cette sensibilité pour une lame de BK7 (n = 1.51) sur
laquelle est déposée 3.32 nm de chrome (n = 3.05+i3.38) puis 48.3 nm d’or (n = 0.208+i3.3).
L’indice de la couche biologique est celui de I’ADN simple brin (n = 1.46 [71]) et la solution
dans la cuve est de I’eau (n = 1.33). Nous pouvons voir que la partie quasi-linéaire de la
courbe s’étend sur 9 nm de couche biologique déposée. La pente de cette zone quasi-linéaire

est de 5.6% de réflectivité par nanometre d’ADN compact.
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Figure 31 : Courbes de la variation de réflectivité en fonction de I'épaisseur équivalente
de la couche biologique déposée sur la biopuce. La zone quasi-linéaire de la courbe a une
pente de 5.6% par nanométre d’ADN compact déposé.

Lors des expérimentations de ma thése, les signaux percus avaient une amplitude de
I’ordre de 0.5 a 1.5 % de variation de réflectivité. Notre systéme est donc capable de détecter

une couche équivalente de 0.1 a 0.3 nm d’ADN compact a 1’état d’équilibre de la formation

des duplexes. En pratique, notre couche biologique est composée de simples brins d’ADN
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d’une longueur d’environ 37 bases (soit environ 12.6 nm) disposés sur la surface selon la
disponibilité des sites de fixation pour biotines sur la couche de streptavidine, derniére étape
de la fonctionnalisation (voir chapitre 2.2.3.Fonctionnalisation Dextran). Une détection de
couche équivalente d’ADN de 0.1 a 0.3 nm d’épaisseur correspond alors a une couche d’ADN
de 12.6 nm d’épaisseur (37 bases) remplie de 1 a 3 % ce qui correspond a 1’accrochage
équivalent de 4000 a 11000 molécules environ d’ADN de 12.6 nm de long par um® sur la puce.
Ce calcul donne un ordre de grandeur qui ne tient pas compte de la nature double brin du
duplexe résultant de I’hybridation entre cibles et sondes et qui suppose identiques les tailles
des simples brins mis en contact. Dans notre cas, cet ordre de grandeur pourra évoluer en
fonction de la nature des sondes utilisées (oligonucléotides courts de synthése ou produits

long issus de PCR de patient).

1.3.5.Cinétique d’interaction

Comme nous 1’avons mentionné plus haut seules les modifications du diélectrique sur
une centaine de nanometres de profondeur, équivalant a la longueur de pénétration L4, seront
détectables. Un systéme basé sur la SPR peut alors étre considéré comme un systéme de
détection de phénomenes surfaciques. Si nous observons 1’évolution de la réflectivité en
fonction du temps, nous pourrons alors suivre directement 1’évolution des interactions entre la
surface de la biopuce et les molécules de la solution diélectrique. Ces évolutions temporelles
sont appelées cinétiques d’interaction. Elles rendent compte de la variation du taux de

recouvrement de la surface en fonction du temps [**,40]:

AR(?)

_ QU Eq.1.10
(n/5C)- S

ou I est le taux de recouvrement exprimé en g/cm’, AR(t) la variation de réflectivité en
. on .. ge  q: . . . -1
fonction du temps, o la variation de I’indice en fonction de la concentration exprimée en g
c

et qui oscille entre 0.18 et 0.19 cm’.g” pour de ’ADN ou des protéines [, ™V40], Sepg,
la sensibilit¢ du systeme et L,, la longueur de pénétration de ’onde évanescente dans le
diélectrique (L, = 100 nm). La sensibilité théorique du systeme valant 5.6% par nanometre

d’ADN déposé en surface peut étre obtenue expérimentalement en faisant varier I’indice du
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diélectrique entre deux valeurs connues (saut d’indice). Dans notre cas, nous utilisons une

solution tampon de PBS 1x (n = 1.334) puis une solution de PBS 1.25x (n = 1.335).

ARsaut d'indice
SSPch érimental = - E '].]]
" Ansaut _d'indice
Nous pouvons alors simplifier I’équation Eq.1.10 :
AR(t
= c __AR® ~ 0.54An #Mg.mmz Eq.1.12

5”[ / (SC Ansaut _d'indice AR saut _d'indice AR

saut _d'indice saut _d'indice
. 3 .
En pratique, le Angy dindice Vaut 1.107 et les ARgaut ¢indice SONt typiquement de 1’ordre de 1.2%,

ce qui nous donne un taux de recouvrement I' = 0.44. AR(t)ng.mm”.

Une mesure typique de cinétique se décompose en trois étapes. La premicre est la mise
en contact de la biopuce avec une solution tampon dont I’indice de réfraction sera pris comme
référence. La deuxiéme étape consiste en I’injection de la molécule cible diluée dans le méme
tampon et qui va interagir avec les molécules sondes accrochées en surface. C’est I’étape dite
d’association. En fonction de la concentration de la solution en molécules cibles, nous allons
pouvoir extraire différentes caractéristiques de la ou des interactions étudiées. Une faible
concentration apporte une visualisation du régime dynamique des interactions. Une forte
concentration se focalisera sur les états d’équilibre de ces interactions. La dernicre étape
consiste en une injection de la premicre solution tampon afin d’éliminer les molécules en
exces et de pouvoir distinguer les interactions faibles se dissociant rapidement des interactions

fortes plus persistantes. C’est 1’étape dite de rincage (Figure 32).
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Figure 32 : Schéma de principe d’'une cinétique d’interaction pour une cible en
forte concentration (courbe rouge) et en faible concentration (courbe bleue). Les
étapes d’injection sont indiquées au bas du graphique. Trois injections se

suivent  le PBS Ix, la cible puis le PBS Ix.

Il apparait évident que la dilution des molécules cibles dans la solution tampon va
modifier son indice de réfraction. C’est pourquoi, dans certains cas d’études portant sur une
injection d’une cible fortement concentrée, nous analysons les variations de réflectivité entre
I’¢état initial et 1’étape de ringage, pendant laquelle le tampon injecté, a exactement le méme
indice optique. Les variations de réflectivité observées ne seront alors dues qu’a une
augmentation de la densit¢ de maticre en surface et non a I’augmentation de I’indice de
réfraction de la solution tampon. Pour les autres études, et notamment pour les études portant
sur le caractére dynamique des interactions, des sondes de référence permettent de
s’affranchir du saut d’indice engendré par la dilution des cibles dans la solution tampon (Voir

chapitre Autocalibration).

L’intérét de travailler sur ces cinétiques réside dans le fait qu’elles traduisent
directement la quantité¢ de matériau biologique accumulé sur le spot observé. Plus la maticre
s’y sera accumulée, plus le niveau d’équilibre (a forte concentration) ou la pente de
I’interaction (a faible concentration) seront élevés. Et plus ces valeurs seront grandes et plus

I’affinité¢ entre la cible circulant dans la solution et la sonde contenue dans le spot sera
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importante. Ainsi, par comparaison de I’importance de ces valeurs, nous pourrons distinguer

quelle sonde a le plus d’affinités avec la cible circulant dans la puce.

1.4. Conclusion

Dans cette premicre partie de thése, nous avons vu une multitude de techniques
servant a observer des interactions biomoléculaires. Ces techniques ont chacune leurs
avantages et leurs inconvénients. D’un c6té, nous avons les biodétecteurs a fluorescence
qui permettent une mesure d’un nombre trés important d’interactions (jusqu’au million) en
état d’équilibre mais nécessitant 1’ajout d’un marqueur. D’un autre, nous avons les
biodétecteurs électrochimiques ou acoustiques qui permettent le suivi en temps réel
(dynamique) d’une interaction entre un type unique de sondes et une ou plusieurs cibles.
La technique de détection optique basée sur la résonance de plasmon de surface, quant a
elle, permet une détection d’un nombre moyen d’interactions (jusqu’au millier) en temps
réel. C’est la méthode qui est apparue comme étant le plus judicieuse dans notre cas d’une
biopuce a diagnostic ciblé.

En effet, ce biodétecteur doit avoir une sensibilité assez importante pour permettre
une différenciation entre les affinités d’une cible pour deux sondes distinctes et dont la
séquence peut ne différer que d’un seul nucléotide. Il doit permettre un diagnostic
génétique sur la totalité du gene ciblé et doit pouvoir faire cette différenciation en
paralléle pour toutes les mutations étudi¢es. Enfin, le suivi des interactions entre cibles et
sondes doit étre en temps réel afin de minimiser le temps de test pour un diagnostic
génétique. Plus le test est long, plus la quantité de produit utilisé est importante et plus le
colt d’un test sera ¢élevé (matériel et colt du personnel). Le but final étant toujours de
pouvoir transférer la technologie issue du laboratoire en hdpital, le nombre de patients

testés dans une journée et le temps passé sur chacun des tests doivent étre optimisés.
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CHAPITRE 2 :
SYSTEME DE
DETECTION

Résumé

Afin de répondre aux caractéristiques requises pour un biodétecteur
permettant un diagnostic génétique sans équivoque, nous avons
réalisé un systéme de détection utilisant la résonance de plasmon de
surface et basé sur une biopuce a ADN.

Dans 1le chapitre suivant, je vais décrire 1’ensemble du systéme
utilisé en passant par le bDbloc opto-thermo-mécanique, puis en
détaillant la fonctionnalisation de la surface du métal. Je parlerai
de la méthode de dépdt matriciel et du matériel biologique déposé.

Je finirai par le programme d’acquisition et d’analyse des données.
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2. Systéme de détection

Afin d’observer des interactions entre molécules biologiques par le biais de la
résonance de plasmons de surface, notre équipe a développé un systéme que nous allons
décrire dans le paragraphe suivant. Ce systéme comporte plusieurs parties distinctes.

Le premier ensemble est composé du bloc opto-thermo-mécanique. Il a été optimisé
lors de travaux antérieurs comme ceux d’Emmanuel Maillart, un précédent doctorant de
I’équipe [40]. Ma principale contribution au premier bloc consiste en I’ajout d’une partie
thermo-régulée décrite dans le chapitre 2.1.3.La régulation de température afin de pouvoir
¢tudier I’'impact de la température sur le signal, son contrdle ou encore sa stabilité.

La deuxiéme partie de ce systétme de détection concerne la fonctionnalisation de
surface dont j’ai principalement étudié le comportement sur notre systéme comme la
régénérabilité, la stabilité ou encore la dispersion. Cette partie du systéme, trés importante, a
pour rdéle d’établir un lien entre le métal, servant d’interface a la SPR, et les molécules
biologiques sondes fixées sur la puce.

Dans la fin de ce chapitre décrivant notre systéeme de détection, nous parlerons de
notre matériel biologique observé : I’ADN, de I’outil de dépdt matriciel des sondes sur la puce
utilisé depuis mes travaux de thése et du programme d’analyse des données extraites du

systéme a la réalisation duquel j’ai beaucoup participé.

2.1. Bloc opto-thermo-mécanique

Les différents ¢léments décrits dans cette partie seront cités suivant le parcours du
faisceau lumineux en ce qui concerne les éléments opto-mécaniques. Les éléments thermo-

régulant et servant a la circulation des fluides seront décrits en fin de chapitre.
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211. La partie optomécanique

Optomécanique

2.1.1.1 La source lumineuse

La source lumineuse utilisée sur le systéme de détection a été¢ choisie de manicre a
obtenir un bon compromis entre la sensibilité nécessaire pour observer des interactions entre
brins d’ADN et la résolution latérale découlant de la longueur de propagation du plasmon (Eq.
1.6). Cette résolution latérale limite la densité des spots réalisables sur la puce. La sensibilité
du systéme varie suivant la longueur d’onde de la source lumineuse. Elle correspond a la
pente maximum obtenue a droite de I’optimum de transfert d’énergie sur le profil de couplage
plasmonique (Figure 27) et est dépendante du matériau utilisé.

Plus la longueur d’onde augmente, plus cette pente est importante et plus le pic de
transfert d’énergie est étroit (Figure 33). Lorsque I’on compare les différents profils de
couplages obtenus en fonction de la longueur d’onde utilisée, on remarque que le maximum
de couplage (égal au minimum de réflectivité) entre ’onde incidente et 1’onde plasmonique

n’est pas constant.
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Figure 33 Variation de la réflectivité en fonction de I'angle d’incidence du faisceau
lumineux pour une gamme de longueur d'onde allant de 610 nm a 685 nm sur une lame
BK7 (n=1.517 a A = 660 nm) avec un dépét de 3 nm de titane et de 50 nm d’or (n = 0.208
+10.33 4 A = 660 nm)

La valeur maximale de ce couplage est obtenue pour une longueur d’onde située entre 655 et
670 nm. C’est pour ces longueurs d’onde que la dynamique optique du systéme d’imagerie
sera la plus grande. De plus, la largeur du pic de transfert d’énergie doit étre choisie en
fonction du systeéme. Ici, la chimie de surface utilisée (Voir chapitre 2.2.Fonctionnalisation),
de par son inhomogénéité découlant de sa complexité d’élaboration, induit une dispersion des
profils de couplages sur la surface (exemple en Figure 30). Si le pic de transfert d’énergie est
trop étroit, pour un angle d’incidence fixé, certaines parties des données ne se situant plus sur
la partie quasi-linéaire de la courbe risquent d’étre inexploitables. La figure 33 montre
I’histogramme des minimums des réflectivités de la Figure 30. On peut voir les deux courbes
de réflectivité extrémes et I’angle de travail choisi permettant de se placer sur la zone quasi-
linéaire de chacune des courbes de réflectivité pour chacune des zones étudiées sur la puce.
Cette dispersion angulaire des profils de couplage peut atteindre 5°. C'est-a-dire qu’entre
I’angle de résonance le plus faible et I’angle de résonance le plus ¢élevé, les profils angulaires
de réflectivité sont séparés de 5°. Un pic de résonance suffisamment large permet d’utiliser

une partie de la zone quasi-linéaire des profils de couplage pour chacune des zones étudiées.
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Figure 34 :@ Histogramme des angles de réflectivité minimum (gauche) et courbes de
réflectivités en fonction de I'angle d’incidence (droite). Les deux courbes de réflectivités
représentées a droite sont les courbes extrémes de la Figure 30. L’angle de travail choisi
est celui permettant dobtenir une plage de la zone quasi-linéaire sur toutes les courbes
des zones étudiées sur la puce.

Le choix s’est porté sur une longueur d’onde de 660 nm qui est le juste compromis
entre sensibilité élevée et pic suffisamment large pour la chimie utilisée. La source lumineuse
employée est une diode électroluminescente (Radiospare, Intensité lumineuse typique :
22mCd, Angle de vision : 100°, Courant max : 25mA, Tension inverse créte max : 4V) dont la
longueur d’onde centrale d’émission exacte est 657.7 nm et dont la largeur a mi-hauteur est de
19.4 nm (Figure 35). Cette source lumineuse a ét¢ modifiée au profit d’une diode
¢lectroluminescente des caractéristiques semblables mais de plus forte intensité (de I’ordre de

700 mCd) dans les dernieres versions du systéme.
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Figure 35 Spectre d’émission de la source lumineuse. Sa longueur d’onde centrale
d’émission exacte est de 657.7 nm et sa largeur 4 mi-hauteur est de 19.4 nm.
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La cohérence spatiale de la source lumineuse est un probléme allant a I’encontre d’une
illumination homogene de toute la surface de la puce. En effet, bien qu'une largeur spectrale
faible entraine une meilleure sensibilité du systéme (moins de longueurs d’onde superposées,
moins de dispersion, plus de précision dans la mesure) elle favorise 1’apparition d’un
fourmillement lumineux (« speckle ») provoqué par des interférences aléatoires au sein du
faisceau. Ce phénomene est dii a des causes variées comme la présence de poussieres dans
I’air traversées par le faisceau ou les variations d’indice de réfraction aux interfaces traversées.
C’est pour cette raison que nous ne pouvons pas utiliser de laser. La diode, quant a elle, a tout
de méme une structure et I’intensité qu’elle fournit n’est pas non plus homogene sur tout son
faisceau. Pour s’affranchir de cet effet, nous utilisons un simple matériau diffusant, permettant
de diminuer la structure spatiale du faisceau, qui est positionné juste devant la source
lumineuse. Le matériau utilisé ici est un morceau de ruban adhésif dépoli fixé sur un ‘trou
source’ (diametre 1 mm). Cet assemblage permet d’obtenir une source que 1’on considérera
comme quasi-ponctuelle et émettant de maniére sphérique et homogene avec une cohérence

spatiale négligeable.

2.1.1.2 Le collimateur

Nous avons vu que le couplage SPR est dépendant de la direction du faisceau incident.
Il faut donc collimater 1’onde lumineuse afin d’obtenir un couplage précis. Pour ce faire, nous
utilisons un collimateur composé de deux objectifs de microscopes positionnés face a face. Le
premier (Union) avec un grossissement de 20X et le deuxieme (Leitz Wetzlar) placé en
opposition par rapport au premier et a une distance de 1 cm avec un grossissement de 10X. Le
diameétre du faisceau obtenu est de 1 c¢cm et reste collimaté sur une distance de 1’ordre de 5 m,

bien supérieure a la taille du systéme (Figure 36).
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Objectifs de microscope

Matériau
diffusant

Trou source

Figure 36 : Schéma de la source et du collimateur du systéme composé de deux objectifs
de microscope. Le faisceau lumineux issu d’une diode électroluminescente (A = 660nm)
traverse un matériau diffusant afin d’en diminuer la cohérence spatiale.

Vers le systéme

2.1.1.3 Le polariseur

Le couplage SPR n’intervient qu’entre une onde plasmonique de surface et la fraction
polarisée TM de I’onde lumineuse incidente. De ce fait, nous utilisons un polariseur orientable
permettant de sélectionner la polarisation du faisceau incident. La polarisation TE donnera la
référence du maximum de réflectivité du systeme sachant que les ondes lumineuses TE ne se
couplent pas avec les modes plasmon (Figure 37). La polarisation TM servira pour
I’expérimentation et rendra compte des modifications de I’état de la surface par les
perturbations du couplage qu’elles engendrent. Il est nécessaire d’avoir accés aux deux
polarisations lors du réglage de D’expérimentation car les réflectivités observées sont
normalisées par rapport au bruit lumineux ambiant, qui donne la limite inférieure (0%) et a la
réflectivité obtenue en polarisation TE, qui donne la limite supérieure (100%). Ce polariseur
est orientable manuellement et une version en développement, controlée par ordinateur,
permettra, a chaque acquisition, d’utiliser pleinement la dynamique du capteur optique CCD
placé en sortie du systéme (voir 2.1.1.9.Le capteur optique). Le systéme utilisé en routine ne
permet, a ’heure actuelle, qu’un seul réglage dynamique de la plage de réception de la caméra
CCD. Le polariseur est placé en position TE et la fréquence d’acquisition du capteur optique

est réglée de maniére a utiliser toute sa dynamique. Malgré le fait que cette évolution de
65



matériel n’ait pas pu étre mise en place durant mon doctorat, faute de temps, la normalisation
des données par rapport aux deux réflectivités de référence (0% et 100%) décrites
précédemment est amplement suffisante compte tenu de la sensibilité requise pour

I’application biomédicale de diagnostic de ma these.
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Figure 37 : Intensité du faisceau réfléchi pour les polarisations TE (rouge) et TM (bleu)
en fonction de l'angle d’incidence. Ces courbes sont obtenues en fixant I'épaisseur de
chrome a 3 nm (n = 3+13.8), I'épaisseur de l'or a 50 nm (n = 0.208+13.3) a A = 660 nm et
une solution d’eau

2.1.1.4 Le miroir rotatif :

Nous avons déja vu que le couplage entre 1’onde incidente et 1’onde plasmonique
dépend, entre autre, de 1’angle d’incidence du faisceau lumineux. Comme il est nécessaire lors
de chacune des expérimentations de se placer a I’angle ou la sensibilité est la meilleure, un
balayage angulaire doit s’effectuer a chaque début d’expérimentation. Dans le but d’éviter de
déplacer le bras contenant la source lumineuse a chaque fois, un miroir rotatif contrélé par
ordinateur et inséré aprés le polariseur permet de maitriser le balayage angulaire du faisceau
incident. Ce miroir (Micro-controle) est contr0lé pas a pas par un boitier de commande
(Newport controller ESP100) reli¢ au programme d’analyse développé sur LabView (Figure
38).
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Figure 38 : Schéma du miroir rotatif du systéme. Le miroir permet de modifier I'angle
d’incidence du faisceau lumineux sur la puce.

2.1.1.5 Systeme d’imagerie sur la puce

L’image du faisceau sur le miroir est conjuguée sur la lame d’or par le biais de 2
lentilles de focale 60 mm. La premicre lentille est placée a une distance de 60 mm du miroir
rotatif, la deuxiéme a 120 mm de la premiére et la lame d’or est placée sur le foyer opposé de
la deuxieéme lentille. Ainsi, la variation de I’angle que fait le faisceau sur ’interface, siége du

couplage plasmonique, est la méme que sur le miroir rotatif.

2.1.1.6 Confiquration de Kretschmann

Pour se placer dans une configuration de Kretschmann, nous utilisons un prisme
équilatéral en SF10 (n = 1.72 a A = 660 nm, surfaces de 25 mm) assemblé au substrat de la

lame fonctionnalisée par une huile d’indice (n = 1.72 a A = 660 nm) (Figure 39).

67



Biopuce‘

Prisme

i

Imageur ., Huile d'indice

Vers le
capteur
optique

Figure 39 : Schéma de la configuration de Kretschmann du systéme. La biopuce est
placée sur le prisme haut indice grace a une huile d’interface dont I'indice de réfraction a
660 nm est le méme que celui du prisme (n=1.72). L'imageur permet de conjuguer la
réflexion du miroir sur la surface de la puce et la variation de I'angle d’incidence sur le
miroir est reportée sur la puce.

2.1.1.7 La puce

La puce est constituée d’un substrat, soit de BK7, lame de microscope standard
(n=1.517 a 660 nm), soit de SF10, lame de verre de haut indice polie a fagon (n=1.72 a
660 nm) sur lequel est déposée une couche d’accroche de chrome (3 nm en moyenne). Cette
couche d’accroche permet de faire la liaison avec la couche d’or (50 nm en moyenne) servant
de matériau conducteur pour le couplage plasmonique. Cette couche d’or est fonctionnalisée
afin de permettre le dépot des sondes (voir fonctionnalisation surfacique). Durant ma these,
trois sortes de lame d’or étaient a disposition. Pour chacune de ces lames, la méthode utilisée
pour déposer les couches de métaux sur les substrats était I’évaporation. La premiére sorte de
lame d’or est issue d’une fabrication industrielle réalisée par 1’entreprise Schott. Les substrats
de BK7 ou de SF10 étaient envoyés a 1’entreprise pour un dépot de 2 nm de chrome (+/-
0.5 nm) et 50 nm d’or (+/- 2 nm). Pour toutes les premicres études de ma these, ces lames d’or
donnaient de trés bons résultats avec une fonctionnalisation en Dextran standard. Des
problémes imputés a la rugosité de I’or déposé par 1’entreprise Schott nous ont obligé, depuis
le premier semestre 2007, a trouver une alternative a ce fournisseur professionnel. En effet,

certaines étapes de la fonctionnalisation de la surface, comme le bain d’acide bromo-acétique

68



(voir chapitre 2.2.3.La fonctionnalisation Dextran), ne fonctionnaient plus allant jusqu’au
détachement de 1’or du substrat. Lorsque toutes les étapes de fonctionnalisation arrivaient
quand méme a terme, le signal fournit par la biopuce n’excédait pas 40 % du signal habituel.
Ce signal habituel pour une sonde était de I’ordre de 1.2 % de variation de réflectivité pour la
capture d’une cible ADN parfaitement complémentaire soit les 4/5 d’une variation d’indice de
5.10* d’une solution tampon (1.5 % de variation de réflectivité). Grace a une collaboration
avec I’équipe de Bernard Bartenlian et de Philippe Gogol du laboratoire IEF (Institut
d’Electronique Fondamentale) d’Orsay nous avons eu la possibilité de fabriquer des biopuces
sur des lames d’or déposées par eux. Les caractéristiques des dépots étaient moins réguliéres
que celles des lames issues de I’entreprise Schott, avec des épaisseurs se répartissant entre 1.5
et 3.5 nm de chrome et 47 et 52 nm d’or. Mais le signal fourni par ces biopuces atteignait de
nouveau un niveau acceptable avec 90 a 110 % du signal habituel. Le dernier type de
biopuces utilisées dans cette these a été réalisé par Julien Moreau (Maitre de conférences de
I’équipe) et moi-méme au laboratoire Charles Fabry sur une machine a évaporation de 1981.
Les caractéristiques imposées au dépot des métaux étaient 3nm de chrome et 50 nm d’or.
Encore une fois le signal fourni pas ces biopuces était satisfaisant (de 90 % a 110 % du signal

habituel).

Quelque soit I’origine de la lame d’or, la biopuce, au final, est un rectangle de
substrat (verre BK7 ou SF10) de 2 cm par 2.5 c¢cm sur lequel est déposé¢ une accroche de
chrome et une couche d’or qui est a son tour fonctionnalisée pour permettre une fixation avec

les molécules sondes.

2.1.1.8 Systeme d’imaqerie

Un deuxieme doublet de lentilles placé sur le chemin optique du faisceau réfléchi
permet d’imager la surface de la puce sur un détecteur optique. Comme dans le cas du premier
imageur, les éléments sont placés aux foyers des lentilles qui ont une longueur focale de 60

mm.

2.1.1.9 Le capteur optique
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Pour suivre en temps réel les modifications du couplage plasmonique induites par des
interactions en surface de la biopuce, le capteur optique utilisé doit avoir a la fois une
fréquence d’acquisition élevée et une résolution spatiale confortable permettant de distinguer
des interactions sur de petites zones de surface. Ici, le capteur utilisé est une caméra CCD de
marque PCO et de model PixelFly QE [**] (Figure 40). Sa résolution est de 1392x1024
pixels et chacun des pixels est un carré de 6.45x6.45 pm?. Sa fréquence d’acquisition pour un
pixel est de 20 MHz. Le temps d’exposition peut étre contrdlé et fixé entre 5 us et 65 s. Son
efficacité quantique est de I’ordre de 40% autour de la longueur d’onde de travail : 660 nm.
Cette caméra est pilotable par ordinateur via un utilitaire LabView. Du fait de I’inclinaison de
I’image de la puce par rapport au faisceau réfléchi, la caméra devrait étre placée de biais afin
que tous les pixels soient éclairés par des rayons ayant tous parcouru le méme chemin optique.
Mais pour des raisons mécaniques, le capteur CCD, dans cette version du systéme, ne peut se
placer que de manicre normale au faisceau réfléchi. Il en résulte une 1égére défocalisation de
I’image sur les bords de la cuve. Mais ce défaut d’alignement ne géne pas pour le suivi des
interactions de surface.

Afin d’optimiser 'utilisation du capteur CCD, nous avons réalis¢ une étude du rapport
signal a bruit du systéme. De maniére a maximiser ce rapport, nous avons fait varier les taux
d’exposition de la caméra entre 25 et 100 ms puis nous avons augmenté le nombre d’images
accumulées. Les images enregistrées sont au format 16 bit (65536 niveaux) et le capteur a une
dynamique de 18000 e par puits mais la configuration de notre systéme, utilisée en gain fort
afin de diminuer le temps d’intégration par deux, la dynamique de la caméra utile est de
9000 ¢ par puits. Le signal effectif correspond alors au nombre d’électrons effectif, Ne,
mesuré par le capteur :

N = % x N Eq.2.1
ou N est égal au nombre d’¢lectrons par puits et Niv le niveau de I’intensité du pixel.
Le rapport signal sur bruit pour un pixel, en supposant que le systéme est limité par le bruit de

photon, est alors égal a :

NivxalAc
16

> Eq.2.2
1/— x Niv
N
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ou Niv est le niveau de I’intensité du pixel, Ac le nombre d’accumulation d’images et N le

nombre d’électrons par puits.

Imageur

Cameéra CCD

Figure 40 : Schéma global du systéme optique avec le capteur CCD. L’image de la puce
est reportée sur la caméra grace a un imageur.
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Figure 41 : Rapport signal sur bruit en dB en fonction du temps d’accumulation en ms.
La droite en trait plein correspond au rapport signal sur bruit théorique limité par le

bruit de photon.
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Le systéme de détection est limité par le bruit de photon comme le montre la Figure 41.
Le systéme d’enregistrement quant a lui est limité par le temps d’écriture des images sur le
disque dur de I’ordinateur. En routine expérimentale, il fallait faire un compromis entre RSB
optimum et temps d’enregistrement des données. Nous avons opté pour une accumulation de
16 images qui fait descendre le bruit a 0.3 % par pixel et permet un enregistrement cadencé a
15-20 relevés de signal par minute, soit une image résultante (16 images de 100ms
accumulées) toutes les 3 ou 4 secondes environ. Notons que le signal utilisé est une moyenne

sur une centaine de pixels. Cette moyenne diminue ainsi le bruit mesuré.

2.1.2. La fluidique

Fluidique

I1 existe différents moyens permettant a une molécule cible de venir interagir avec les
molécules sondes déposées sur une biopuce, comme par exemple les micro-canaux avec
cycles d’injection assistés par ordinateur. Notre systéme utilise une solution moins coiteuse,
moins efficace en terme de quantité de produit utilisée, mais qui a ’avantage de laisser un
controle dynamique sur le temps de circulation du produit cible au dessus de la puce. Par
exemple, dans certains cas, il peut étre judicieux de mettre la solution cible en circuit fermé de
mani¢re a augmenter le temps d’interaction entre les cibles et les sondes sans devoir
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augmenter la quantit¢ de solution a injecter. Au cceur du systéme de fluidique, une cuve
appliquée contre la biopuce permet les interactions entre les molécules cibles circulantes et les
molécules sondes fixées sur la lame fonctionnalisée. J’ai testé et utilisé plusieurs types de
cuves construites dans plusieurs matériaux durant ma theése. La premicre de ces cuves utilisées
¢tait une cuve totalement moulée dans du téflon. Sur un corps principal parallé¢lépipédique
percé d’une arrivée et d’une sortie fluidiques cylindriques se découpe la partie creuse de la
cuve. Les rebords d’une profondeur de 150um et d’une épaisseur de 1 mm délimitent la cuve
sous deux formes différentes : soit en forme de cercle de diamétre 0.8 cm (Figure 42-A), soit
en forme d’hexagone de largeur 1 cm. L’avantage de I’utilisation du téflon est qu’il permet
I’absorption des défauts de la surface de la biopuce ou des rebords mémes de la cuve par sa

capacité a se comprimer légérement.

Le deuxiéme type de cuve est basé sur un corps principal en métal (titane ou inox)
permettant un contrdle thermique de I’enceinte. Un film de téflon est projeté sur la surface de
ce bloc principal, puis la forme creuse de la cuve est usinée a méme le film (Figure 42-B).
Cette technique permet une moins grande déformation de la puce lors de la pression de la
cuve sur celle-ci. Ici, au lieu du rebord circulaire de 1 mm de largeur, c’est toute la surface

autour de I’enceinte de la cuve qui est plaquée sur la lame fonctionnalisée.

Le dernier type de cuve utilisée est toujours basé sur un corps métallique mais les
bords de la cuve sont formés par un anneau de téflon encastré dans le bloc principal (Figure
42-C). L’étanchéité est totale et la largeur de 1’anneau (5 mm) permet de s’affranchir de la

plupart des effets d’anneaux de diffraction comme nous verrons au chapitre 2.1.1.Substrat.

.

A B C

Figure 42 :@ A- Cuve circulaire en téflon. B- Cuve métallique avec dépot de téflon. C-
Cuve métallique avec anneau de téflon.

Afin de faire circuler les fluides a injecter dans la cuve, nous utilisons une

pompe péristaltique (Minipuls, Gilson [**']) dont le débit est contrdlé pour étre de 50 pL par
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minute Cette valeur a été choisie initialement de maniére pragmatique afin de minimiser le
temps de I’expérimentation et de minimiser la perte de produit lors des manipulations pour les
diverses injections.

Cette pompe nous permet d’avoir un contrdle dynamique sur les produits cibles
injectés. C'est-a-dire que I’utilisateur peut faire varier autour des 50 puL par minute le débit de
la solution injectée en fonction des besoins de 1’étude réalisée et la circulation peut aussi étre
arrétée. L’arrét de la circulation dans la cuve permet un échange d’échantillon non automatisé
et rapide. La capacité du circuit fermé dépend de I’échantillon placé en entrée du circuit.
Comme le tuyau d’entrée de la cuve et le tuyau de sortie sont placés dans le contenant de
I’échantillon, la quantité de produit peut varier (tubes de 500 puL. ou 200 pL par exemple). Le
volume mort comprenant la capacité de la cuve et des tuyaux utilisés en plus de I’échantillon

est de I’ordre de 120 pL.

L’impact de la profondeur de la cuve et du flux de la pompe est important sur les
cinétiques d’interaction qui se déroulent sur la puce. La répartition spatiale de la solution cible
dans la cuve influe sur les réponses des sondes a I’injection d’une cible. Si un défaut de
surface existe ou si la profondeur de la cuve est trop faible, cette solution cible ne
s’homogénéisera pas dans la cuve et toutes les sondes ne seront pas irriguées de la méme
maniére. La différence de concentration influe sur le Ty des interactions. Il en découle que si
un spot est défavorisé en terme de flux de cibles par rapport a un autre, les signaux issus de
ces deux spots ne seront pas comparables. Expérimentalement, nous observons des problémes

d’homogénéisation de la cuve lorsque la profondeur de celle-ci est inférieure a 100 pm.

2.1.3.La réqgulation de température

-

Iﬁ Thermique

P
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Les interactions entre molécules biologiques dépendent d’un grand nombre de
parametres comme la stringence du milieu, la quantité de produit introduit, etc... Mais un des
facteurs principaux a maitriser pour obtenir des résultats reproductibles et pertinents est la
température (voir chapitre 1.2.2.Introduction a la température de fusion). Pour contrdler cette
température, la cuve est enchidssée dans un mord métallique sur lequel sont disposés deux
modules Pelletier reliés a un dissipateur thermique a ailettes (Figure 43). L’énergie calorifique
emmagasinée sur le dissipateur est évacuée a ’aide d’un ventilateur (5V — diamétre Scm) fixé
sous le systéme de régulation thermique. Les pelletiers sont contrdlés par ordinateur via une
carte controleur (Ovenlnd MC362[™*]) et la température de la cuve est mesurée a 1’aide

d’une sonde de température (OvenInd TS67-170, 15 kQ, de 0°C & 100°C +1°C [**V1)

Trou de N
circulation de Chassis régulant
la solution A
A thermo-couple
Y
Cuve
SEEGEINN, |
~ C

apteur de

- rétroaction
Bloc de teflon

/

| [23,4°

T°C n Indicateurde température

Cuve ;

Systéme Peletier

Radiateur

Temps

Figure 43 : Schéma de montage du régulateur de température. La cuve est placée dans
un support métallique relié au systéeme de dissipation par un double Peletier. Le capteur
de rétroaction est relié au Pc via la carte contréleur Ovenlnd. 1l est possible d’enchasser
un thermocouple relié a un indicateur numérique pour suivre en temps réel I'évolution
de la température.

Le systeme de régulation de la température est basé sur un asservissement par boucle
de contre-réaction. Trois parameétres régissent cette boucle : le proportionnel, I’intégrateur et
le dérivateur. Le principe de base consiste a prendre une mesure du signal a asservir et de la
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comparer a une commande. La chaine d’action (H- Figure 44) correspond a la partie active du
régulateur de température, celle qui va chauffer ou refroidir la cuve, la consigne correspond a
la valeur de température souhaitée par 1’utilisateur et la sortie correspond a la valeur de
température mesurée au sein de la cuve. La chaine de retour (K) agit sur la valeur de sortie qui
est ensuite comparée a la valeur de consigne. Sans ces ¢léments de correction et a cause de
I’inertie du systéme global de régulation de température, le signal de sortie oscillera autour de
la valeur de consigne sans jamais se stabiliser. C’est pourquoi il est nécessaire de placer des
¢léments de contrdle sur la boucle de contre réaction. Le premier paramétre a régler est le gain
proportionnel, P. L’action établie sur le signal de sortie sera proportionnelle a la différence
sortie — consigne. En fonction de la valeur du gain P fixée, cette différence entrainera un
réchauffement plus ou moins rapide de la cuve. Plus le gain est important, plus la réponse du
systetme va étre rapide. Mais I’inertie du systéme entraine un dépassement et un certain
nombre d’oscillations pour un gain trop élevé. Il faut alors faire un compromis entre rapidité
de temps de montée et nombre d’oscillations avant stabilisation. Avec une contre réaction se
basant seulement sur le gain proportionnel, le signal de sortie ne pourra alors se stabiliser qu’a
une valeur correspondant a la consigne plus I’erreur statique rajoutée par la chaine de retour

(Figure 44).

A
Erreur statique

: pe
H Sortie g
(s) S
-
£

Consigne

Sortie
Temps

Figure 44 : Schéma de principe d’une boucle a contre réaction. La courbe de droite
montre I'évolution du signal de sortie en fonction du temps pour un systéme a contre
réaction basé sur un gain proportionnel seul. Le signal emporté par I'inertie du systéme
dépasse la consigne. Le nombre doscillations déprendra du gain imposé a la boucle de
contre réaction et des caractéristiques du systéme. La valeur de sortie finale sera
toujours différente de la consigne et I'écart entre la sortie et la consigne est appelé erreur
statique.
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Afin d’éviter un trop grand dépassement et de minimiser le nombre d’oscillations, la
chaine de retour comporte un deuxieéme élément correcteur : I’intégrateur. Cet élément intégre
le signal de sortie et a pour réle d’anticiper sa valeur pour restreindre la chaine d’action et
corriger I’inertie du systéme. Mais la précision gagnée par cet ¢lément diminue la rapidité du
systéme. L’intégrateur est alors couplé a un troisieme ¢lément de la chaine de retour : le
dérivateur. Avec une observation de la pente de la sortie du systéme, on contre balance la

diminution du temps de réponse.

L’ensemble de la boucle de contre-réaction PID bien optimisée permet un
asservissement paramétrable selon les besoins de 1’utilisateur d’un systéme. La réponse peut
étre trés rapide avec un dépassement fort et plusieurs oscillations précédant la stabilisation de

la valeur de sortie, ou tres lente avec une tendance asymptotique.
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Figure 45 : Graphiques de principe du signal de sortie en fonction du temps pour
trois types de correction PID, le premier en régime oscillant, le deuxiéme en régime
optimal, le troisiéme en régime lent.

Dans notre systéme, la chaine d’action est soumise a deux types de consigne : un
échelon ou une rampe. Dans le premier cas, la réponse souhaitée doit correspondre a la
deuxieéme courbe de la Figure 45. Une grande rapidité de réaction et une stabilité nécessitant
le moins d’oscillations possible. Dans le deuxiéme cas, la réponse ne doit souffrir d’aucune
oscillation et respecter une pente linéaire s’approchant le plus possible de celle de la consigne.

Quelque soit le besoin expérimental, le matériau dans lequel est réalisé la cuve est
important pour la réactivité du systéme. Le téflon n’étant pas un trés bon conducteur
thermique, les cuves les plus récentes ont été réalisées en métal. Comme le volume de
solution contenu dans la cuve est trés faible (7.5 mm® environ), la température initiale de la

solution ne perturbe pas la régulation thermique.
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La carte controleur de température Ovenlnd MC362 nous permet de régler plusieurs

parametres importants comme les paramétres PID, les valeurs maximales et minimales de

températures a ne pas franchir, etc ... (Figure 46)
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Figure 46 : Programme de contréle propriétaire d’Ovenlnd permettant le paramétrage
de la carte contréleur de température. Les principales valeurs a régler sont la
température de consigne (Fixed Set Temperature), la valeur du gain proportionnel
(Proportional Bandwidth), le gain intégrateur (Integrated Gain) et le gain dérivatif
(Derivated Gain). Il permet aussi d’afficher certaines valeurs comme la température
mesurée, la température de commande et I'intensité fournie aux modules Pelletier.
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Figure 47 : Courbe expérimentale de la réponse en température du systéme a une
commande en fonction du temps. La courbe rouge correspond a la consigne qui passe de
20°C a 22°C (+/- 0.05°C). La courbe noire correspond a la température mesurée sur la
cuve. Les paramétres utilisés pour cette stabilisation sont : Proportional Bandwidth = 6,
Intergral Gain = 0, Derivative Gain = 0, Control Deadband = 0.1. La température finale

oscille entre 22.1°C et 22.2°C (+/- 0.05°C).

Le controleur étant numérique et la carte ayant une sensibilité de 0.1°C, les valeurs de
température observées oscillent a +/-0.05°C autour de la valeur réelle de la cuve.
Typiquement, pour une commande fixée a 22°C, la température de la cuve oscille entre

22.1°C et 22.2°C (Figure 47). Cet offset est dii a I’erreur statique de la correction n’utilisant

que le facteur de gain proportionnel.
En fonction des besoins, il arrive qu’une stabilisation longue de la température de la

cuve soit nécessaire. Des expérimentations faites sur des produits a tres faible concentration
nécessitent un temps de circulation dans la cuve pouvant excéder les 2 heures. Nous avons
alors vérifi¢ que la stabilisation en température ne divergeait pas a partir d’une certaine
période de régulation. Sur une durée d’environ 1090 minutes (18 heures), le signal de
température reste stable a +/-0.05°C alors que la température de la piéce enregistre une chute

de 1°C due aux changements d’activité dans la piece au cours du temps (Figure 48).
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Figure 48 - Température de la cuve et de la piéce en fonction du temps pour une longue
durée (18 heures). En gris, la courbe de température de la cuve avec un agrandissement
des 3 premiéres minutes. En vert la température de la piéce. La commande était de
23 °C, la température de la puce se stabilise entre 22.9 et 23 °C a partir de 45 secondes.

Afin d’améliorer les possibilités d’utilisation du controleur de température, nous avons
développé un programme de commande sous LabView. Ce programme, outre le fait de
représenter les températures de consigne, de cuve, et de deux autres sondes de références, une
placée dans le systeme et I’autre relevant la température de la piéce, permet la programmation
d’une rampe de température. Afin de pouvoir observer 1’évolution d’interactions en fonction
de la température en temps réel, il suffit de fixer la température de consigne de départ, celle
d’arrivée et de définir le nombre de degrés par seconde que la carte doit imposer au systéme.
Typiquement, et afin d’éviter toutes oscillations dues a I’inertie du systéme, nous utilisons un

pas de I’ordre de 0.1°C pour 30 secondes (Figure 49)
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Figure 49 @ Graphique expérimental d’'une rampe de température. La courbe rouge
correspond a la consigne, la noire, a la valeur de la température interne de la cuve, la
verte, 4 la température environnant le systéme, la bleue, a la température de la piéce.
L’augmentation de la température du systéeme est due au refroidissement de la cuve qui
transfert sa chaleur dans I'espace environnant.

Le décalage observé entre la consigne et la valeur de stabilisation de la sortie dépend
de la valeur de la consigne. Pour des températures de consignes inférieures a 22°C, la
température de la cuve se stabilise au dessus de la consigne alors que pour des consignes
supérieures a 22°C, la température de la cuve se stabilise en dessous. Ces décalages
s’expliquent par une dissymétrie du module Peletier. Il est plus efficace en chauffage qu’en
refroidissement. Dés que la consigne est fixée en dessous de la température ambiante, la
température de stabilisation en est plus ¢éloignée du fait d’une efficacité moins grande du
module. De plus le radiateur sur lequel sont fixés les modules Peletier se servant de
dissipateur est sous dimensionné et ne peut absorber toutes les calories échangées avec la
cuve via les modules Peletiers. Pour les besoins actuels des expérimentations, cette
complexification du systéme n’a pas été faite et les valeurs de la température de la cuve sont

simplement conservées, indépendamment de la valeur de consigne, pour les différentes études.
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L’incidence de I’augmentation de la température de la cuve de un degré Celsius sur le
signal de réflectivité est de -0.25 % (+0.02 %) pour une lame d’or fonctionnalisée avec une
chimie de surface Dextran (voir chapitre 2.2.3La fonctionnalisation Dextran). Cette relation
est mise en évidence pour un angle de travail placé au centre de la zone quasi-linéaire de la
variation de réflectivité angulaire. Les paliers de température sont espacés de 2°C
(température de commande). La Figure 50 montre 1’évolution de la réflectivité pour une zone
de la puce en fonction du temps pour différentes températures. La moyenne sur la surface de

la puce et I’écart type y sont représentés pour chacun des paliers de température.
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Figure 50: Evolution de la réflectivité en fonction du temps (courbe rouge) pour
différentes températures. La courbe en pointillés représente Iévolution de Ia
température de la cuve en fonction du temps. La valeur moyenne sur la surface de la
puce de la réflectivité est représentée par un losange noir pour chacun des plateaux de
température et les barres d’erreur représentent I'écart type a cette moyenne.
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2.2. Fonctionnalisation

LLLAMELLL

~

L’étape de la fonctionnalisation de surface est une étape clef du bon fonctionnement
d’une détection par SPR. En effet, il est nécessaire de fixer les sondes au métal de la puce afin
de détecter leurs interactions avec les cibles. Mais cette fixation n’est pas évidente a mettre en
place. Il faut que la surface sur laquelle nous déposons les sondes n’accepte aucune autre
molécule biologique par la suite. L’accrochage d’une molécule (cible ou autre) directement
sur la surface entrainerait un signal appelé signal non spécifique, c'est-a-dire qu’il ne
correspondrait pas a une réelle interaction avec une sonde. Ce signal viendrait s’ajouter aux
signaux d’intéréts et perturberait les données d’une étude. Il faut donc que la chimie de
surface soit treés spécifique pour éviter une accumulation de matiére supplémentaire durant
I’expérimentation. Un plus grand soin doit étre apporté a cette fonctionnalisation de surface
que pour les puces a fluorescences, par exemple, ou la spécificité ne doit étre obtenue qu’entre
les spots. Ici, toute la surface doit étre passive a tous produits circulant dans la cuve et rester
tres stable.

Durant cette partie je décrirai les fonctionnalisations que j’ai utilisées durant mes
travaux de theése. Afin de suivre la logique de construction de la biopuce, j’aborderai en

premier lieu le choix du substrat sur lequel est déposé le métal et qui se fixera sur le prisme de
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notre configuration de Kretschmann. Cette premicre partie est incontournable car elle met en
lumicre des problémes liés au choix des matériaux utilisés pour la réalisation du systéme.
J’aborderai ensuite les deux fonctionnalisations de surface que j’ai utilisées pendant ma thése
en approfondissant la fonctionnalisation basée sur le Dextran et j’introduirai la dernicre
fonctionnalisation développée au sein de notre équipe. Je parlerai, pour finir, de la technique

de dépot matriciel des molécules sondes puis du matériel biologique utilisé.

2.2.1. Substrat

Le substrat utilis¢ pour nos biopuces était originellement un substrat de BK7
(n=1.51). Nous avons constaté que la différence d’indice entre ce substrat et le prisme en
SF10 (n = 1.72) créait des problémes quant a I’huile de contact utilisée (indice semblable a
celui du SF10). En effet, en fonction de la quantit¢ d’huile déposée sur le prisme, de
I’hydrophobie de ce dernier, du temps de I’expérimentation, de la température de
manipulation et d’autres facteurs encore, des franges d’interférences pouvaient apparaitre. Le
systéme utilisé pour fixer la puce sur la cuve étant un systéme a pression, la force appliquée
sur la lame va comprimer I’huile d’indice. Cette dernicre va, petit a petit, fuir la zone centrale
pour sortir de I’interface entre le prisme et la lame. C’est le gradient d’épaisseur de liquide
induit par le systéme de pression qui va étre a 1’origine des franges d’interférences observées.
De plus, comme la fuite de I’huile d’indice est longue dans le temps, les franges, lorsqu’elles
¢taient observées, évoluent elles aussi rendant les données extraites des expérimentations
inexploitables. En effet, les variations dues aux franges d’interférences peuvent atteindre 3 a
6% de signal de réflectivité et évoluent en fonction du temps alors que les interactions
spécifiques étudiées ne dépassent guere les 1.5% de signal (Figure 51). Le signal d’intérét est
alors perdu au milieu des perturbations engendrées par ces franges. Ces anneaux de
diffraction ne perturbent les expérimentations que pour les cuves circulaires. Avec les cuves
en téflon hexagonales, ces franges sont paralléles et extérieures a la zone intérieure des cuves
(Figure 52). Mais pour des raisons d’inertie thermique lors du contrdle de température, les
cuves en téflon ont été remplacées par des cuves a bases métalliques dont les méthodes de

réalisation sont incompatibles avec une forme hexagonale.

Dans de telles conditions, nous avons di adapter I’indice des lames a celui du prisme

afin de s’affranchir d’une différence d’indice de réfraction qui posait probleme. Un substrat
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SF10 (n=1.714) a donc été préféré au BK7. L’huile de contact est restée la méme et ainsi le

faisceau lumineux n’observe qu’un seul et méme indice de réfraction entre son entrée dans le

prisme et sa sortie sur la surface métallique.

Figure 51 ° Image des anneaux de diffraction observés pour une mauvaise application
de l'huile d’interface entre le prisme et le substrat pour une expérimentation avec une
cuve circulaire. Les rebords de la cuve sont rajoutés en pointillés blancs. Ces anneaux
évoluent dans le temps du fait de la fuite centrifuge de I'huile. La différence de signal
entre un maximum et un minimum de ces franges est bien supérieure a la valeur du
signal d’intérét a observer (1 a 6% de réflectivité contre 0.5 a 1% de réflectivité). Les
courbes montrent I'évolution du signal en fonction du temps pour différentes zones de
I'image sans aucun changement de produits. Seule l'épaisseur de 'huile a linterface
substrat/prisme induisant les anneaux modifie le signal.

Figure 52 : Image de différence entre I'état d’équilibre aprés une injection d’une cible et
la circulation de la solution tampon de référence pour une expérimentation avec une
cuve hexagonale. Les rebords de la cuve sont rajoutés en pointillés blancs. Les franges de
diffraction sont situées a I'extérieur de la cuve et ne perturbent pas le signal.
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2.2.2. La fonctionnalisation MUA-PEI

Historiquement, 1’équipe utilisait une fonctionnalisation de surface basée sur une
structure MUA-PEI [™*]. Cette fonctionnalisation utilise la grande affinité entre ’or et les
fonctions thiols du MUA (acide 11-mercapto-undecanoic) comme base de la structure. Le
bras espaceur de ce premier composé permet de former une monocouche auto-assemblée
ayant la propriété théorique d’isoler le reste des réactifs de la couche d’or [*]. La fonction
carboxylique du MUA permet une bonne fixation du PEI (poly(éthyléne imine)) qui va servir
de lien entre le MUA et I’Extradivine, derniére molécule déposée sur la biopuce. Cette
fonctionnalisation de surface ainsi construite permet d’attacher solidement des brins d’ADN
biotinylés sur la lame (Figure 53). Les biopuces obtenues par la procédure MUA-PEI ont des
performances satisfaisantes en termes de sensibilité, spécificité et reproductibilité. La
méthode de préparation est simple et peu coliteuse et ne nécessite qu’une nuit pour
I’organisation du MUA en monocouche auto assemblée puis 2h pour le dépot des autres
réactifs. De plus, ces biopuces sont stables dans les conditions utilisables pour une hybridation
ADN-ADN. Le probléme principal de cette chimie de surface réside dans le fait qu’elle ne
soit pas bien régénérable. Pour chacune des interactions que I’on souhaite étudier, il faut
changer de biopuce. Comme certaines études longues nécessitent un envoi de plusieurs cibles
successives dont on cherche a comparer les réponses, la régénération de la puce est une des
raisons pour lesquelles la fonctionnalisation de la surface avec la méthode MUA-PEI a été

abandonnée au profit d’une nouvelle fonctionnalisation de surface basée sur le Dextran.
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Figure 53 : a) Représentation chimique du MUA. b) Représentation chimique du PEI c)
Représentation schématique de I'extravidine avec ses 4 sites actifs et ses dimensions. d)
Représentation globale de la fonctionnalisation chimique en MUA-PEI avec les sondes
ADN fonctionnalisées avec de la biotine.
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2.2.3. La fonctionnalisation Dextran

Nous avons par la suite développé, notamment Ilaria Manelli (post-doctorante
chimiste de 1’équipe), une autre fonctionnalisation de surface afin de remédier au probléme de
régénération. La chimie Dextran est une procédure trés utilisée pour I’immobilisation de
biomolécules sur une surface d’or [*, ™ *1] Elle nécessite I’adsorption successive sur la

surface de plusieurs produits commerciaux décrits ci-dessous :

2.2.3.1 11-Mercapto-1-undecanol

Le 11-Mercapto-1-undecanol est un composé¢ similaire au MUA de la chimie
précédente qui a été choisi pour sa fonction thiol permettant a un fort accrochage sur la
surface d’or de I’édifice de fonctionnalisation. Le bras espaceur permet de créer une
monocouche auto assemblée servant a isoler la couche d’or du matériel biologique déposé ou
circulant au dessus. Enfin, sa fonction alcool terminale rend la surface hydrophile et permettra
I’accrochage de I’Epichlorhydrine (Figure 54). Sa formule moléculaire est HS(CH,),;OH et sa

masse molaire est de 204.37 g/mole. Il est soluble dans 1’éthanol absolu.

i

Au {111}
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Figure 54 Représentation chimique du 11-Mercapto-1-undecanol. La fonction thiol
permet un accrochage fort avec la surface d’or. Le corps carboné isole l'or du reste de la
fonctionnalisation chimique et la fonction alcool fera le lien avec le reste de la
fonctionnalisation.

2.2.3.2  Epichlorydrin
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L’epichlorydrin est un agent alkylant servant de liaison entre la monocouche auto-
assemblée du 11-Mercapto-1-undecanol et le polymere de Dextran dont il va orienter les
groupes OH internes par liens croisés. Sa formule moléculaire est C3HsCIO (Figure 55) et sa

masse molaire est de 92.52 g/mole.

valiRe

O

Figure 55 : Représentation chimique de I'epichlorydrin.

2.2.3.3 _Diglyme
Le Diglyme (Diethylene glycol dimethyl ether) est un solvant permettant de catalyser

I’interaction entre L’Epichlorhydrine et le 11-Mercato-1-undecanol. Sa formule moléculaire

est (CH3;0CH,CH,),0 (Figure 56) et sa masse molaire est de 134.14 g/mole.

0
HSC{)\/ \/(>CH3

Figure 56 : Représentation chimique du diglyme.

2.2.3.4 Dextran

Le Dextran est le composé servant de polymere permettant de recouvrir toute la

surface sur une certaine épaisseur et de combler les défauts éventuels de la couche auto-
assemblée. L’accumulation de ce polymeére créé une sorte d’éponge contenant une grande
quantité de sites actifs pouvant servir d’encrage a la streptavidine, protéine utilisée pour fixer
les sondes. Ce polymeére qui est non orienté a 1’état naturel va se structurer grace a I’action de
I’Epichlorhydrine (Figure 57). Sa formule moléculaire est (C¢H;9Os)n. Le Dextran utilisé est

un Dextran d’une masse moyenne de 500 kDa.
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Figure 57 © Représentation chimique du Dextran.

2.2.3.5 Acide Bromoacétique

L’acide Bromoacétique est un composé qui va transformer les groupes OH
internes du Dextran en groupe carboxyliques COOH sur lesquels prendra forme la partie
active finale servant de liaison avec la streptavidine. Sa formule moléculaire est BrCH,COOH

et sa masse molaire est de 138.95 g/mole (Figure 58).

i
BrCH,— C—OH

Figure 58 : Représentation chimique de I'acide Bromoacétique.

2.2.3.6 NHS-EDAC
Le NHS (N-Hydroxysuccinimide) couplé a I’EDAC (N-Ethyl-N'-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride) va s’assembler sur les groupes
carboxyliques du Dextran modifi¢ par I’acide bromoacétique et former le point d’encrage de
la streptavidine. Leur formule moléculaire respective est C4HsNO; (NHS) et CsH7N3 - HC1
(EDAC) (Figure 59). Leur masse moléculaire est de 115.09 g/mole (NHS) et de 191.70
(EDAC)
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Figure 59: A- Représentation chimique du NHS. B- Représentation chimique de
I'EDAC.

2.2.3.7 Streptavidine

La Streptavidine est une protéine de la famille de 1’Avidine. C’est une protéine

tétramérique de 53 kDa purifiée a partir de la bactérie Streptomyces avidinii. Sa particularité
est de posséder 4 sites de fixation spécifiques a la biotine (vitamine B7 ou encore vitamine H),
une molécule facilement synthétisable. L’interaction entre 1’avidine (ou ses dérivées :
Streptavidine, Neutravidine, Extravidine, etc...) et la biotine est une des plus fortes
interactions non-covalantes connues a I’heure actuelle dans le monde du vivant avec une
constante de dissociation Kp=10"" M. Cette protéine se fixera sur la surface grice a ses
fonctions amine (NH,) qui vont fortement interagir avec le groupement actif issu de 1’étape

précédente de la fonctionnalisation de la surface (Figure 60).

Figure 60 ° Représentation simplifiée de la streptavidine basée sur cristallographie. Les
quatre sous structures, contenant chacune un site actif, sont mises en évidence par des
couleurs différentes.
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2.2.3.8 Procédé

La premiere étape de fonctionnalisation de la surface d’or est le nettoyage. Une

solution a base d’hydrogéne peroxyde (eau oxygénée en rapport 1 :5 :5) permet, par un bain a
80°C pendant 10 minutes, d’éliminer la majeure partie des résidus organiques accrochés a la
surface. Le nettoyage se termine par un ringage a la pissette a eau, puis a la pissette a éthanol,
de nouveau un ringage a la pissette a eau et un dernier ringage a 1’éthanol termine la phase de
nettoyage de la lame.

Afin d’obtenir une structure chimique recouvrant le maximum de surface, il faut des
« fondations » les plus homogenes possibles et les mieux fixées au substrat d’or. Le 11-
Mercapto-1-undecanol grace a sa fonction thiol permet un trés bon ancrage sur I’or et sa
chaine carbonée s’arrange en monocouche auto-assemblée (SAM : Self-Assembled

Monolayer) avec ses proches voisines (Figure 61).

v s s 2 Bt sl

Au Au

Figure 61 © Recouvrement théorique de la surface d’or par la SAM.

Les lames sont disposées dans une solution a 1 mM de 11-mercapto-1-undecanol dans
de I’éthanol absolu (soit 6 mg dans 30 mL d’éthanol). Il faut un bain d’un minimum de 48h a
I’abri de la lumiére pour obtenir une SAM suffisamment dense pour rendre la surface

hydrophile et pouvoir soutenir le reste de la structure chimique.

L’étape qui suit permet de préparer la fonction OH terminale de la SAM en y ajoutant
un groupe fonctionnel qui va orienter le Dextran déposé par la suite. Apres avoir nettoyé les
lames avec une pissette a eau, il faut verser sur les lames une solution de 400 mM de Diglyme
et de 600 mM d’Epichlorhydrine dans de la soude a 400 mM (soit dans 9,6 mL d’eau pure :
400 pL de NaOH (a 10 M), 10 mL de Diglyme et 940 uL d’Epichlorhydrine). Les lames

resteront dans ce bain durant 4h. A la fin de cette étape, la SAM est activée (Figure 62).

91



S>
ED

Cl

LI PRVEN
DOOO0OODN
(AN

LI ATNEN

NN
LA

00000 >
A
WO
LRt
000N
LAY
0000B) o™

>

>
c
>
c

Figure 62 : Activation des fonctions alcool de la SAM par I’Epichloridrine

La lame est ensuite nettoyée a la pissette a eau pure. Elle est plongée dans un bain de
6 mg de Dextran (500 Da) diluée dans une solution de soude a 100 mM (soit 200 pL de

NaOH a 10 M dans 19.8 mL d’eau pure). Les lames resteront dans ce bain pendant au moins

20h. Le Dextran alors interagit avec la SAM activée et les sites OH internes du

polysaccharide vont s’orienter pour permettre la construction de la suite de 1’édifice chimique.

Aprés un nouveau lavage a la pissette d’eau pure, les puces sont plongées pendant 16h
dans un bain contenant une solution de 1 M d’acide bromoacétique dilué dans de la soude a
2 M (soit 2.8 g d’acide bromoacétique et 4 mL de NaOH a 10 M dilués dans 16 mL d’eau

pure). Cette étape va permettre la transformation des groupes OH internes du Dextran en

groupe carboxyliques COOH (Figure 63).

Fonction
carboxylique

Dextran

SAM

Or

Figure 63 : Activation du Dextran par I'acide Bromoacétique. Les groupes carboxyliques

forment la derniére étape de cette fonctionnalisation.
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Aprés 16h, les puces sont abondamment rincées avec une pissette d’eau pure. Elles
sont ensuite recouvertes pendant 7 minutes d’une solution de 50 mM de NHS et de 200 mM
d’EDC dilués dans 1’eau (soit 17.4mg de NHS et 114.9mg de EDC dilués dans 3 mL d’eau
pure). Cette étape permet de transformer la fonction carboxylique précédemment obtenue en

un groupe actif trés réactif aux fonctions amines (NH2) des protéines (Figure 64).

Fonction O—<_>—
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Figure 64 : Activation de la surface pour former des groupes amines qui serviront de
liens avec les protéines a y déposer.

Apres avoir vidé, sans ringage a la pissette d’eau pure, la surface des lames de la
solution de NHS — EDC, ces derni¢res sont recouvertes d’une solution de Streptavidines (2
pg/mL) diluées un tampon acétate a 10 mM de pH = 5 pendant 20 minutes. Les fonctions
amines (NH2) des protéines vont se lier fortement aux groupements actifs obtenus lors de
I’étape précédente et le pH acide va permettre de diminuer le temps de la réaction en
chargeant positivement la solution de Streptavidine, le reste de I’édifice chimique étant

globalement chargé négativement.

La derniere étape permet de désactiver les groupes actifs encore libres formés par le
couple NHS-EDC afin d’éviter une interaction non-spécifique avec un quelconque réactif.
Apres avoir vidé, sans rincage a la pissette d’eau pure, les lames de la solution de
streptavidine, elles sont recouvertes d’une solution d’éthanolamine (concentration 1 M et pH

8.6) pendant 20 minutes.
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La structure chimique ainsi construite sur la surface d’or permet a n’importe quel
réactif biotinylé d’étre fixé a la surface de manicre extrémement forte grace a I’interaction
Avidine-Biotine. Sur les biopuces que nous développons, nous avons déposé principalement
sur la surface active de streptavidines des simples brins d’ADN dont la terminaison 3’ était
modifiée avec une biotine. Les cibles sont des simples brins d’ADN non modifiés qui peuvent
s’hybrider avec ceux fixés a la surface. La structure chimique décrite ci-dessus, nous permet
de réutiliser les biopuces créées. En effet, en changeant la stringence de la solution cible, il est
possible de déshybrider les double brins formés et d’injecter d’autres cibles pour étudier
d’autres interactions. La durée de fabrication d’une fonctionnalisation de surface basée sur du
Dextran est bien plus importante que pour la fabrication de I’ancienne chimie MUA-PEI (on
passe de 1 jour et demi a 5 jours), mais le gain qu’apporte la régénération de la biopuce nous
permet d’utiliser le méme support pendant 2 a 3 jours, soit plus de 10 études successives, sans

perte significative de signal.

Résumé du protocole de fonctionnalisation Dextran :

* Nettoyage des lames dans une solution eau oxygénée (en rapport 1 :5 :5) pendant
10 minutes a 80°C.

* Bain de solution de Mercapto-1-undecanol (ImM) dans de I’éthanol pendant
minimum 48h.

* Bain dans une solution de diglyme et epichlorydrin dilué¢ dans du NaOH (400 mM)
pendant 4h

* Bain dans une solution de Dextran (6mg) dilué dans du NaOH (100 mM) pendant
un minimum de 20h.

* Bain dans une solution d’acide bromoacétique (1 M) dans du NaOH (2M) pendant
16h.

* Bain dans une solution de NHS (50 mM) et EDC (200 mM) pendant 7minutes.

* Bain dans une solution de streptavidine diluée dans une solution de tampon acétate
(10 mM ; pH=5) pendant 20 minutes.

* Bain dans une solution passivante d’ethanolamine (1 M ; pH=8.6) pendant 20

minutes.
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2.2.4.Régénération de la surface

Le temps de préparation d’une biopuce a fonctionnalisation de surface Dextran est
contrebalancé par son énorme avantage sur une biopuce basée sur du MUA-PEI: la
régénération. En effet, grace a sa structure trés stable, la fonctionnalisation Dextran résiste a
des pH tres acides. Il est alors possible, en injectant une solution d’HCI, de rompre les liaisons
ADN-ADN ¢établies lors de la phase d’hybridation entre les sondes et les cibles en conservant
I’intégrité et la spécificité de la surface de la biopuce, les liaisons avidine/biotine étant
résistantes a cette étape de dénaturation. Cette caractéristique de la chimie Dextran n’est pas
observable avec une chimie MUA-PEI qui se désagrége en méme temps que les liaisons
ADN-ADN.

Afin de montrer la robustesse de la fonctionnalisation de surface Dextran, nous avons
envoy¢ la méme cible ADN plusieurs fois de suite sur la biopuce qui subit une régénération a
I’HCIl 11 mM (pH = 1.3) entre chaque injection de cible. Le protocole expérimental est le
suivant :

* Injection d’une solution tampon de référence sur la puce

* Injection d’une cible sur la puce

* Dénaturation des duplexes ADN-ADN par injection d’une solution HCI
(11 mM)

* Injection de la solution tampon pour revenir au niveau de référence

* Début d’un deuxieme cycle (injection de la solution cible), ...

HCI

54_ HCI

=

Solution tampon
Solution cible —»
Solution cible —»
Solution cible —»
Solution cible —»

Réflectivité

T—Solutlc:n tampon
T—Solutlon tampon
T—Solution tampon
T—Solutlon tampon

Temps

Figure 65 ° Exemple de 4 cycles successifs de régénération de la surface de la puce. La
courbe représente Il'évolution du signal de réflectivité en fonction du temps. La
réflectivité de référence est celle correspondant a l'injection sur la puce de la solution
tampon. Chacune des injections successives est représentée par une fléche.
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La Figure 65 montre un exemple de 4 cycles de régénérations successives d’un spot de
sonde sur la méme puce. Le signal représente la réflectivité du spot étudié en fonction du
temps. Nous pouvons suivre les dynamiques d’interactions entre les cibles injectées et les
sondes sur la surface suivies des dénaturations des duplexes lors de I’injection de ’'HCL. Le
signal de référence obtenu lors de ’injection du tampon reste inchangé au cycle suivant. Le
fait que cette ligne de base reste identique d’un cycle sur I’autre montre bien que la surface de
la biopuce reste identique. En effet, si une partie de la surface s’était modific¢e, la valeur du
signal de réflectivité lors de I’injection du tampon pour le cycle suivant serait différente, la
réflectivité dépendant de la composition de la surface.

La biopuce comportait 42 réplicats de la méme sonde et la moyenne des écarts type de
la réflectivité pour une injection sur I’ensemble de ces sondes est de I’ordre de 17% sans
aucune correction (Signaux rouges sur la Figure 66). Ces valeurs brutes dépendent des
conditions initiales de I’expérimentation comme, par exemple, la concentration des sondes
dans les spots et I’inhomogénéité de la fonctionnalisation de surface. En normalisant ces
valeurs brutes par rapport a celle obtenue lors de la premicre injection, on ne conserve que
I’évolution de cette dispersion en fonction des régénérations qui est la grandeur qui nous
intéresse (Signaux noirs sur la Figure 66). La moyenne des €carts type est alors ramenée a 6%.
Cette méthode de correction est détaillée dans le chapitre 3.3.Autocalibration.

L’expérience a été réalisée sur 18 régénérations successives et le signal a perdu 25%
de sa valeur moyenne entre le premier cycle d’hybridation et le dernier. Cette perte de signal,
malgré son importance, ne va pas a I’encontre de ’utilisation d’une méme biopuce sur
plusieurs régénérations. La dispersion reste constante a 2% prés au cours des régénérations
(Figure 66). Autrement dit, la valeur de réflectivité d’un réplicat au cours des régénérations

reste stable par rapport a la valeur moyenne de la réflectivité sur I’ensemble de la puce.
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Figure 66 ° Moyenne et écart type des réflectivités des réplicats de la biopuce en
fonction du numéro de l'injection. En rouge sont représentées les valeurs brutes non
corrigées, en noir, les valeurs corrigées par normalisation rapportée a la premiére
injection.

2.2.5.Autre chimie de surface

Compte tenu de la durée importante de réalisation d’une fonctionnalisation de surface
Dextran, Jolanda Spadavecchia (post-doctorante de 1’équipe) a développé une chimie de

XCiv

surface basée sur de la cysteamine [ |. Cette fonctionnalisation, au lieu de prendre 1
semaine comme celle du Dextran, ne prend qu’une journée et demi de réalisation. Son
deuxiéme avantage est d’étre encore plus résistante aux régénérations que la
fonctionnalisation Dextran (Figure 67). Mais surtout, cette chimie de surface est aussi
beaucoup moins sensible a la rugosité de 1’or de la lame (voir chapitre 2.1.1.7.La puce) que la
fonctionnalisation Dextran et les lames dont le dépot a été réalisé par 1’entreprise Schott

donnent des résultats équivalant aux autres lames. Ce qui permet de s’affranchir des effets

génants de cette rugosité et de son impact sur la réalisation des puces.
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Figure 67 Moyenne et écart type des réflectivités des réplicats de la biopuce en
fonction du numéro de l'injection. En rouge sont représentées les valeurs brutes non
corrigées, en noir, les valeurs corrigées par normalisation rapportée a la premiére
injection.

Pour la réalisation de cette chimie de surface, la surface d’or est nettoyée dans une
solution de H202 (30 %), NH3 (30 %) et H20 milliQ dans un rapport 1 :1 :5 qui est portée a
¢bullition pendant 10 minutes. La puce est ensuite nettoyée avec de I’eau milliQ est placée
dans une solution d’éthanol ultra pur (Normapur, 99 %) pendant une nuit. Comme résumé en
la surface est ensuite immergée dans une solution de  mercaptoethylamine (Cysteamine) a
10 mM dans de I’éthanol ultra pur, a température ambiante pendant 6 heures. La puce est
ensuite rincée a 1’éthanol ultra pur puis a ’eau milliQ pour enlever 1’exces de thiol. La lame
d’or est traitée avec 0.2 % (w/v) de PDITC dilué dans une solution composée de 10 % de
Pyridine et de 90 % de Dimethylformammide (DMF) durant 2 heures a température ambiante.
L’échantillon est ensuite rincé d’abord au DMF puis a I’éthanol ultra pur et est enfin séché
sous flux d’azote. L’étape suivante consiste en ’adsorption, par la surface d’isothiocyanate
résultante de [’étape précédente, d’une couche de Neutravidine (protéine similaire a la
Streptavidine utilisée en Dextran) en recouvrant la puce pendant 40 minutes d’une solution de
Neutravidine (250 pg/mL dans un tampon a pH = 9). Cette lame est ensuite rincée avec le
méme tampon a pH = 9 puis recouverte d’une solution de BSA (Bovine Serum Albumin,
1 mg/mL dans un tampon a pH = 9) permettant de bloquer toutes les zones non recouverte de
Neutravidine pendant 20 minutes. La puce est ensuite rincée avec la solution tampon a pH =9
puis a I’eau milliQ puis séchée sous flux d’azote. Elle est immédiatement fonctionnalisée avec

les sondes biotinylées. L’ensemble de la fonctionnalisation prend 1.5 jours.
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Figure 68 - Mécanisme de structuration de surface pour un accrochage covalent entre la
Neutravidine et une surface dor. A) Mono couche auto assemblée de cysteamine. B)
Accrochage covalent de PDC. C) Accrochage de Neutravidin amino-modifiée. D° Lien
entre les fonctions avidines et les sondes biotinylées.

Le probléme principal de cette fonctionnalisation de surface réside dans la nécessité de
devoir déposer les sondes le jour méme de sa réalisation. Alors qu’une puce dont la
fonctionnalisation est basée sur le Dextran reste active jusqu’a 2 ans apres sa réalisation
(conservée dans un tube étanche et dans un réfrigérateur). Pour un dépdt effectué le lendemain
sur une puce dont la fonctionnalisation est basée sur la cysteamine, nous enregistrons une
perte importante de I’ordre de la moiti¢ du signal. La surface fonctionnalisée devient inactive
au bout de 3 jours. Les derniéres expérimentations en cours sur le diagnostic génétique et sur
I’étude des structures secondaires (voir chapitre 3.5.Structures secondaires) se font sur cette

chimie de surface.

2.3. Dépot matriciel

Le role de la fonctionnalisation chimique est de faire le lien entre la surface métallique
et les molécules sondes a y accrocher. En effet, le métal utilisé, I’or, absorbe de maniére non
spécifique n’importe quelle molécule organique. Les chimies de surface décrites dans le
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chapitre précédent permettent de sélectionner la molécule pouvant s’y accrocher. La derniére
¢tape de chacune des fonctionnalisations consiste en un dép6t uniforme de streptavidine.
L’utilisation de ce composé couplé a la biotine est trés répandue dans le monde de la
recherche biologique et médicale [*,*"',**! 1. De plus, les procédés de couplage de la biotine
avec d’autres molécules se sont standardisés les rendant financiérement trés accessibles.
L’interaction biotine-avidine est tres rapide et le duplexe formé reste trés stable évitant ainsi
certaines répercussions des phénoménes de séchage des gouttes déposées sur la fixation des
sondes et permettant une utilisation quasi-immédiate des puces. C’est pour ces différentes
raisons que I’équipe a décidé de se baser sur ce couplage pour fixer les molécules sondes sur
la surface de la puce. Chaque molécule sonde est alors fixée a une biotine. Cette étape ne
s’effectue ni dans notre laboratoire ni au sein d’une équipe partenaire mais chez nos
fournisseurs. Ainsi, le dépot peut s’effectuer immédiatement aprés la finalisation de la
fonctionnalisation de surface.

A I’origine, les sondes étaient déposées en partenariat dans 1’unité U955 de 'INSERM
a I’Hopital Henri Mondor. Bien que donnant des résultats satisfaisants, le temps utilisé sur les
trajets entre Créteil et Orsay étaient trop importants pour nous permettre d’étre réactifs a la
suite des nombreux tests réalisés dans ma thése. Nous avons fait I’acquisition d’une machine a
dépot matriciel de laboratoire : ’arrayer ‘SPRi-Arrayer’ de la société GenOptics. L arrayer est
un automate composé d’un support de pointes ou d’aiguilles amovible, d’un support de lames,
d’un support de micro-puits fixes (Figure 69) et d’un régulateur d’humidité. Les lames
fonctionnalisées sont placées sur le support de lames et les produits sondes biotinylés sont

déposés dans les micro-puits.

Figure 69: A- SPRi-Arrayer de GenOptics. Appareil de dépét matriciel de grande
précision (précision : lum en x/y) avec stabilisateur dhumidité. L’arrayer est
programmable sur ordinateur a l'aide d’une interface Python. B- Zoom sur la partie
microplaque de I'arrayer.
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Deux techniques peuvent alors étre utilisées pour le dépot des sondes. La premicre
consiste en [’utilisation d’une aiguille creuse (Figure 70-A). Son principe réside dans
I’absorption du produit par capillarité. Le capillaire utilis¢ a un diamétre de 200 um. Le
support abaisse 1’aiguille qui préleve le produit du micro-puits, puis la positionne au dessus de
la lame aux coordonnées pré-programmeées, abaisse 1’aiguille jusqu’a obtenir un contact avec
la lame pour vider le capillaire. Ce contact rapide permet le dépdt d’une goutte, ou spot, d’un
diamétre d’environ 350 um de produit sonde sur la surface. Méme apres le contact avec la
lame, le capillaire contient toujours du produit. Un lavage long de 1’ordre de 10 secondes est
alors nécessaire. Comme tous les spots sont dupliqués sur la puce, nous avons tout d’abord
essay¢ d’éviter un prélévement entre chaque dépot. Mais il existe une différence notable entre
chacun des spots effectués par la pointe (diamétre, homogénéité). Cette méthode n’a donc pas
¢été retenue et un ringage et séchage de la pointe apreés chaque dépot a été mis en place.

La deuxi¢éme technique consiste en I'utilisation d’une pointe pleine métallique (Figure
70-B). Cette pointe était a 'origine utilisée a I’Hopital Henri Mondor par 1’U955 de
I’INSERM sur un arrayer forte cadence. Comme les spots déposés avec cette pointe étaient de
bonne qualit¢ (forme et homogénéité), nous avons essayé de l’utiliser sur I’arrayer de
GenOptics. Le prélévement des sondes par une pointe métallique, dont le potentiel n’est pas
fixé et pouvant étre du méme signe que les molécules a prélever, peut poser des problémes.
En se basant sur des études réalisées sur I’action du potentiel sur I’hybridation cibles/sondes
sur des biocapteurs [*"'" **], le potentiel de la pointe est élevé a 100mV et le potentiel de la
lame a 300mV. Le support abaisse la pointe dans le micro-puits. Les sondes, qui dans notre
cas sont des brins d’ADN (Voir chapitre 2.4 Matériel biologique), ayant un potentiel négatif
[€], 8’y accrochent. Le potentiel électrostatique appliqué sur la pointe aide a 1’accrochage des
sondes. Le support positionne la pointe au dessus de la lame aux coordonnées pré-
programmées et [’abaisse jusqu’a obtenir un contact avec la surface. Pour chacun des spots
réalisés, la pointe effectue deux contacts successifs avec la surface en se rechargeant de
sondes dans le micro-puits entre chacun d’entre eux afin d’homogénéiser le spot et d’en
augmenter la concentration en sondes. Les spots déposés ont un diameétre de 1’ordre de 200um.
Ici aussi, un potentiel positif appliqué sur la lame d’or aide a la transition des sondes de la
pointe a la surface. Comme quasiment tout le liquide sonde est déposé par le contact rapide
entre la pointe et la lame, le lavage peut étre plus court qu’avec 1’aiguille précédente (2

secondes).
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Figure 70 : A- Aiguille creuse en céramique de diamétre 200 um. B- Pointe métallique de
diamétre 200 um.

L’objectif principal de 1’équipe étant d’obtenir des spots les plus petits possible et les
plus homogenes, nous avons donc décidé d’utiliser la pointe pleine. Méme s’il a fallu
modifier le systéme de dépot en ajoutant un potentiel sur la pointe et sur la lame et méme si le
dépot doit se faire en deux fois, la densité de spots déposés sur la lame par la pointe pleine est
supérieure d’un tiers par rapport a I’aiguille en téflon. De plus, I’homogénéité d’un gros spot
est difficilement contrdlable. Les spots réalisés par la pointe métallique seront donc de
meilleure qualité que ceux réalisés par la pointe creuse.

L’arrayer utilis¢é avec la pointe métallique pleine a un débit faible comparé aux
arrayers haut débit plus onéreux. Il faut environ 1h40 pour effectuer un dépot d’une matrice
18x18 spots. Son avantage est sa maniabilité, sa petite taille et surtout le fait qu’il soit

disponible immédiatement apres la réalisation de la fonctionnalisation de surface.
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2.4. Matériel Biologique

Biologie
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La problématique médicale a laquelle cette thése propose des solutions concerne le
diagnostic génétique de la mucoviscidose. La mucoviscidose est une maladie génétique de
transmission autosomique récessive, parmi les plus fréquentes dans la population caucasienne
(1 personne sur 30 en France est porteuse d’une mutation du géne impliqué dans la maladie).
Cette derniere a pour origine un dysfonctionnement d’une protéine membranaire, la protéine
CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator), qui a un role important d’échange ionique
pour les cellules des muqueuses. Lorsque la protéine CFTR produite par une cellule ne
fonctionne pas, I’insuffisance de transfert des ions Cl” entre I’intérieur et 1’extérieur de la
membrane [“] entraine un déréglement de la production de la muqueuse qui perturbe le
fonctionnement des organes atteints. Cette perturbation va, dans les poumons, permettre le
développement inhabituel de bactéries pouvant étre nocives pour ’organisme. A I’heure
actuelle, plus de 1600 mutations du géne ont été référencées, certaines avec plus ou moins
d’impact sur la capacité de la protéine a remplir son role dans 1’organisme. Le gene CFTR
comprend environ 190 000 paires de bases et comprend 27 exons. Comme un séquencage
systématique total de ce geéne serait inutile et apporterait une problématique d’interprétation

des mutations « indésirables » identifiées difficilement interprétables, les techniques mises en
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place pour le scanner se contentent de cibler les principales mutations connues, celles qui
concernent le plus grand pourcentage de population. Si I’on classe ces mutations par ordre de
fréquence dans la population caucasienne, c’est la mutation AF508 qui arrive en téte, étant
retrouvée sur 66 % des chromosomes mutés. La seconde mutation en termes de fréquence
chez les patients est G542X avec 2.4 % puis G551D avec 1.6 %. A partir de la 6™ mutation
la plus fréquente (R553X), les pourcentages ne dépassent plus les 1 % des cas sur I’ensemble
de la population mondiale [*"].

Actuellement, dans 1’Unité Fonctionnelle de Génétique de I’hopital Henri Mondor,
laboratoire de référence pour la mucoviscidose, un kit de diagnostic est utilisé en routine, basé
sur le principe de ligation d’oligonucléotides et détection par fluorescence, et qui cible 32
mutations. L’utilisation de ce kit permet d’identifier environ 85 % des all¢les mutés chez les
patients d’origine caucasienne. La limite de sensibilité des ces kits due a la quantité trop faible
de mutations testées laisse clairement ouverte une voie au développement de nouvelles
techniques de diagnostic plus performantes. C’est pour cette application qu’un systeme de
détection d’interactions biomoléculaires basé sur la résonance en mode de plasmon de surface
pourrait apporter une grande amélioration par rapport aux techniques mises en place

actuellement.

Dans le but d’utiliser les performances de la SPR (sensibilité, rapidité, ...) a cette fin
médicale, le systtme, muni d’une chimie de surface appropriée comme décrite ci-dessus, va
nous permettre d’étudier des interactions entre brins d’ADN. En effet, identifier la présence
de la maladie chez un patient, revient, soit a identifier une protéine CFTR non fonctionnelle
pour la mucoviscidose, soit une mutation sur le géne dont est issue cette protéine. De plus, on
sait que 2 simples brins d’ADN ne s’apparient ou s hybrident de maniére stable que si un
nombre minimum de bases successives d’un brin est complémentaire d’une séquence de
’autre brin (voir chapitre 1.2.Interaction ADN-ADN). Afin d’identifier la (ou les) mutation(s)
potentielle(s) sur le géne du patient, sa (ses) séquence (s) est comparée avec des séquences de
mutations connues. Pour ce faire, il faut digérer un des deux brins d’ADN du gene CFTR du
patient et de la faire interagir avec des simples brins d’ADN de synthése dont la séquence
correspond aux mutations a identifier. Comme le géne de la CFTR est trés long (>190 kbases),
il est préalablement découpé en exons et introns dont on ne sélectionnera seulement que ceux
qui sont potentiellement porteurs des mutations ciblées. Dans notre cas, nous avons choisi

(notamment Emmanuelle Girodon, médecin de 1’Unité Fonctionnelle de Génétique et de
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1’U955 de ’Hopital Henri Mondor) 68 mutations les plus fréquemment rencontrées au centre
Henri Mondor ce qui recouvre 95% de la population caucasienne a 1’heure actuelle. Les
fragments du gene choisi sont les exons 3, 4, 5, 6a, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14a, 14b, 16, 17b,
18, 19, 20 et 21 et les introns 11 et 19 (Figure 71). De plus, dans certaine population, la
sensibilit¢ du test pourrait passer de 40 % a 65 % par exemple évitant les tests
complémentaires effectués pour déterminer la présence de mutation n’appartenant pas aux kits

standards et ciblant ces populations particulicres.
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Figure 71 : Position des différentes mutations sélectionnées sur le géne de la CFTR.
Méme en divisant ce géne en fragments, il reste toujours beaucoup de matériel génétique
a analyser. C’est pourquoi les 68 mutations ont été réparties en 3 mix. En rouge, les
fragments rassemblés dans le premier mix de sondes (exons : 3, 5, 6a, 9, 10 et Introns :
11 et 19) ; en vert les fragments rassemblés dans le second mix (exons - 4, 7, 11, 12, 13-1,
14a et 16) ; en bleu les fragments rassemblés dans le troisiéme (exons : 13-2, 14b, 17b, 18,
19 20 et 21)

La longueur de chacun de ces fragments fait, en moyenne, 400 paires de bases. Ils sont
extraits du geéne par une amplification PCR spéciale a 1’aide de deux types d’amorces. Les
amorces anti-sens sont marquées a I’ion phosphate alors que les amorces sens ne sont pas
modifiées. Cette technique permet, aprés obtention des fragments double brins amplifiés, de
digérer chacun des brins anti-sens afin d’obtenir une solution constituée de simples brins
d’ADN correspondant au fragment amplifi¢. Cette technique est réalisée a 1’Hopital Henri
Mondor par Laure Lecerf et Valérie Velayoudame. Ces simples brins d’ADN sont les cibles

dites « cibles PCR » pour lesquelles nous chercherons a savoir si des mutations sont présentes.
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Ils sont dilués a 8 ng/uL. dans une solution tampon de PBS 1x. La technique de digestion d’un
des deux brins par réaction enzymatique pour créer la cible simple brin est I’étape la plus
contraignante et la moins robuste du protocole de réalisation des cibles PCR. Elle dépend,
entre autre, de la qualité de ’enzyme de digestion utilisée et n’est généralement pas parfaite.
Il reste une quantité de produit double brin équivalente a la quantité de simple brin produite

dans la solution cible finale (Figure 72 et Figure 73).
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Figure 72 : Gel de migration de produits PCR issus de la digestion simple brin. Les
produits SB 10 du numéro 1 au numéro 10 sont les exons 10 obtenus aprés digestion
enzymatique. Le produit DB 10 est I'exon 10 sous forme double brin. Nous pouvons noter
la présence importante de matériel double brin dans les produits SB.
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Figure 73 : Représentation graphique des gels de migration pour le SB 10-1 et le DB 10.
Sur cette représentation, il apparait une quantité importante de matériel double brin
dans le produit SB 10-1 représenté par le second pic (30-35 s).
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Comme la technique de PCR permettant d’obtenir I’ensemble des exons et introns
désirés en un seul lot n’était pas réalisable au début de ma theése, nous avons séparé ces
fragments en 3 mix (Figure 71) par le biais de trois PCR multiplex. Cette technique a été¢ mise
au point par Virginie Courtois (post-doctorante dans I'unité INSERM U955 de 1’hopital Henri

Mondor et cofinancée par Rosatech [Ciii])

Les biomolécules sondes qui vont s’hybrider avec ces cibles pour y identifier la
présence d’une mutation sont des simples brins d’ADN anti-sens de synthése dont la longueur
a ¢été calculée pour permettre d’obtenir un Ty centré sur la température de travail,
historiquement la température ambiante, aprés correction de surface. Ces sondes sont
constituées de 3 parties. La premiére est une séquence ‘espaceur’ de 10 bases T dite « poly-
T », pour éloigner le reste de la sonde de la surface. La deuxiéme est une séquence de 12
bases dite « séquence de calibration » qui va permettre de quantifier la concentration de
sondes déposées. Et la derniére est la séquence spécifique correspondant a une mutation
donnée et dont la longueur de la séquence est calculée afin d’obtenir un Ty de 40°C pour
I’interaction avec une cible parfaitement complémentaire. En fonction de la proportion de A/T
et de C/G les séquences spécifiques font entre 12 et 15 bases (Figure 74). Ces sondes sont

biotinylées a la base du poly-T afin de pouvoir les fixer fortement a la surface.

Séquence Séquence
spécifique spécifique
B A

Poly-T Poly-T

[Biown ] [Biotn]

Figure 74 : Schéma de deux sondes ciblant chacune une séquence différente (A et B).
Chacune est décomposée en 3 parties. La premiére est la séquence ‘espaceur’ de poly-T,
la deuxieme est la séquence de calibration et la troisiéme est la séquence spécifique a
chacune de la cible a étudier.
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Le principe de base du diagnostic génétique opéré par notre systéme est de comparer
deux types d’interactions. Les interactions parfaitement complémentaires et les interactions
gquasiment complémentaires. En effet, la différence entre les séquences saines et les séquences
mutées des cibles résident en de petites modifications de 1 a 3 bases en général. De ce fait,
une séquence mutée s’hybride de manicre assez stable sur une séquence saine quasiment
complémentaire a 1-3 bases pres et vice versa. Pour étre sir de la composition des cibles, il
faut alors déposer sur la puce deux types de sonde pour chacune des mutations ciblées. Le
premier type de sonde contient la séquence saine anti-sens ou Wild notée WS (Wild
Sequence). Le deuxiéme type de sonde contient la séquence mutée anti-sens ou Mutated notée
MS (Mutated Sequence). Chaque type de sonde est alors déposé sous forme de spots sur la
surface a I’aide d’un micro-arrayer ce qui permet d’isoler spatialement chacune des sondes les
unes des autres. La matrice ainsi obtenue est divisée en sous matrices 2x2 appelées
« balances » et qui cibleront une seule mutation. Ces balances sont constituées de 2 spots
contenant des sondes WS et 2 spots contenant des sondes MS. Comme un brin cible s’hybride
de maniére plus stable et en plus grande quantit¢ sur la sonde qui lui est parfaitement
complémentaire, il sera possible d’identifier la séquence contenue par ce brin cible en

constatant laquelle des sondes WS ou MS de la balance interagit le plus avec cette cible.

Afin d’éviter une utilisation trop massive de produits issus de patients et de pouvoir
réaliser des tests rapides, les expérimentations sont préalablement réalisées a I’aide de simples
brins d’ADN de synthése appelés oligonucléotides (commandés a Eurogentech) dont la
longueur est de I’ordre de 20 a 25 bases. Nous nous servons de 2 types d’oligonucléotides.
Les premiers sont des oligonucléotides de 25 bases et dont la séquence, correspondant a un
fragment d’un exon ou d’un intron du géne CFTR, est centrée sur une mutation a identifier.
Par conséquent, pour chacune des mutations testées par la puce nous utilisons deux
oligonucléotides, I'un avec une séquence WS et 1’autre avec une séquence MS. Ces cibles de
synthése peuvent étre utilisées en forte concentration (typiquement 5 uM) afin d’étudier les
états d’équilibre des interactions observées, mais aussi en faible concentration (jusqu’a
0.1 uM voire 0.01 uM) pour permettre une étude dynamique des interactions entre réactifs. Le
deuxieme type d’oligonucléotides utilisé est un oligonucléotide dit de calibration. Sa séquence
de 20 bases comporte en son centre I’exacte séquence complémentaire de la partie calibration
de la sonde (située entre le poly-T et la partie spécifique). Cet oligonucléotide est utilis¢ la

plupart du temps en forte concentration (5 uM) afin d’identifier la concentration de sondes
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déposées dans chacun des spots (voir chapitre autocalibration). De plus, nous utilisons deux
sondes de références créées artificiellement. Ce sont les sondes Non-relevante (NR) et Non-
relevante-non-calibrée (NRNC). La séquence des sondes NR est la suivante:
5S> TTTTTTTTTT GCGGGTACAGCA 3. Elle est décomposée en trois
parties, 1’espaceur de 10 bases T, la séquence de calibration (12 bases) et une séquence zip
définie comme ne correspondant pas au génome humain [*]. Cette séquence spécifique ne
réagira pas avec les cibles injectées. En effet, les interactions qui ont lieu dans la cuve sont
extrémement spécifiques [24]. La séquence de la sonde non-relevante n’a donc pas
d’interaction avec une cible issue des exons ou introns du géne de la CFTR. En revanche,
cette sonde réagira bien a I’injection de la cible spécifique de calibration.

La séquence des sondes NRNC est la suivante :

5S> TTTTTTTTTTTCCAGAACTGAACATCGATCACAGC 3°. Cette sonde est particuliére
car elle n’a pas de séquence de calibration qui a été remplacée par une autre séquence zip de
12 bases. Sa séquence spécifique est une troisieme séquence zip. Cette sonde n’est sensée

réagir avec aucune des cibles injectées qu’elles soient issues d’un patient ou servant a la

calibration.

A P’origine, il n’y avait pas de sonde NRNC. A la place étaient laissés des spots vides
servant de référence pour I’absorption non spécifique de la lame. Mais nous nous sommes
rendu compte que lors d’une injection d’un produit, le signal de ces spots vides était supérieur
a ceux composés de sondes ne devant pas réagir avec la cible (Figure 75). Le recouvrement de
la surface dii aux sondes déposées dans les spots réduit 1’adsorption non spécifique sur la puce
sous ce spot. Les endroits laissés vides, quant a eux, sont plus réactifs aux molécules de la

solution cible.

Pour s’affranchir des perturbations engendrées sur les spots vides de référence par la
solution cible, nous les avons remplacés par des spots de sondes NRNC qui réagissent comme
n’importe quelle sonde non complémentaire a la cible injectée, c'est-a-dire que son signal est

nul et toujours inférieur aux signaux des spots contenant des sondes quasiment

complémentaires.
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Figure 75: A: Image de différence dune puce entre l'état d’équilibre lors de la
circulation d’une cible (AF508 WT) et I'état de référence lors de la circulation de Ila
solution tampon avant linjection. B: Profil de lintensité Iumineuse de limage de
différence moyenné sur 10 pixels entre les lignes bleues (A). Apparaissent quatre zones
distinctes : les spots parfaitement complémentaires, les spots quasiment complémentaires, les
spots non relevant et les vides.
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2.5. Acquisition et analyse des données
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Informatique

Dans sa version actuelle, le programme d’acquisition des données expérimentales est
un programme LabView développé a la base par Fabrice Bardin (un post-doctorant de
I’équipe), mis a jour et amélioré par Alain Bellemain (permanent de 1’équipe) et qui permet
d’obtenir un certain nombre de valeurs. Dans un premier temps, il est demandé a 1’utilisateur
d’acquérir la réponse plasmonique angulaire du systéme. Ce profil différe d’une expérience a
I’autre car il est dépendant de la nature (épaisseur d’or, quantit¢ de sondes, qualité¢ de la
fonctionnalisation chimique, ...) de la biopuce observée. Pour ce faire, 1’utilisateur identifie
spatialement I’emplacement des spots de la matrice de sondes sur I’image de la biopuce. Une
fois ces coordonnées entrées dans le logiciel, habituellement sous forme de matrice a
positionner sur I’image, le miroir balaie la fenétre angulaire définie par 1’utilisateur et la
caméra CCD transmet a I’ordinateur 1’évolution de I’intensité du faisceau réfléchi pour la
totalit¢ de I’image. Pour chacune des coordonnées définies par I'utilisateur, le logiciel trace
alors le profil angulaire dépendant directement de 1’efficacité du couplage local et variant en
fonction de I’angle d’incidence du faisceau. Ce profil global donne la possibilité de choisir
I’angle d’incidence du faisceau optimal permettant de se placer sur la partie quasi-linéaire du
profil de couplage. L’angle est en effet fixé de maniére a ce que 1’augmentation de réflectivité

d’un spot soit proportionnelle a la quantité de matieére déposée sur le spot.
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L’expérimentation en elle-méme consiste en une succession d’injections de produits
différents dans la cuve et en une observation de 1’évolution de la réflectivité¢ en fonction du
temps. Cette évolution traduit directement le comportement des produits injectés au contact
des sondes fixées sur la surface. Plus les produits cibles vont interagir avec les sondes, plus le
signal de réflectivité augmentera. Afin de pouvoir comparer les variations de réflectivité de
chacun des spots, toutes les courbes temporelles de variation de réflectivité (AR(t)) obtenues
sont superposées en leur origine ou a un temps choisi par 1’utilisateur. Pour chacun des spots
prédéfinis, le programme va enregistrer les courbes cinétiques de I’évolution de la réflectivité
en fonction du temps nous permettant de suivre en direct les évolutions des interactions entre
les cibles et les sondes. Les données brutes en elles mémes sont constituées de la pile
d’images sauvegardées durant 1’expérimentation. Le nombre d’images sauvegardées dépend
de la rapidit¢ du systéme informatique utilisé. Sur notre systéme, le logiciel enregistre 1
image toute les 3 secondes. Chacune de ces images 16 bits sauvegardées est une somme sur

une accumulation de 16 images brutes 12 bits fournies par la caméra.

Le programme permet une correction des signaux de réflectivité par soustraction des
balances de référence en premicre approche pour le suivi des expérimentations. L’analyse
complete des données se fait, pour 1’instant, & posteriori par un programme d’analyse codé
sous Igor. Ce programme permet de corriger les données et de les mettre en forme. En
reprenant la pile d’images acquises durant I’expérimentation, il est possible d’améliorer la
sélection des pixels d’intérét pour ne garder que les données correspondant aux interactions
¢tudiées. La premicre étape de création d’un masque consiste, durant I’expérimentation, a
injecter une phase de 5 minutes de tampon pour la référence puis d’injecter durant 10 minutes
une solution de cibles de calibration qui réagira avec toutes les sondes, révélant, entre autres,
leur emplacement. En effectuant la différence entre une image obtenue lors de la stabilisation
de I’état d’équilibre de I’interaction cibles de calibration / sondes, et une image obtenue lors
de la circulation du tampon, seuls les pixels correspondant a des zones contenant des sondes
vont apparaitre hors du bruit. Il suffit alors de séparer ces données utiles du reste du signal par
un seuillage, par exemple, pour créer un masque ne sélectionnant que les pixels actifs des
spots (Figure 76). Par la suite, ce masque est multiplié¢ a chacune des images de la pile pour

¢liminer 1’information superflue et pouvoir effectuer la moyenne de la réflectivité d’un spot.
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Figure 76 : Exemple de construction dun masque de données. A gauche I'image
différence obtenue entre le moment ou les nucléotides cibles de calibration circulent dans
Ia cuve (état hybridé) et le moment ou ne circule que du produit tampon (état de
référence). La matrice des spots s’'observe clairement. Toutes les informations autour de
cette matrice et entre chacun des spots est superflue. A droite, le résultat de la sélection
des zones d’intérét sur I'image de gauche en inversion de niveaux de gris (les valeurs
nulles sont représentées en blanc). Les seules informations restantes sont des
informations utiles concernant les zones ou se déroulent des interactions. Les zones
initialement fixée comme spot de référence (voir sondes non-relevante non-calibrée)
restent noire car elles sont utilisées par le programme de correction des données bien
que n’interagissant pas avec les cibles de calibration.

Le programme va ensuite reconstruire les cinétiques d’interaction de chacun des spots,
corriger chacune des courbes par autocalibration (voir chapitre 3.3.Autocalibration) puis
mettre en forme les données. Le but final de cette mise en forme est de donner un résultat
qualitatif sur la composition du produit injecté. La présence ou ’absence des mutations
testées pourra ainsi étre déterminée. Pour ce faire, le programme classe les spots par type de
mutation et par type de séquence (WS ou MS). Dans un premier temps, 1’utilisateur peut
visualiser une superposition des cinétiques rangées par balance correspondant & une mutation
particuliere et pouvoir apprécier la différence entre les signaux issus des spots WS et des spots
MS. Le signal dont ’amplitude sera la plus élevée mettra en évidence la séquence portée par
le fragment d’ADN cible (Figure 77). Si les spots WS ont la réponse la plus importante, le
patient sera de type sain, not¢ WT pour Wild Type, pour la mutation particulicre
correspondant a la balance observée. Dans le cas contraire, le patient sera de type muté, noté
MT pour Mutated Type (Figure 78). Lorsque le patient n’est pas homozygote pour la mutation
étudiée, c'est-a-dire que 1’un des deux alléles est porteur d’un geéne sain et ’autre d’un geéne
muté, les réponses des spots WS et MS sont moins déséquilibrées. Le patient sera alors de

type hétérozygote, not¢ HT pour Heterozygote Type. Ainsi, I'utilisateur pourra établir un
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profil exact du type du patient pour chacune des mutations testées sur la biopuce, soit WT,

MT ou HT.

Sonde parfaitement complémentaire

Spot avec sondes
complémentaires
du géne sain

Sonde quasiment complémentaire

Réflectivité

Spot avec sondes
complémentaires
du géne muté

‘Balance’

>

Temps

Figure 77: Exemple d’analyse de signaux. A gauche, la structure matricielle est
décomposée en balance avec deux sondes WS et deux sondes MS. A droite, le schéma de
principe représente la variation de réflectivité des sondes WS et MS de la balance en
fonction du temps. La courbe ayant le signal le plus élevé correspond a la sonde
parfaitement complémentaire de la cible, ici c’est la sonde WS. La cible est donc saine pour
la mutation qui est scannée sur cette balance.

Pour finir, un graphique sera propos¢ a I’utilisateur. C’est un résumé de 1’ensemble
des cinétiques d’interactions des mutations testées par la puce. Chacune des balances par une
soustraction des courbes WS-MS donne un résultat sur le type du patient pour une mutation.
Si le patient est WT, la courbe sera positive, si le patient est MT, la courbe sera négative et si

le patient est HT, la courbe sera sensiblement neutre [*'].
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Figure 78: Cénes de principe des courbes de différences issues des balances de
diagnostic. Trois zones se distinguent, la zone supérieure ou la séquence du brin qui
interagit est saine, la zone inférieure ou la séquence du brin qui interagit est mutée, et la
zone centrale ou les deux types de brins sont présents dans le produit de patient.
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Il est important de noter que cette représentation de principe est a adapter pour chacun
des couples sonde WS / sonde MS. En effet, comme la différence entre le Ty de la cible WT
sur la sonde WS et le Ty de la cible WT sur la sonde MS n’est jamais la méme que la
différence entre le Ty de la cible MT sur la sonde WT et le Ty de la cible MT sur la sonde
MS, I’ensemble du graphique représentant les cones de principe d’évolution temporelle de la
différence de réflectivité (Figure 78) sera déformé. Par exemple, si nous prenons la mutation
AF508 qui représente 66% des cas de la mucoviscidose, les valeurs de Ty lors de I’injection
d’une cible WT sont :

WT -> Sonde WS : 50.5°C WT -> Sonde MS : 36.2°C ATy = 14.3°C

Et les valeurs de Ty lors de I’injection d’une cible MT sont :

MT -> Sonde WS : 28.7°C MT -> Sonde MS : 49.6°C ATy =20.9°C

Lors de I’injection d’une cible WT, la pente sera moins importante que lors de 1’injection
d’une cible MT du fait du ATy inférieur. De plus, si le patient est HT, la moyenne des valeurs
de Ty étant plus €levée pour les interactions avec la sonde de séquence mutée (Figure 79), la
résultante (sonde WS - sonde MS) aura une pente négative. Dans le cas réel d’un patient HT,
le signal recu sur les sondes WS ne correspondra pas exactement a la moyenne des signaux
comme sur I’exemple de la Figure 79. Il y aura une compétition entre les cibles WT et les
cibles MT sur chacune des sondes (WS ou MS). Malgré tout, un des deux types de sondes
sera favorisé.
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Figure 79 : Graphique de principe du Tu pour chacune des sondes WS et MS et pour
chacune des cibles WT et MT. Les croix vertes représentent l'injection de la cible WT, les
croix rouges représentent linjection de la cible MT, Les tirets bleus représentent la

moyenne pour chacune des sondes des Twu a I'injection d’une cible HT.
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La représentation de principe des cones d’évolution des différences de réflectivité va
donc étre décalée et ’ensemble des zones de la Figure 78 sera modifi¢ d’un facteur de pente

négatif.

2.6. Conclusion

Afin de répondre a la problématique médicale du diagnostic génétique de la
mucoviscidose, nous avons développé un systéme de détection optique basé sur la résonance
de plasmon de surface et les biopuces a ADN. Nous avons vu que ce systéme permettait
d’obtenir un signal de réflectivité dont la variation temporelle est proportionnelle a la quantité
de mati¢re déposée sur la surface. La réalisation de ce systeme requiert divers domaines de
compétence. Tout d’abord, le bloc opto-mécanique nous permet de créer la résonance de
plasmon de surface puis d’imager la perturbation de ce couplage sur la caméra CCD. Les
choix des éléments utilisés, notamment de la source, influent sur la sensibilité¢ du systéme. La
fonctionnalisation de surface fait le lien ente la couche de métal nécessaire a la résonance et
les molécules sondes. Cette partie du systetme est déterminante dans la spécificité des
interactions observées. La cuve, la pompe et ’ensemble de la fluidique ont un impact sur
I’homogénéité de I’ensemble des cinétiques d’interaction sur la puce. La régulation de
température permet une meilleure reproductibilité des résultats et son controle améliore la
discrimination en cible saine et cible mutée. Le dépdt des sondes sur la puce doit étre régulier
de manicre a éviter les différences de signaux entre les spots d’'une méme puce. L’acquisition
et ’analyse des données se fait par des programmes développés dans 1’équipe sous LabView
ou Igor. Cette partie informatique du systeéme est le lien nécessaire entre le transducteur et
I’utilisateur mettant en forme les données.

Pour que ce systéme complexe soit robuste il faut que toutes ses parties soient
optimisées et plus particulierement dans le domaine du médical ou les erreurs de diagnostics

doivent étre exclues.
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CHAPITRE 3 :
CARACTERISATION
DES INTERACTIONS

ADN-ADN

Résumé

Ce chapitre regroupe les différentes études des
caractérisations du comportement des interactions ADN-ADN réalisées
dans le but d’obtenir un diagnostic génétique de Ta mucoviscidose
sur une cible dissue d’un patient. Dans un premier temps, Je
rappellerai les éléments clef de la détection de mutations sur notre
systéme. Nous verrons, ensuite, 17influence de Ta concentration en
Na® dans Ta solution sur la formation de duplexes ADN-ADN et son
impact sur 1’identification de la bonne séquence cible par
discrimination. Nous nous intéresserons a 1’importance de la
concentration du matériel biologique sur la puce ou dans la
solution. Nous décrirons notre méthode de correction nous permettant
de nous affranchir des inhomogénéités de surface et des artéfacts
temporels. Nous détaillerons 1’influence de la température sur les
interactions cible/sonde sur 1la puce et nous finirons par une
approche des effets des structures secondaires sur 1’accessibilité

des séquences cibles dans Tes produits injectés sur la puce. 119




3. Caractérisation des interactions ADN-ADN

Dans le but de répondre a la problématique médicale du diagnostic génétique de la
mucoviscidose, j’ai réalisé un certain nombre d’études concernant les interactions ADN-ADN
avec notre systéme de détection optique. Ce chapitre regroupe mes principales contributions a
I’amélioration de notre compréhension des phénomeénes d’hybridation sur nos biopuces. Dans
le but d’un transfert de technologie de notre laboratoire vers les centres médicaux pour
I’utilisation en routine de notre systéme de diagnostic, I’ensemble de mes ¢études tendent a
améliorer la sensibilité du détecteur et la discrimination entre les cibles WT, MT et HT par le
contrble de différents parametres.

Dans un premier temps, je ferai un résumé des notions servant a la compréhension des
¢tudes qui suivent, de maniére a rappeler les principes de base des interactions observées et
des grandeurs utilisées. J’aborderai, par la suite, les dépendances de la réponse du systéme a
la concentration en Na', qui est un des principaux acteurs des interactions entre brins d’ADN,
en sondes et en cibles. Je parlerai de notre méthode de correction dite d’autocalibration et je
finirai sur les études des interactions en fonction de la température et des structures

secondaires des molécules biologiques.

3.1. Introduction a la caractérisation

Comme nous I’avons mentionné dans les chapitres précédents, la grandeur
caractéristique d’une interaction moléculaire est la température de fusion, Ty. Cette grandeur

est définie par I’équation :

T, = AH Eql.]

AS + RIn(C, - C;)
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pour une concentration [Na'] de la solution égale a 1M, avec AH I’enthalpie du systéme et AS
son entropie, R est la constante des gaz parfaits (R = 1.987 cal.Mol'.K™"), C; est la
concentration molaire des produits en exces (généralement les sondes ou les amorces) et C,

est la concentration molaire des produits limitant (les cibles).

Dans le cas d’une interaction ADN-ADN, la valeur du Ty dépend de la séquence des deux
brins qui vont s’hybrider. Nous avons déja vu qu’il était possible de définir le type (sain ou
muté) d’un simple brin d’ADN par diagnostic génétique en comparant les Ty des duplexes
formés avec un brin muté et un brin sain connus. Le principal probléme de cette méthode de
diagnostic est la difficulté a quantifier le nombre de duplexes et de simples brins formés dans
une solution. L’utilisation d’un systéme de détection basé sur la SPR simplifie énormément

cette quantification.

Pour chacune des mutations a identifier, nous créons 2 sondes différentes. Chacune est
composée de trois parties (voir chapitre 2.4.Matériel biologique). C’est le dernier fragment de
séquence, la séquence spécifique, qui differe entre les deux sondes. Les deux sondes créées
pour chaque mutation correspondent au brin complémentaire de la séquence saine et au brin
complémentaire de la séquence mutée. Reprenons I’exemple de la Figure 18 en désignant les
fragments B1 et B2 comme les séquences des deux types de patients, sain et muté, a injecter
sur la puce. Ce fragment correspond a la séquence d’une partie de I’exonl0 du geéne de la
CFTR ou une mutation a été identifiée, c’est la mutation Q493X. La séquence B1 correspond
au gene sain de ce fragment de 1’exonl0 et la séquence B2 correspond au géne muté de ce
fragment. La différence d’un nucléotide entre les deux séquences s’appelle une SNP (Single
Nucleotide Permutation). Comme calculé précédemment, les Ty entre la sonde simple brin
Al et les séquences B1 et B2 sont les suivantes :

Tm (A1-B1) : 40.7°C

Tm (A1-B2) : 23.6°C
La séquence Al est un fragment d’ADN parfaitement complémentaire a la séquence B1 qui
est une séquence saine du gene de 1’exonl0 pour la mutation Q493X. La sonde saine créée
pour cette mutation aura pour séquence spécifique la séquence Al. Nous introduisons alors
une sonde dont la séquence spécifique est A2 : 5> TGTTCTAAGTTT 3’ qui correspond a la
sonde mutée et ses valeurs de Ty pour les interactions avec les séquences B1 et B2 seront les

suivantes :

121



Tm (A2-B1) : 19.3°C
Tm (A2-B2) : 36.6°C
Le principe de diagnostic génétique utilis¢é dans notre systeme est dépendant de ces
différences de Ty entre les interactions parfaitement complémentaires et les interactions
quasiment complémentaires. Sur la puce sont fixées les sondes Al et A2 et un produit de
patient cible est injecté dans la cuve. Ce produit de patient contient soit la séquence saine
(WS) du gene soit sa séquence mutée (MS) si le patient est homozygote. Rappelons que la
cible va donc s’hybrider sur les deux sondes mais formera plus de duplexes avec sa sonde
parfaitement complémentaire. Notre systéme de détection se base sur la SPR qui est sensible
au changement d’indice a I’interface métal/diélectrique. Ici, plus les cibles s’hybrident aux
sondes, plus la concentration locale en molécule est importante et plus 1’indice local augmente.
Comme nous I’avons détaillé dans le chapitrel.3.Résonance de plasmon de surface, en fixant
I’angle d’incidence a une valeur supérieure a celle de 1’angle de résonance, une augmentation
de I’indice optique du diélectrique induit une augmentation de I’intensité du faisceau réfléchit.
En observant la variation de la réflectivité en fonction du temps, nous suivons directement la
variation de concentration en cible en surface et donc de la quantité de duplexe formés. Grace
au dépot matriciel des sondes par spotting (voir chapitre 2.3.Dépot matriciel), nous
sélectionnons, a 1’aide du logiciel LabView d’acquisition des données, les spots sur la puce a
étudier. Dans le cas d’un diagnostic de la mutation Q493X sur I’échantillon injecté, nous
sélectionnons deux types de spots. Les premiers contiennent des sondes dont la séquence
spécifique est une WS et les deuxiémes, des sondes dont la séquence spécifique est une MS.
En suivant P’intensité¢ lumineuse des spots, nous pouvons observer en temps réel la quantité
relative de cibles s’accrochant sur la surface pour chacun d’entre eux. Plus le spot est
lumineux, plus la quantité de cibles hybridées aux sondes sur la surface est importante. Et plus
la quantité de cibles hybridées est importante, plus I’affinité entre ces cibles et les sondes du
spot est grande. Par la technique de comparaison intra-balance (voir chapitre 2.5.Acquisition
et analyse des données), il devient facile d’identifier la séquence de la cible. Comme le niveau
de réflectivité des spots découle de la quantité de duplexe cibles/sondes formés, nous pouvons
différencier le spot contenant les sondes avec la séquence parfaitement complémentaire de la
cible du spot contenant les sondes avec la séquence quasiment complémentaire (Figure 80).
Le type de séquence des sondes composant chacun des spots étant connu lors du dépdt

matriciel, il devient alors facile de remonter a la séquence de la cible. Dans le cas d’un produit
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patient, la solution contient un mélange des deux alléles codant pour la CFTR. Le type de la

cible sera alors homozygote sain : WT, homozygote muté : MT ou hétérozygote : HT.
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Figure 80 © Exemple de réponse de balance pour la mutation ponctuelle Q493X. En haut,
I'injection d’une cible avec une séquence WS entraine une plus forte réponse des sondes
WS. En bas, sur la méme balance, lors de I'injection d’une cible avec une séquence MS, la
réponse est inversée. La réponse nulle sur la sonde de référence qui contient une
séquence différente de la séquence Q493X montre bien la spécificité des interactions sur
la puce. Sur la gauche les images de différence entre la fin du ringage au PBS 1x et
I'instant de référence avant injection de la cible.

Dépendamment de la fréquence d’acquisition des images, 1’évolution de la réflectivité
découlant de la quantité de cibles ayant interagit avec les sondes permet de suivre en temps
réel Daffinité entre les deux éléments des duplexes formés. En effet, le capteur CCD
enregistre I’image de la puce sur le faisceau réfléchi. L’intensité sur un des pixels du capteur

traduit 1’état de la surface correspondante a ce pixel sur la puce. La différence d’intensité
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observée sur I’image suivante enregistrée pour ce méme pixel montre 1’évolution de 1’indice
du diélectrique localement. Et, par conséquent, montre également localement 1’évolution de
I’interaction entre les sondes et les cibles par le biais du changement local de I’indice optique
qu’engendre la formation d’un duplexe. Comme chaque spot a un diameétre d’environ 200pm,
il est compos¢ d’environ 350 a 400 pixels. De plus, la répartition des sondes sur la surface a
I’intérieur du spot n’est pas homogéne. Comme le montré la Figure 81, le spot apparait sous la
forme d’une ellipse. Sans cibles circulant dans la cuve, la variation de ’intensité du faisceau
réfléchi pour chacun des pixels est trés proche de 0% a un facteur de bruit de photon pres.
Apres 10 minutes de circulation des cibles dans la cuve, I’intensité de chacun des pixels du
spot a changé. Ce qui nous amene a calculer la moyenne de I’évolution de 1’intensité pour
I’ensemble des pixels du spot qui donne, dans le cas de la Figure 81, 1,1% de variation de
réflectivité. Cette variation est normalisée par rapport & deux images de références (voir le

chapitre 2.5.Acquisition et analyse des données).
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Figure 81 : Image d'un spot de diamétre 200 um. Chaque image correspond a une
surface de 225 ym par 225 um. L'image de gauche correspond a la circulation du tampon
dans la cuve et I'image de droite correspond a I'état de I'hybridation cible/sonde aprés
une circulation de 10 minutes de produit cible a 5 uM. La différence de réflectivité entre
la moyenne effectuée sur le spot de I'image de droite et celle de la moyenne de I'image de
gauche est de 1,1 %.

Sur la Figure 81 nous pouvons observer que l’intensit¢ du spot sur I’image de
différence pendant 1’état d’équilibre de I’interaction est inhomogene. Cette intensité est plus
importante au milieu du spot que sur ses bords. Lors de I’analyse des données, seule la

moyenne des intensités des pixels du spot est attribuée au spot lui-méme. C'est-a-dire que le
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programme d’analyse effectue une moyenne sur la zone définie en tant que spot de I’image et
attribue cette valeur d’intensité a la sonde dont est constitué le spot. Il apparait clairement sur
I’image de différence que certaines zones répondent plus que d’autres. C’est pourquoi un
nouveau programme d’analyse est en cours de développement dans 1I’équipe afin d’extraire le
plus de données utiles et d’enlever un maximum de pixels diminuant le signal.

Nous avons vu que Daffinit¢ entre deux molécules dépendait de nombreuses
caractéristiques et notamment de la composition du milieu, de la concentration des produits
mis en contact et de la température ambiante. Les chapitres suivants détaillent I’influence de

ces facteurs sur les interactions ADN-ADN au sein de notre biopuce.

3.2. Impact de la concentration de différents produits

Le diagnostic génétique est I’application biomédicale sur laquelle se base le sujet de
ma these. Il faut rappeler que I’efficacité de notre systeme de détection optique a établir le
type (WT, MT ou HT) du fragment du géne injecté dans la cuve repose sur la différence de
quantité de produit ayant interagi entre les sondes WS et les sondes MS. Pour qu’un tel
diagnostic puisse €tre obtenu pour chacun des types de patient sur une méme puce, il faut
qu’aucune des sondes ne soit trop favorisée par rapport aux autres. C'est-a-dire que 1’affinité
des cibles saines ou mutées avec les sondes doit étre calculée afin qu’aux conditions
habituelles d’observation (température, pression, etc...) la sonde parfaitement
complémentaire réagisse plus que la sonde quasiment complémentaire. Pour chacune des 68
mutations de la mucoviscidose testées sur notre biopuce, la longueur des séquences est
calculée pour que, lors d’une injection de cibles a température ambiante, le Ty de 1’interaction
parfaitement complémentaire soit de I’ordre de 40°C. Ce calcul théorique a été réalisé par
Virginie Courtois et al. en fixant les concentrations des produits sondes et cibles et les
concentrations de Na" et Mg et en ne faisant varier que les longueurs des séquences mises
en contact. L’ensemble des séquences et des Ty calculés est regroupé en annexe 3. Suite a ce
calcul, des études expérimentales ont été réalisées sur I’impact de la concentration des
produits (cibles, sondes et sodium) sur les signaux de réflectivité.

La premicre étude réalisée dans ce chapitre permet de montrer I’influence de la
concentration en Na' sur les interactions ADN-ADN. Dans I’étude suivante, nous faisons

varier la concentration des sondes déposées sur la puce. Pour finir, nous parlerons de
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I’influence de la concentration des cibles injectées sur la dynamique de réaction des

hybridations.

3.2.1.Concentration en Na*

L’étude a pour but d’observer 1’évolution des affinités entre les cibles et les sondes en
fonction de la concentration en Na“ de la solution injectée. Cette étude est théorique et
compare deux méthodes de calcul. La premicre, développée par Michael Zuker sur les
observations de John Jr. SantalLucia, est disponible sur son site internet:
http://dinamelt.bioinfo.rpi.edu/twostate.php. La deuxieéme, basée sur les mémes observations

de John Jr. Santal.ucia, a ét¢ développée au sein de notre laboratoire.

Dés le début de ma these, le matériel génétique servant de sonde et de cible avait déja
¢été acheté. Les études définissant leurs séquences et leurs longueurs avaient déja été réalisées
lors de la thése de N. Bassil [, *]. Mais d’autres paramétres influengant aussi I’interaction
entre simples brins d’ADN restaient modifiables. La concentration en Na', par exemple,
influence 1’affinité entre les cibles et les sondes. Plus la concentration est élevée, plus le taux
de double brin sera ¢élevé.

La premic¢re méthode d’étude de I’influence de la concentration en Na+ utilise le
logiciel MFold développé par Michael Zuker. L’avantage de cette méthode réside dans le fait
que n’importe quelle séquence peut étre étudiée. Il n’y a pas de restriction de longueur entre
les deux brins mis en contact. L’inconvénient réside dans la limitation de I’échelle des
concentrations en Na+ disponible. Le logiciel n’accepte que les concentrations comprises
entre 0.1M et 1M.

La cible utilisée pour cette simulation correspond au fragment d’ADN contenant le
lieu de la délétion AF508 (60% des cas de la mucoviscidose) 5° CACCAAAGATGATAT 3’.
Les sondes utilisées sont de deux formes. La premicre, dite sonde courte, ne contient que la
séquence spécifique de la sonde directement complémentaire a la cible
5¢ ATATCATCTTTGGTG 3’. La deuxieme, dite sonde longue, contient, outre la séquence
spécifique, la séquence de calibration de 12 bases et la séquence espaceur de 10 bases T, 5’
TTTTTTTTTT ATATCATCTTTGGTG 3’. Les paramétres de base a entrer

dans le programme seront (Figure 82) :
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Energy rules: DNA at 22°C, [Na+] =x, [Mg++]=0M
Strand concentration: 0.000005 M

[ona <ljatfez |
foooooos ]

Figure 82 : Capture d’écran du site de Michael Zuker : Dinamelt server.

La valeur que ’on modifie est ‘x’ de 0.1M a 1M par pas de 0.1M. La concentration en Na"
dans notre solution tampon est : [Na'] = 0.138 M. C’est la concentration en Na' de base pour
une solution de PBS 1x. De plus, le logiciel ne permet pas de différencier la concentration des
cibles de celle des sondes. La concentration en produit (Cp) dépendra de la concentration des
cibles, les sondes étant en exces. Cette concentration sera fixée a SuM puis 1uM afin
d’observer parallelement l’influence de la concentration des produits sur le Ty. La

concentration des cibles est forte de manicre a observer directement les états d’équilibre.
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Figure 83 Graphique du TM d’une interaction parfaitement complémentaire en fonction de
la concentration en Na+ pour une injection de cibles a une concentration de 5§ uM et 1 uM
sur des sondes longues et courtes.

Les calculs théoriques fournis par le site de Michael Zuker montrent que plus la
concentration en Na' dans la solution est importante, plus le Ty sera important. Ce qui
implique que la stabilité du duplexe cible/sonde parfaitement complémentaire augmente avec
la concentration de Na™ dans la solution (Figure 83). Nous pouvons remarquer que la stabilité
des duplexes ADN-ADN est plus importante pour une sonde longue que pour une sonde
courte. Les appariements de bases aux deux extrémités de la cible sont renforcés par la
présence de bases supplémentaires sur I’un des deux brins. Pour finir, le Ty est plus important

pour une concentration en produit de 5 pM que pour une concentration de 1 M.

Afin d’optimiser la solution, il faut aussi faire 1’étude sur le duplexe quasiment
complémentaire pour suivre son évolution en fonction de la concentration en Na'. Les mémes

calculs ont été réitérés sur les séquences suivantes :

Cible : 5> CACCAAAGATGATAT 3’ (identique a celle du calcul précédent)
Sonde courte : 5° AATATCATTGGTGTT 3’
Sonde longue : 5> TTTTTTTTTT AATATCATTGGTGTT 3’
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Figure 84 : Graphique du Ty d’une interaction quasiment complémentaire en fonction de la
concentration en Na+ pour une injection de cibles a une concentration de 5uM et 1uM
sur des sondes longues et courtes.

L’influence du Na" dans la solution est la méme (Figure 84). Plus sa concentration est
¢levée, et plus le duplexe est stable. L’important reste toujours de pouvoir différencier la
quantité¢ de duplexe formés avec les brins parfaitement complémentaires par rapport a la
quantité¢ de duplexe formés avec les brins quasiment complémentaires a température ambiante
controlée.
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Figure 85 ATy en fonction de la concentration de Na* dans la solution pour deux
concentrations (1 et 5 uM) et pour deux types de sondes (courte et longues).
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La Figure 85 montre un optimum pour une concentration en Na™ de 0.3 M. La plupart
des expérimentations de cette thése ont été réalisées dans une solution tampon de PBS 1x soit
pour une concentration en sel de 0.138 M. Suite a 1’étude précédente, il a été convenu que les
expérimentations devraient préférentiellement étre réalisées dans un tampon de PBS 2x dont
la concentration en Na " est proche du point optimum obtenu théoriquement. La concentration
de Na' est alors de 0.276 M ce qui nous place dans des conditions plus favorables de
discrimination.

Les courbes obtenues par le biais du site de Michael Zuker ont été comparées a celles
obtenues avec un programme développé par notre équipe et basé sur les équations de John
SantaLucia Jr. [, *, *]. Le programme était limité par le fait que les brins cibles et les brins
sondes doivent étre de méme longueur pour qu’il soit possible d’en calculer le Tyv. Nous
n’avons pas pu calculer les interactions entre les cibles et les sondes longues. Nous pouvons

tout de méme observer la concordance des résultats et valider 1’évolution du Ty en fonction

de la concentration de Na" (Figure 86).
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Figure 86 © Graphique du TM d’une interaction parfaitement complémentaire en fonction
de la concentration en Na+ pour une injection de cibles a des concentrations comprises
entre 0.5 uM et 5 uM sur des sondes courtes.
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3.2.2.Concentration en sondes

La température de fusion est la grandeur caractéristique de I’affinité entre deux brins
d’ADN. Cette grandeur dépend, outre de la concentration de Na' dans la solution, de la
concentration en sondes sur la surface. Les conclusions tirées du signal analysé vont tenir
compte du nombre de duplexes formés sur chacune des sondes WS et MS. Il est alors
primordial que la concentration en produit sur chacun des spots soit identique. En effet, le
signal de variation de réflectivité recu dépendant de la quantité de matiére qui s’est accrochée
a la surface, si le nombre de sondes augmente, le nombre de duplexes augmente aussi. Il
devient alors possible d’inverser un diagnostic si le nombre de sondes gquasiment
complémentaires est plus important que le nombre de sondes parfaitement complémentaires
car le signal sur les spots quasiment complémentaires pourra étre plus fort que celui sur les
spots parfaitement complémentaires.

Il s’avére que, lors d’une commande de cibles synthétiques ou de sondes biotinylées
chez Eurogentech, tous les produits sont livrés a une concentration théorique de base de
100uM. Afin de vérifier la concentration réelle de ces produits, nous avons joint une séquence
commune sur chacune des sondes. Cette séquence réagissant a l’injection d’une cible
parfaitement complémentaire, dite cible de calibration, de maniére identique sur toutes les
sondes, nous pouvons facilement en déduire I’homogénéité de la concentration surfacique des

sondes.

Les premiers tests ont été réalisés sur 21 sondes différentes déposées sur une puce
architecturée en matrice 18x18 spots. Cette matrice contient des sondes ciblant 6 mutations de
I’exon 10 : la AF508 et la AIS07 qui sont des délétions et la M470V, la Q493X la 1716 et la
V520F qui sont des SNP (Single Nucleotide Permutation). Les délétions étudiées sont
facilement identifiables sur un brin cible. En effet, la différence entre les séquences saines et
mutées est trés importante (3 nucléotides) ce qui rend 1’écart entre le Ty des interactions
parfaitement complémentaires et celui des interactions quasiment complémentaires tres
important (voir tableau récapitulatif de la Figure 88). Les SNP sont moins facilement
identifiables sur une cible. Les séquences saines et mutées ne différent que d’un seul
nucléotide. Les valeurs des Ty pour les interactions parfaitement complémentaires et les
interactions quasiment complémentaires sont trés proches. Afin de garantir la validité d’un

diagnostic, nous avons développé une technique d’identification des SNP basée sur des
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mutations artificielles. Au lieu de déposer deux spots de sondes saines et deux spots de sondes
mutées, comme pour les délétions, nous déposons quatre sondes différentes. Un spot de
sondes saines, de sondes mutées, de sondes saines avec mutation artificielle et de sondes
mutées avec mutation artificielle. Cette mutation artificielle est une permutation de base
supplémentaire dans la séquence spécifique de la sonde. Cette technique permet d’obtenir un
plus grand écart entre les Ty de D'interaction parfaitement complémentaire et celui de
I’interaction quasiment complémentaire avec mutation artificielle. En effet, si nous prenons
I’exemple d’une cible saine, la sonde WS sera la sonde parfaitement complémentaire et son
Twm sera élevé. La sonde MS aura une base de différence avec la sonde WS et son Ty avec la
cible saine sera proche du précédent. La sonde WS avec mutation artificielle (notée WS+ma)
aura aussi une base de différence avec la sonde WS. Son Ty avec la cible saine sera similaire
a celui de la sonde MS. En revanche, la sonde MS avec mutation artificielle (notée MS+ma)
aura deux bases de différence avec la sonde WS. Son Ty avec la cible saine sera beaucoup
plus faible du fait de ’instabilité provoquée par I’ajout d’un mésappariement dans le duplexe
(Figure 87).

3 3' 3
A A A
C C C
A A A
A A A
G G a
A A A
G T T
T T T
C C C
A A A
A A A
A A A
5' 5l 5'

WS MS WS+m MS+m

Figure 87 Exemple de 4 séquences cibles ciblant la mutation Q493X. La premiére
correspond a la séquence saine, la seconde, a4 la séquence mutée, la troisieme a la
séquence saine avec ajout d’'une mutation artificielle et la derniéere a la séquence mutée
avec ajout d’une mutation artificielle.

Chacune des balances des délétions sera étudiée de la manicre classique. Le signal des
spots MS sera soustrait au signal des spots WS. Le signal le plus important sera le signal
correspondant a la séquence parfaitement complémentaire. Si le résultat de la soustraction est

positif, alors la cible est WT, si le résultat est négatif, la cible sera MT et enfin, si le résultat
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est nul, la cible sera HT. Pour les balances des SNP, 1’étude sera légérement différente. La
somme des signaux des sondes MS et MS+ma sera soustraite a la somme des signaux WS et
WS+ma. Dans le cas d’une cible WT, le spot dont les sondes seront WS sera le spot dont le
signal sera le plus important (interaction parfaitement complémentaire). Les spots contenant
les sondes MS et WS+ma auront un signal équivalent et le spot contenant les sondes MS+ma

aura un signal faible. Le résultat de la soustraction sera bien positif.

cibles : WT MT
Type de sonde ™ ATM ™ ATM
Q433X WildSeq 421 0 211 -16.9
MutatedSeq 32.2 -9.9 38 0
WildSeq +ma 31.4 -10.7 4.2 -33.8
MutatedSeq + ma 12.9 -29.2 265 -11.5
V520F WildSeq A7 1 0 36.6 -6.7
MutatedSeq 34 -13.1 43.3 0
WildSeq + ma 30.7 -16.4 11.1 -32.2
MutatedSeq + ma 13.7 -33.4 26.1 -17.2
1716-1 G>A WildSeq 47 8 0 36.5 -8.6
MutatedSeq 326 -15.2 451 0
WildSeq + ma 39.7 -8.1 25 -20.1
MutatedSeq + ma 16.6 -31.2 36.6 -8.5
M470V WildSeq 422 0 30.6 -14.8
MutatedSeq 35.2 -7 45 .4 0
WildSeq + ma 325 9.7 171 -28.3
MutatedSeq + ma 228 -19.4 36.2 -9.2
AF508 WildSeq 505 0 28.7 -20.9
MutatedSeq 36.2 -14.3 496 0
AI507 WildSeq 431 0 351 -11.1
MutatedSeq 28 -151 46.2 0

Figure 88  Tableau récapitulatif des valeurs des TM pour les différentes sondes et pour
I'injection des cibles WT et MT.

Sur la matrice seront alors déposées 20 sondes différentes plus la sonde de référence et
un spot vide pour la vérification de la non-interaction des cibles avec la surface. Lors de
I’injection de la cible de calibration (5> CGCGCGCATACCGGTCAAAA 3’) les 21 sondes
déposées, sonde de référence y compris, réagissent. Chacune comporte une séquence
parfaitement complémentaire a cette cible. C’est la séquence de calibration (5’
GACCGGTATGCG 3°). La cible de calibration comporte 4 bases A supplémentaires en

extrémité 3’ et une séquence de 4 bases : CGCG supplémentaire a I’extrémité 5° par rapport a
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la séquence sonde qui ne comporte que 12 bases. Comme le signal est sensible a
I’augmentation de la quantité de matic¢re en surface du capteur, nous avons augment¢ la taille
des brins cible de mani¢re a augmenter le signal issu de leur hybridation avec les sondes.
Théoriquement, toutes les sondes devraient alors avoir une réponse identique. En pratique,
nous observons des différences d’intensité entre chaque sorte de spot. Dans cette étude la
concentration de la cible injectée (35 uM) était supérieure a celle de la concentration des
sondes en surface, seules les différences de concentration des sondes interviennent dans cette
dispersion d’intensité des spots. La Figure 89 montre I’état des interactions entre les sondes et
les cibles apres 10 minutes de circulation des cibles sur la puce (a I’équilibre). Cette variation
de réflectivité est reportée sur la Figure 90 ou nous pouvons observer une grande

inhomogénéité de valeur.

[CAETIHEETEN]

Figure 89 : Image de différence entre Ilinjection de la solution tampon et I'état
d’équilibre aprés 10 minutes de circulation de la cible de calibration. La balance
encadrée montre un gros déséquilibre entre la concentration surfacique des sondes n°l et
des sondes n°2 (sondes correspondant a la mutation AF508). Ce déséquilibre est
susceptible de fausser un diagnostic.
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Figure 90 : Ensemble des valeurs de variation de réflectivité pour chacune des sondes de
la puce entre I'état d’équilibre et la circulation de la solution tampon.
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Afin de corroborer les résultats obtenus sur notre banc, nous avons dosé les produits
sondes sur un appareil ‘NanoDrop’ qui calcule la concentration des produits par une mesure
d’absorption a 250 nm et 280 nm. Les valeurs de concentrations sont regroupées dans le

tableau suivant (Figure 91).

Concentration

(M)
Sonde 1 61
Sonde 2 99
Sonde 3 81
Sonde 4 68
Sonde 5 88
Sonde 6 85
Sonde 7 115
Sonde 8 89
Sonde 9 96
Sonde 10 60
Sonde 11 91
Sonde 12 152
Sonde 13 66
Sonde 14 105
Sonde 15 106
Sonde 16 111
Sonde 17 66
Sonde 18 33
Sonde 13 5
Sonde 20 76
Sonde 21 30

Figure 91 : Concentration des sondes en uM relevé par le NanoDrop. La sonde numéro
12 est la plus concentrée avec 152 uM et la sonde 19 est la moins concentrée avec 5 uM.
Le bon de livraison d’Eurogentech stipulait que la concentration de chacun des produits
était de 100 uM.

Comme le montre I’image de réflectivité et le tableau des dosages des produits sonde,
il y a une tres grande dispersion dans la concentration des sondes. Si nous reprenons le cas de
la balance encadrée sur la Figure 89. Les sondes n°l sont des sondes WS et les sondes n°2
sont des sondes MS. Lors de I’injection d’une cible WT, nous devrions avoir une réponse sous

forme de diagonale (Figure 92).

Figure 92 : Réponse normale de la balance a I'injection d’une cible
WT. Les sondes n°l réagissent beaucoup plus que les sondes n°2.
Le diagnostic est alors sans équivoques et le patient est considéré
comme sain pour cette mutation ciblée.
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Dans notre cas, apres une dénaturation de la puce, la réponse a une injection de cible
WT ne correspond pas a la Figure 92. Malgré le fait que les sondes WS réagissent de maniére
beaucoup plus importante que les sondes MS pour la mutation AF508 (délétion), le diagnostic

établirait que la cible est hétérozygote (HT), comme le montre la Figure 93.
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Figure 93 : A gauche, Iimage de différence entre la circulation de la solution tampon
(t=0Omin) et 5 minute d’équilibre (t=15min). Les quatre spots, aux défauts de surface prés,
réagissent de maniére similaire. A droite, les courbes de I'évolution de la réflectivité en
fonction du temps pour les deux types de spots. La premiére phase (de 0 a 3min) consiste
en une circulation de la solution tampon de PBS 1x dans la cuve. La deuxiéme phase (de
3min a 10min) correspond a l'injection de la cible WT (a 5uM dans du PBS 1x) dans Ia
cuve. Le produit est mis en circuit fermé grace a la pompe péristaltique et les 200ulL. de
solution circulent pendant les 7 minutes de l'expérimentation. La troisiéme phase (de
10min a 17min) correspond a nouveau a un changement de produit dans la cuve. Le
circuit est ouvert et la solution tampon est réinjectée. La cible n’est plus apportée sur la
surface de la puce. Les duplexes instables se dénaturent vite. La derniére phase (a
17min) correspond a la dénaturation totale de la puce par injection de HCI (4 11mM)
durant 1min.

Les valeurs de réflectivité mesurées lors de 1’injection de la cible de calibration ont été
comparées aux concentrations des produits mesurées au Nanodrop pour en déduire I’impact

de la concentration des sondes sur le signal de sortie (Figure 94).
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Figure 94 : Réflectivités des spots en fonction de leur concentration obtenue sur le
Nanodrop. La dispersion verticale des valeurs de réflectivité correspond a
I'inhomogénéité de concentration d’'une méme sonde sur la puce. La courbe rouge est une
courbe de principe sur I'évolution du signal de réflectivité en fonction de la concentration
des sondes.

I1 apparait évident qu’une puce dont la dispersion des concentrations des sondes est si
importante ne pourra pas donner de résultats utilisables tels quels lors d’un diagnostic médical.
De plus, les valeurs de réflectivités obtenues pour les spots dont la concentration était
réellement celle commandée (100 uM) se situent en dega de la valeur de saturation observée
expérimentalement pour des concentrations supérieures a 120 uM (Figure 94). Deux
conclusions ont été tirées de cette premicre étude sur la concentration des sondes. La premiére
étant la nécessité d’utiliser un ‘marqueur’ de sonde pour en obtenir la concentration par spot
(voir chapitre 3.3.Autocalibration), la deuxiéme étant I’étude de la concentration optimale des

spots pour un meilleur signal de réflectivité.

Nous avons émis 1’hypothése d’une corrélation entre 1’évolution du signal de
réflectivité et la concentration des sondes (courbe de principe de la Figure 94). Afin de
vérifier ce comportement, nous avons spécialement architecturé une biopuce. Les sondes
déposées correspondent a la mutation AF508. La matrice est composée de balances standard
avec 2 spots de sondes WS et 2 spots de sondes MS. Une troisi¢éme sorte de sonde de type NR
(Non-relevante) a aussi été déposé. Chacune de ces trois sondes sont spottées a plusieurs

concentrations sur la biopuce. A partir de la solution mere réajustée a 100 pM, nous réalisons
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des solutions filles a 1.5, 5, 7, 9, 10, 12, 15, 20, 25 et 30 uM. C’est dans ces solutions filles

que la pointe du micro-arrayer va prélever le produit a spotter.

Les trois sondes déposées sont :

Sonde AF508 WS : 5> TTTTTTTTTT ATATCATCTTTGGTG 3’
Sonde AF508 MS : 5> TTTTTTTTTT AATATCATTGGTGTT 3°
Sonde Non-relevante : 5> TTTTTTTTTT ACCGGTATGCG 3’

La matrice déposée est architecturée autour d’une maille élémentaire de 6 spots par 6 spots

(Figure 95).

________________________________________________

________________________________________________

________________________________________________

Figure 95 ° Maille élémentaire de la matrice déposée. En rose, les sondes MS, en vert
les sondes WS et en jaune les sondes NR. Les deux spots blancs sont les spots laissés
vides et servant de référence pour d’éventuelles absorptions non spécifiques de la surface.

Les sondes numéro 1 a 10 sont les sondes non-relevantes issues des solutions filles
d’une concentration allant de 1.5 a 30 uM. Les numéros 11 a 20 sont les sondes AF508 WS et
les sondes numéros 21 a 30 sont les sondes AF508 MS. Les 8 balances extérieures entourent
la balance centrale composée de spots de référence (avec sonde non-relevante) et de spots
vides. La sonde non-relevante de la balance centrale est déposée a une concentration de 7uM
qui est la concentration usuelle utilisée dans 1’équipe. Les spots laissés vides permettent de
rendre compte de 1’absorption non spécifique de la surface et de corriger d’éventuels artéfacts
lors de I’expérience. Cette maille élémentaire est répétée 9 fois sur la puce pour former une

matrice 18x18.

Les successions de produits injectés sont les mémes qu’habituellement. La solution de
PBS 1x est mise en circulation pendant 5 minutes afin d’obtenir un plateau stable de
réflectivité de référence pour I’ensemble de la puce. La cible de calibration est ensuite injectée
pendant 10 minutes jusqu’a obtention d’un plateau d’équilibre. La Figure 96 est une image de
différence entre ce plateau d’équilibre et le plateau de référence obtenu par circulation du PBS

Ix. Sur cette image en fausse couleur, apparaissent en évidence les spots de la matrice.
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L’échelle des couleurs représente le pourcentage de variation de réflectivité de cette image de

différence. En bleu, pas de variation, en rouge, une forte variation.
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Figure 96 : Image de différence entre I'état d’équilibre lors de la circulation de la cible
de calibration et I'état de référence avant cette injection.

La relation entre la concentration en sondes des spots et leur variation de réflectivité n’est pas
linéaire. La variation de réflectivité augmente jusqu’a une concentration de 10 uM puis sature.
L’encombrement stérique en surface pourrait étre a 1’origine de cette saturation. Pour étre sir
que la concentration des cibles ne devienne pas le critére limitant, nous avons répété le cycle
d’injection avec des cibles de plus en plus concentrées. Chaque cycle étant terminé par une

dénaturation de la puce par injection d’HCI 11mM d’une minute (Figure 97).
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Figure 97 : Variation de réflectivité en fonction de la concentration des sondes. Chaque
courbe correspond a une concentration de cible précise dont la valeur est indiquée dans
la légende a droite.
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La concentration des solutions filles dans lesquelles sont prélevées les sondes par la
pointe de I’arrayer avait été fixée a 7uM lors de I'utilisation de la chimie de surface MUA-
PEI L’étude précédente semble montrer que cette concentration doit étre augmentée sur une
chimie de surface basée sur du Dextran. Afin de s’affranchir des fluctuations importantes dans
la concentration des produits livrés par Eurogentech, nous avons fixé la concentration en
sondes a 15 uM. En se plagant sur le plateau, nous maximisons le signal de variation de

réflectivité d’un spot et la concentration peut varier sans avoir d’effet majeur sur le signal.

3.2.3.Concentration des cibles

Les interactions entre les cibles et les sondes dépendent également de la concentration
du produit injecté. La variation de concentration modifie la rapidit¢ de la cinétique
d’interaction. Comme le montre la Figure 98, plus la concentration en cible est élevée, pour
une méme concentration de sondes et dans les mémes conditions de tampon et de température,
plus la cinétique est rapide pour atteindre le point d’équilibre. Chacune de ces courbes de

cinétique peut étre modélisée par une mono-exponentielle dont 1I’asymptote est identique.
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Figure 98 : Courbes de variation de réflectivité en fonction du temps pour différentes
concentrations de cibles injectées (100 pM a 100 nM) et pour un produit PCR (Exon 10)
Cette étude est primordiale car la concentration des produits doit toujours étre

controlée avant une expérimentation. Nous avons vu dans le chapitre précédent combien la

concentration des produits livrés par Eurogentech était inhomogene. Or, si une injection de
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cible commune a toutes les sondes permet d’en déterminer la quantité dans les spots, il est
difficile d’évaluer la quantit¢ et la qualit¢ des cibles. Un dosage au Nanodrop, comme
I’exemple de la Figure 98, ne permet pas réellement d’obtenir une quantité de cible
correspondant a la commande. En effet, le Nanodrop nous fournit une quantité de maticre,
mais ’ADN contenu dans la solution peut étre fractionné ou ne pas avoir la bonne séquence.
Afin de pouvoir établir un diagnostic robuste, il faut que la concentration des cibles saines et

mutées soit identique pour chacune des mutations.

3.3. Autocalibration

Notre systeme de détection optique se base sur la SPR pour observer une interaction
entre une molécule cible et une molécule sonde en surface du détecteur. Comme décrit dans le
chapitre 1.3, la résonance de plasmon de surface est sensible a I’ensemble des caractéristiques
du systtme. A angle fixé, I’intensité du faisceau réfléchi, R, dépend, entre autres, de
I’homogénéité de la biopuce elle-méme. Nous introduisons alors la notion d’une réflectivité
spatiale R(x,y) qui va dépendre de I’état de I’interface ou a lieu le couplage entre le faisceau
lumineux et le plasmon. En effet, le transfert d’énergie entre I’onde incidente et ’onde de
surface dépend de I’indice du métal et du diélectrique. La couche de métal déposée sur le
support de verre, la couche chimique de fonctionnalisation déposée sur la surface, la densité
des sondes spotées, sont des facteurs dont I’homogénéité est difficilement maitrisée. Afin de
pouvoir s’affranchir d’inévitables défauts de conception des biopuces, nous avons mis en
place une succession d’étapes dites « d’autocalibration » de la puce. Ces étapes nous
permettent d’obtenir des données beaucoup plus précises et dont les valeurs correspondent

principalement aux hybridations étudiées.

3.3.1.Inhomogénéité du transducteur

L’architecture d’une biopuce repose sur une base de verre sur laquelle est déposée par
¢vaporation une couche de chrome qui fait jonction avec la couche d’or. Les propriétés de ce
dernier métal nous permettent d’ériger une structure chimique basée sur des thiols et utilisant
le Dextran. La fonctionnalisation de la surface avec ce procédé passe par de nombreuses
étapes. Il apparait évident que le controle de I’homogénéité de ces étapes n’est pas réalisable
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si nous voulons conserver une conception simple de nos biopuces. Si chacune de ces étapes
devait étre validée par un controle de la surface et de ’homogénéité, la fonctionnalisation,
déja lourde, prendrait des proportions qui ne correspondraient pas aux besoins (biopuce
destinée au milieu médical, rapide et simple d’utilisation) ni aux moyens de notre équipe. La
réalisation du transducteur (verre + métal + fonctionnalisation) a soulevé plusieurs problémes

qui ne sont pas tous résolus actuellement.

a) Le dépoét de la couche métallique et la fonctionnalisation

Durant les premiers mois de ma thése, nous ne nous occupions que de nous procurer
des lames de microscope en BK7 que nous envoyions a I’entreprise Schott. Cette entreprise
s’occupait du dépot métallique et nous renvoyait les lames recouvertes de métal. Depuis 1’été
2006, des problemes de résistance de la couche chimique sont apparus. Certaines étapes de la
fonctionnalisation décrochaient la couche d’or, ou encore les sondes biotinylées ne
s’accrochaient plus a la surface. Ces problémes avaient pour origine la rugosité des dépots de
métal sur la lame de verre. Afin de trouver une alternative a I’entreprise Schott, ces dépots ont
ensuite été réalisés en parallele a 'IEF (Institut d’Electronique Fondamentale — Université
Paris sud XI — Orsay) et dans notre équipe. Les substrats de BK7 ont aussi été la source de
problémes dus a I’adaptation d’indice entre la lame et le prisme. Les dépdts ont alors aussi été
effectués sur des lames de SF10 découpées et polies a I’Institut d’Optique. Tous ces substrats
et ces dépots obtenus par des techniques différentes augmentent les possibilités d’avoir des
problémes d’inhomogénéité sur la surface de la biopuce mais aussi entre les différentes
biopuces réalisées. Ici, 'inhomogénéité de I’épaisseur du dépot métallique et de sa densité
entraine une dispersion du profil de couplage sur la surface de la biopuce. L’irrégularité de la
surface métallique est répercutée par les multiples étapes de fonctionnalisation sur la surface
en contacte avec les solutions cibles. Par exemple, la création de la mono couche auto-
assemblée de 11-mercapo-1-undécanol ne donnera pas de couche homogene. Les aspérités de

la surface d’or ne permettront pas un assemblage régulier (Figure 99).
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Figure 99 : La rugosité de I'or perturbe I'assemblage de la monocouche auto assemblée

b) Compensation de I'inhomogénéité du transducteur

Afin de s’affranchir de la dispersion due a la conception de la biopuce, nous
normalisons chaque signal en fonction de la réaction du spot dont il est issu a ’injection d’une
solution d’indice connue. Cette étape dite de « saut d’indice » est réalisée par injection
successive d’une solution de PBS 1x (n=1.334), puis de PBS 1.25x (n=1.335) et enfin de PBS
Ix. La solution de PBS 1.25x est mise en circulation pendant 5 minutes dans la cuve afin
d’obtenir un plateau de réflectivité pour chacun des spots analysés. Si la puce était totalement
homogene, la valeur de ce plateau soustraite au plateau de référence du PBS 1x serait la méme
pour tous les spots analysés. Mais comme la structure sous chacun des spots varie d’une zone

de la puce a l’autre, ce signal est dispers¢ (Figure 100). Cette dispersion est visible

directement sur une image de différence entre le moment ou le PBS 1.25x circule et le plateau

de PBS 1x qui précede ’injection du saut d’indice.

Figure 100  Séquence de la phase d’injection et de rin¢age du saut d’indice dans la cuve.
Les images sont en fausses couleurs : bleu pour aucune différence de réflectivité et vert
pour une grande différence de réflectivité. L'image 1 correspond a la phase de circulation
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du PBS 1x, les images 2-3 et 4 correspondent a la phase d’injection du PBS 1.25x (20
secondes se sont écoulées entre I'image 1 et Iimage 4), I'image 5 correspond au plateau
de réflectivité du saut d’indice, les images 6 et 7 correspondent a I'injection du PBS Ix et

I'image 8 correspond au plateau de PBS 1x aprés le saut d’indice (20 secondes se sont
écoulées entre les images 6 et 8).
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Figure 101 : Histogramme des valeurs de la moyenne des plateaux de variation de

réflectivité pour les réflectivités brutes (histogramme rouge) et les réflectivités corrigées
(histogramme bleu).
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Figure 102 : Etape du saut d’indice. A gauche, les réflectivités brutes. A droite, les
réflectivités corrigées par le facteur de saut d’indice (les trais pointillés délimitent le
plateau sur lequel est calculé la moyenne du saut d’indice). Chaque plateau est ramené a

la valeur moyenne corrigeant ainsi l'ensemble des signaux des inhomogénéités du
transducteur.
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Dans notre systéme de correction des inhomogénéités de surface, nous effectuons la moyenne
des valeurs des plateaux de saut d’indice. Chacun des signaux est ensuite multipli¢ par le
facteur suivant : Cy/C; ou Cy est la valeur de la moyenne des plateaux et C; est la valeur du
plateau du signal normalis¢ (Figure 101). La valeur de chacun des plateaux des courbes des
spots est ramenée au niveau de la moyenne Cy & un facteur de bruit pres (Figure 102).

Grace a cette étape de correction, nous arrivons a diminuer la dispersion des signaux de
réflectivité lors de I’injection d’une cible d’intérét suivant ce saut d’indice (Figure 103).
L’écart entre la valeur maximum et la valeur minimum du plateau de réflectivité a la fin du
ringage passe de 1 % a 0.8 % pour la sonde parfaitement complémentaire et de 0.3 % a

0.25 % pour la sonde quasiment complémentaire.

ARéflectivité (%)

ARGéflectivité (%)

Temps (min) Temps (min)

Figure 103 @ Correction de la dispersion du signal d’intérét par saut d’indice. A gauche,
les signaux bruts, a droite, les signaux corrigés par le facteur issu du saut d’indice. En
vert, les courbes correspondant aux spots parfaitement complémentaires, en rouge, les
courbes correspondant aux spots quasiment complémentaires lors de I'injection d’une cible.

On constate que la correction par saut d’indice n’est pas suffisante pour s’affranchir de
toute la dispersion des signaux.

Malgré la correction par saut d’indice, il reste encore beaucoup de dispersion dans le
signal d’intérét. Cette correction seule ne suffit pas. Pour compléter notre méthode

d’autocalibration, nous avons ajouté un ¢lément de correction des artéfacts temporels.

3.3.2. Artéfacts temporels

Dans la mesure du possible, une étude sur une biopuce dont le capteur repose sur la
SPR doit étre isolée des contraintes externes (température, lumiére environnante, ...). En effet,

nous avons vu que le couplage entre I’onde incidente et ’onde de surface était trés sensible a
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toute modification des caractéristiques du systéme. Mais cet isolement total n’est pas
réalisable. C’est pourquoi, dans le but de s’affranchir des artéfacts temporels sur les signaux
d’intérét, nous avons créé une méthode de correction autour d’une balance de référence. Cette
balance est positionnée au centre de chaque maille élémentaire. Une maille élémentaire est
une matrice de 6 spots par 6 spots (voir 3.3.1) comprenant 8 balances d’intérét et une balance
de référence au centre. Cette balance de référence était constituée a 1’origine de 2 spots de
sondes non-relevantes calibrées et 2 spots laissés vides. Comme les interactions dans la cuve
sont extrémement spécifiques, en choisissant des séquences zip pour les sondes non-
relevantes ces derniéres ne réagiront pas a 1’injection d’une cible dont la séquence correspond
a un fragment du géne de la CFTR. Les signaux issus de la balance de référence ne seront dus
qu’aux variations intrinséques du systéme (perturbation lumineuse, dérive temporelle due a
’absorption du Na' par la surface, perturbation des alimentations électriques et autres
artéfacts). Toutes ces perturbations entrainent des variations de réflectivités sur I’ensemble de
la puce. Ces variations peuvent étre homogeénes comme pour le cas d’une perturbation
lumineuse, ou a tendance locale, dépdt du Na' sur la surface. C’est pour la deuxiéme tendance
que les balances de référence sont dupliquées dans chacune des mailles élémentaires de
manicre a ce que chaque balance d’intérét soit adjacente a une balance de référence.

La méthode de correction des artéfacts temporels est simple. A chaque signal est
soustrait la moyenne des signaux de la balance de référence la plus proche. Dans certains cas,
les perturbations sont telles que, dans le signal brut, I’interaction ADN-ADN n’est pas

identifiable (Figure 104)
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Figure 104 : Correction des artéfacts temporels par balance de référence. A gauche, les
signaux bruts d’'une sonde parfaitement complémentaire et d’'une sonde non-relevante. A
droite, les deux mémes signaux dont on a soustrait le signal de la sonde non-relevante.
La dynamique de I'hybridation est de nouveau bien visible méme dans le cas d’un signal
brut trés perturbé.
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Grace a I’association de la correction du signal par saut d’indice et de la correction par
les balances de référence, tous les artéfacts temporels qui perturbent I’analyse du signal
d’intérét sont retirés des données, méme dans le cas des études les plus perturbées (Figure

104).

Mais, méme apres cette correction, le signal reste dispersé. Durant notre étude sur
I’influence de la concentration sur le signal de réflectivité nous avons pu observer une grande
dispersion de ces valeurs de variation de réflectivité pour des spots contenant la méme sonde
(Figure 94). Le signal étant corrigé des inhomogénéités de surface et des effets temporels,
nous avons émis I’hypothése d’une dispersion résiduelle induite principalement par

I’inhomogénéité du dépdt des sondes.

3.3.3.Inhomogénéité de la concentration des sondes

Comme nous ’avons montré dans le paragraphe 3.2.2, la concentration des sondes
dans un spot a un fort impact sur sa réponse a l’injection d’une cible parfaitement
complémentaire ou quasiment complémentaire dans la cuve. Cette influence est amplifiée par
les conditions de dépot (fluctuation de température, d’hygrométrie dans 1’arrayer) et par la
méthode d’analyse des données via le masque matriciel. En effet, un dépot de matrice de
sondes sur la puce prend beaucoup de temps, 1h45 pour une matrice 18x18. Durant cette
période, I’arrayer chauffe et, malgré le régulateur d’humidité, la quantité de produit prélevée
par la pointe ne peut étre identique a chaque fois. Le spot créé sera alors de tailles diverses. La
taille du spot variant, le masque intégrera plus ou moins de pixel pour la zone dont le signal
sera utilisé en tant que signal utile. En fonction du nombre de pixels de faible réponse intégrée
dans le moyennage de la réponse d’un spot, la valeur du signal de réflectivité calculée sera
variable. Comme la forme des spots issus d’'une méme sonde varie fortement sur une méme
puce, il existe une disparité des valeurs de réflectivité a I’injection d’une cible. Ces variations
peuvent étre importantes entre deux spots issus d’une méme solution de sonde et donc sensés

répondre de maniere identique.
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Pour savoir si la correction de la dispersion résiduelle pouvait étre corrigée de la méme
manicre que I’inhomogénéité du transducteur (saut d’indice), nous avons tout d’abord étudié
le comportement temporel de cette dispersion.

En se basant sur I’hypothése d’une réponse constante de chacun des spots dans le
temps, nous supposons que la variation de la réponse particuliere d’un spot reste alors trés
faible devant la dispersion entre différents spots de la puce. Lors d’une étude, toutes les
valeurs extraites sont interprétées de manicre relative, c'est-a-dire qu’apreés normalisation par
autocalibration, les signaux sont comparés les uns avec les autres sur la puce. Donc si un
signal qui a une réponse faible lors d’une premicre injection reste constant pour toutes les
autres injections suivantes, il est possible de comparer sa variation a un autre signal
conservant aussi sa sensibilité sur le temps. C'est-a-dire qu’un spot ayant un fort signal est un
spot dont la concentration en sonde est supérieure a 15 uM (). Si les sondes restent accrochées
a la surface au fil des injections, ce spot aura donc une tendance plus importante a interagir
avec les cibles qu’un spot qui a une concentration en sonde moins élevée. Si cette différence
de signal entre deux spots dont la concentration est différente est conservée dans le temps, la

dispersion pourra étre corrigée.

Nous avons donc injecté sur une méme puce le méme produit six fois de suite. Ce
produit cible est un oligonucléotide de 20 bases dont la séquence est parfaitement
complémentaire a toutes les sondes déposées sur la puce. Entre chaque injection de cette cible,
nous avons dénaturé les duplexes formés par 1 minute de circulation d’HCI (11 mM). Les
valeurs que nous avons conservées sont les moyennes des plateaux de réflectivité entre la 9™
et la 10°™ minute de circulation de ces cibles a forte concentration (5 pM). Pour vérifier que
la dispersion du signal d’un spot sur le temps était bien plus faible que la dispersion des
signaux sur I’ensemble de la puce, nous avons étudié le comportement des signaux de
moyennes de plateaux des injections numéros 2 a 6 en fonction de ceux de la premicre
injection par spot (Figure 105). Nous voyons sur cette figure que la dispersion des valeurs
observées sur un méme spot lors d’injections successives de cible de calibration reste tres

faible. Cette caractéristique permet de valider les calculs effectués sur les signaux apres

normalisation.
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Figure 105 : Graphique des valeurs de coefficients de calibration successifs en fonction
du coefficient de la premiére injection de cible de calibration.

Afin de s’affranchir de cette dispersion intra-puce, chacune des sondes déposées
contiendra une séquence dite ‘séquence de calibration’ en plus de sa séquence d’intérét. Cette
séquence est commune a toutes les sondes excepté les sondes non-relevantes-non-calibrées de
la balance de référence. Elle permet de donner une information sur la concentration relative de
chacun des spots lors de son hybridation avec une cible parfaitement complémentaire dite
‘cible de calibration’. Avant chaque injection d’une cible a étudier, nous injectons un
fragment d’ADN de 20 bases (oligonucléotide de synthése) dont la séquence est la suivante :
5" CGCGCGCATACCGGTCAAAA 3°. Le but de cette injection est de rapidement atteindre
le plateau d’équilibre de I’interaction cible/sonde. La concentration en cible de calibration de
la solution injectée est donc importante : 5 uM. Si nous n’observons qu’un seul spot sur la
puce, nous n’obtenons qu’une seule valeur de réflectivité pour I’hybridation particuliére entre
la cible circulant et la sonde observée. Mais dés que nous dupliquons ce spot sur la puce, le

signal est dispersé (Figure 106).
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Figure 106 :@ Réflectivité en fonction du temps pour un spot (gauche) et pour une
matrice de spots (droite)

Comme chacun des spots est sensé réagir de maniere identique a I’injection de la
solution cible, chacune des valeurs de réflectivité obtenue refléte la structure particuliere de
chacun des spots (concentration des sondes, inhomogénéité de la fonctionnalisation et du
dépot métallique sous le spot). Pour corriger cette dispersion, nous prenons la moyenne de
toutes les valeurs des plateaux d’hybridation pour créer un coefficient central de calibration :
Cca. De la méme maniére que pour le saut d’indice, chacun des signaux est multiplié¢ au
coefficient suivant : C../C;, ou Cea est le coefficient central de calibration et C; est la valeur
du plateau d’hybridation du signal lui-méme. Grace a cette correction, 1’écart entre le signal
maximum et le signal minimum passe de 1 % a 0.2 % pour les sondes parfaitement

complémentaires et de 0.3 % a 0.2 % pour les sondes quasiment complémentaires (Figure
107).

ARéflectivité (%)

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15

20 25 30

Temps (min) Temps (min)
Figure 107 : Courbes de réflectivité en fonction du temps pour les signaux bruts (a
gauche) et pour les signaux corrigés (a droite). Les courbes vertes correspondent aux
spots des sondes parfaitement complémentaires et les courbes rouges correspondent aux

spots des sondes quasiment complémentaires.
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Chacune de ces techniques de correction sont inclues dans le protocole

d’expérimentation et dans le protocole d’analyse des données.

3.3.4.Cycle de correction

Lors d’une étude sur un produit de patient ou un produit test de synthése, nous
effectuons un « cycle » d’injections nous permettant d’obtenir les coefficients de correction
pour le saut d’indice et pour la calibration. Ce cycle d’injection repose sur une ligne de base
correspondant a la valeur de réflectivité de la circulation de la solution tampon de PBS 1x.
Cette ligne de base est utilisée comme référence pour le niveau de réflectivité de chacun des
spots. Une fois cette ligne de base stabilisée, nous injectons pendant 5 minutes la solution de
PBS 1.25x servant de saut d’indice. Nous injectons ensuite la solution tampon de base de PBS
Ix. Cette premiere étape sert pour le calcul des inhomogénéités de surface et la correction de
leurs effets sur chacun des spots. Sans arréter le systéme, nous injectons une solution de cibles
de calibration (cibles de synthése de 20 bases) a une forte concentration : 5 uM. Nous mettons
cette solution de 500 pL en circuit fermé, c'est-a-dire que le tuyau de sortie de la cuve est
replacé dans le tube contenant la solution ou puise déja le tuyau d’entrée de la cuve. Nous
gardons ce circuit fermé jusqu’a atteindre un équilibre d’interaction sur la puce. Cet équilibre
est représenté par un plateau horizontal de réflectivité sur le signal. Le plateau est atteint de
manicre générale en une dizaine de minutes dépendamment de la taille de la cuve, de la
vitesse de rotation de la pompe et de I’état des tuyaux. Comme la solution tampon et la
solution de cibles de calibration n’ont pas exactement le méme indice de réfraction, afin de
garder des valeurs de réflectivité comparables, nous injectons a nouveau la solution tampon
pendant 5 a 10 minutes. C’est I’étape de ringage. Durant cette étape, nous obtenons
exactement la valeur de réflectivité correspondant aux interactions de surface seules et non
ajoutées a un changement d’indice de la solution circulante elle-méme. Aprés 10 minutes de
circulation de la solution tampon, nous injectons une solution de HCl (2 5 mM) pendant
1 minute afin de dénaturer la puce. Cette solution va diminuer le pH a I’intérieur de la cuve et
les brins d’ADN vont se dissocier. Seules vont rester les sondes accrochées a la surface. Nous
réinjectons la solution tampon pendant 5 minutes de maniere a réobtenir le plateau stable de

référence de réflectivité. La solution de cible d’intérét est injectée et mise en circuit fermé
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jusqu’a atteindre un plateau d’équilibre pour les cibles en forte concentration ou pendant

15 minutes pour les cibles en faible concentration (Figure 108).
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Figure 108 : Exemple d’'un cycle d’injection pour I'analyse d’une cible. Les courbes
représentent la variation de réflectivité en fonction du temps pour 3 spots
différents : en rouge, un spot parfaitement complémentaire, en bleu un spot guasiment

complémentaire, en noir un spot de référence. Chacune des étapes du cycle est

observable. En premier, le saut d’indice, suivi de l'injection de la calibration et,

enfin, de I'injection de la cible d’intérét.

Tous les signaux sont enregistrés sans correction pendant 1’expérience, méme si
’utilisateur, pour des raisons pratiques, peut y soustraire les signaux de référence pour
s’affranchir des dérives et artéfacts temporels. Nous avons développé un programme de post
traitement qui analyse les données, extrait les signaux d’intérét des autres informations,
comme les inhomogénéités de surface ou les artefacts temporels, les classe et les met en
forme. Ce programme est développé sous Igor et nous permet, outre le fait de localiser les
zones d’interaction (paragraphe 2.5), de corriger la dispersion des données. L.’ensemble des
sauts d’indice est analysé, les coefficients calculés et les signaux modifiés en conséquence.
Cette premicre correction peut paraitre superflue du fait que I’information de dispersion due
aux inhomogénéités du transducteur est aussi contenue dans la donnée de calibration. Mais
elle est indispensable en vue de la correction par les balances de référence. Chaque signal, y

compris les signaux issus des balances de référence, est nettoyé de I’influence du transducteur
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et ramené a une valeur centrale. Grace a cette premicre étape, il devient possible de soustraire
les signaux de référence aux signaux d’intérét. Comme nous I’avons mentionné, les
différentes solutions injectées n’ont pas le méme indice de réfraction et I’influence qu’ont les
sauts d’indice sur leurs variations varie d’un endroit a ’autre de la puce. En normalisant
toutes les données par le coefficient central du saut d’indice, les signaux de référence

deviennent utilisables (Figure 109).

2.0+

ARSéflectivité (%)

0.5 -
Calibration

Saut d'indice

Cible d'intérét

0.0

0.5

0 10 20 30
Temps (min)

Figure 109 : Cycle d’injection corrigé par le saut d’indice. Les variations de réflectivité
en fonction du temps pour les spots parfaitement complémentaires, quasiment
complémentaires et de référence sont corrigées de la dispersion du transducteur.

L’étape suivante est I’étape de soustraction des signaux de référence dont les balances

sont centrées sur les mailles élémentaires (Figure 110).
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Figure 110 : Cycle d’injection corrigé par les spots de référence. Les artéfacts temporels
sont retirés des signaux de calibration et d’intérét.
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La derniére étape consiste a calculer le coefficient de calibration et a retirer des

signaux la dispersion due aux hétérogénéités de concentrations des sondes (Figure 111).
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Figure 111 ‘ Cycle d’injection corrigé par la calibration. Les signaux ne correspondent
plus qu’aux réelles interactions entre les cibles et les sondes. Ici, la cible d’intérét était
une cible WT. Le spot WS a donc un plus fort signal que le spot MS. Lors de l'injection du
PBS 1Ix directement aprés la circulation de la cible, nous observons un décrochement
plus Important sur le spot quasiment complémentaire que sur le spot parfaitement
complémentaire.

Grace a cette méthode de correction, des données la détermination de certains

diagnostics est rendue possible.

3.3.5.Application au diagnostic génétique

Afin de valider la nécessité d’utiliser une méthode de correction de la dispersion des
données, nous nous sommes placés dans les conditions correspondant au cas d’un diagnostic
génétique difficile de produit de patient. Les oligonucléotides de synthése utilisés sont des
cibles de 25 bases en faible concentration : 0.05 uM. Cette faible concentration nous permet
de nous placer dans des conditions similaires a I’envoi d’une cible issue de patient qui, pour
une longueur de 400 bases, est injectée a une concentration de 0.06 uM. L’expérience suit une
séquence simple. Sur une méme puce composée d’'un damier de spots WS et MS pour la

mutation M470V, qui est une SNP, nous injectons séquentiellement une cible WT, une cible
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MT et une solution cible HT. Pour chaque injection, nous effectuons un cycle complet
comprenant un saut d’indice et une injection de cible de calibration. Chaque cible d’intérét
circule pendant 15 minutes. De chacune des balances est extrait un signal de différence entre
les spots WS et les spots MS. En théorie, la pente du signal résultant indiquera le type de la
cible injectée. Si la pente est positive, la cible est saine, si la pente est négative, la cible est
mutée, si la pente est nulle, la cible est hétérozygote. Sans aucune correction, seule la
redondance des spots sur la puce permet de déterminer le type de cible qui circule (Figure
112). Mais cette détermination ne peut étre optimisée car elle n’est possible que suite a
I’analyse d’une personne observant 1’évolution de ’ensemble des signaux différentiels issus

des balances répétées sur la puce.
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Figure 112 Différence de variation de réflectivité en fonction du temps pour chacune
des injections de cibles WT, MT et HT. Lorsque nous superposons les trois injections sur
le méme graphique, il devient difficile de différencier certains signaux WT et HT ainsi
que certains MT et HT. Pour un diagnostic ne se basant que sur une ou deux balances,
I'information ne peut étre significative d’un type de cible particulier.
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La correction par saut d’indice permet de disjoindre les signaux HT des deux autres
types de signaux mais 1’écart entre chacune des zones de confinement des signaux est trop

faible pour qu’un diagnostic puisse étre clair (Figure 113).
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Figure 113 : Signaux de différence d’évolution de réflectivité des balances pour les trois

types d’injections superposées et corrigés par le saut d’indice. Les signaux commencent a
se différencier les uns des autres.

C’est grace a la derniére correction par calibration que les signaux de différence

suivent une direction particuliére et identifiable pour chacune des injections (Figure 114).
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Figure 114 : Signaux de différence de I'évolution de réflectivité des balances pour les
trois types d’injections superposées et corrigées par la méthode d’autocalibration. Au
bout de 6 minutes de circulation des cibles, I'information du diagnostic commence a

émerger, a partir de 10 minutes de circulation des cibles, le diagnostic peut étre
clairement établi sans ambiguité.
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Afin de valider la possibilité d’obtenir un diagnostic génétique par notre systéme de
détection reposant sur la méthode d’autocalibration, il faut que les zones d’identification du
type du patient (zone WT, zone MT et zone HT) soient bien différenciées. Dans le cas de
notre expérimentation, il faut que I’ensemble des valeurs de réflectivité des trois injections se
trouvent dans des zones disjointes les unes des autres. Afin d’observer 1’écart des moyennes

des réflectivités entre les trois injections, nous utilisons I’écart type :

o = ﬁz(yi_mR)z

ou E x; est le nombre de valeurs, y;, la valeur de réflectivité du spot « i » etm,, la moyenne

de la réflectivité sur 1’ensemble des spots. Sans aucune correction, les moyennes de
réflectivité des zones d’identification ne sont séparées que de 10 maximum. 68% des valeurs
seront alors contenues dans les bons cones d’identification alors que les 32% restant
donneront de faux diagnostics. La correction par saut d’indice, méme si elle est indispensable
a Dautocalibration, n’améliore pas beaucoup cette statistique. Ce n’est qu’avec
’autocalibration totale que la discrimination du type du patient peut se faire sans équivoque.
En effet, dés la 10°™ minute de circulation du produit cible dans la cuve, les moyennes de
réflectivités des trois zones d’identifications sont séparées de plus de 20, soit plus de 95% des
valeurs contenues dans le bon cone d’identification. Au bout de 13 minutes de circulation, la
séparation excede les 30, soit plus de 99.6% des valeurs contenues dans le bon cone

d’identification (Figure 115).
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Figure 115 Moyenne des valeurs de réflectivité et écart type des données brutes (0),
corrigées par saut d’indice (1) et corrigées par autocalibration (2) pour une circulation de
5minutes (gauche), 10 minutes (centre) et 13 minutes (droite) de la solution cible dans la
cuve. En vert, sont représentées les données correspondant a I'injection d’une cible WT,
en rouge celles d’une cible MT et en bleu, celles d’une solution HT.
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Si nous représentons ces variances en fonction du temps pour les données brutes et les

données corrigées, nous constatons qu’il devient trés facile d’identifier le type de sonde apres

correction alors qu’il subsiste toujours une incertitude pour les données brutes (Figure 116).
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Figure 116 : Graphiques de I'évolution de la moyenne de la différence de réflectivité en
fonction du temps pour la version brute des données (gauche) et corrigée (droite). En vert,
I'injection d’une cible WT, en rouge, d’'une cible MT et en bleu d’une cible HT.

3.3.6.Conclusion

Grace a notre méthode de correction des données par autocalibration, nous arrivons a

nous affranchir de la dispersion des données due a 1’inhomogénéité de la surface (dépot

métallique, fonctionnalisation,..), due aux artéfacts temporels et due a I’inhomogénéité de la

concentration des sondes déposées sur la puce. Cette correction nous permet d’obtenir un

diagnostic génétique pour une SNP (la M470V) avec une précision excédant les 99,6%. 11 faut

toutefois considérer que la loi statistique de I’écart type n’est pas bornée et le pourcentage

inclue les ailes de la distribution des valeurs (Figure 117).
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Figure 117 : Diagramme de répartition des valeurs suivant une loi d’écart type.

Dans notre cas, le nombre de valeurs correspond au nombre de réplicats des spots sur
la puce car le signal utilisé est une moyenne des signaux de chacun des pixels composant le
spot. Nous avons donc un maximum et un minimum de différence de réflectivité. Cette notion
de bornes diminue considérablement la probabilit¢ d’erreur compte tenu du fait que la
méthode d’autocalibration inclut une élimination des spots défectueux. C'est-a-dire que, lors
de I’injection de la cible de calibration, les spots n’ayant pas une réponse suffisamment
importante par rapport a la moyenne des réponses sont éliminés. Ce seuil est actuellement
réglé a 50% du signal moyen de calibration et est modifiable manuellement. De ce fait, la
soustraction entre les réponses des spots WS et les spots MS ne dépasseront pas un écart de

20 par rapport a la moyenne.

3.4. Température

Pour pouvoir comparer qualitativement et quantitativement des interactions ADN :
ADN, il faut que les expériences réalisées soient reproductibles. Or ces interactions, outre la
nature des produits utilisés, dépendent fortement de la température ambiante lors des
expériences, comme le montre le calcul du Ty. En effet, plus la température de manipulation
est élevée, plus I’agitation thermique va favoriser I’état simple brin a I’état double brin dans la
cuve. Il apparait alors nécessaire de maitriser la température afin de fixer ce parameétre
important pour I’hybridation sur la puce. Par le biais du systeme décrit dans le chapitre
2.1.3.La régulation de température, la température de la cuve est stabilisée a +/- 0.05°C. Cette
régulation contrdlée nous permet de changer la température de la cuve sur des gammes qui ont

évolué au fil des améliorations du systéme.
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Outre le fait de pouvoir obtenir des résultats plus reproductibles, le systéme de
régulation de température nous permet d’étudier les conditions thermiques pour lesquelles la
détection d’une mutation par discrimination sur une balance est la plus évidente. Comme nous
I’avons dit, toutes les valeurs de Ty obtenues par le biais de la méthode du ‘next nearest
neighbour’ de John Santal.ucia Jr. concernent une hybridation en solution. Dans notre cas, la
valeur réelle du Ty est différente. Elle doit tenir compte de la réduction des degrés de liberté
des sondes qui sont fixées a la surface. Nous avons donc essayé de connaitre le Ty exacte de
chacune des interactions.

Dans un premier temps, notre systéme de régulation ayant une évacuation thermique
trop faible, il n’était pas possible d’évacuer les calories du radiateur (voir chapitre 2.1.3.La
régulation de température) de maniere efficace. Un refroidissement intensif n’était alors pas
possible. Les premiéres expérimentations portaient sur une gamme allant de 23°C a 40°C
maximum. Au-dela, des bulles de dégazage apparaissaient dans la solution circulante et se
bloquaient dans la cuve rendant les spots situés dessous inutilisables. En dec¢a, le radiateur
n’arrivant pas a évacuer les calories, le systéme de régulation divergeait et la température se
mettait a augmenter a nouveau jusqu’a des valeurs pouvant atteindre les 80°C pour des
commandes a 10°C.

Lors de précédentes études, et notamment durant la theése de Nathalie Bassil, I’équipe a
défini une relation de maniere expérimentale entre la variation de réflectivité obtenue pour un

spot (AR) et le Ty de I’interaction des sondes le composant. Cette relation est la suivante :

AR(T,,) = aT —y Eq3.1
1+6XP[/J"(MT)]

ou o, B et y sont des constantes obtenues de maniére expérimentale mais dépendantes des
conditions initiales de systéme sur lequel on les calcule. Dans la thése de Nathalie Bassil,
a valait 0.037% par base, B valait 60 et y était une température de correction des effets de
surface et valait 32°C avant et 38°C apres ringage. Afin de valider cette relation empirique,
nous avons déposé la méme matrice que pour le chapitre 3.2.2.Concentration des sondes. Les
sondes utilisées sont celles regroupées dans le tableau récapitulatif de la Figure 88 et la
matrice s’architecture autour des mémes mailles élémentaires (Figure 95) en une matrice 18

par 18 spots. En premier lieu, nous avons fait varier la température sur 3 paliers : 25, 29 et
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33°C. Pour chacune des sondes déposées sur la puce, nous tirons trois valeurs de réflectivité,
une pour chaque température. Si nous prenons l’exemple d’une injection d’une cible
oligonucléotide de 25 bases WT pour la mutation Q493X
(5 TCCAGGAAAACTGAGAACAGAATGA 3’), nous aurons 3 valeurs de réflectivité pour
son interaction avec la sonde WS, 3 autres pour son interaction avec la sonde MS, encore 3
valeurs pour son interaction avec la sonde WS+m et 3 dernicres pour son interaction avec la
sonde MS+m (Figure 88). Les quatre valeurs de Ty correspondantes sont :
WT/WS :42.1°C
WT/MS :32.2°C
WT/WS+m : 31.4°C
WT/MS+m : 12.9°C
Pour chacune de ces interactions, il existe alors une relation liant le taux de duplexes a la
température de la solution, ce taux valant 50% a la valeur du Ty de I’interaction (Figure 21).
Ca taux est alors représenté, dans notre systéme, par une variation de réflectivité en fonction

de la température (Figure 118).
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Figure 118 - Courbes théoriques de la réflectivité en fonction de la température pour les
balances ciblant la mutation Q493X a l'injection d’une cible WT. Les ensembles de points
correspondent aux réponses des spots d'un méme type de balance. Il y a trois balances :
MS+m, WS+m, MS et WS. Pour chacune des interactions, nous avons une courbe
théorique de la variation de réflectivité en fonction de la température.
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Afin d’observer ce signal de réflectivité de manicre globale, nous pouvons représenter
son évolution en fonction de la température soustraite du Ty de chacune des interactions.
Cette représentation permet de superposer chacune des courbes obtenues lors d’'une méme

injection et de recouvrir une plus grande partie de la courbe théorique (Figure 1197).
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Figure 119 : Courbes de réflectivité en fonction de T-TM pour un ensemble de balances
ciblant la mutation Q493X lors d’une injection d'une cible WT. La courbe noire
représente la courbe théorique pour ces interactions.

Dans la Figure 119, chaque ensemble vertical de point correspond a 1’ensemble des
réflectivités obtenues pour un type de spot répliqué sur la puce. La dispersion est importante
compte tenu du fait que les données ne sont pas corrigées par calibration, ces sondes n’ayant
pas de séquence de calibration a cette période de ma thése. En regroupant les valeurs de
réflectivité sur un méme graphique en fonction de Ty-T, nous pouvons nous contenter
d’effectuer une étude sur une échelle plus réduite de température. Chacune des quatre
interactions avec la cible WT décrira une portion de I’évolution de la réflectivité en fonction
de Tm-T. Dans I’expérience, nous avons injecté plusieurs cibles WT et nous avons pu
observer plusieurs comportements. Les balances ciblant les mutations 1716-1 et V520F (voir
tableau de la Figure 88) décrivent une courbe décentrée. C'est-a-dire que les Ty calculés sur le
site de Michael Zuker ne correspondent pas réellement aux interactions qui ont lieu sur notre

puce (Figure 120).
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Figure 120 : Courbes de réflectivité en fonction de T-Tu pour un ensemble de balances
ciblant la mutation 1716-1 (gauche) et V520F (droite) lors d’une injection d’une cible WT.
La courbe noire représente la courbe théorique pour ces interactions.

Nous en avons conclu qu’il était possible d’obtenir expérimentalement la sigmoide
théorique pour chacune des interactions que nous ¢étudions en faisant varier la température
dans la cuve sur une gamme plus importante. Le régulateur de température a ét¢ amélioré de
maniére a permettre un refroidissement de la cuve jusqu’ ‘a 7°C. Sur la base des
expérimentations précédentes nous avons étendu les séquences ciblées aux exons 3 et 9 de la
CFTR. Pour causes de problémes de fonctionnalisation et de dépdt matriciel, ces dernicres
expérimentations n’ont pas pu étre réalisées dans des conditions permettant une bonne
extraction des données. Cependant, nous avons pu en retirer une relation concernant
I’évolution de la vitesse d’hybridation en fonction de la température. Dans une gamme allant
de 7°C a 27 °C de commande (par pas de 2°C en commande), nous avons injecté une solution
de cibles WT de synthése en forte concentration (SuM). La Figure 121 montre une cinétique
d’interaction pour trois balances différentes a une température réelle de cuve de 14.2°C (soit
une commande de 11°C). La balance ciblant la mutation Q493X de I’exon 10, celle ciblant la
mutation D443Y de I’exon 9 et celle ciblant la mutation 394delTT de I’exon 3. Les deux
premiéres mutations étant des SNP, les réponses des sondes WT et MT sont quasiment
identiques. La derniere est une délétion et la différence ente les signaux WT et MT est déja

grande pour une température faible. Les séquences des simples brins d’ADN de la Figure 121

sont :

Sonde Q493X WS : 5 TTTTTTTTTT TGTTCTCAGTTT 3’
Sonde Q493X MS : 5 TTTTTTTTTT TGTTCTTAGTTT 3’

Cible Q493x WT : 5> TCCAGGAAAACTGAGAACAGAATGA 3°

Sonde D443Y WS : 5 TTTTTTTTTT TCCTGAAAGATATTA 3’
Sonde D443Y WS : 5 TTTTTTTTTT TCCTGAAATATATTA 3°

Cible D443Y WT : 5 TCCAGGAAAACTGAGAACAGAATGA 3’
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Sonde 394delTT WS : 5 TTTTTTTTTT ATCTTTTTATATTT 3’
Sonde 394delTT MS : 5> TTTTTTTTTT AATCTTTATATTTA 3°
Cible 394delTT WT : 5 CCCCTAAATATAAAAAGATTCCATA 3’

W 394delTT WS

0394delTT MS
, AQ493XWS
= A Q493X MS
o D443Y WS
O D443Y MS

ARéflectivité (%)

0,0 T T T T T T v T ! |
0 1 2 3 4 5
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Figure 121 : Cinétiques d’hybridation pour trois balances différentes - Q493X, D443Y et
394delTT. Les courbes montrent les réponses des spots WS et MS pour chacune des trois

mutations a linjection des cibles WT correspondantes a une température de cuve de
14°C.

Chacune des cinétiques est comparée a une loi de Langmuir en mono-exponentielle.
Ce mod¢le prend en compte une sonde fixée a une surface interagissant avec une cible en

cvi

solution [*']. L’hybridation des sondes est une fonction du temps, elle est directement
proportionnelle a la mesure de variation de réflectivité AR(t) et s’écrit comme suit :

t

— _ T
AR(1) = AR, |1-e¢ o3l
ou AR est la valeur de réflectivité atteinte a 1’équilibre et T est la constante de temps de la
cinétique d’hybridation. Cette constante de temps est directement liée a la constante
d’interaction des molécules mises en contact.

La Figure 122 montre un exemple de courbes obtenues par ajustement des données

suivant une loi de Langmuir de la cinétique normalisée du spot WS de la mutation 394delTT.
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Figure 122 Ajustements de Langmuir de cinétiques d’interaction normalisées pour la
sonde 394delTT lors d’une injection d’une cible WT pour trois températures © 10, 12.6,
15.8 et 20.6 °C. Plus la température d’expérimentation est basse, plus la constante de
temps de I'ajustement exponentiel est grande.

Pour chacun de ces ajustements, plus la constante de temps de la courbe est important,
moins la réaction est rapide. Et moins la réaction est rapide moins le taux de d’association est

important devant le taux de dissociation. Nous pouvons définir la fraction de sondes hybridées

(& ) sur un spot par la relation suivante :

A -V —k -
K c=8)=kys o6

ou kug et kgis sont les constante d’association et de dissociation et ¢ est la concentration en

cibles. Nous en déduisons la cinétique d’interaction K :

g o
k

diss

Pour qu’un duplexe puisse se former de manicre stable il faut que kags soit supérieur a kis.

Les lois thermodynamiques meénent a la relation dépendante de la température

suivante :

~RT.In(K)=AH -T.AS Eq.3.2



ou R est la constante des gaz parfaits, AH la variation de I’enthalpic de la réaction
d’hybridation et AS la variation de son entropie. La variation de I’enthalpie d’un systéme
exprime la quantit¢ de chaleur mise en jeu pendant la transformation d’un systéme
thermodynamique a pression constante. L’entropie mesure la quantit¢ de désordre d’un
systtme au niveau microscopique. Nous considérons ces valeurs indépendantes de la
température dans la petite gamme décrite par notre systetme de régulation. En émettant
I’hypothése que la constante de temps issue de I’équation 3.1 est inversement proportionnelle

a la constante de réaction, nous obtenons :

—R.In oc-l =£—AS
T T
Qui devient :
1 AH
R.In e E, T Eq.3.3

ou Eg est un terme indépendant de la température.

La Figure 123 montre la relation entre la constante de temps et la température pour la sonde

394delTT WS et la sonde Q493X WS a [linjection de leur cible WT et MT.
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I 504 | )i
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Figure 123 : Représentation de la constante de temps de la réaction en fonction de la
température pour deux type de sondes : 394delTT WS et Q493X WS a l'injection de leur
cible WT et MT respectives. Les valeurs expérimentales valident la relation linéaire
prévue par I'équation 3.3.

Les valeurs de AH peuvent étre extraites en calculant la pente des ajustements linéaires.

Nous obtenons, par exemple, les valeurs suivantes :

Sonde Q493X WS — Cible WT : AH = -16.1 kcal.mol™ (+/-0.8)

Sonde Q493X WS — Cible MT : AH = -13.6 kcal.mol™ (+/-1.4)

Sonde 394delTT WS — Cible WT : AH =-10.7 kcal.mol™ (+/-1.1)

Sonde 394delTT WS — Cible MT : AH = -12 kcal.mol (+/-1.3)
Malgré le comportement linéaire de la relation entre la constante de temps de la réaction et la
température, les valeurs de la pente ne sont pas en adéquation avec la théorie. En effet, ces
valeurs semblent trés en deca des prévisions de John Santalucia Jr. qui peuvent étre
obtenues sur le site de Michael Zuker :

Sonde Q493X WS — Cible WT : AH = -89.2 kcal.mol™

Sonde Q493X WS — Cible MT : AH = -73.9 kcal.mol™

Sonde 394delTT WS — Cible WT : AH = -126.3 kcal.mol”

Sonde 394delTT WS — Cible MT : AH = -122.4 kcal.mol”!

" arrive a une

Une étude plus approfondie de ces effets par 1’équipe de T. Livache [

conclusion similaire.

Les valeurs obtenues montrent clairement soit une limitation de nos expérimentations
soit du calcul théorique. Deux hypotheses ont été émises quant a la nature d’une limitation de
nos résultats expérimentaux. La premicre repose sur le probléme de 1’ajustement lui-méme.
Les constantes de temps des cinétiques d’interactions étant trop importantes et les points de

mesure trop espacés, il est difficile d’obtenir une corrélation exacte entre le modeéle mono-
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exponentielle et les données brutes. Pour résoudre ce probléme, nous avons prévu des
expérimentations durant lesquelles les cibles injectées seront en concentration faibles, de
I’ordre de 0.5 uM. Cette modification du produit injecté permettrait d’obtenir des cinétiques
d’interaction plus lentes afin de multiplier le nombre de relevés expérimentaux sur la partie
initiale de ces cinétiques et, ainsi, obtenir un ajustement plus efficient.

La deuxieme hypothese tient compte de la capacité des simple brins d’ADN a s’auto-
hybrider (voir chapitre 1.2.1.Qu’est-ce que I’ADN ? et le chapitre 3.5.Structures secondaires).
En effet, les sondes, tout comme les cibles, du fait de leur faible longueur de persistance
(Figure 20), peuvent former des structures secondaires et ainsi rendre moins accessible une
partie de leur séquence. Une description plus approfondie du phénomeéne des structures
secondaires est développée dans la partie suivante. Ces structures deviennent moins stables a
mesure que la température augmente. Il pourrait étre envisageable de renouveler les
expérimentations a des températures plus élevées afin de favoriser les interactions des sondes
avec les cibles plutot qu’avec elles-mémes. A I’heure actuelle, ces expérimentations n’ont pas
encore pu &tre réalisées pleinement compte tenu de problémes de fonctionnalisation et de

dépot des sondes.

3.5. Structures secondaires

L’utilisation d’un matériel génétique simple brin en solution permet I’hybridation de
ce brin sur lui-méme du fait de sa courte longueur de persistance (Figure 20). Ces structures
secondaires modifient ’accessibilité des séquences ciblées par les sondes. En effet, si une
mutation potentielle se situe sur un fragment d’exon auto-hybridé, la sonde permettant la
détection de cette mutation ne pourra pas s hybrider facilement avec sa séquence cible, déja
en duplexe. De plus, les sondes elles-mémes peuvent former ces structures secondaires
empéchant une cible d’interagir avec elle. La formation de chacune des structures secondaires
dépend des caractéristiques du milieu ambiant. La température, la concentration en Na', de
manicre générale la stringence de la solution, vont influer sur la stabilit¢ d’une structure
secondaire et sur sa probabilité d’exister. De la méme maniére que les valeurs de Tyu
théorique, les formes de structures secondaires probables pour un simple brin d’ADN ont été

calculées sur le site de Michael Zucker : http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/dna-forml.cgi

. . r r : + 2+ 7
qui fournit pour une séquence, une température, une concentration en Na' et Mg~ données les

structures secondaires les plus probables que pourra prendre le brin d’ADN. Si nous prenons
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I’exemple de I’exon 10 dont la séquence est la suivante :
5" CATTCACAGTAGCTTACCCATAGAGGAAACATAAATATATGTAGACTAACCGA
TTGAATATGGAGCCAAATATATAATTTGGGTAGTGTGAAGGGTTCATATGCATAA
TCAAAAAGTTTTCACATAGTTTCTTACCTCTTCTAGTTGGCATGCTTTGATGACGC
TTCTGTATCTATATTCATCATAGGAAACACCAAAGATGATATTTTCTTTAATGGTG
CCAGGCATAATCCAGGAAAACTGAGAACAGAATGAAATTCTTCCACTGTGCTTAA
TTTTACCCTCTGAAGGCTCACGTTCTCCCATAATCATCATTAGAAGTGAGATCTGG
AAATAAAACCCATCATTATTAGGTCATTATCAAATCACGCTCAGGA 3 a une
température de 22 °C, une concentration de Na" = 0.138 M et une concentration de Mg®" = 0,
nous obtenons 3 structures possibles (Figure 124, Figure 125 et Figure 126).

Dans un premier temps, nous avons étudié I’accessibilité des séquences ciblées par les
sondes en fonction du pourcentage de bases libres de structures secondaires pour différentes
valeurs de température (Figure 127, Figure 128 et Figure 129). Cette valeur donne une
premicre approche d’un coefficient d’accessibilité réel qui régule les interactions au sein de la
cuve. Plus le coefficient d’accessibilité est élevé, plus I’hybridation entre la cible et la sonde
sera favorisée. Basé sur cette premiére méthode de prédiction de 1’accessibilité¢ des séquences
cibles, nous projetons d’en complexifier le calcul en prenant en compte par exemple le
nombre de bases C et G occupées et libres. En effet, plus il y aura de bases C et G libres par
rapport au nombre de bases occupées total, plus il sera facile au brin sonde de briser la

structure secondaire pour s’hybrider sur la cible, le lien C-G étant plus fort que le lien T-A.
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Figure 124 : Structure secondaire numéro 1 de I'exon 10 a une température de 22°C et
une concentration en Na* de 0.138 M avec un AG de -33 kcal.mol!. Les SNP sont
surlignées en rouge, les délétions, en bleu. Certaines séquences ciblées par les sondes se
recouvrent comme entre la 493X et la 1609delTG ou la AF508 et 1a AI507.
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Figure 125 : Structure secondaire numéro 2 de I'exon 10 a une température de 22°C et

une concentration en Na* de 0.138 M avec un AG de -32.36 kcal.mol!. Les SNP sont
surlignées en rouge, les délétions, en bleu. Certaines séquences ciblées par les sondes se
recouvrent comme entre la Q493X et la 1609delTG ou la AF508 et la AI507.
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Figure 126 : Structure secondaire numéro 3 de I'exon 10 a une température de 22°C et
une concentration en Na* de 0.138 M avec un AG de -31.65 kcal mol”

-31. .mol?. Les SNP sont
surlignées en rouge, les délétions, en bleu. Certaines séquences ciblées par les sondes se
recouvrent comme entre la Q493X et la 1609delTG ou la AF508 et 1a A1507.
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Figure 127 : Coefficients d’accessibilité pour les mutations de I'exon 10 a 20°C pour les 3
structures secondaires les plus probables.
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Figure 128 : Coefficients d’accessibilité pour les mutations de I'exon 10 a 22°C pour les 3
structures secondaires les plus probables.
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Figure 129 : Coefficients d’accessibilité pour les mutations de I'exon 10 a 25°C pour les 3
structures secondaires les plus probables.
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Nous constatons que plus la température est élevée, plus les séquences ciblées sont
accessibles. Mais nous savons que plus la température est élevée, moins le signal est
important, car moins les duplexes sont stables. L’étude a aussi porté sur ’influence de la
concentration en Na' sur ’accessibilité des cibles. L optimum de discrimination étant atteint
pour une concentration de 0.3M, nous avons fait la comparaison a 25°C entre une solution de

PBS 1x et une solution de concentration en Na” = 0.3M (Figure 130).
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Figure 130 : Coefficients d’accessibilité pour les mutations de I'exon 10 a 25°C pour les 3
structures secondaires les plus probables pour une concentration en Na* de 0.138 M
(gauche) et 0.3 M (droite).

De maniere a observer expérimentalement les coefficients d’accessibilité réels, nous
avons découpé I’exon 10 en fragments dont le Ty était centré sur 50°C de maniére a pouvoir
réaliser une expérimentation a haute température. Le but de cette expérimentation était
d’injecter une solution d’exon 10 dans la cuve sur une matrice dont les sondes auraient
initialement la méme affinité avec la cible en circulation. La différence de signal observé ne
serait alors due qu’a I’existence de structures secondaires sur les simples brins d’ADN. Du
signal enregistré, nous pouvons alors remonter a un coefficient d’accessibilité¢ réel nous
permettant de corroborer les résultats théoriques obtenus sur le site de Michael Zuker et basés

sur les calculs de John Santal.ucia Jr. Les sondes calculées sont regroupées dans le tableau

suivant :
N° Séquence Tm (°C)

S01 AGCTACTGTGAATG 49.9
S02 TCCTCTATGGGTAAG 51.1
S03 CTACATATATTTATGTTTCC 50

S04 ATATGTAGACTAACCG 50.8
S05 CCATATTCAATCGGT 50.2
S06 TTATATATTTGGCTCCA 49.9
S07 CACTACCCAAATTATA 50.1
S08 ACCCTTCACACT 50.6
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S09 TTTTGATTATGCATATGA 50.1

S10 TGTGAAAACTTTTTGA 50.2
S11 GGTAAGAAACTATGTG 51.3
S12 CAACTAGAAGAGGTA 49.9
S13 AAAGCATGCCAA 49

S14 AGAAGCGTCATC 49.8
S15 CCTATGATGAATATAGATAC 51.4
S16 GGTGTTTCCTATGAT 51.1
S17 AAAATATCATCTTTGGT 50.4
S18 GCACCATTAAAGAAAAT 52.4
S19 GCCTGGCACC 53.6
S20 AGTTTTCCTGGATT 49.7
S21 TCATTCTGTTCTCAG 50

S22 AGTGGAAGAATTTCA 49.3
S23 TAAAATTAAGCACAGT 50.2
S24 CCTTCAGAGGGTAAA 52.6
S25 AACTGGAGCCT 49.5
S26 AATGATGATTATGGGA 50.6
S27 ACTTCACTTCTAATG 49.8
S28 GTTTTATTTCCAGACT 49.7
S29 CTAATAATGATGGGTTT 50

S30 ATTTGATAATGACCTAAT 50.3
S31 GAGCGTGATTTGA 50.9
S32 TCCTGAGCGTG 52.3

Figure 131 : Tableau des fragments sonde de l'exon 10 avec leur Tv en °C

Faute de temps et du fait de multiples problémes de fonctionnalisation et de dépdt
matriciel des sondes, nous n’avons pas pu réaliser ces expérimentations. Toutefois, au fil des
essais expérimentaux sur 1’étude de ces structures secondaires, nous avons pu établir que le
modele sur lequel se base nos hypothéses théoriques ne semble pas assez complet. En effet, le
calcul du Ty et des paramétres thermodynamiques des interactions ADN-ADN obtenus sur le
site de Michael Zuker ne tient compte que d’un nombre limité de paramétres du systéme. La
température d’expérimentation, la concentration en Na~ et en Mg®" et la concentration en
produit ne suffisent pas a rendre compte des phénomenes observés. De manicre expérimentale,
en changeant seulement la composition de la solution tampon mais en gardant sa
concentration en Na" et en Mg®" constante, nous observons des résultats différents pour un

méme comportement théorique présumé (Figure 132).
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Figure 132 : Cinétique d’interaction d’une cible exon10 sur une sonde F508 WS dans un
tampon de PBS I1x ([Na+] = 0.138) en haut et dans un tampon de SSC (Solution Saline
Citric, [Na+] = 0.138 M) en bas. Alors que les paramétres des interactions sont les
mémes sur loutil de prédiction du site de Michael Zuker, ici, nous observons deux
réponses différentes.

Sur la Figure 132, nous voyons clairement une réponse en solution de PBS 1x alors
qu’aucune réponse n’est enregistrée en solution de SSC (Solution Saline Citric). Ces
observations révelent la complexité du systéme a savoir que I’accessibilité des séquences des
cibles et des sondes dépend de plus de parameétres que les modeles théoriques ne nous
permettent de manipuler. I devient alors impossible de prédire avec précision les structures
secondaires ou les valeurs de Ty qui optimiseraient notre discrimination entre séquences
saines et séquences mutées. C’est pour ces différentes remarques que I’expérimentation basée
sur les 32 fragments sondes de I’exon 10 (Figure 131) est nécessaire pour vérifier les

hypotheses théoriques et les adapter a notre systéme.
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CONCLUSION

A I’¢re ou la mondialisation devient une caractéristique dominante de la société, les
échanges entre régions, entre pays, entre continents se font de plus en fréquents. Ces échanges,
amplifiés par ’essor des médias et le développement des transports en commun long courrier,
mélangent la société actuelle tant sur le point culturel qu’intellectuel. Cette nouvelle mobilité
de plus en plus a portée de main permet aussi la migration trés rapide de germes ou de virus,
comme le montre la récente propagation du H;N; responsable de la ‘grippe porcine’, mais
¢largit aussi les foyers de maladies génétiques. Ces dernicres qui restaient trés localisées se
répartissent petit a petit sur ’ensemble de la planéte en suivant les déplacements
internationaux.

La médecine actuelle tend vers la prévention afin d’éviter des traitements trop lourds
et colteux et cette mobilité accrue de la population mondiale augmente 1’éventail des
maladies a tester. Mais avec les récentes évolutions technologiques des deux derniéres
décennies appuyées par ’ouverture a grande échelle des barrieres entre les domaines de
recherche, de nombreuses techniques de diagnostic se développent. C’est justement a la
frontiére entre la physique, la biologie, la chimie et I’informatique que se situe ma recherche
de thése. Durant ces trois années, sur la base des systémes réalisés lors de theéses précédentes
et notamment celles de E. Maillart et N. Bassil, j’ai développé un systéme optique de
détection des interactions biomoléculaires de surface. Cette recherche avait pour but la
création d’un appareil capable d’un diagnostic génétique rapide, fiable et peu coliteux

appliqué dans un premier temps a la mucoviscidose.

Dans ce mémoire de thése, j’ai commencé par présenter les différents systémes actuels
de détection d’interactions moléculaires. Le principal systeme utilisé étant basé sur la
fluorescence et nécessite un marquage d’au moins une sorte des réactifs utilisés. Bien que leur
production a grande échelle en ait diminué les colits de fabrication, cette technique qui
requiert une étape de ringage et de scannage ne permet pas d’étude dynamique aisée sur les
interactions s’y déroulant. D’un autre coté les systemes permettant cette visualisation
dynamique comme les systémes électrochimiques ou acoustiques, bien que trés sensibles, ont

un nombre de réactions limitées de par leurs contraintes d’¢laboration. C’est pourquoi le
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choix de I’équipe s’est porté sur le développement d’un systéme de détection optique qui allie
une capacité a 1’observation en temps réel des interactions de surface a la possibilité d’obtenir
de multiples réactions en paralléles sur le méme support.

De mani¢re a introduire la description du systéme, j’ai ensuite détaillé les
caractéristiques du matériel biologique cible de la recherche de ma these : ’ADN. Nous avons
pu voir sa composition et sa structure, son role dans les organismes vivants et introduire les
problémes pouvant découler de ses mutations. L’ introduction a la température de fusion qui a
suivi permet d’approcher la complexité du probléme des interactions de surface et de leur
obtention de maniére reproductible.

Ce premier chapitre se termine sur la description de la résonance de plasmon de

surface et sur son utilisation dans notre systeme de détection.

J’ai, dans un deuxieéme temps, fait une description globale du systéme en détaillant les
parties déja existante (comme le bloc opto-mécanique ou la fluidique) ainsi que les parties qui
se sont développées avec ma thése (comme le bloc de contrdle de la température). J’ai fait une
description des deux méthodes de fonctionnalisation de la surface, que j’ai utilisées pendant
ces 3 années, puis de la nouvelle méthode de dépdt matriciel utilisée maintenant en routine,
pour finir sur le programme d’acquisition et d’analyse des données pour lequel j’ai

grandement participé a I’aboutissement.

Dans le chapitre final, j’ai regroupé les études réalisées durant ma thése concernant la
caractérisation des interactions ADN-ADN au sein de notre biopuce. L’importance d’une
sonde de référence de méme nature que les sondes d’intérét y a été montrée ainsi que du choix
de la concentration en Na' et en sonde afin d’obtenir des signaux utilisables lors d’un
diagnostic génétique. Nous avons vu également qu’une bonne méthode de correction des
inhomogénéités du systeme permettait d’obtenir des signaux propres et un diagnostic
génétique sans équivoque. Ce chapitre termine aussi sur deux des thémes principaux de ma
recherche : les effets de la température et les structures secondaires. Mais, faute
d’expérimentations réussies, je n’ai pas pu pousser toutes ces études jusqu’a leur terme.
Toutefois, quelques conclusions importantes ont pu étre tirées du travail déja effectué. La
conclusion principale concerne 1’observation des résultats obtenus par voie théorique
comparés aux résultats obtenus sur les systémes expérimentaux. Le désaccord entre ces

valeurs, corrobor¢ par la littérature, atteste la nécessité de la détermination préalable d’un

178



abaque expérimental pour chacun des résultats possibles des interactions étudiées. C'est-a-dire,
dans notre cas, la détermination des niveaux de réflectivité des spots a 1’injection de chacun
des types de cibles de patient dans la cuve. Cette détermination permet d’établir des limites
entre lesquelles la valeur résultante du signal d’une balance rendra un diagnostic sans
équivoque.

Pour pouvoir établir un diagnostic génétique correct, il faut que notre systéme soit
capable de classer toutes les interactions qui s’y déroulent selon leur comportement temporel.
Le succes de ce diagnostic réside dans le fait de maitriser les conditions d’expérimentation et
de connaitre I’impact de certains parametres sur les interactions qui se déroulent sur la puce.
Les améliorations apportées aux ¢études expérimentales qui ont suivi mes travaux sont de
plusieurs formes. La stabilisation de la température est une des principales caractéristiques
apportées au systéme. J’ai aussi montré I’intérét d’utiliser une solution tampon dont la
concentration saline doit étre optimisée pour améliorer la discrimination génétique du type
des cibles. Mes études sur les structures secondaires nous ont montré a quel point la précision
d’un diagnostic génétique dépendait des conditions d’expérimentation. Pour finir, la
conclusion la plus importante a tirer et qui est en accord avec la phrase précédente est que la
complexité de la dépendance des interactions au milieu ou elles se déroulent n’en permet pas
une prédiction théorique fiable. Trop de parameétres vont influer sur 1’accessibilité des cibles
et la stabilit¢ des duplexes formés pour qu’un modele complet soit, a ’heure actuelle,

représentatif des expérimentations.

Malgré cette complexité importante, 1’équipe a réussi a obtenir un certain nombre de
résultats encourageants sur produit de patient révélant le type exact pour les mutations
scannées. Un tel systéme a de grandes chances d’aboutir a un matériel utilisable en milieu
médical pour une utilisation en routine sans avoir besoin de modifications majeures. Mais, de
mon point de vue, le réel potentiel d’un systeme de détection basé sur la résonance de
plasmon de surface réside dans sa capacité a observer des interactions en temps réel en
laissant a I’utilisateur la possibilit¢é de complexifier, d’appauvrir le milieu, d’en modifier les
concentrations, la température, etc ... de mani¢re dynamique. Pour que ce type de systéme
soit généralisable a toutes sortes d’études d’interactions biomoléculaires (criblage de
médicament, détection d’OGM, ...) un effort important doit étre apporté a la constitution

d’une fonctionnalisation de surface adaptée a chacune des interactions étudiées.
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En effet, dans I’industrie pharmaceutique, les molécules pour lesquelles les chercheurs
suspectent une utilité médicale, sont criblées et testées dans des conditions fixes et souvent ne
correspondant pas exactement a I’organisme dans lequel elles évoluent. C’est, par exemple,
pour ce genre d’expérimentations qu’un systéme comme celui développé dans mon équipe

pourrait apporter une amélioration par rapport aux systémes utilisés a I’heure actuelle.
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Annexe 1: Glossaire

ADN : L’acide désoxyribonucléique ou ADN est une molécule, support de l'information
génétique, retrouvée dans toutes les cellules vivantes, qui renferme l'ensemble des

informations nécessaires au développement et au fonctionnement d'un organisme.

Amorce : Une amorce en PCR est un fragment simple brin d’ADN sur lequel va se fixer la
protéine polymérase afin de dupliquer la séquence a amplifier. Ce fragment de synthése a une

taille de 1’ordre de 20 a 25 nucléotides.

Oligonucléotide : Les oligonucléotides sont des courtes séquences de nucléotides (ARN ou
ADN), simple-brin et longs de quelques dizaines de bases. Ils sont en général obtenus par

synthése chimique.

Biocapteur : Un biocapteur est, de maniere générale, constitu¢ d'un détecteur d'origine
biologique: enzyme, anticorps, récepteur... et d'un transducteur chargé de convertir le signal
biologique (qui par exemple sera la fixation de l'antigéne a détecter sur l'anticorps) en un

signal aisément exploitable (généralement électrique ou lumineux).

Biopuce : Une biopuce est un ensemble de molécules fixées en rangées ordonnées sur une
petite surface qui peut étre du verre, du silicium ou du plastique et qui permet d’en mesurer

les interactions avec une (ou des) autre(s) molécule(s) mise(s) en contact.

Cible : La cible est la molécule injectée sur la puce. Elle peut étre synthétique ou issue d’un

patient.

Enthalpie (H) : L'enthalpie est une fonction d'état extensive de la thermodynamique, dont la
variation permet d'exprimer la quantité de chaleur mise en jeu pendant la transformation a
pression constante (monobare) d'un systéme thermodynamique au cours de laquelle celui-ci

recoit ou fournit un travail mécanique.
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Entropie (S) : L'entropie est une fonction d'état qui mesure le degré de désordre d'un systeme
au niveau microscopique. Plus I'entropie du systéme est élevée, moins ses ¢éléments sont
ordonnés, liés entre eux, capables de produire des effets mécaniques, et plus grande est la part

de I'énergie inutilisée pour l'obtention d'un travail ; c'est-a-dire gaspillée de fagon incohérente.

Génome : Le génome est 1'ensemble du matériel génétique d'un individu ou d'une espéce codé
dans son ADN. Il contient en particulier toutes les séquences codantes (transcrites en ARN
messagers, et traduites en protéines) et non-codantes (non transcrites, ou transcrites en ARN,

mais non traduites).

Génomique : La génomique est une discipline de la biologie moderne qui a pour objet 1'étude

du fonctionnement d'un organisme a 1'échelle de son génome, et non plus limité a un seul géne.

Longueur d’onde : La longueur d’onde est la distance séparant deux crétes successives d’une

onde périodique. On la dénote communément par la lettre grecque A (lambda).

Mésappariement : Un mésappariement dans un duplexe d’ADN est une partie de séquence
pour laquelle le brin sens et le brin anti-sens ne sont pas complémentaires. Un double brin
contenant un mésappariement est un duplexe composé de deux simples brins quasiment

complémentaires.

Mutated Sequence : Une séquence MS est une séquence correspondant au géne muté pour la

mutation étudiée.

Mutated Type : Une cible MT est une cible qui ne contient que le type muté de la séquence

du gene.

Non-relevante : Une sonde NR est une sonde dont la séquence est choisie pour ne
correspondre & aucune séquence des cibles a injecter, qu’elles soient de synthése ou issues
d’un patient mais dont la séquence de calibration est la méme que pour les sondes réguliéres.

Elles servent de référence lors de I’injection de la cible d’intérét.
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Non-relevante-non-calibrée : Une sonde NRNC est une sonde dont la séquence spécifique et
la séquence de calibration sont choisies pour ne correspondre a aucune séquence des cibles a
injecter, qu’elles soient de synthése, issues d’un patient ou correspondant a la séquence

réguliere de calibration. Elles servent de référence lors de 1’injection de la cible de calibration.

PCR : La réaction en chaine par polymérase (PCR pour Polymerase Chain Reaction), est une
méthode de biologie moléculaire d'amplification génique in vitro, qui permet de copier en
grand nombre (avec un facteur de multiplication de I'ordre du milliard) une séquence d'ADN
ou d'ARN connue, a partir d'une faible quantité (de 1'ordre de quelques picogrammes) d'acide

nucléique.

Polarisation : La polarisation est une propriété des ondes vectorielles telles que la lumiere.
Une onde lumineuse est constituée d’un champ électrique et d’un champ magnétique tous
deux perpendiculaires. Lorsque le vecteur champ magnétique est perpendiculaire au plan
d’incidence défini par la direction du faisceau incident et la normale a I’interface, la
polarisation est dite Transverse Magnétique (TM). Lorsque le vecteur champ électrique est

perpendiculaire au plan d’incidence, la polarisation est dite Transverse Electrique (TE).

Protéomique : La protéomique désigne la science qui étudie les protéomes, c'est-a-dire
'ensemble des protéines d'une cellule, organelle, tissu, organe ou organisme a un moment

donné et sous des conditions données.

Séquencage : Le séquencage de I'ADN consiste a déterminer l'ordre d'enchainement des

nucléotides d’un fragment d’ADN donné.

Sonde : La sonde est la molécule fixée sur la puce dont on observe l’interaction avec la

molécule circulante injectée dans la cuve.

Structure secondaire : La structure secondaire en biochimie et en biologie structurale, se
rapporte uniquement a la description de la structure tridimensionnelle localement adoptée par
certains segments de molécules biologiques (molécules définies comme étant des

biopolymeéres, comme c’est le cas pour les protéines et les acides nucléiques (ADN/ARN)).
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Dans les acides nucléiques, la structure secondaire est définie par les liaisons hydrogénes

entre les bases azotées.

Wild Sequence : Une séquence WS est une séquence correspondant au geéne sain pour la

mutation étudiée.

Wild Type : Une cible WT est une cible qui ne contient que le type sain de la séquence du

gene.
Heterozygote Type : Une cible HT est une cible contenant a la fois la séquence saine et la

séquence mutée du gene. Les deux fragments des alleles codant pour la protéine CFTR sont

donc différents.
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Annexe 2 : Les mutations genétiques

Dans cette annexe, nous vous proposons d’apporter quelques notions complémentaires

a la définition d’une mutation génétique et d’en montrer les différents types.

La mutation est un changement dans la séquence d’un géne d’un organisme. Ses

causes sont diverses et une mutation peut étre due a une erreur de réplication de I’ADN lors

de la division cellulaire, a une exposition aux ultraviolets ou a une radiation ionisante, a un

mutagéne chimique, un virus ou peut méme étre induit par ’organisme lui-méme

(hypermutation).

I1 existe deux classes de mutations, les mutations a petite échelle et les mutations a

grande échelle. Les mutations a petite échelle regroupent 3 types de mutations :

Les mutations ponctuelles qui consistent en un changement d’un nucléotide par un autre
dans la séquence du geéne. Comme il faut 3 nucléotides pour coder un acide aminé
(Tableau A1.1), composé élémentaire d’une protéine, 1’influence de ces mutations
ponctuelles ou SNP (Single Nucléotide Permutation) prendra 3 formes différentes :
- Les mutations silencieuses : Le codon code pour le méme acide aminé (redondances
dans le code génétique. Exemple : CTG = TTA = Leucine)
- Les mutations faux-sens : Le codon code pour un autre acide aminé (Exemple : CAA
= Glutamine, CAC = Histidine, ici la mutation du A en C transforme 1’acide aminé.)
- Les mutations non-sens : Le codon est transformé en codon stop, la protéine est alors
tronquée.
Les délétions qui consiste en une suppression d’un ou de plusieurs nucléotides du géne.
Lorsque le nombre de nucléotides supprimés est différent d’un multiple de 3, la ‘téte de
lecture’ est alors décalée et la suite du géne ne correspondra plus a la protéine initiale.
Exemple : ATT CGT CGT TGC AAA = Ile Arg Arg Cys Lys
ATT CGC GTT GCA AA = lle Arg Val Ala --
Ici, le “T” en 6°™ position est supprimé dans le géne muté, changeant la succession des
acides aminés dans la chaine de la protéine.
Les insertions qui consistent en 1’ajout d’un ou de plusieurs nucléotides dans la séquence

du géne. Comme les délétions, les insertions peuvent causer un décalage de la téte de

lecture et fausser toute la transduction.
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1ere 2éme position 3éme
position| A C G T position
A AAA |Lysine ACA AGA|Arginine ATA I . A
- —~ soleucine
AAC |Asparagine ACC Thréonine AGC|Sérine ATC C
AAG|Lysine ACG AGG|Arginine ATG |Méthionine/ Start G
AAT |Asparagine ACT AGT |Sérine ATT lisoleucine T
C CAA |Glutamine CCA CGA CTA A
CAC |Histidine CCC Proline CGC Arginine CTC Leucine C
CAG |Glutamine CCG CGG CTG G
CAT [Histidine CCT CGT CTT T
G GAA|Acide Glutamique | GCA GGA GTA A
GAC|Acide Aspartique |GCC Alanine GGC Glycine GTC Valine C
GAG|Acide Glutamique | GCG GGG GTG G
GAT |Acide Aspartique |GCT GGT GTT T
T TAA |Stop TCA TGA |Stop TTA |Leucine A
TAC |Tyrosine TCC Sérine TGC |Cystéine TTC |Phénylalanine C
TAG |Stop TCG TGG |Tryptophane|TTG |Leucine G
TAT [Tyrosine TCT TGT |Cystéine ITT |Phénylalanine T

Tableau Al.1: Tableau du code génétique traduisant un codon (triplet de nucléotides) en

acide aminé.

Les mutations a grande échelle sont les suivantes :

chromosome augmentant ainsi la production de la protéine.

génétique

deux chromosomes.

Les inversions chromosomiques qui inversent le sens d’une partie du chromosome.

Les amplifications qui consistent en la duplication importante d’un géne sur le

Les délétions de grande région du chromosome qui entrainent la perte d’information

Les translocations chromosomiques qui sont des échanges de matériel génétique entre

Les effets de ces mutations sont divers, la mutation peut étre transparente, c'est-a-dire qu’elle

n’agit pas sur le comportement de la protéine. Cela arrive quand la mutation se situe sur une

séquence ne codant pas pour une partie fonctionnelle de la séquence et n’ayant pas

d’importance pour la conformation 3D de la protéine. La mutation peut engendrer une

diminution ou une perte de la fonction de la protéine (c’est le cas de la plupart des mutations

de la mucoviscidose). Elle peut rajouter une fonction a cette protéine ou peut aussi rendre la

séquence originale au gene (réversion) sur une séquence déja modifiée auparavant.
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Annexe 3 : Séquences spéecifiques des sondes

ciblant les mutations de la CFTR :

Le tableau suivant regroupe les séquences spécifiques des sondes calculées par Virginie
Courtois et al a PINSERM. Ces séquences ciblent les 66 mutations les plus répandues dans le
type caucasien pour la mucoviscidose. Elles regroupent 90 % des cas de la maladie génétique.
La premicre colonne du tableau correspond au numéro de la mutation donné arbitrairement.
La deuxieme colonne correspond au fragment du géne de la CFTR (exon ou intron) auquel la
mutation appartient. La troisieme colonne indique le nom de la mutation. La quatriéme
colonne indique type de la séquence : WT pour Wild Type ou type sain, MT pour Mutated
Type ou type muté. Les deux autres types de séquence (WT+m et MT+m) correspondent a
une modification de la séquence de la cible permettant d’augmenter la capacité de
discrimination des balances ciblant cette mutation (voir chapitre 3.2.2.Concentration des
sondes). La cinquiéme colonne correspond au Ty de la cible avec la sonde de séquence saine.
La sixiéme colonne correspond au Ty de la cible avec la sonde de séquence mutée. La

derniére colonne indique la séquence de la cible.

Nom de la Tm par Tm par
N° Exon mutation Type rapport a | rapport a Séquence spécifique
la WS la MS
WT 46,6 35,4 GATAGAGAGCTG
WT+m 30,1 13,3 GATA! AGAGCTG
1 3 E60X
MT 30,1 39,7 GATAGATAGCTG
MT+m 7,5 25,3 GATAT ATAGCTG
WT 45 31,4 TCTATGGAATCTT
WT+m 32,3 12,8 TCTA-GGAATCTT
2 3 G85E
MT 22,2 42 TCTATGAAATCTT
MT+m -2 28,9 TCTA-GAAATCTT
WT 38,1 -58,3 ATCTTTTTATATTT
3 3 394delTT
M -48.4 36,7 AATCTTTATATTTA
4 4 R117H WT 45,3 31,5 GAACGCTCTAT
WT+m 32 5.2 GAATGCTCTAT
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MT 195 39,3 GAACACTCTAT
MT+m 7,5 23,7 GAACACTCTAT
WT 38,4 25,2 GATTTATCTAGG
WT+m GATTTATtTAGG
5 4 Y122X 23 10,3
MT 26.1 39,4 GATTTAACTAGG
MT+m 107 25 GATTTAALTAGG
WT 46 35,7 ATCACATTGGAA
WT+m 30,4 14,1 ATCAAATTGGAA
6 4 1148T
MT 31,2 49,1 ATCACACTGGAA
MT+m 4,12 34,3 ATCAAACTGGAA
WT 433 32,7 AAGAAGGTAATAC
WT+m AAGAACGTAATAC
7 INTZ&ON 621+1G>T 24,2 15,8
MT 238 40,4 AAGAAGTTAATAC
MT+m 15,1 19,9 AAGAACTTAATAC
WT 48,3 43,4 AGTATTGGACAAC
WT+m 32,5 14,4 AGTATTGGCCAAC
8 5 G178R
MT 30 36,7 AGTATTAGACAAC
MT+m 3,3 26,2 AGTATTAGCCAAC
WT 43,1 32,7 GATGAAGTATGTA
WT+m 33,2 18,3 GATGUAGTATGTA
9 INT?ON 711+1G>T
MT 28 40,3 GATGAATTATGTA
MT+m 12,5 29.7 GATGUATTATGTA
WT 43,9 31,2 AAGTATGTACCTA
WT+m 33 15,4 AAGAATGTACCTA
9 INT?ON 711+5 G>A
MT 24,7 38,9 AAGTATATACCTA
MT+m 41 26,8 AAGAATATACCTA
WT 50,7 36,2 TCCTTTGCAAGT
WT+m 34,5 11,6 TCCTTTGaAAGT
10 6a L206W
MT 39 54 TCCTTGGCAAGT
MT+m 13,9 38,5 TCCTTGG=AAGT
11 6a L227R WT 50 37,4 TGGACTTGGTTT
WT+m 29,5 9 TGGACTTaGTTT
MT 40,7 54,6 TGGACGTGGTTT
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16

INTRON
8

1342-
6(5T/7T/9T)

MT+m

14,7

35,8

TGGACGTaGTTT

gtttttttttaaca

gtttttttttaaca

gtttttttttaaca

WT 45,7 23’1 TGTTCTCAGTTT
WT+m TGTTaTCAGTTT
19 10 Q493X 33,8 -0,7
MT 3L7 4L3 TGTTCTAAGTTT
MT+m 143 2&6 TGTTaTAAGTTT
20 10 1609delCA WT 457 153 idem WT Q493X
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M 53 45,7 TCTGTTCTGTTT
WT 44,9 27 GAAAATATCATCTTT
21 10 DI507
M 48,2 GAAAATATCTTTGGT
WT 50,5 -76,9 ATATCATCTTTGGTG
22 10 DF508
M -81 50,2 AATATCATTGGTGTT
WT TGAATATAGATACA
23 10 1677delTA 42,1 -273
M 273 44,4 ATGAATAGATACAG
WT 44,5 32,1 GTAATAGGACATC
WT+m 34,8 17,3 GTAA-AGGACATC
24 'NT%ON 1717-1G>A
MT 26,8 41,7 GTAATAAGACATC
MT+m 9,6 31,3 GTAA AAGACATC
WT 46,1 297 TTCTTGGAGAAG
WT+m TTCTTGGAtAAG
25 11 G542X 29,1 4.9
MT 27.4 42,9 TTCTTTGAGAAG
MT+m 3.2 256 TTCTTTGAtAAG
WT 47,9 376 ACTGAGTGGAG
WT+m ACTtAGTGGAG
26 11 S549R 28,1 -6
MT 384 51.4 ACTGAGGGGAG
MT+m 9.9 319 ACTtAGGGGAG
WT 49 44,6 TGGAGGTCAAC
WT+m 34,4 12,8 TGGAGGTTAAC
27 1 G551D
MT 26,2 34,7 TGGAGATCAAC
MT+m -2,3 29,1 TGGAGATTAAC
WT 49,4 26,7 GAGGTCAACGA
WT+m 28,1 -17,3 GAGTTCAACGA
28 11 (Q552X)
MT 35,3 44,8 GAGGTTAACGA
MT+m 3,9 22.1 GAGTTTAACGA
WT 51,3 29,5 GTCAACGAGCA
WT+m 31,7 19,2 GTCAACTAGCA
29 11 R553X
MT 39,1 46,6 GTCAATGAGCA
MT+m 171 27 GTCAATTAGCA
30 1 L558S WT 43,7 34.8 TTCTTTAGCAAG
WT+m 23,7 8.8 TTCTTTAtCAAG
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MT 27 48 TTCTTCAGCAAG
MT+m 71 28.8 TTCTTCAT=CAAG
WT 48,8 36,9 AGCAAGGTGAA
WT+m 26,1 16,6 AGCAAGTTGAA
31 1 R560T
MT 26,3 50,3 AGCAACGTGAA
MT+m 15,2 30,7 AGCAACTTGAA
WT 39,5 25,8 TGAGATATAAGTA
WT+m 25,3 3,1 TGAGCTATAAGTA
32 INTEON 1811+1.6kbA>G
MT 32 44,5 TGAGATGTAAGTA
MT+m 14,1 31,3 TGAGCTGTAAGTA
WT 47,8 33 CTTTTGGATACCT
WT+m CTTcTGGATACCT
33 12 G576X 31.9 6.8
MT 30,7 44,8 CTTTTTGATACCT
MT+m 4,9 28.2 CTTcTTGATACCT
WT 478 33 Idem G576X
WT+m Idem G576X
34 12 G576A 31.9 68
MT 28,5 20,7 CTTTTGCATACCT
MT+m 3,3 9,9 CTTcTGCATACCT
WT 40,9 30,4 GAAAAAGAAATATT
WT+m GAAACAGAAATATT
35 12 E585X 28,9 14,2
MT 25.9 37,3 GAAAAATAAATATT
MT+m 9,1 247 GAAACATAAATATT
WT 46,9 34,5 TGAAAGGTATGTT
WT+m 35 17,7 TGAACGGTATGTT
36 INTEON 1898+1G>A
MT 27,5 43 TGAAAGATATGTT
MT+m 6,7 30,6 TGAACGATATGTT
MA: WT 46.3 337 AAAGGTATGTTCT
1898+1G>A ; ’
36, 37 | INTRON MT: MA 26.6 42,5 AAAGATATGTTCT
et 38 12 1898+1G>T et
M5G: MT 271 30,2 AAAGTTATGTTCT
1898+5G>T
M5G 30,1 10,8 AAAGGTAT TTCT
WT 43,4 -8,5 TTCTCATTAGAAG
39 13 2143delT
M -11,1 43,4 TTTCTCATAGAAG
40 13 R668C WT 44,8 18,7 TTACACCGTTT
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WT+m 32,3 9,5 TTACAaCGTTT
MT 31,2 39,7 TTACACTGTTT
MT+m 8,7 26,2 TTACA2TGTTT
WT 44,2 31,5 TAGAAGGAGATG
WT+m 26,6 8,1 TAGAAGGACATG
41 13 G673X
MT 26,1 41,2 TAGAATGAGATG
MT+m 2,5 23,3 TAGAATGACATG
WT 42,9 4,9 CAAAAAAACAATC
42 2183AA>G
M -0,8 47,4 CAAAAAGCAATCT
WT 42,9 20.6 idem WT 2183AA
WT+m CAAAAQAACAATC
43 13 2184insA 32,2 4
MT 216 41,8 CAAAAAAAACAAT
MT+m 3,2 30,7 CAAAAQAAACAAT
WT 42,9 14,7 idem 2183AA
44 2184delA
M 13,5 43,8 CAAAAAACAATCT
WT 43,6 32,4 CTATACGAAAATTT
WT+m 23 0,7 CTATACaAAAATTT
45 13 K710X
MT 32,6 42 CTATACGATAATTT
MT+m 5,1 20,6 CTATACaATAATTT
WT 47,6 24.1 CCACACGAARAA
WT+m CCACACtAARAA
46 13 R792X 27 14,1
MT 34,8 42,8 CCACATGAARAA
MT+m 12 29 CCACATtAAAA
WT 46,4 33,3 CTACATGGAACA
WT+m CTACATG AACA
47 14a W846X 25 14,2
MT 258 41,1 CTACATAGAACA
MT+m 16,9 23.3 CTACATA AACA
WT 47,3 35 AAGTGAGTATTCC
WT+m 31 13,1 AAGTTAGTATTCC
48 INIZ{S N 2789+5G>A
MT 31 44,5 AAGTGAATATTCC
MT+m 4.8 27,5 AAGTTAATATTCC
INTRON
49 16 3120+1G>A WT 46,5 32,4 TCCAGgtatgta
WT+m 28,2 13,8 TCCA ' gtatgta
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MT 24,2 42,2 TCCAGatatgta
MT+m 15,8 23.8 TCCA ' atatgta
WT 47,5 35 TTTGCAATGTTTT
WT+m 32,1 11,3 TTTGCAATTTTTT
50 INI;{aON 3272-26A>G
MT 38,6 50,4 TTTGCAGTGTTTT
MT+m 18,6 35,5 TTTGCAGTTTTTT
WT 44,7 32,6 ACACTTCGTG
stet | o | Lioesp:mp | MP 255 48,4 ACACCICGTG
52 R1066C: MC
MC 294 11,5 ACACTTTGTG
MPMC 1,4 33,5 ACACCTTGTG
WT 44,4 21,1 TTGTACCTGTC
WT+m 30,8 12,2 TTGTACATGTC
53 17b Y1092X
MT 31,9 41 TTGTAACTGTC
MT+m 13,1 28,2 TTGTARATGTC
WT 42,7 20,5 AGCATAGATGT
WT+m AGCATAGCTGT
54 18 D1152H 26,1 14,3
MT 176 43,9 AGCATACATGT
MT+m 12,9 27.4 AGCATACCTGT
WT 47,8 21,7 agATGCGATCT
WT+m agAT CGATCT
55 19 R1158X 24,5 9.8
MT 33,8 41,8 agATGTGATCT
MT+m 8,9 17 agAT TGATCT
WT 53,6 30,5 TGAGCCGAGTC
WT+m 33,9 -1,8 TGATCCGAGTC
56 19 R1162X
MT 41,4 48,8 TGAGCTGAGTC
MT+m 15,8 27,7 TGATCTGAGTC
WT 48,4 22,2 ACCTACCAAGTC
57 19 3659delC
M 23,4 46,2 AACCTACAAGTC
WT 48,2 2272 AATGGCGAGTA
WT+m 21 10,5 AATGTCGAGTA
58 INT1F;ON 3849+10kbC>T
MT 34,3 42,2 AATGGTGAGTA
MT+m 9,6 17 AATGTTGAGTA
59 20 G1244E WT 44,8 287 CTTGGGAAGAA
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INTRON
20

4005+1G>A

WT 44,8 28.4 CACAGgtgag
WT+m 23.9 73 CACAtgtgag
MT 18.1 40,1 CACAGatgag
MT+m 9,5 18,7 CACAtatgag
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Annexe 4 : Tableau des valeurs de Ty,

Nous regroupons dans cette annexe les paramétres thermodynamiques calculés par J.

SantaLucia Jr. [

avec 1’autre.

55 56 57

b b

] pour chaque doublet de bases de deux brins d’ADN interagissant ['un

Liaison dH dsS dG
-A/AT -0.7 -0.8 -0.48
-AICT 4.4 14.9 -0.19
-AIGT -1.6 -3.6 -0.5
A-ITG -4.2 -15 0.48
AA/AT 0.3 0 0.43
AA/CT 0.3 0 0.53
AA/GT 0.3 0 0.43
AA/-T 0.2 2.3 -0.51
AA/TA 0.2 0 0.33
AA/TC 0.2 0 0.53
AA/TG 0.2 0 0.43
AA/TT -5.55 0 0.03
AC/AG -3.9 0 -0.12
AC/-G -6.3 -17.1 -0.96
AC/GC -3.9 0 -0.02
AC/GG -3.9 0 -0.02
AC/T- 4.7 14.2 0.28
AC/TA 0.2 0 0.53
AC/TC 0.2 0 0.73
AC/TG -6.1 0 -0.41
AC/TT 0.2 0 0.63
AG/AC -3.9 0 -0.02
AG/-C -3.7 -10 -0.58
AG/CC -3.9 0 0.28
AG/GC -3.9 0 0.08
AG/TA 0.2 0 0.43
AG/TC -5.5 0 -0.25
AG/TG 0.2 0 0.43
AG/TT 3.2 0 1.03
AT 2.3 4.1 1.03
AT/-A -2.9 -7.6 -0.5

Liaison

GC/AG
GC/AG
GCI/CA
GC/CC
GC/CC
GC/CG
GC/CT
GC/CT
GC/-G
GC/GC
GC/GG
GC/GG
GC/TG
GC/TG
GG/AC
GG/AC
GG/-C
GG/CA
GG/CC
GG/CC
GG/ICG
GG/CT
GG/CT
GG/GC
GG/GC
GG/TC
GG/TC
GG/TT
GT/-A
GT/AA
GT/AA

dH

-24.4
5.4

14

-15.8

-12.3

-2.3
-10.9

-0.02
-0.25
0.47
0.79
0.38
-2.24
0.62
0.28
-0.72
-1.26
-0.02
-1.11
0.58
-0.59
0.08
0.03
-0.56
-0.52
-0.86
-1.84
-1.11
0.08
0.68
0.08
-0.11
0.58
-0.32
0.74
0.48
0.43
0.14
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AT/AA 0.2 0 0.33
AT/CA 0.2 0 0.53
AT/GA 0.2 0 0.43
AT/TA -5 0 0.15
AT/TA -5 0 0.15
AT/TC 0.2 0 0.63
AT/TG -0.3 0 1.03
AT/TT 0.2 0 0.43
-C/AG -2.1 -3.9 -0.92
-C/CG -0.2 -0.1 -0.23
-C/GG -3.9 -11.2 -0.44
CA/AT 0.3 0 0.53
CA/CT 0.3 0 0.73
CA/GC -3.9 0 0.28
CA/GG -3.9 0 0.08
CA/IGT -8.4 0 -0.47
CA/-T 0.6 3.3 -0.42
CATT 0.3 0 0.63
CC/AG -3.9 0 0.18
CC/-G -4.4 -12.6 -0.52
CC/GA -3.9 0 0.28
CC/GA -3.9 0 0.48
CC/GC -3.9 0 0.38
CC/GG -7.9 0 -0.86
CC/GT -3.9 0 0.28
CC/TG -3.9 0 0.28
CG/AC -3.9 0 0.28
CG/-C -4 -11.9 -0.34
CG/CC -3.9 0 0.48
CG/GA -3.9 0 0.08
CG/GC -10.5 0 -1.19
CG/GC -10.6 -27.2 -2.17
CG/GG -4.9 -15.3 -0.11
CG/GG -3.9 0 0.08
CG/GT -4.1 -11.7 -0.47
CG/GT -4 0 0.48
CG/TC -3.9 0 0.28
CG/TC -1.5 -6.1 0.4
CT/-A -4.1 -13 -0.02

GT/CA
GT/CA
GT/CC
GT/CC
GT/CG
GT/CG
GT/CT
GT/CT
GT/GA
GT/GA
GT/TA
GT/TA
GT/TG
-T/AA
-T/CA
TA/AA
TA/AA
TA/AC
TA/AC
TA/AG
TA/AG
TA/AT
TA/AT
TA/AT
TAICT
TAICT
TA/GT
TA/GT
TA-T
TATT
TATT
TC/AA
TC/AA
TC/AC
TC/AC
TC/AG
TC/AG
TC/AT
TC/AT

-8.4
-8.4
5.2
-3.9
-4.4
-4.3
-2.2
-3.9
0.2
-3.1
-0.3
-2.5
41
-0.5
4.7
4.7
0.3
3.4
0.3
0.7
0.3
-4.9
-7.2
-4.9
0.3
1.2
22
-0.1
-6.9
0.3
0.2
7.6
0.3
6.1
0.3
-5.9
-8.2
1.2
0.3

-22.4
13.5

-12.3

-8.4

-9.5

-8.3

9.5
-1.1
14.2
12.9

-0.46
-1.44
0.98
0.28
-0.59
0.58
0.45
0.08
0.43
-0.13
1.03
0.07
1.15
-0.12
0.28
0.69
0.43
0.92
0.53
0.42
0.43
0.45
-0.58
0.45
0.63
0.97
1.03
0.43
-0.71
0.43
0.68
1.33
0.53
1.05
0.73
-0.27
-1.3
0.97
0.63
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CT/AA 0.2 0 0.53
CT/AA 23 4.6 0.88
CT/CA 0.2 0 0.73
CT/CA 0 -4.4 1.33
CT/GA -7.8 0 -0.3
CT/GA -7.8 -21 -1.28
CT/GC -1.5 -6.1 0.4
CT/GC -3.9 0 0.28
CT/IGG -2.8 -8 -0.32
CT/GG -2.7 0 0.58
CT/GT -5 -15.8 -0.12
CT/GT -3.9 0 0.08
CT/TA 0.2 0 0.63
CT/TA -1.2 -6.2 0.73
-G/AC -5.9 -16.5 -0.82
-G/CC -2.6 -7.4 -0.31
-G/GC -3.2 -10.4 -0.01
GA/AT 0.3 0 0.43
GA/AT 0.7 0.7 0.42
GA/CA -2.9 -9.8 0.17
GA/CC 5.2 14.2 0.81
GA/CC -3.9 0 0.18
GA/ICG -0.6 -1 -0.25
GA/CT -8.1 0 -0.32
GA/CT -8.2 -22.2 -1.3
GAIGT 0.3 0 0.43
GA/GT 1.6 3.6 0.44
GA/-T -1.1 -1.6 -0.62
GA/TT 1.8 0 0.93
GA/TT -1.3 -5.3 0.34
GC 0.1 -2.8 0.98

TC/ICG
TC/-G
TC/GC
TC/GG
TC/GG
TC/TG
TC/TG
TG/AA
TG/AA
TG/AC
TG/AC
TG/AG
TG/AG
TG/AT
TG/AT
TG/-C
TG/CC
TG/CC
TG/GC
TG/GC
TG/GT
TG/TC
TG/TC
TT/-A
TT/AA
TT/AC
TT/IAG
TT/AT
TT/CA
TT/GA
TT/TA

23

-3.9
3.4
3.3

-3.9

-2.2

0.3
-6.2
-8.5

1.6

0.3
-0.1

22
-4.9
-3.9
-0.8

4.1
1.4
-3.9

-0.2
-5.65
0.3
1.8
0.3
0.2
3.2
0.2

54

-10.9

10.4

-8.4

7.4

-22.7

3.6

-1.7

-13.8

45

-11.7
-6.2

-15.8
-0.5

o O O O o o

0.62
-0.58
0.28
0.68
0.08
0.08
0.45
0.74
0.43
-0.42
-1.45
0.44
0.43
0.43
1.03
-0.61
0.28
0.62
0.48
-0.47
0.52
0.08
-0.12
-0.1
0.03
0.63
0.93
0.43
0.63
1.03
0.43
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Annexe 5 : Equations de Maxwell

Cette annexe reprend celle, trés bien résumée, de la thése de E. Maillart [] sur la
nécessité d’un faisceau polaris¢ TM incident sur I’interface entre un milieu diélectrique et un
milieu métallique pour que le plasmon de surface puisse se propager a partir d’un calcul
formel fondé sur les équations de Maxwell de la constante de propagation des plasmons de

surface.

Equations de Maxwell dans un milieu non magnétique (p = 1) :

-

V-E=0
V-H=0 Eq.A3.1
{e - o
VAE=—u 2L
My Py
@AFI=€O£,%

En combinant ces équations, nous pouvons en déduire 1’équation de propagation du
champ magnétique dans un matériau non magnétique :

g1 Eq.A3.2
c? 0r?

-1/2
avec ¢ = (g, 1)

Dans le cas d’ondes planes, les champs peuvent s’écrire sous la forme suivante :

H H
{ _ = _"expilk x+k,z-wt) Eq.d3.3
0
Dans ces conditions, les équations de Maxwell (Eq.A3.1) deviennent :
( kE +kE =0  kH +kH =0
) -k.E, = u,0H k.H, =¢e¢ 0F,
szx _ksz = ,an)Hy kaZ _szx = gogra)Ey Eq.A3.4
L k.E, = u,wH, k.H, =-¢g,6,0FE,

De méme, 1’équation de propagation (Eq.A3.2) devient :

g0 Eq.A3.5

k>+k*- =0
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Nous allons maintenant étudier les conditions de propagation d’une onde évanescente des
deux coteés d’une interface entre un milieu 1 de permittivité & et un milieu 2 de permittivité ¢,
Cette interface est représentée sur la figure suivante :

—

Figure A3.1 : Onde de surface a l'interface entre deux milieux.
Comme indiqué sur la Figure A3.1, ’onde se propage selon I’axe des x donc k_est un

réel positif et est évanescente selon I’axe des z donc k_est un imaginaire pur (k =ik > ). De

plus, dans le milieu 1, z est négatif donc k * est négatif alors que, dans le milieu 2, z est positif
donc k ’ est positif.

Sur I’interface (z = 0), d’apres les équations de Maxwell, nous avons une continuité des

composantes tangentielles des champs, d’ou les relations suivantes :

Ei’o expi(klx - wt) = Ef,o expi(k.x — wt)
E;’O expi(klx - wt) = Eyz’O expi(k’x — wt)
Hi,o expi(k.x - wt) = Hf,o expi(k.x - wt)
H;,O expi(klx - wt) = Hyz’0 expi(k.x — wt)

Ces conditions a I’interface nous donnent les relations suivantes :

(1 2 1 2
Ex,O = Ex,O =Ex,0 Ey,O =Ey,0 = E

- Eq.A3.6
< Hi,0=H§,o=Hx,0 H;/,0=H§,0=Hy,0
L ke =k =k,

En combinant 1’équation (Eq.A3.4) avec I’équation (Eq.A3.6), nous obtenons :

kiEzl,o = kzzEzz,o = _kxEx,O kinl,o = kzszz,o = _kax,O

kzlEy,O = kzzEy,O = _luoa)Hx,O (kz1 /81 )Hy,O = (k22 /SZ)Hy,O = SOwEX,O
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kKE.,-k.E.,=klE , —k.E} =uwH,,

z7x,0 xz,0

(szzl,o _k)chx,O)/gl = (szzz,o _kzsz,o)/gz = £,0E,

Hzl,o = sz,o = (k, //uoa))Ey,o 81Ezl,o = 82E22,0 = —(k, /500))Hy,0

Supposons dans un premier temps que Ey0 soit non nul. Nous déduisons les relations
suivantes des 2 premicres lignes de (Eq.A3.7) :

Ok =k1=k2=—%
z z z %,0
Ez0=Ezlo=Ezzo=_ xExo
’ ’ C kT Eq.A3.8
1 2 kx ] ]
HZ,O=HZ,O=HZ,0=_k HxO
L Hy,O=Ex,O=0

em

L’autre relation contenant Ey ,provenantdela3 ligne de (Eq.A3.7) devient :

(k,H.,-k.H, ) e =(kH.,-kH,./,k) e, =¢ewE,, Eq.A3.9

X

Or, sachant que g, # &, et que Eyo # 0, cette équation devient sans solution. La
propagation d’une onde de surface nécessite donc que Eyo soit nul. Une onde de surface ne

peut donc pas étre excitée par une polarisation TE. Cela explique le premier point : un
plasmon de surface est excité par une polarisation TM.

Dorénavant, nous supposerons que Ey o= 0. Les relations (Eq.A3.7) deviennent :

( KE, =kE}, =-k,E,, 0=0=0
H. =0 (ki/e)H ,, =(k2/€,)H,, = &,0E,, Lq.43.10
kzlEx,O_kszl,O =k22Ez,0_kxE22,0 =lu0a)Hy,0 0=0=O
L Hzl,o = sz,o =0 ‘91Ezl,0 = SZEZZ,O = —(k, /500))Hy,0
Cela nous conduit a 1’équation caractéristique d’une onde de surface entre deux milieux :
ki e Eq.A3.11
kI e,
1 2

Comme expliqué précédemment, sachant que k =1-k’ et que k’ etk’ sont de signes

opposés, cela implique que les permittivités des deux milieux doivent elles aussi étre de signe
opposé. Cela explique le deuxiéme point : un plasmon de surface ne peut étre excité qu’entre
un milieu métallique et un milieu diélectrique.
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Nous allons maintenant calculer la composante longitudinale k_du vecteur d’onde de

I’onde de surface a partir de 1’équation (Eq.A3.5) et des conditions limites a I’interface
(Eq.A3.6).

oY) -6)
eef2) <€)

En combinant cette équation avec la relation (Eq.A3.11), nous obtenons la valeur de

Eq.A3.12

SPR’

. 2=( £ &4 ),(w)z Eq.A3.13
SPR

e, +e, ] \c

avec ¢ _= ¢ _la permittivité du milieu métallique et €, = ¢, la permittivité du diélectrique.
m 1 d 2

Pour les métaux, la permittivité est complexe et peut s’écrire sous la forme ¢ =¢ +
e .. Dansle casou [e_|>>¢ _ nous pouvons approximer k. de la manicre suivante :
mi mr mi SPR

m

E & w
d-

kg = |- 2

C

E,t¢€&,
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