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Abréviations

ADN acide désoxyribonucléique

AIBN azobisisobutyronitrile

AP alkaline phosphatase (phosphatase alcaline)
BCIP 5-bromo-4-chloroindolylphosphate

CCD charged coupled device

CcocC cyclic olefin copolymer

cop cyclic olefin polymer

CRP protéine C-réactive

DCC dicyclohexylcarbodiimide

DMF diméthylformamide

dNTP désoxyribonucléotide

EDC 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

FITC fluorescéine isothiocyanate

FRET fluorescence resonance energy transfert
GOx glucose oxydase

HRP horseradish peroxidase (peroxydase de raifort)
IgE immunoglobuline de type E

IgG immunoglobuline de type G

IR infrarouge

ISBT International Society of Blood Transfusion
MABP methacryloyloxybenzophénone

MPTS mercaptopropyl-triméthoxysilane

NBT nitroblue tetrazolium

NHS N-hydrosuccinimide

NTA acide nitriloacétique

PAA poly-(acrylic acid)

PAAm poly-(acrylamide)

PC polycarbonate

PCR polymerase chain reaction

PCR MPX multiplex polymerase chain reaction
PDMMA  poly-(diméthylacrylamide)

PDMS poly-(diméthylsiloxane)

PEG poly-(éthyléneglycol)

PHEMA  poly-(hydroxyéthylméthacrylate)
PMMA poly-(diméthylméthacrylate)

PMT photomultiplier tube

POC point of care



PS
VPA
RMN
SAV
SMCC
SNP
SPR
RTAS
TMB

polystyréne

vinyl phosphonic acid

résonance magnétique nucléaire

streptavidine
succinimidyl-4-(N-maléimidométhyl)cyclohexane-1-carboxylate
single nuclotide polymorphism

surface plasmon resonance

micrototal analysis system

2,2°,5,5’-tétraméthylbenzidine
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Introduction

Aux critéres de sensibilité, de rapidité, de facilité de mise en ceuvre et de cofit, utilisés
habituellement pour évaluer les performances d’un test de diagnostic, se rajoute aujourd’hui la
capacité de réaliser une analyse multiparamétrique. On attend en effet des nouveaux outils
d’analyse développés qu’ils fournissent un nombre accru d’informations en un temps réduit,
aussi bien dans le domaine du criblage haut-débit que pour les tests bas-débit réalisés « au lit du
patient ». Dans ces deux cas, la technologie des biopuces a permis d’accéder a un niveau
d’analyse multiparamétrique.

A un extréme, avec le nombre croissant d’échantillons sujets a des tests médicaux, il s’est
créé un besoin urgent de tests haut-débit multiparamétriques. Dans le domaine des tests sanguins
par exemple, les banques du sang européennes concentrent a elles-seules 14 millions de
nouveaux échantillons par an, sur lesquels il faut mener une recherche de virus et de
microorganismes (plus de 40 pathologies infectieuses d’aprés 1’Organisation Mondiale de la
Santé). Les tests sur acides nucléiques haut-débit sur biopuce ont ainsi fait leur entrée dans les
banques du sang pour la détection automatisée de pathogénes. Une autre application candidate
pour I’analyse haut-débit sur biopuce est le génotypage érythrocytaire étendu. Il s’agit d’une
stratégie d’identification des groupes sanguins directement au niveau de I’information contenue
dans ’ADN d’un donneur. L’amélioration de la sécurité transfusionnelle passe par la mise en
place d’un génotypage étendu qui consiste a rechercher plusieurs dizaines de parameétres dans
I’ ADN du donneur et nécessite donc une analyse multiparamétrique.

C’est dans ce contexte qu’a débuté le projet a l’origine de cette theése, sur ’initiative de
I’Etablissement Frangais du Sang Rhone-Alpes (EFS-RA) qui souhaitait développer son propre
outil de génotypage érythrocytaire étendu et a approché en 2007 le laboratoire GEMBAS pour
son expertise concernant la technologie des biopuces. Cet outil étant destiné a la qualification a
haut-débit des donneurs, il doit étre innovant, simple a mettre en ceuvre, a bas-colt et
transférable vers une plateforme d’analyse haut-débit compatible avec les chalnes robotiques
standard, notamment celles utilisées dans les centres de qualification biologique du don de sang.

En pratique, une préparation de 1’échantillon de sang est nécessaire afin d’obtenir I’ADN sur
lequel sera réalisé le test de génotypage (Figure 0) : I’ADN génomique est dans un premier
temps extrait de I’échantillon de sang total, puis les cibles recherchées sont amplifiées par PCR
(polymerase chain reaction). Les différents outils biologiques nécessaires a 1’analyse (conditions
de PCR, sondes pour le test d’hybridation) ont été précédemment optimisés au laboratoire de
recherche de I’EFS-RA sur un premier prototype de biopuce. La technique utilisée alors
nécessitait un appareillage de détection treés cotliteux et présentait un format difficilement
automatisable, ce qui la rendait peu compatible avec une analyse haut-débit.

La premicere partie de la theése a donc €té consacrée a la mise au point de cet outil d’analyse haut-
débit basé sur une puce a oligonucléotides. Un format original de plaque filtrante a été élaboré et
une méthode colorimétrique a été utilisée pour la détection de 1’hybridation. Un simple scanner
de bureau suffit pour 1’acquisition du signal. Cette technologie a par la suite été transférée a
I’immobilisation de protéines et appliquée notamment au diagnostic allergique
multiparamétrique.
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Figure 0 Principe de la recherche des groupes sanguins érythrocytaires par génotypage sur biopuce a partir

d’un échantillon de sang total

A T’opposé de la problématique de ces tests de masse, I’avénement des techniques de
miniaturisation et de microfluidique, ainsi que du concept de « laboratoire sur puce », a ouvert
un nouveau champ d’application aux biopuces. Ces approches visent une miniaturisation
maximale des systetmes d’analyse dans le but principal de développer des tests portatifs et/ou
réalisables «au lit du patient ». Les applications de tels outils sont trés diverses et impactent
aussi bien le secteur de la santé que I’environnement ou la défense. Parmi les plus connus, on
peut citer les tests de grossesse sur bandelette. Une fois de plus, la combinaison de ces
techniques avec la technologie des biopuces ouvre la voie au développement de tests
miniaturisés multiparamétriques. Une problématique majeure est 1’élaboration de nouveaux
matériaux pour la mise au point de ces systémes miniaturisés : il s’agit de mettre au point des
supports permettant une immobilisation efficace des biomolécules sondes, mais aussi d’élaborer
des matériaux facilement intégrables dans le systéme final.

Une deuxiéme partie de la thése s’est ainsi intéressée au développement de nouveaux matériaux
pour les tests colorimétriques développés précédemment, tout d’abord dans un format haut-débit
identique au précédent, mais aussi pour un format miniaturisé, en se concentrant plus

particuliérement sur un polymeére aux propriétés originales : le PolyShrink™.

\

Les Chapitres 1 et 2 seront consacrés a une vue d’ensemble du contexte de la these. Le
Chapitre 1 présentera les technologies existantes dans le domaine des biopuces a détection
optique. Le Chapitre 2 sera dédi¢ au génotypage éErythrocytaire qui a constitué le cadre
d’application principal de ce travail. Les Chapitres 3 et 4 seront ensuite consacrés a la
présentation des résultats. Celle-ci s’articulera autour des différents articles publiés au cours de
cette thése ou bien de manuscrits soumis ou en préparation. Chaque article sera replacé dans le
contexte global de la these et éventuellement complété par la présentation de travaux
complémentaires. Enfin, le Chapitre 5 présentera une description de I’ensemble des méthodes et
matériels utilisés.



Chapitre 1. Biopuces a détection optique

Ce premier chapitre se consacre aux aspects technologiques et a la description des
biopuces dont nous décrirons tout d’abord le principe et les différentes catégories.
Nous nous intéresserons ensuite aux stratégies d’élaboration d’'une biopuce plus
particulierement aux points critiques du choix du support, de la chimie
d’immobilisation et la technique de matricage des sondes sur la surface. Enfin, une
derniere sous-partie sera consacrée aux méthodes de détection de 'interaction sur
les biopuces, en se restreignant aux méthodes optiques. Le domaine des biopuces
étant extrémement vaste ce chapitre ne prétend pas dresser un état de l'art
exhaustif, mais cherchera a introduire les concepts principaux et a illustrer en
particulier les méthodes et matériaux utilisés dans cette theése.



1. Introduction

1.1. Les biopuces, des biocapteurs multiparamétriques

Des biocapteurs...

Le principe de fonctionnement d’un biocapteur, illustré a la Figure 1-1, repose sur 1’association
d’un bio-récepteur, permettant la reconnaissance moléculaire spécifique d’un analyte, avec un
transducteur, qui convertit le signal physicochimique produit lors du phénomene de
reconnaissance en un signal physique interprétable et quantifiable.

Le terme de « biocapteur » est apparu dans les années 1950 avec la mise au point par Leland
Clark d’un dispositif permettant de mesurer le glucose dans le sang (Clark et Lyons 1962). Pour
cela, il immobilisa la glucose oxydase sur une membrane, a proximité d’une électrode de platine,
et I’utilisa comme bioélément de reconnaissance pour la détection spécifique du glucose dans un
¢chantillon, en association avec une transduction ¢lectrochimique.

Depuis ces travaux pionniers, de nombreux biocapteurs ont ét€¢ mis au point, a partir de systémes
enzyme/substrat, mais aussi basés sur d’autres interactions biologiques : entre anticorps et
antigéne notamment ou bien entre séquences d’acides nucléiques complémentaires. Un large
panel de modes de transduction associés a des phénomenes physicochimiques variés est
aujourd’hui disponible : transducteur électrochimique, optique, thermal, piézoélectrique,
gravimétrique. ..

BIOCAPTEUR

BIORECEPTEUR TRANSDUCTEUR

Acquisition du signal
Analyse des données

Analytes dans
I'échantillon complexe .
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Figure 1-1 Principe de fonctionnement d’un biocapteur Un biocapteur associe un biorécepteur et un

transducteur. Le biorécepteur immobilisé (enzyme, protéine, anticorps, oligonucléotide...) forme une
couche sensible qui permet la reconnaissance moléculaire sélective du composé recherché (substrat,
protéine, anticorps, oligonucléotide...) dans I'échantillon. Le transducteur (électrochimique, optique,
thermal, piézoélectrique, gravimétrique...) convertit le signal physico-chimique obtenu en un signal
électrique enregistrable.



Les performances d’un biocapteur s’évaluent principalement en termes de sélectivité (voire de
spécificité) vis-a-vis du composé recherché et de rapidité de la réponse. Il est également
intéressant de pouvoir utiliser le capteur en continu, ou bien le réutiliser. Le succes du
fonctionnement d'un biocapteur est étroitement lié a la bonne synergie entre les différents
¢léments le composant: le support, la méthode d'immobilisation et le systéme de
détection/transduction. En particulier, un contact proche entre la couche sensible et le
transducteur est nécessaire. En outre, la fragilité¢ de I’élément biologique nécessite de travailler
dans des conditions douces et maitrisées (pH, température, force ionique) afin d’obtenir une
activité stable.

... aux biopuces

L’avénement de la technologie des biopuces au début des années 1990 a ouvert le champ des
biocapteurs a 1’analyse multiparamétrique et a permis une grande avancée dans ce domaine.
Résultant de I’application aux biocapteurs des techniques de miniaturisation et de parallélisation,
les biopuces se sont imposées comme un outil incontournable pour les tests miniaturisés
multiparamétriques.

Une biopuce est constituée d’une surface sur laquelle ont été immobilisés de fagon spatialement
ordonnée un grand nombre d’éléments de reconnaissance différents, sous la forme de plots.
Ceux-ci forment la couche sensible du capteur (Figure 1-2). Ces biomolécules jouent le role de
sondes vis-a-vis de cibles multiples dans un échantillon donné, qu’elles capturent via une
interaction biologique spécifique. Lors de la reconnaissance moléculaire, la présence de la
molécule cible se traduit directement ou indirectement par un signal physicochimique. La
transduction et 1’analyse de ce signal permettent d’identifier les plots ou la reconnaissance a eu
lieu, et donc les cibles présentes initialement dans I’échantillon. De plus, les biopuces permettent
une importante réduction des quantités d’échantillon et de réactifs mis en ceuvre, la surface de la
couche sensible étant en effet de taille trés réduite (~cm?). Suivant 1’élément de reconnaissance
impliqué, on distingue deux grandes catégories de biopuces : les puces a ADN et les puces a
protéines.

Matrice de plots spatialement ordonnés (de quelques
dizaines a des dizaines de milliers de plots par puce)

b Chaque plot contient un seul type de biomolécule

sonde immobilisée sur la surface.

Interaction spécifique avec
un anticorps par exemple

&
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Figure 1-2 Principe de fonctionnement d'une biopuce Une biopuce se présente comme une surface
fonctionnalisée par une matrice spatialement ordonnée de plots de biomolécules (un seul
type de biomolécule par plot). Celles-ci agissent comme sondes pour la détection d’une
cible spécifique dans un échantillon. (gauche) L'immobilisation d’oligonucléotides ou de
brins d’ADN permet la détection de brins d’ADN de séquences complémentaires par
hybridation. (droite) L'immobilisation de protéines permet notamment la détection
d’anticoros (a I'inverse I'anticoros neut étre I'élément de reconnaissance immobilisé).



1.2. Puces a ADN et puces a oligonucléotides

Les premicres puces développées furent les puces dites « 2 ADN ». Celles-ci sont rapidement
devenues un outil analytique incontournable et le marché des puces a ADN est passé de
48 millions de dollars en 1997 a 670 millions en 2008 (Biophoenix 2009). Il est estimé a 2,25
milliards en 2014.

Les éléments de reconnaissance immobilisés sont alors des brins d’ADN ou des oligonucléotides
(quelques dizaines de bases). Ceux-ci peuvent s’hybrider, par un appariement des bases tres
spécifique, avec les séquences cibles complémentaires en solution dans 1’échantillon (Figure
1-2). La détection des doubles brins formés permet d’identifier les cibles présentes. L’étendue
des densités de plots accessibles donne accés a un large champ d’applications (Tableau 1-1).

Tableau 1-1  Applications des puces a ADN suivant la densité de sondes

Degré de complexité Nombre de plots d'hybridation | Application visée

Basse complexité 10-1000 Diagnostic

Moyenne complexité 1000 - 10000 Etude de mutation, génotypage

Haute complexité 10 000 - 100 000 Séquencage des génes, étude
. o de | ‘expression des genes

Tres haute complexité > 100 000

En offrant la possibilité de réaliser des milliers d’analyses génétiques en parallele, les puces a
ADN ont ouvert de nouvelles voies dans le domaine de la découverte ou 1’identification des
génes par séquencage, révolutionnant notamment le séquengage des génomes, qui semblait
jusqu’alors une tache ambitieuse et démesurée. L’une des applications majeures des puces a
ADN a été l’analyse de I’expression des genes, a savoir I’identification de I’expression
différentielle des génes mais aussi la quantification de leur expression. Schena et al. proposent
ainsi en 1995 une puce sur lame de verre pour le suivi quantitatif de I’expression des genes,
grace a une étape de transcription inverse suivie d’une étape d’hybridation sur une matrice
d’ADN complémentaire (Schena et al. 1995). Depuis, I’essor des techniques de fabrication a
permis d’élaborer des puces de trés haute densité extrémement performantes pour ce type
d’application. De nombreux outils ont aujourd’hui atteint le stade industriel. Les puces
Affymetrix®, leader dans le domaine, sont basées sur une synthése chimique in situ des
fragments d’ ADN permettant d’immobiliser quelques dizaines de milliers de sondes par cm’.

En parallele des puces a trés haute densité servant au criblage que nous venons de décrire, les
puces de moyenne et basse densité ont également trouvé leurs applications. C’est notamment
dans le domaine du diagnostic qu’elles contribuent a 1’identification de virus et de pathogenes,
de mutations ainsi que de polymorphismes (Campas 2004).

1.3. Puces a protéines

Le succes rencontré par la technologie des tests sur puces a acides nucléiques a suscité une
volonté de transposer ces résultats au développement de tests immunologiques
multiparamétriques miniaturisés, en immobilisant cette fois protéines, peptides ou anticorps
(Figure 1-2). En utilisant les équipements de matrigage et les scanners de lame développés pour



les puces ADN, MacBeath et Schreiber élaborent en 2000 une puce a protéines sur lame de verre
et présentent les preuves de concept de leur applicabilité pour 1’étude haut-débit des interactions
protéine/protéine, enzyme/substrat et protéine/petite molécule (MacBeath et Schreiber 2000).
Apres avoir révolutionné la génomique, les biopuces offrent de nouvelles perspectives a la
protéomique quantitative et fonctionnelle (étude ou découverte de nouvelles fonctions) (Phizicky
et al. 2003 ; Pandey et Mann 2000).

Cependant, I’immobilisation des protéines s’avere bien plus délicate et moins reproductible que
celle des acides nucléiques, et freine le développement de ces outils. Les protéines, bien plus
complexes d’un point de vue structurel et fonctionnel, sont en effet plus fragiles et risquent
dénaturation, oxydation ou autre dégradation, susceptibles d’altérer leur spécificité. De plus, les
interactions de reconnaissance concernées reposent sur des phénomeénes d’affinités plus
complexes et moins robustes que 1’hybridation et imposent des contraintes notamment quant a
’orientation des protéines sur la surface et la distance entre protéine et surface.

Malgré ces obstacles, de nombreux exemples de biopuces a protéines ont été rapportés dans la
littérature. En plus des puces haute densité pour les applications de criblage (biomarqueurs,
médicaments) (Weinrich ez al. 2009), des immunotests miniaturisés ont été développés pour des
applications multiparamétriques de diagnostic ou de dosage. Ces tests reposent sur 1’interaction
spécifique entre anticorps et antigéne. Différentes architectures, adaptées des tests ELISA
macroscopiques, peuvent étre utilisées (MacBeath 2002). Les plus courantes sont illustrées sur la
Figure 1-3, dans le cas ou la détection repose sur une méthode de marquage.

\»
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Capture Capture d'antigéne Sandwich Compétition

Figure 1-3 Exemples d’architectures utilisées pour les immunotests multiparamétriques

i. Il est tout d’abord possible de marquer directement la biomolécule cible (anticorps ou
protéine) avant l’interaction avec la matrice de cibles. Le succés du test dépend
toutefois de Defficacité du marquage des différentes cibles. Pour la détection
d’anticorps sur une matrice de protéines, il est également possible de procéder a un test
de type «capture »: les anticorps cibles interagissent avec les protéines sondes
associées et sont détectées par un anticorps secondaire commun. L’intérét de la
technique est de pouvoir détecter un grand nombre d’anticorps cibles au moyen d’un
unique anticorps de marquage. Elle est cependant sujette au probleme de spécificité des
anticorps.

ii. Dans le cas des architectures de type sandwich, on utilise un couple
d’anticorps spécifiques pour la détection de protéines cibles : le premier joue le role de
I’élément de reconnaissance immobilisé et le second permet la détection de
I’interaction. Ce systéme apporte une forte spécificité surtout lorsque I’on utilise un



iil.

couple d’anticorps monoclonaux dirigés contre des épitopes différents. Toutefois,
quand le nombre de paramétres augmente, les problémes d’interactions croisées et un
manque de spécificité sont récurrents.

Mentionnons pour finir les stratégies de compétition qui permettent d’obtenir
d’excellentes sensibilités. L’anticorps cible marqué est mis en solution avec des
antigénes libres en compétition avec les antigénes sondes immobilisés.

Enfin, en parallele de ces biopuces s'appuyant sur des biorécepteurs non-catalytiques, on

distingue les biopuces enzymatiques. Le biorécepteur immobilisé est une enzyme qui catalyse

une réaction clé pour la détection de 1’analyte, comme dans le cas de 1’électrode a glucose de

Clark. Les exemples de biopuces enzymatiques pour I’analyse multiparamétrique sont cependant

moins nombreux.

La performance d’une biopuce repose sur de nombreux critéres qui seront discutés par la suite :

1.

il.
1il.

1v.

le choix du support : ses propriétés chimiques et physiques de surface influent a la fois
sur I’immobilisation spécifique et non spécifique des biomolécules, et sont souvent
cruciales pour une détection efficace ;

la stratégie de fabrication : comment former la matrice sensible sur la surface ?

la chimie d’immobilisation et la nécessité éventuelle d’orienter les biomolécules sur la
surface (en particulier pour les puces a protéines) ;

enfin, le choix de la méthode de détection.

Cette étude ne vise pas a étre exhaustive mais tentera d’illustrer les techniques les plus utilisées

et celles discutées dans la thése, en se concentrant principalement sur les capteurs optiques (les

techniques électrochimiques, notamment, ne seront pas discutées).



2. Supports et activations possibles

Le choix d’une surface solide comme support pour I’immobilisation d’une matrice
d’oligonucléotides ou de protéines dépend en premier lieu de 1’application visée. Ainsi, pour des
capteurs optiques, le verre et le silicium sont des substrats de choix grace a leurs intéressantes
propriétés optiques. Dans le cas d’une détection par voie électrochimique ou bien par résonance
de plasmon de surface, on préferera en revanche des surfaces d’or. D’une maniere générale, les
critéres pris en compte seront I’homogénéité chimique et la stabilité du support, les propriétés de
surfaces (polarité, mouillabilité...), mais aussi 1’étendue de réactions de modification de surface
connues, leur facilité de mise en ceuvre et leur reproductibilité.

2.1. Supports a deux dimensions
2.1.1. Supports plans classiques

Verre

Le verre s’est rapidement imposé comme une surface de référence pour I’immobilisation de
biomolécules, en particulier les séquences d’ADN. Il est en général utilisé sous le format
standard d’une lame de microscope. Son attrait tient d’abord a son importante résistance
physique et chimique : inerte, durable, il peut supporter de hautes températures et ses propriétés
de surface restent stables en milieu aqueux (Situma et al. 2006). De plus, sa transparence et sa
faible fluorescence intrinséque le rendent particuliérement intéressant pour le développement de
capteurs optiques. Enfin, les stratégies de modification de surface sont bien connues et maitrisées
pour ce matériau.

La voie la plus couramment employée consiste a activer le verre dans une premiére étape par un
traitement oxydant, tel qu’un plasma d’oxygene ou la solution « piranha » (H,0,/H,SQO,), afin de
générer en surface des groupements silanol réactifs (Jonkheijm et al. 2008). Dans un second
temps, des trialkoxysilanes ou bien trichlorosilanes fonctionnalisés permettent 1’introduction
d’un nouveau groupement fonctionnel en surface. Une large gamme d’organosilanes est
disponible commercialement pour I’introduction de fonctions variées : amine, thiol, acide
carboxylique, époxyde... La Figure 1-4 en présente quelques uns ainsi qu'un exemple de
protocole pour la fonctionnalisation d’une surface de verre par des groupements thiols (Halliwell
et Cass 2001).

Quartz

Autre silicate, le quartz est également un substrat trés utilisé, en particulier pour les capteurs
optiques. C’est notamment le support utilisé¢ par Affymetrix® (www.affymetrix.com), leader
dans le domaine des puces a oligonucléotides haute densité a détection optique.

Silicium

Le silicium s’est distingué dans 1’industrie des semi-conducteurs par ses propriétés €lectriques
mais aussi par son excellente résistance aux solvants et sa bonne stabilité¢ mécanique. Sa faible
fluorescence intrinseéque est encore une fois un atout pour la fabrication de biopuces a détection
optique. Cependant, le silicium s’oxydant spontanément a 1’air, une étape d’activation de surface



est incontournable (Jonkheijm ef al. 2008). Une premiére voie d’activation consiste a générer des
fonctions Si-H en surface par un traitement par 1’acide fluorhydrique, puis a les coupler avec des
alceénes fonctionnalisés. Un plasma d’oxygene créera quant a lui des Si-OH, ouvrant la voie aux
méthodes d’activation par les organosilanes décrites pour le verre.

Surfaces métalliques : I'or

Parmi les surfaces métalliques, 1’or est le matériau le plus utilisé, généralement sous la forme
d’une mince couche recouvrant un support en verre, principalement pour les capteurs a détection
¢lectrochimique ou par résonance de plasmon de surface. L’activation la plus courante est la
formation en surface de monocouches auto-assemblées de thiols pour I’intégration de nouveaux
groupes fonctionnels, la chimie or-thiol étant bien maitrisée et facile a mettre en ceuvre (Luderer
et Walschus 2005).
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Figure 1-4 Activation du verre a partir d’organosilanes (a) Silanisation d’une surface de

verre par le (3-mercaptopropyl)-triméthoxysilane : les organosilanes physisorbés
sur la surface de verre hydratée (groupements silanols) sont hydrolysés a la
surface ; ils se lient ensuite de fagon covalente a la surface, puis une étape de
cuisson induit le pontage entre silanols libres. (b) Exemples d’organosilanes pour
la fonctionnalisation du verre.

2.1.2. Supports plans a base de polymeéres

Apres le large développement des supports de verre et de silicium, les recherches se sont
orientées vers les supports plastiques et les polymeres. C’est en fait le développement de la
microfluidique et des systémes miniaturisés d’analyse totale (ULTAS) qui ont généré
I’engouement pour ces nouveaux matériaux, notamment dans le domaine biomédical (Rivet et
al. 2011). Les polymeres sont en effet intéressants pour la fabrication de microsystémes par leur
cout et leur disponibilité, notamment en ce qui concerne les matériaux thermoplastiques. Mais
c’est surtout le panel de techniques de fabrication déja maitrisées pour ces matériaux qui fait leur
attrait. Les techniques d’usinage et les procédés de production de masse issus de 1’industrie des
polymeéres (moulage par injection) ou bien de I’industrie des semi-conducteurs (lithographie,
etching) ont ainsi été adaptés aux systémes miniaturisés (Becker et Gértner 2007).



Parmi les polymeres les plus fréquemment utilisés se trouvent en premier lieu les plastiques
(polymeres avec additifs) a base de poly-(méthyl méthacrylate) (PMMA) (Tsougeni et al. 2010)
et polycarbonate (PC) (Bafiuls ef al. 2008). Ceux-ci ont comme principal inconvénient une
mauvaise résistance aux solvants (Becker et Locascio 2002). Les polymeres et copolymeres
d’oléfines cycliques (COP et COC) (Pu et al. 2007) présentent des propriétés optiques
excellentes et une bonne résistance a ’humidité (Rivet er al. 2011). Enfin, les supports de
polystyréne (PS), largement employés pour I’immobilisation de biomolécules pour les tests
ELISA, treés résistants aux solvants, ont également été utilisés pour le matricage de protéines ou
d’oligonucléotides (Nahar ef al. 2001 ; Perrin 2003).

Grace a leur bas cot et leur facilité de mise en ceuvre, les matériaux élastomeres ont également
suscité un fort intérét. Le poly-(diméthylsiloxane) (PDMS) en particulier est devenu un standard
pour la fabrication de dispositifs microfluidiques (Sia et Whitesides 2003), et plusieurs
techniques ont été développées pour le matricage de biomolécules sur ce support (Marquette et
Blum 2004 ; Heyries ef al. 2007).

Cependant, comme la plupart de ces matériaux sont relativement inertes, une activation de
surface préalable est généralement requise. Elle fait souvent appel a des techniques onéreuses
comme |’utilisation d’un plasma d’oxygene (Diaz-Quijada et al. 2007) ou bien a des couplages
photochimiques. Comme exemple d’activation de surface par photochimie, on peut citer
’activation du polystyréne a I’aide du 1-fluoro-2-nitro-4-azidobenzéne par Nahar ef al. (Nahar et
al. 2001). Pu et al. ont quant a eux propos¢ l’incorporation de monomeres fonctionnalisés au
cours de la photopolymérisation de COC pour I’immobilisation ultérieure de biomolécules (Pu et
al. 2007). Enfin, le couplage photochimique peut également permettre directement le couplage
entre la biomolécule et la surface, ces méthodes seront discutées ultérieurement
(Cf. paragraphe 4.2.2).

Enfin, des propriétés structurelles et mécaniques originales du polymeére peuvent offrir des voies
de fabrication innovantes. Plusieurs groupes se sont ainsi penchés récemment sur 1’étude de
plastiques fabriqués sous contrainte qui se rétractent a la cuisson. De tels matériaux permettent
un prototypage extrémement rapide de systémes miniaturisés (Focke et al. 2010). Le
PolyShrink™ par exemple, matériau commercialisé a I’origine pour les loisirs créatifs, est un
polymeére a base de polystyréne qui se rétracte de 60% a la cuisson sans distorsion des motifs
présents sur la surface. Sous I’effet de la chaleur, le relaichement du stress induit un retour de
molécules pré-orientées a une position aléatoire dans le matériau. Le groupe de Michelle Khine
notamment a mis au point diverses méthodes de fabrication de canaux et composants
microfluidiques & base de PolyShrink™ (Chen et al. 2008 ; Taylor et al. 2010). Lorsque le
support se contracte dans le plan, des canaux formés sur la surface par des méthodes de gravure
(Chen et al. 2008), d’impression laser (Grimes et al. 2008) ou encore de sérigraphie (Sollier et
al. 2009) (technique « Print-n-Shrink ») voient leur profondeur augmenter d’un facteur 5. Par
ailleurs, il a également été montré que le matricage de protéines a la surface du PolyShrink™
suivi d’une étape de cuisson (163°C, 30 secondes) permettait la fixation des biomolécules sur le
support, sans altérer leur fonctionnalité (Figure 1-5). Cette technique a été notamment mise en
ceuvre pour la fabrication de matrices d’anticorps et de et de protéines d’adhésion pour le
développement d’immunotests miniaturisés et de puces a cellules (Mandon et al. 2010).



Les possibilités de miniaturisation ne cessent de progresser notamment avec |’utilisation de
nouveaux films de polyoléfines, a 1’origine utilisés dans I’emballage dans I’industrie alimentaire,
qui ont montré des propriétés de réduction accrues avec une contraction homogene de 95%
(Nguyen et al. 2010).

Shrinking the entire chip

Spotting biorecognition elements

Figure 1-5 Technique “Print-n-Shrink” (extrait de Mandon et al. 2010) (a) Principe de fabrication de la puce a
protéines : les biomolécules sont matricées sur la surface sérigraphiée, puis la cuisson du support a
163°C entraine sa contraction. (b) Allure d’une matrice de plots de 300 pL avant (gauche) et aprés
(droite) cuisson (microscopie a fluorescence).

2.2, Supports a trois dimensions

Les supports poreux, grace a leur surface spécifique trés élevée (plus de 200% pour les
membranes a base de polymere organique et 500% pour les alumines poreuses en comparaison
aux supports 2D (Campo et Bruce 2005)), permettent d’atteindre une densité d’immobilisation
des sondes tres importante, et donc d’améliorer la sensibilité de la détection des cibles. Celle-ci
reste toutefois limitée par les contraintes de diffusion des cibles dans le support.

2.2.1. Membranes

Membranes poreuses a base de polymeéres organiques

Utilisées a 1’origine comme support d’immobilisation de biomolécules pour le western blot, les
membranes poreuses a base de polymeres organiques, telles que la nitrocellulose, ont depuis été
adaptées aux tests multiparamétriques et a I’immobilisation de matrices de biomolécules (Huang
2001). Elles sont parfois supportées sur une lame de verre, telles les lames FAST-slides
recouvertes de nitrocellulose, ce qui permet de combiner de fagon avantageuse un format
standard et une tres forte capacité d’immobilisation, et peut en améliorer la stabilité (Stillman et
Tonkinson 2000). Si I’avantage majeur de ces supports est la forte densité d’immobilisation
qu’ils procurent, celle-ci va cependant de pair avec une absorption non spécifique souvent
élevée.

De trés nombreuses membranes de composition et de porosité variées sont aujourd’hui
disponibles commercialement (MilliporeTM (www.millipore.com), Pall Corp. (www.pall.com),
Whatman® (www.whatman.com)) : membranes a base de PVDF hydrophobe, de cellulose, de
polyéthersulfone, etc. Optimisées pour [I’immobilisation d’acides nucléiques et de
protéines, celles-ci sont parfois activées en surface afin d’en promouvoir la fixation. Les
matériaux les plus couramment utilisées restent cependant les membranes de nitrocellulose et de
nylon.
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Figure 1-6 Principe d’un test par capillarité : exemple d’un immunotest sandwich (extrait de Mark et al. 2010)
(a) Une succession d’éléments poreux permet de faire progresser le liquide (échantillons et/ou
réactifs) par capillarité. Le test se déroule comme suit: (b) I'échantillon liquide est déposé sur le
support, sur lequel il est absorbé puis migre par capillarité ; (c) I'antigéne cible se lie aux anticorps de
détection marqués par des nanoparticules ; (d) les particules liées aux antigenes sont immobilisées sur
la ligne de test (résultat positif) et les anticorps non liés sont capturés sur la ligne de contrdle,
entrainant I'apparition de deux lignes colorées dans la zone de détection.

Tirant avantage de la porosité du support, de nombreux tests par capillarité ont été développés
sur membranes (Posthuma-Trumpie ef al. 2008). IIs permettent d’élaborer des outils jetables, peu
colteux et simples d’utilisation pour des applications de diagnostic point-of-care (POC). C’est le
principe des tests bandelette bien connus, tels que les tests de grossesse qui détectent le niveau
de gonadotrophine chorionique humaine dans 1’urine. Le principe de tels systémes est exposé sur
I’exemple d’un immunotest sandwich a la Figure 1-6 (Mark ef al. 2010). Les flux d’échantillons
et de réactifs migrent par capillarité sur la membrane et entrent en contact avec la zone de
détection. Celle-ci peut contenir une ligne (Aveyard et al. 2007 ; Dineva et al. 2005 ; Mao, Ma,
et al. 2009) ou bien une matrice de biomolécules sondes immobilisées sur le support (Carter et
Cary 2007). Ces tests colorimétriques seront détaillés ultérieurement (Cf. 5.2).

Les systemes de type flow-through ont quant a eux permis d’améliorer la sensibilité des tests sur
membrane : I’échantillon est filtré a plusieurs reprises a travers la membrane, dans les deux sens,
afin de s’affranchir des limites de diffusion dans les pores et d’augmenter le contact entre sonde
et cible (Mocanu et al. 2008). Van Lieshout et al. ont ainsi mis un point un test sandwich en
immobilisant une matrice d’anticorps sur un disque de nitrocellulose. L’assemblage flow-
through leur permit d’améliorer la sensibilité d’un facteur 10 par rapport a un systéme sans flux
(limite de détectionde la protéine C-réactive: 1pmol.l’, durée du test: 7 min, volume
d’échantillon : 70 ul) (van Lieshout et al. 2009).

Supports poreux inorganiques

Des supports poreux inorganiques ont ¢également ¢té utilisés pour I’immobilisation de
biomolécules. L’alumine poreuse nanostructurée s’est avérée particulierement intéressante
(Campo et Bruce 2005) : sa structuration est facile a mettre en ceuvre, peu coiteuse, et permet
d’obtenir une surface spécifique trés élevée tout en ayant une flexibilité sur la taille des pores.
De plus, le traitement par oxydation anodique renforce la stabilité mécanique du matériau et
surtout de nombreuses chimies d’activation de sa surface sont connues, notamment des méthodes
de silanisation. Grasso et al. ont ainsi rapporté ’immobilisation d’ADN sur matrice d’alumine
poreuse nanostructurée par une méthode photolithographique (Grasso et al. 2006). Kang et al.
1’ont pour leur part utilisée pour I’'immobilisation de protéines (Kang et al. 2005).



2.2.2. Les hydrogels

Plus récemment, une nouvelle classe de matériau a trois dimensions a fait 1’objet de nombreuses
études : les hydrogels. Un hydrogel est un réseau polymérique a trois dimensions ayant une forte
affinité pour 1’eau. La polymérisation, qui peut &tre photo- ou thermo- induite, entraine la
réticulation des chaines hydrophiles et crée un réseau insoluble dans lequel 1’eau peut pénétrer,
provoquant le gonflement du gel. On parle d’hydrogel quand le gel est chargé d’eau et de
xérogel pour la structure seche. Hydrophiles, ils plus appropriés pour les applications
biologiques que les supports poreux traditionnels, généralement hydrophobes.

Quelques exemples de polymeéres utilisés pour la synthése d’hydrogels sont présentés Figure 1-7.
L’étendue des compositions chimiques disponibles pour la formation d’un hydrogel et la
possibilité¢ d’inclure des copolymeéres permet d’adapter a facon et de contrdler leurs propriétés
mécaniques, structurelles mais aussi de diffusion en fonction de I’application visée. De plus, leur
capacité a se charger en eau peut dépendre des facteurs physicochimiques du milieu (Langer et
Peppas 2003), par exemple du pH ou de la force ionique (gels de poly-(acide acrylique), poly-
(acide  méthacrylique), polyacrylamide, de la température (gels de poly-(N-
isopropylacrylamide)), ou de la présence d’un composé spécifique. Ces spécificités ont donné
lieu au développement de matériaux « intelligents », dont le comportement peut &tre controlé par
différents stimuli (Kumar et al. 2007 ; Kopecek 2007).
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Figure 1-7 Exemples de polyméres permettant la formation d’hydrogels

Du fait de leur forte biocompatibilité, les hydrogels ont tout d’abord trouvé de nombreuses
applications en thérapie pour ’ingénierie des tissus, les implants biomédicaux et I’administration
ciblée des médicaments (Oh et al. 2008). Leur utilisation a aussi été rapportée dans le domaine
des microsystémes de diagnostic (Peppas et al. 2006 ; Kuckling 2009), par exemple pour
1’¢élaboration de valves microfluidiques contrdlées par des variations de pH (Beebe et al. 2000),
ou encore I’immobilisation d’ADN dans une matrice photopolymérisée a 1’intérieur de canaux
microfluidiques pour le développement d’un biocapteur (Olsen et al. 2002).

Grace a I’environnement hydraté trés favorable qu’ils fournissent, les hydrogels apparaissent en
effet comme des candidats trés prometteurs pour 1’immobilisation de biomolécules. Dans le
domaine des biopuces, le matrigage de biomolécules sur des couches préformées d’hydrogel a



fait I’objet de nombreuses études (Kuckling et Pareek 2008). Andersson et al. ont ainsi mis au
point une surface d’hydrogel a base de poly-(polyéthyléneglycol méthacrylate) pour
I’immobilisation de protéines (Andersson et al. 2009).

Une seconde approche consiste cette fois, non plus a déposer les sondes sur une couche
d’hydrogel formée au préalable, mais a déposer une solution mixte contenant la biomolécule et
le monomére polymérisable en solution et a polymériser les gouttes directement sur le support.
Les biomolécules se greffent de facon covalente sur les chaines du polymere lors de la
réticulation du gel. Parmi les exemples de matrices de plots mixtes hydrogel-biomolécules
rapportés dans les dix derniéres années, la plupart concernent des gels a base de polyacrylamide
déposés sur des supports en verre (Tang et Xiao 2009 ; Rubina et al. 2004 ; Pan ef al. 2008). Le
groupe de Jorgen Rithe a proposé récemment une approche originale pour I’immobilisation de
protéines et d’oligonucléotides dans des plots a base de poly-(diméthylacrylamide) sur support
plastique (Neumann et al. 2010). Ces méthodes seront détaillées au paragraphe 4.2.2.



3. Stratégies de fabrication

Le matricage des biomolécules sur la surface consiste en général & un dépdt liquide des
biomolécules en solution, mais il existe d’autres méthodes, notamment un procédé de synthése in
situ des sondes dans le cas particulier des puces a oligonucléotides.

3.1. Cas des puces a oligonucléotides : synthése in situ des sondes

Dans le cas particulier des puces a oligonucléotides, il est possible de synthétiser les sondes
directement sur le support et de facon spatialement localisée. La compagnie Affymetrix (Santa
Clara, USA, www.affymetrix.com) a ainsi mis un point un procédé de syntheése utilisant un
ensemble de masques photolithographiques et un jeu de groupements protecteurs photolabiles
pour le controle de la croissance des oligomeres. Le principe en est exposé¢ Figure 1-8. La
résolution du procédé photolithographique permet d’obtenir une densité de sondes trés élevée :
les puces produites en routine par Affymetrix présentent plusieurs millions de sondes sur
1,28 cm? correspondant & des zones d’immobilisation inférieures a 10 um (Dufva 2005).
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Figure 1-8 Procédé photolithographique pour la manufacture de matrices d’oligonucléotides in situ

Pour allonger la chaine en croissance d’un seul nucléotide, il faut quatre cycles réactionnels
et quatre masques (correspondant aux 4 bases existantes). Le cycle est le suivant : (a) afin
de déprotéger sélectivement les chaines sur lesquels doit se greffer le premier nucléotide,
la surface est irradiée de fagon sélective grace a un masque. (b) Les oligoméres déprotégés
sont couplés avec I'extrémité 3’ de la base a ajouter (protégée en 5’) par couplage
phosphoramidite. (c, d, e) On répéte le processus pour les trois autres types de bases.

Cependant, la longueur de la chaine synthétisée reste limitée (environ 25 nucléotides), le
rendement chutant rapidement a chaque étape de syntheése supplémentaire. De plus, la syntheése
d’une chaine de 25 nucléotides nécessite déja la fabrication de 100 masques et un environnement
de type salle blanche, ce qui entraine des coflits de fabrication trés élevés, ne pouvant étre
amortis que par une production de masse. Des alternatives a 1’utilisation de masques ont été
développées, par exemple I’utilisation de petits miroirs pour diriger spécifiquement 1’irradiation
(Roche NimbleGen Systems, Inc.) (Pasquarelli 2008). Enfin, I’inconvénient majeur de cette



technique est le mauvais controle de la sélectivité des séquences synthétisées, il est en effet
impossible d’éliminer les séquences erronées, conséquence de rendements de couplage
imparfaits ou d’un mauvais alignement des masques.

Pour pallier ces défauts de sélectivité et étendre cette technique a I’immobilisation de protéines,
les techniques de photolithographie sont souvent mises en ceuvre avec des sondes pré-
synthétisées : la surface est activée de fagon localisée grace a un jeu de masques, comme décrit
précédemment, ce qui permet le greffage des biomolécules sur les zones activées. Kim et al. ont
ainsi activé un hydrogel de polyéthyléne glycol par des fonctionnalités -NHS de fagon localisée
par photolithographie, pour I’immobilisation de protéines (Kim et al. 2009). Cette technique
permet d’atteindre une trés bonne résolution (~50 nm) mais reste une fois de plus trés onéreuse
(Hook et al. 2009).

3.2. Dépot de solution

Parmi les techniques de matricage de biomolécules pré-synthétisées, la plus répandue reste sans
conteste celle des spotted arrays : il s’agit de réaliser des dépdts de la solution de biomolécules
(dans un tampon de dépdt) a des positions spécifiques de la surface a I’aide d’un robot a aiguilles
(Figure 1-9). Deux technologies d’impression sont disponibles : contact et non-contact.

Impression Le dépot se fait par contact physique direct de l’aiguille avec la surface.

contact L’aiguille, rigide et creuse, est au préalable immergée dans la solution a
déposer, de sorte qu’un petit volume entre dans 1’aiguille par capillarité. Le
robot amene ensuite celle-ci a la position souhaitée, puis, la goutte est transférée
sur le substrat lors de la mise en contact. Le diamétre des spots obtenus dépend
des propriétés physicochimiques de la surface et de la solution, mais aussi de la
géométrie de 1’aiguille. Cette technique a I’avantage d’étre simple et robuste
mais elle souffre de problémes de reproductibilité, d’homogénéité du dépot, de
contamination, et risque d’endommager la surface.

Impression La solution est prélevée dans un réservoir puis déposée par éjection de gouttes
non-contact sur la surface. L absence de contact direct avec la surface permet de diminuer les

risques de contamination. Par ailleurs, les aiguilles indépendantes permettent une
plus grande flexibilité pour le matricage qu’avec un appareil d’impression
contact. L’¢jection de la goutte peut étre controlée de différentes manicres
(Campo et Bruce 2005). Ainsi dans un systéme a jet d’encre, 1’« encre » (la
solution de biomolécules) est chauffée localement afin de former une bulle de
vapeur qui grossit rapidement et provoque 1’éjection d’une goutte de solution.
Un autre systeme d’éjection utilise la déformation d’une membrane piézo-
électrique pour créer une impulsion acoustique qui déclenche I’éjection de la
goutte. Les propriétés de la solution a déposer sont cruciales : la tension de
surface doit étre assez élevée pour que I’encre ne s’écoule pas du systeme qui la
dispense mais sa viscosité doit étre assez faible pour que 1’éjection soit facile.
Parmi les défauts récurrents de cette technique se trouvent le dépot de gouttes
satellites lors de I’éjection, ou bien la présence de bulles d’air dans le dépot.



(a) Impression «non contact» (b) Impression «contact»

+

jeu d'aiguilles

|1
™ impulsion s
S . creuses solidaires
piézoélectrique
L1l
capillaire £
|
|
|

\
| éjection de la goutte ‘ l ' transfert par contact
d

avec la surface
1

: o y oo Y
positionnement \ positionnement

\ x sur la surface X sur la surface

[ &)
o
Figure 1-9 Techniques de dépot de solution : impression (a) non-contact et (b) contact

Le volume des gouttes déposées est de I’ordre de 300 pl, ce qui correspond a des plots de 100 a
500 um de diameétre en moyenne, avec une densité¢ de plots de Iordre 1000 plots.cm?. Ces
techniques permettent un matricage simple et rapide, mais la résolution (~100 um) ainsi que la
forme des plots (dépendante de celle de I’aiguille ou de la goutte) restent limitées (Hook et al.
2009). Enfin, un défaut majeur de cette technique est I’inhomogénéité potentielle de
I’immobilisation des sondes au sein de chaque dépdt, principalement due a des phénomenes
d’évaporation de solvant qui ont pour effet de concentrer les solutés sur la couronne externe du
dépot (« effet doughnut») (Deegan et al. 1997).

3.3. Techniques non conventionnelles

Nous considérerons ici brievement deux techniques alternatives au dépdt en solution et aux
procédés lithographiques évoqués précédemment : I’impression microcontact et ’utilisation de
matrices de billes.

3.3.1. Impression microcontact

L’impression microcontact est une technique de lithographie douce, simple et peu cofiteuse, qui
offre de nombreuses possibilités de transfert de monocouches sur des surfaces (Marquette 2008).
Son principe est détaillé Figure 1-10.

Cette technologie a déja été mise en ceuvre pour I’impression sur verre et sur PDMS de protéines
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Figure 1-10  Principe de I'impression microcontact (extrait de Marquette et al. 2008) Un timbre élastomérique
de géométrie structurée - trés généralement en poly-(diméthylsiloxane) - est fabriqué grace a un
moule 3D. Le timbre est alors « encré » avec la solution de biomolécules, rincé, séché puis amené au
contact de la surface pour y imprimer le matériel et former la matrice sur le substrat.



(Bernard et al. 2000) et d’ADN (Lange et al. 2004) par exemple. Elle permet d’obtenir des
dépots tres homogenes avec une trés bonne résolution spatiale (~50 nm) (Hook ef al. 2009). 1
faut toutefois que les propriétés physicochimiques des deux surfaces permettent le transfert de
I’une a I’autre.

3.3.2. Immobilisation de billes fonctionnalisées

Les microbilles ont été largement étudiées en chimie analytique, notamment pour
I’immobilisation de biomolécules et on dispose aujourd’hui de matériaux aux propriétés
variées (magnétisme, luminescence...) et d’un large éventail de chimies de surface et de
couplage. Grace a leur surface spécifique trés élevée elles permettent d’accroitre la densité de
sondes et la sensibilité du test (Situma et al. 2006). En immobilisant sur chacune des microbilles
des biomolécules différentes (capture d’un analyte spécifique par bille), il devient possible de
réaliser des tests multiparamétriques.

Les microbilles fonctionnalisées peuvent étre immobilisées sur un support, soit par confinement
sur une surface structurée, soit par autoassemblage aléatoire sur la surface (Marquette et Blum
2005). La difficulté reste cependant 1’identification de chaque bille afin de décoder la puce, étape
qui repose souvent sur une technique d’encodage optique. Il est également possible de réaliser
I’ensemble du test (capture des cibles et détection) en travaillant avec des microbilles en
suspension. C’est sur cette stratégie que repose la technologie x-MAP développée par Luminex®
que nous détaillerons ultérieurement (Cf. Chapitre 1, paragraphe 3.3.1).

Enfin, une derniére stratégie consiste a matricer une solution de microbilles sur la surface afin
d’obtenir une biopuce de faible densité. Marquette ef al. ont ainsi validé par chimiluminescence
une approche consistant & immobiliser dans une matrice de PDMS des microbilles de sépharose
ou de latex couplées a un oligonucléotide, une protéine ou différentes enzymes (Marquette et
Blum 2004).



4. Immobilisation de biomolécules

L’immobilisation des biomolécules sur la surface est une étape clé dans la fabrication d’une
biopuce. En effet, la méthode d’immobilisation doit étre efficace, reproductible, garantir une
bonne homogénéité des plots, une densité de sondes élevée et surtout une immobilisation stable
dans les conditions d’utilisation ultérieures. Selon les propriétés de la surface et des
biomolécules, différents types d’interaction peuvent tre mis en ceuvre. Nous nous concentrerons
ici sur les stratégies d’immobilisation par interactions faibles, par liaison covalente, et par bio-
affinit¢ (Figure 1-11). Les méthodes d’encapsulation et piégeage, ainsi que les méthodes
¢lectrochimiques ne seront pas détaillées.
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Figure 1-11 Stratégies pour I'immobilisation de biomolécules sur une surface

4.1. Immobilisation par interactions faibles

L’absorption directe de la biomolécule sur la surface est la stratégie d’immobilisation la plus
simple. Elle utilise les interactions de faibles énergies entre le support solide et la biomolécule :
liaisons hydrogene, interactions électrostatiques, interactions hydrophobes et interactions de Van
der Waals. Les oligonucléotides et brins d’ADN portent extérieurement une charge négative de
par la présence des groupements phosphate, ils peuvent se lier par interaction €lectrostatique a
une surface chargée positivement. Schena ef al. ont ainsi immobilisé une matrice d’ADN sur une
lame de verre recouverte d’une couche de polylysine chargée positivement (Schena et al. 1995).
Dans le cas des protéines, les interactions hydrophobes sont souvent sollicitées : ce sont
notamment elles qui permettent la physisorption des anticorps sur un support en polystyréne
pour la réalisation de tests ELISA en microplaque.

Les interactions faibles sont également souvent a I’origine de I’immobilisation de protéines ou
d’acides nucléiques sur les supports membranaires poreux, utilisés a I’origine pour le western
blot et employés depuis comme support de test multiparamétrique sur biopuce (Huang 2001).
Les membranes de nitrocellulose ont été utilisées le plus fréquemment car elles permettent une
immobilisation des biomolécules particulierement dense et stable (conservation possible pendant
plusieurs mois). Si la nature de I’interaction n’est pas clairement identifiée, les interactions
hydrophobes sont supposées majoritaires, méme si les interactions électrostatiques sont aussi
impliquées (Cretich et al. 2010).



Si elle est facile a mettre en ceuvre, I’immobilisation par interactions faibles présente toutefois
plusieurs limites qui sont principalement (Kusnezow et Hoheisel 2003) :

- le risque de désorption des biomolécules en conditions stringentes, ou dans le cas ou
I’interaction est trop sensible aux variations de pH, mais aussi de par I’équilibre avec
les protéines en solution ;

- la non-orientation des biomolécules sur le support, qui peut limiter 1’accessibilité des
sites de reconnaissance dans le cas des protéines et anticorps et défavoriser
I’hybridation dans le cas de brins d’ADN ;

- un taux relativement élevé d’absorption non spécifique parasite.

4.2. Immobilisation covalente

Pour renforcer la stabilité de I’immobilisation, un couplage covalent est souvent mis en ceuvre.
La réaction choisie doit pouvoir se faire en conditions douces afin de protéger la biomolécule (en
particulier dans le cas des protéines) et doit former une liaison stable dans les conditions du test.

4.2.1. Couplage covalent classique

Treés généralement, le couplage covalent implique une activation de surface préalable. Dans le
cas des oligonucleotides, les sondes sont généralement également modifiées par une fonction
dite « greffable » a leur extrémité. En ce qui concerne les protéines, la liaison peut faire
intervenir les groupements fonctionnels des chaines latérales des différents acides aminés, ou
bien les extrémités N- et C-terminales. L’essentiel des stratégies d’immobilisation covalente
repose sur la chimie des groupements amine, acide carboxylique (plus particuliérement sous la
forme d’équivalent activé), alcool et thiol. Des exemples d’immobilisation par liaison covalente
sont présentés a la Figure 1-12.

Diverses activations de surfaces ont été employées pour I’immobilisation de biomolécules via un
groupement amine. Il est ainsi possible de greffer une amine par attaque nucléophile sur une
surface d’époxydes, comme présenté sur I’exemple (a) de la Figure 1-12. Parmi les premieres
puces a protéines développées, celle proposée par MacBeath er al. en 2000 mettait en jeu
I’immobilisation des protéines par leurs groupements amines sur des lames de verre activées par
des silanes portant des groupements aldéhyde (Service 2000). Plus récemment, Fuentes et al. ont
proposé une méthode d’immobilisation covalente d’ADN modifié par une amine primaire dans
un gel de dextran, en réalisant une activation du dextran par des fonctions aldéhyde (Fuentes
et al. 2004).

Enfin, une autre stratégie trés employée consiste a immobiliser les sondes aminées sur une
surface présentant des fonctionnalités acide carboxylique activé. L’activation la plus classique,
présentée dans 1I’exemple (b) de la Figure 1-12, utilise un carbodiimide (typiquement EDC (1-
¢thyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide) ou DCC (dicyclohexylcarbodiimide))
conjointement avec un équivalent de N-hydroxysuccinimide (NHS) afin de former un ester
activé, stable en conditions standard (pH 7, milieu aqueux). La voie d’activation EDC/NHS fut
par exemple mise en ceuvre par Andersson et al. pour I’immobilisation de biomolécules dans une
matrice d’hydrogel composée de PEG (Andersson ef al. 2009). Les groupements hydroxyle du



polymeére sont dans un premier temps convertis en acide carboxylique par substitution
nucléophile sur 1’acide bromoacétique, puis I’acide est activé par un ester-NHS.

Ces stratégies de couplage peuvent évidemment étre utilisées a 1’inverse pour I’immobilisation
de biomolécules sur des surfaces présentant des fonctionnalités amine, par exemple en utilisant
des oligonucléotides activés par un ester-NHS (Zammatteo et al. 2000).

11 est de plus possible d’utiliser une troisiéme entité, un agent pontant (cross-/inker) qui fournit
des groupements fonctionnels permettant un couplage efficace entre la surface et la biomolécule
et peut également jouer le role d’espaceur en introduisant un espace contrdlé entre les deux
entités, afin d’améliorer I’accessibilité de la biomolécule envers sa cible, ou bien afin de protéger
une protéine d’une surface dénaturante (Jonkheijm et al. 2008). Ces espaceurs peuvent étre
homofonctionnels, tel le glutaraldéhyde (exemple (c), Figure 1-12) ou hétérofonctionnels comme
le SMCC qui contient des groupements fonctionnels ester activé-NHS et maléimide séparés par
un espaceur cyclohexane (exemple (d), Figure 1-12). Les espaceurs homofonctionnels ont pour
inconvénient le risque de couplage entre groupes voisins, alors que les hétérofonctionnels
garantissent un couplage sélectif.
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Figure 1-12 Exemples de couplages covalents (a) Immobilisation d’une biomolécule présentant un groupement
amine sur une surface fonctionnalisée par des groupements époxyde par formation d’un
aminoalcool. (b) Activation par la voie EDC/NHS d’une surface acide carboxylique pour
I'immobilisation de biomolécules aminées. (c) Immobilisation covalente d’une biomolécule
présentant un groupement amine sur une surface fonctionnalisée par des groupements amine grace
a un espaceur homofonctionnel, le glutaraldéhyde (pentane-1,5-dial). (d) Immobilisation covalente
d’une biomolécule présentant un groupement thiol sur une surface fonctionnalisée par des
groupements amine grace a un espaceur hétérofonctionnel, le SMCC (succinimidyl-4-(N-
maléimidométhyl)cyclohexane-1-carboxylate).

L’étendue des fonctionnalisations de surface et des agents pontants et/ou espaceurs disponibles
rend aujourd’hui possible pratiquement n’importe quel couplage. Le choix de la méthode
d’immobilisation covalente et de I’activation de surface doit de plus prendre en compte les
conditions du test (risque d’immobilisation non spécifique, stabilité de la liaison covalente...),
mais aussi la nature de la biomolécule. En comparant différentes activations de surface pour
I’immobilisation d’anticorps, Angenendt ef al. ont en effet mis en évidence !’influence de la
nature de 1’anticorps immobilisé sur la qualité de I’immobilisation (Angenendt et al. 2002).



4.2.2. Photochimie

La photochimie offre une alternative intéressante et peu cofiteuse pour I’immobilisation
covalente de biomolécules sur des surfaces peu réactives ou inertes. L application la plus célebre
de la photochimie pour la fabrication de biopuces est certainement la synthése in situ
d’oligonucléotides immobilis€s sur une surface, développée par Fodor et al. (Fodor et al. 1991)
et largement exploitée depuis par la compagnie Affymetrix, comme discuté précédemment
(Cf. paragraphe 3.1). L’irradiation permet dans ce cas de déprotéger sélectivement les chaines en
croissance grace a un systtme de photomasques. De la méme maniére, les techniques de
photolithographie sont couramment employées pour déprotéger ou activer de fagcon localisée la
surface d’immobilisation, sur laquelle une biomolécule pourra ensuite étre greffée. Kim et al. ont
ainsi réalisé D’activation d’un hydrogel a base de PEG grace a un espaceur bifonctionnel
présentant une terminaison phénylazoture pour le couplage a I’hydrogel et une terminaison NHS
pour le greffage de protéines (Kim et al. 2009). Liu et al. ont quant a eux activé une surface de
polystyréne en y greffant un espaceur hétérofonctionnel par voie photochimique via une
terminaison benzophénone ; la seconde fonctionnalité, un groupement maléimide, permet
I’immobilisation covalente d’anticorps sur la surface activée (Liu et al. 2000).

La réaction photochimique peut étre aussi utilisée directement pour le couplage entre la
biomolécule et la surface. L activation par un groupement photoréactif peut concerner le support
ou bien la biomolécule. Les groupements photoactivables présentés Figure 1-13 illustrent les
grands types de réactivité impliquées: groupements cétyl (benzophénone), nitréne (p-
nitrophényl azoture) et carbéne (phényl-(trifluoromethyl)diazirine). Les espéces cétyl, telles que
la benzophénone, ont I’intérét de présenter une activation réversible (retour a I’état fondamental
en cas de non réaction) et d’étre stables en conditions aqueuses.
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Figure 1-13 Exemples d’espéces photoactivables couramment utilisées pour 'immobilisation de biomolécules
(a) benzophénone (cétyl), (b)nitrophényl azoture (nitréne), (c) phényl-(trifluorométhyl) diazirine.

La premiere stratégie possible consiste a activer le support en générant une surface
photoactivable. L’activation de canaux de silice avec des groupements benzophénone portés par
un espaceur de PEG a ainsi permis la photoimmobilisation d’ADN a leur surface (Renberg et al.
2009). De méme, la fonctionnalisation de surface de diamant dopé par du bore a permis
I’immobilisation de protéines, peptides et oligonucléotides sur ce support (Szunerits ef al. 2007 ;
Marcon et al. 2010). Le couplage covalent de protéines dans un gel de dextran a été¢ rendu



possible par la fonctionnalisation préalable du polysaccharide par des groupements diazirine
(Caelen et al. 2002).

Enfin, une approche originale proposée par le groupe de J. Rithe pour le matricage sur des
surfaces plastiques consiste a immobiliser les biomolécules in situ dans des plots d’hydrogel a
base de polydiméthylacrylamide (Neumann ef al. 2010). Les oligonucléotides sont mélangés
avec un pré-polymere portant des groupements benzophénone. Le mélange est matricé sous
formes de plots sur le support puis irradié : ’activation du groupement benzophénone induit la
photopolymérisation du gel, mais aussi son ancrage dans le support plastique et surtout le
greffage covalent des oligonucléotides. Des puces a oligonucléotides ont ainsi été fabriquées
pour le génotypage du papillomavirus et pour ’amplification et détection d’ARN (Brandstetter
et al. 2010 ; Mader ef al. 2010).

La seconde stratégie consiste a fonctionnaliser cette fois la biomolécule avec le groupement
photoréactif. Elle a notamment €t¢ mise en ceuvre pour I’immobilisation d’oligonucléotides sur
des supports plastiques, par exemple en immobilisant des oligonucléotides-anthraquinone dans
des micropuits pour la détection de produits de PCR (Koch et al. 2000). Dankbar et al. ont
comparé I’efficacité¢ de différents groupements photoactivables (benzophénone, anthraquinone,
p-nitrophényl azoture et 3-phényl-3-(trifluorométhyl)diazirine)) pour I’immobilisation
d’oligonucléotide sur des plastiques non activés (PMMA, PS et COC). Le p-nitrophényl azoture
donna les meilleurs résultats (Dankbar 2006).

Enfin, il est possible de coupler la biomolécule et la surface en une étape unique (sans activation
préalable) par I’intermédiaire d’un agent pontant bifonctionnel photoactivable. En utilisant un
agent pontant portant une benzophénone photoréactive et un groupement NHS séparé par un
espaceur tétraéthyléne glycol, Hypolite ef al. ont immobilisé des gradients de protéines sur une
surface de polystyréne (Hypolite et al. 1997). Comme exemple de groupement homofonctionnel
on peut citer I’utilisation d’un espaceur portant deux fonctions azoture pour I’immobilisation de
protéines dans un gel de poly-(PEG méthacrylate) (Matsudaira et al. 2008).

4.3. Interaction par bio-affinité

Une interaction moléculaire entre biomolécules peut permettre I’immobilisation de la sonde sur
le support. De telles méthodes ont souvent 1’avantage d’offrir une immobilisation orientée et
spécifique.

4.3.1. Interaction biotine/streptavidine

L’interaction entre la molécule de biotine et la protéine streptavidine (SAV) est trés souvent
utilisée pour I’immobilisation de biomolécules (Figure 1-14). En effet, la trés forte affinité entre
ces deux partenaires (Kp~ 10""mol.I") génére une liaison quasiment irréversible, de stabilité
presque comparable a celle d’une liaison covalente, qui n’est affectée ni par les valeurs de pH et
de température, ni par les solvants organiques, enzymes protéolytiques ou autres agents
dénaturants (Jonkheijm et al. 2008). Deux stratégies sont envisageables (Smith et al. 2006) : la
fonctionnalisation de biomolécules par un groupement biotine et leur immobilisation sur une
surface de streptavidine ou bien I’inverse.



Figure 1-14  Structure de la streptavidine liée a quatre biotines (encart : structure de la biotine)

4.3.2. Immobilisation par hybridation d’oligonucléotides complémentaires

Une autre stratégie pour I’immobilisation orientée de protéines par bio-affinité met a profit
I’appariement trés sélectif et stable des séquences d’ADN. En couplage la protéine avec une
séquence oligonucléotique et en immobilisant sur la surface un oligonucléotide de séquence
complémentaire, il devient possible de diriger I’immobilisation de la protéine sur un plot précis
puisque les deux séquences vont s’apparier, convertissant ainsi la matrice d’oligonucléotides en
une matrice de protéines. Par ce biais, on se raméne aux techniques de fabrication de puces a
ADN déja bien établies.

Le couplage entre un oligonucleotide et une protéine, souvent volumineuse, représente
cependant une difficulté. Wacker et al. ont contourné cette difficulté en utilisant le couple
SAV/biotine pour coupler les deux entités (Wacker et al. 2004). Ils ont comparé cette stratégie
aux méthodes conventionnelles qui consistent a matricer les anticorps directement sur la surface
ou alors & déposer des anticorps biotinylés sur une surface de streptavidine, sur I’exemple
d’immunotests de type sandwich sur lame de verre activée (Figure 1-15). Dans les trois cas, des
limites de détection de fluorescence équivalentes ont été obtenues (150 pg.ml™). Toutefois, les
techniques de dépdt direct et d’immobilisation par hybridation donnérent les intensités de
fluorescence les plus élevées, avec pour cette derniere méthode des plots plus homogenes et la
meilleure reproductibilité du test. Cette technique a de plus I’avantage de minimiser les quantités
d’anticorps nécessaires (100 fois moins que pour le dépdt direct).
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Figure 1-15 Comparaison de Fimmobilisation d’anticorps par hybridation
d’oligonucléotides complémentaires avec des méthodes d’immobilisation
classique (extrait de Wacker et al. 2004) A, B, C Méthodes d’immobilisation
utilisées (immobilisation par hybridation d’oligonucléotides complémentaires,
immobilisation directe, immobilisation d’un anticorps biotinylé sur une couche
de streptavidine) D. Principe de la détection par fluorescence utilisée.



4.3.3. Etiquettes poly-Histidine

La production de protéines recombinantes utilise des étiquettes d’affinité afin de faciliter la
purification de ces protéines. La plus utilisée est 1’étiquette poly-histidine (six acides aminés
histidine successifs) qui peut étre introduite par génie génétique sur la protéine recombinante.
Cette étiquette interagit fortement avec certains cations métalliques divalents, notamment ’ion
nickel (I). Cette propriété permet I’immobilisation orientée par complexation de protéines
étiquetées sur un support présentant des cations Ni’~ dont la sphére de complexation est
incompléte. Fréquemment, la surface est activée par ’acide nitriloacétique (NTA), un ligand
tétradentate qui forme avec le cation Ni*" un complexe hexagonal dont deux positions vacantes
peuvent lier la poly-histidine. Des groupements NTA ont par exemple €té déposés sur une
surface d’or par I’intermédiaire d’une monocouche auto-assemblée de thiols (Marin et al. 2007),
ou encore a la surface d’un PEG activé par couplage DCC/NHS (Chen et al. 2009)
(Figure 1-16). Les deux inconvénients principaux de cette méthode sont cependant un
phénomene d’adsorption non spécifique des protéines sur la surface de cations métalliques et
Paffinité relativement faible entre 1’étiquette poly-histidine et le complexe Ni-NTA
(K=10"mol.I'") qui se traduit par une dissociation partielle des protéines immobilisées
(Jonkheijm et al. 2008).
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Figure 1-16  Immobilisation de protéines marquées par une étiquette poly-
histidine sur une surface de NTA (extrait de Chen et al. 2009)




5. Méthodes de détection de I'interaction biologique

Diverses stratégies ont ¢été¢ développées pour la détection de I’interaction biologique sur la
matrice de sondes d’une biopuce : méthodes optiques, électrochimiques... Il est possible de les
classer en deux grandes catégories : les méthodes sans marqueurs (résonance de plasmon de
surface, microbalance piézoélectrique, microrésonateur en anneau...) et les méthodes impliquant
un marquage (principalement des méthodes optiques ou électrochimiques). Nous nous
intéresserons ici plus particulierement aux méthodes optiques avec marquage, puisqu’elles ont
¢té mises en ceuvre dans cette thése. La Figure 1-17 en présente quelques exemples impliquant
différents phénomenes pour la génération du signal optique. Les transducteurs utilisés sont en
général soit des tubes photomultiplicateurs (PMT) couplés ou non a des fibres optiques et/ou a
un systéme de balayage (scanner), soit des photodiodes, ou encore des capteurs CCD (Charged
Coupled Device).
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Figure 1-17  Exemples de méthodes optiques avec marquage pour la détection de I'hybridation (gauche)
Détection par fluorescence, marquage direct par la cyanine 5. (centre) Détection par
chimiluminescence catalysée par la peroxydase de raifort (HRP), le marquage se fait par
I'intermédiaire du couple streptavidine (SAV) — biotine. (droite) Détection par colorimétrie, soit
par marquage direct avec des nanoparticules d’or, soit par marquage enzymatique

(phosphatase alcaline (AP)) par I'intermédiaire du couple streptavidine (SAV) — biotine.

5.1. Luminescence

La luminescence est le phénomeéne d’émission de lumiere accompagnant le retour a 1’état
fondamental d’une espéce se trouvant dans un état électronique excité. Suivant la source de
I’excitation, on distingue plusieurs types de luminescence, notamment :

1. la photoluminescence, consécutive a une excitation lumineuse (par exemple la
fluorescence),
ii. I’électroluminescence, consécutive a I’application d’un champ électrique,
1. la chimiluminescence, qui résulte d’une réaction chimique au cours de laquelle

I’espéce excitée est formée,
iv. la bioluminescence, qui correspond a un phénomeéne de chimiluminescence au sein
d’un organisme vivant.
Nous nous concentrerons ici sur les processus i. et iii.



5.1.1. Fluorescence

Suite a une excitation lumineuse, plusieurs processus sont envisageables pour le retour de la
molécule a son état fondamental S, (Figure 1-18) :
1. une désexcitation non radiative,
11. un retour radiatif a partir de 1’état S; avec émission de lumiere: c’est le
phénoméne de fluorescence (durée de vie de I’état excité 10"°4 107 s),
iii. un croisement intersystéme vers un état triplet puis un retour radiatif de 1’état T,
vers 1’état Sy : c’est le phénomeéne de phosphorescence (durée de vie de 1’état
excité 10°a 1 s).
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Figure 1-18  Diagramme de Jablonski simplifié Le diagramme décrit les différents processus de
désexcitation possibles suite a I'excitation d’'un composé par absorption d’un photon lumineux.
Les processus non-radiatifs sont représentés par des fleches ondulées, les processus radiatifs
par des fleches droites.

La détection par marquage fluorescent est la méthode la plus fréquemment employée pour les
biopuces a détection optique. Son intérét tient au fait qu’il s’agit d’une méthode trés sensible et
non destructive. Chaque fluorophore est caractérisé par ses spectres d’absorption et d’émission
(la longueur d’onde du maximum d’émission étant plus élevée que celle de I’absorption, du fait
du déplacement de Stokes). La Figure 1-17 présente un exemple de détection de 1’hybridation
sur puce par I’intermédiaire d’'un marquage de la cible avec le fluorophore Cy5. Les marqueurs
de la famille des cyanines, et principalement Cy3 et Cy5, sont les plus couramment utilisés. Ces
deux fluorophores posseédent des rapports quantiques ¢levés et peuvent facilement étre
incorporés aux biomolécules cibles, par couplage chimique ou bien pendant une amplification
par PCR en utilisant des amorces marquées (Bally et al. 2006). Comme ils possedent des
spectres d’absorption et d’émission distincts, Cy3 et Cy5 peuvent étre utilisés simultanément
pour un marquage double, particulierement intéressant pour les tests multiparamétriques.



De nombreuses approches originales de marquage fluorescent ont vu le jour, basées notamment
sur I’utilisation du phénomeéne de transfert d'énergie entre molécules fluorescentes (FRET) et de
balises moléculaires (molecular beacons) pour la détection de séquences d’ADN (Epstein et al.
2002). La structure d’une balise moléculaire consiste en une séquence d’ADN simple brin en
configuration épingle a cheveux (boucle), présentant a ses extrémités opposées un fluorophore et
un atténuateur de fluorescence (quencher). Lorsque la balise n’est pas liée a une cible, le
fluorophore et l’atténuateur sont proches I'un de l'autre et la fluorescence est supprimée
(quenching). L hybridation de la cible provoque I’ouverture de la bouche, ce qui active le signal
fluorescent.

Toutefois, I’inconvénient majeur des techniques de détection par fluorescence est qu’elles
nécessitent un appareillage complexe et coliteux pour 1’excitation et la détection du signal émis.
Par ailleurs, la fluorescence intrinséque du support peut poser probléme lors de I’acquisition du
signal.

5.1.2. Chimiluminescence

L'oxydation du luminol (5-amino-2,3-dihydrophthalazine-1,4-dione) en présence de peroxyde
d'hydrogéne aboutit a I'émission de lumiére : c’est une réaction de chimiluminescence. Elle
conduit en effet a la formation d'un ion aminophthalate a 1'état excité (état triplet), dont le retour
a 1’état fondamental s’accompagne de I’émission d’un photon. Les propriétés de luminescence
du luminol ont été décrites pour la premiere fois par Albrecht en 1928 (Albrecht 1928). La
Figure 1-19 donne une vue d’ensemble du mécanisme de chimiluminescence du luminol en
solution aqueuse (Blum 1997). L’oxydation du luminol en solvant protique nécessite des
conditions alcalines et I’emploi d’un catalyseur oxydant associé a un co-oxydant. Le rendement
quantique est faible (~0,01) et la longueur d’onde du maximum d’émission est 425 nm.
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Figure 1-19 Vue d’ensemble du mécanisme d’oxydation du luminol en solution aqueuse

Les enzymes peroxydase, en particulier la peroxydase de raifort (EC 1.11.1.7), sont en général
les catalyseurs les plus efficaces pour 1’oxydation du luminol en présence de peroxyde
d’hydrogene. Leur capacité catalytique s’explique par leur nature hémique, les cations des
métaux de transitions étant de bons catalyseurs de la réaction. La catalyse par la peroxydase de
raifort présente l'avantage de se dérouler a des pH proches de la neutralité (8-9) et d’avoir une
spécificité élevée pour un co-oxydant particulier, le peroxyde d’hydrogéne. Le mécanisme de la
réaction biocatalysée est complexe et n’est pas encore totalement élucidé. Le mécanisme
supposé est présenté sur la Figure 1-20. Seule une partie de la séquence réactionnelle est



catalysée par I'enzyme, les autres étant purement chimiques. La peroxydase est convertie en un
premier complexe oxydé par action du peroxyde d’hydrogene (étape 1), puis elle réduit deux
molécules de luminol (étapes 2 et 3) en especes radicalaires (L™ LH'). Dans la seconde partie du
mécanisme, une oxydation chimique aboutit a la formation du luminol endoperoxyde, qui
conduit enfin au 3-aminophthalate a 1’état excité apres élimination d’une molécule de diazote.

Cette réaction de chimiluminescence a été largement mise en ceuvre a des fins analytiques par
exemple pour la détection de peroxyde d’hydrogéne (Marquette et Blum 2006). Elle peut aussi
étre utilisée afin de détecter les interactions sur une biopuce : 1’émission d’un signal lumineux
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Figure 1-20 Mécanisme supposé de la réaction d'oxydation du luminol catalysée par la peroxydase
de raifort (HRP) en présence de peroxyde d'hydrogéne (d’aprés Blum 1997)

permettra de détecter les plots ou la cible a été capturée, si celle-ci aura été¢ marquée au préalable
par la peroxydase de raifort. La Figure 1-17 présente une stratégie de détection de I’hybridation
par chimiluminescence reposant utilisant le couple biotine-streptavidine pour le marquage.

Pour des applications analytiques, la chimiluminescence du luminol catalysée par la peroxydase
de raifort est souvent réalisée en présence d’un amplificateur. Certaines molécules permettent en
effet d’obtenir, pour des concentrations en luminol identiques, un signal lumineux plus intense et
plus stable au cours du temps. L’amplificateur le plus couramment utilisé est le para-iodophénol,
il permet d’augmenter le rapport signal/bruit par un facteur 180 lorsqu’il est présent dans le
milieu réactionnel (Thorpe et Kricka 1986).

5.2. Colorimétrie

La détection optique de I’interaction peut également se faire grace par I’intermédiaire d’un signal
colorimétrique (coloration dans le domaine du visible: 400 — 800 nm). Deux approches
possibles sont illustrées sur la Figure 1-17 : marquage par une particule colorée ou bien
marquage par une enzyme catalysant la production d’un produit coloré.

Les intéréts majeurs des méthodes colorimétriques sont: d’une part 1’économie d’un
appareillage cofliteux pour la détection du signal qui permet de réduire considérablement les
colts, notamment dans le cas d’une analyse haut-débit, et d’autre part, la simplicité et la rapidité
de la lecture qui en font une méthode de choix pour les tests au lit du patient (POC diagnostics).



En effet, pour de nombreux tests qualitatifs par capillarité, 1’apparition d’une bande colorée
suffit pour conclure sur le résultat du test (Cf. paragraphe 2.2.1, Figure 1-6). De nombreux
immunotests colorimétriques de ce type ont été¢ développés (Mark et al. 2010 ; Ngom et al.
2010), par exemple pour les tests de grossesse, mais aussi pour la détection de virus et bactéries
(VIKIA® Rota-Adeno, HIV-1/2 (bioMérieux, www.biomerieux.fr)).

5.2.1. Nanoparticules

La plupart de ces tests POC colorimétriques reposent sur un marquage par des nanoparticules
d’or (Mao, Ma, et al. 2009). Aveyard et al. ainsi que Glynou et al. ont rapporté 1’utilisation d’un
tel marquage pour la détection directe de produits de PCR par test par capillarité (Aveyard et al.
2007 ; Glynou et al. 2003). Mao et al. (Mao, Xu, et al. 2009) ont quant a eux utilisé des balises
moléculaires fonctionnalisées avec des nanoparticles d’or pour la détection de polymorphismes
d’un nucléotide. D’autres approches ont notamment couplé un marquage par nanoparticule d’or
a une ¢tape de transcription inverse multiplexée (pour la détection simultanée des virus HBV,
HCV et HIV) (Dineva ef al. 2005), ou bien a une étape d’élongation d’amorce
oligonucléotidique (Litos et al. 2009).

Cette tendance va de pair avec 'intérét croissant pour les nanoparticules en biotechnologie
(Niemeyer 2001), notamment pour les méthodes de détection de biomolécules (Thaxton et al.
2006 ; Csaki et al. 2003). Les propriétés de diffusion de la lumiere des nanoparticules d'or
colloidal (Figure 1-21) leur conférent en effet une coloration physique permettant un marquage
visible de I’interaction sur la puce (Storhoff ez al. 2004). Le marquage peut se faire directement
en greffant la cible sur les nanoparticules (Han et al. 2003) ou bien de manicre indirecte en
utilisant conjointement une cible biotinylée (protéine (Liang et al. 2004) ou oligonucléotide
(Alexandre et al. 2001)) et un conjugué streptavidine-nanoparticule d’or.

Une étape supplémentaire d'amplification par précipitation d'argent métallique sur la
nanoparticule d’or est souvent mise en ceuvre afin d'augmenter la sensibilité de la détection, et
permet d’égaler voire de dépasser la sensibilité des méthodes fluorescentes. En effet, le dépot
d’argent métallique - formé par réduction d’ions argent par I'hydroquinone - augmente
considérablement le diamétre de la particule et diffuse fortement la lumicre dans le visible.
Alexandre ef al. ont ainsi observé une augmentation du diametre des nanoparticules d’un facteur
100 (de 10 a 1000 nm), ce qui a permis d’atteindre une sensibilité équivalente a celle obtenu par
un marquage par Cy3 ou Cy5 pour la détection de I’hybridation sur une puce a oligonucléotides
(Alexandre et al. 2001).

D’autres types de particule colorée ont également été utilisés pour le marquage de 1’interaction
sur une biopuce. Carter et Cary ont par exemple rapporté I’'utilisation de microbilles de
polystyréne colorées pour la détection d’anthrax sur une puce a oligonucléotides sur support
poreux (Carter et Cary 2007).

taille des nanoparticules d’or
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Figure 1-21 Coloration d’une suspension colloidale de
nanoparticules d’or de diameétre croissant




5.2.2. Méthodes enzymatiques

Une stratégie alternative a I’utilisation de particules colorées consiste & marquer les plots ou
I’interaction sonde/cible s’est produite par une enzyme catalysant la formation d’un produit
coloré. Le marquage passe souvent par I’intermédiaire du couple biotine / streptavidine (comme
décrit Figure 1-17), ou par I'utilisation d’un anticorps secondaire couplé a I’enzyme dans le cas
des immunotests. Les deux enzymes les plus utilisées sont la peroxydase de raifort (HRP) et la
phosphatase alcaline (AP). L’utilisation de substrats précipitant permet la fixation de la
coloration sur les plots positifs. La phosphatase alcaline dégrade le BCIP en présence de NBT en
formant un précipité violet foncé (Figure 1-22) et la peroxydase de raifort catalyse 1’oxydation
du TMB en présence de peroxyde d’hydrogeéne et forme un précipité bleu (Figure 1-23).

Ces marqueurs enzymatiques ont notamment permis la détection de 1’hybridation sur des puces a
oligonucléotides sur support de nitrocellulose (Cretich et al. 2010) ou agarose (Petersen et al.
2007). Les supports poreux sont particulicrement intéressants pour ce type de marquage
enzymatique car ils permettent de retenir le précipité coloré formé sur le support. Le groupe de
G. Whitesides a ainsi développé une puce a protéine sur un support de papier pour des tests
ELISA colorimétriques (Cheng et al. 2010).

Il faut cependant noter que ces techniques de marquage sont fréquemment associées a des
problémes de bruit de fond et a un manque de sensibilité, ce qui peut s’avérer particulieérement
problématique pour le développement de tests multiparamétriques.
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Figure 1-22  Mécanisme de la dégradation du BCIP en présence de NBT catalysée par la phosphatase alcaline
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Figure 1-23 Mécanisme de dégradation du TMB en présence de peroxyde d’hydrogéne,
catalysée par la peroxydase de raifort



Chapitre 2. Le génotypage érythrocytaire

Ces travaux de these se sont principalement articulés autour du développement
d’outils de tests biologiques de type biopuce pour I'analyse d’échantillons sanguins,
en particulier pour l'identification des groupes sanguins. La technique de dépistage
transfusionnel développée suit une stratégie de génotypage érythrocytaire et
s’articule autour d’un test d’acides nucléiques. Dans ce chapitre, nous verrons plus
précisément les enjeux que recouvre le groupage sanguin, les pratiques de sérologie
mises en ceuvre en routine dans les établissements de transfusion sanguine ainsi que
les techniques de génotypage érythrocytaire qui les concurrencent aujourd’hui. La
fin du chapitre sera consacrée a un état de l'art des techniques de génotypage
érythrocytaire étendu haut-débit.

Nous entendrons par groupe sanguin, un groupe sanguin érythrocytaire, résultant
des polymorphismes des antigenes érythrocytaires de surface et nous ne discuterons
pas des antigenes plaquettaires. La dénomination de « groupe sanguin » est attribuée
lorsqu’'un anticorps dirigé contre un variant antigénique est connu (Daniels et
Bromilow 2007).



1. Le groupage sanguin : enjeux et problématique

1.1. Compatibilité transfusionnelle

1.1.1. Historique et exemple du syst¢tme ABO

La transfusion sanguine correspond a I’injection par voie intraveineuse d’un concentré de
globules rouges. Les sangs du patient et du donneur possédent des caractéres qui leur sont
propres et qui sont parfois incompatibles entre eux. De ce fait, la poche a transfuser ne peut étre
choisie au hasard, au risque d’occasionner une incompatibilité pouvant avoir pour conséquence
un accident transfusionnel immédiat ou retardé, parfois treés grave, voire fatal.

L’existence de ce phénomeéne de compatibilité fut mise en évidence en 1901 par Landsteiner
(Landsteiner 1901) qui constata que le sang de différents individus sains présentait des
caractéristiques différentes. Il observa notamment que le plasma sanguin de certains provoquait
I’agglutination de globules rouges chez d’autres. Par ces tests croisés, il mettait en évidence
I’existence du groupe sanguin ABO, facteur le plus important pour la sécurité transfusionnelle.
Considérons I’exemple d’un receveur de groupe A : lescaractéristiques spécifiques a son groupe
sanguin sont la présence d’antigénes A sur la surface de ses hématies et celles d’anticorps anti-B
dans son sérum (Tableau 2-1). En conséquence, si on transfuse a celui-ci du sang d’un donneur
de groupe B, les anticorps anti-B présents chez le receveur vont interagir avec les antigenes
spécifiques B présents a la surface des globules rouges du donneur, provoquant au final une lyse
massive des globules rouges transfusés (Figure 2-1). Non seulement la transfusion est inefficace,
mais les conséquences de I’hémolyse massive sont trés graves voire fatales. Les anti-A ou B sont
des anticorps naturels et réguliers (naturellement présents dans le sérum de tous les individus),
c’est pourquoi il est impératif de respecter la compatibilité dans le systétme ABO lors d’une

transfusion.
DONNEUR 1 DONNEUR 2
[ ]

hématies . —t= hématies

® ©

hématies

A

anticorps

pas d'interaction
transfusion possible

interaction entre les anti-
corps du receveur et les
antigénes du donneur

Figure 2-1 Compatibilité transfusionnelle Dans cet exemple, le receveur peut étre transfusé avec le
sang du donneur 2 seulement. En effet, la présence dans le sérum du receveur
d’anticorps dirigés contre des antigenes présents a la surface des globules rouges du
donneur 1 crée un risque d’accident transfusionnel.



Tableau 2-1  Caractéristiques simplifiées du systéme ABO

Groupe du receveur o A B AB

Antigénes érythrocytaires
présents chez |e receveur

Génatype du receveur 0/0 A/AouA/O  B/BouB/O A/B

Anticorps dans |e sérum

aucun A B AetB

Anti-A,B anti-B Anti-A aucun
du receveur
Donneur possible 0 0,A 0,B 0, A, B, AB
1.1.2. Groupes sanguins mineurs et phénoméne d’alloimmunisation

Suite a la découverte de Landsteiner, d’autres systémes sanguins furent mis a jour, a commencer
par ceux associés a des anticorps pouvant directement agglutiner les globules rouges. Mais c’est
grace a I’élaboration du test d’antiglobuline indirect - qui permet la détection des anticorps
irréguliers non-agglutinants - par Coombs, Mourant et Race en 1945 (Daniels 2002) que la
sérologie des groupes sanguins a pu réellement se développer (Cf. Chapitre 2, paragraphe 2.1).
Ces techniques ont permis la découverte et la caractérisation de 30 systémes sanguins reconnus a
ce jour : identification et caractérisation des molécules portant les polymorphismes, localisation
et clonage des genes responsables et classification en groupes sanguins (Figure 2-2 (Daniels et
Reid 2010)). Ceux-ci sont associ¢s a plus de 300 antigénes qui représentent autant de risques
potentiels d’incompatibilité transfusionnelle.
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Figure 2-2 Chronologie de la découverte ou identification des systemes de groupes

sanguins La couleur représente le type de composant membranaire porté
par les antigénes. La ligne en pointillée indique la découverte du test
d’antiglobuline indirecte (IAT). Extrait de Daniels 2002.

Dans I’extréme majorité des cas, les anticorps dirigés contre les antigénes érythrocytaires sont
qualifiés d’irréguliers : contrairement au systtme ABO, ils ne sont pas présents de fagon
spontanée dans le sérum. Ils peuvent étre développés a la suite d’une transfusion lorsque le sang
du donneur présente des caractéristiques différentes de celui du receveur, faute d’une
caractérisation suffisante de la poche, ou encore lors d’une grossesse si les groupes sanguins du



feetus et de la mere différent. On parle alors d’alloimmunisation. Le développement
d’alloanticorps concernerait environ 13% des patients (Westhoff et Sloan 2008). Dans ce cas, le
risque d’accident hémolytique pése sur les transfusions qui suivront cette alloimmunisation. Ce
phénomene est particulierement problématique pour les patients polytransfusés, notamment les
patients drépanocytaires, qui développent des alloimmunisations multiples. Il devient alors tres
délicat de trouver un receveur compatible et les situations d’impasse transfusionnelle se
multiplient (Zimring ef al. 2011).

1.1.3. Recherche d’anticorps irréguliers

Afin d’éviter les accidents transfusionnels et de minimiser les cas d’alloimmunisations, une
recherche d’anticorps irréguliers est pratiquée dans les cas suivants :

- avant une transfusion, pour éviter un accident hémolytique transfusionnel ;

- aprés une transfusion (environ six semaines apres) pour déceler l'apparition d'un
anticorps d'immunisation primaire, susceptible de disparaitre plus tard, mais toujours
dangereux du fait d'une réactivation possible (réponse secondaire) lors d'une
transfusion ou grossesse ultérieure ;

- chez les femmes enceintes, pour le dépistage des incompatibilités foeto-maternelles
susceptibles d'entrainer une atteinte foetale, pour pouvoir transfuser la meére en urgence
en cas d'hémorragie.

Par ailleurs, un ultime test croisé de compatibilité directe entre les globules rouges du donneur et
le sang du receveur, est effectué au lit du patient avant une transfusion. Notons que les pratiques
actuelles de typage des poches de sang en routine ne concernent qu’un petit nombre d’antigénes
érythrocytaires (systéemes ABO, RH et Kell), malgré le fait que bien d’autres ont une importance
clinique avérée (Figure 2-3).
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Figure 2-3 Importance clinique des antigénes érythrocytaires Les groupes
sanguins sont classés en abscisse suivant leur numéro dans la
classification ISBT. L'ordonnée représente le nombre d’antigéenes
du groupe considéré. Les couleurs correspondent a la fréquence
des accidents transfusionnels dus aux anticorps correspondants :
rouge = souvent; orange = occasionnellement; vert = rarement
voire jamais. Extrait de Anstee 2009.



1.2. Caractérisation des groupes sanguins

1.2.1. 328 antigenes érythrocytaires identifiés

En 2010, la Société Internationale de la Transfusion Sanguine (ISBT) reconnaissait 328
antigénes érythrocytaires. Parmi eux, 284 ont été attribués aux 30 systémes des groupes sanguins
identifiés (de 1 a plus de 50 antigénes par systéme) et 44 restent non classés (Storry et al. 2011).
Chaque antigéne est défini de maniére sérologique par 1’existence d’un anticorps spécifique
dirigé contre lui. L’importance clinique de ces anticorps (Figure 2-3) et le risque d’accident
transfusionnel est variable suivant les systémes et les antigenes (Poole et Daniels 2007).

Single-pass Polytopic GPI anchored
Type 1 Type 2 (multi-pass) Type 5
N C Type 3
N
mr
N
c : €
Glycophorins  Kell RhD, RhCcEe, RhAG, Duffy e,
AtwD, Kidd, Diego, Colton, Dombrock,
Lutheran, LW, Gill, Kx, RAPH Cromer, JMH
Knops, Indian

Figure 2-4 Schéma représentant les différents types de protéines et
glycoprotéines associées aux groupes sanguins, selon leur intégration au sein de
la membrane de I’érythrocyte (Les protéines de types 4 sont cytoplasmiques et
non présentes dans les globules rouges.) Extrait de (Daniels et Bromilow 2007).

Les antigenes de groupes sanguins sont des marqueurs de surface présents sur I’extérieur de la
membrane des globules rouges. Il s’agit de protéines ou d’oligosaccharides liés a un lipide ou
une protéine. Les différentes structures rencontrées sont représentées Figure 2-4. La fréquence a
laquelle les différents antigenes polymorphiques sont présents chez les individus est trés
variable. Pour certains systémes, les variants seront présents a fréquences équivalentes ; pour
d’autres certains variants sont extrémement rares. Cette fréquence dépend aussi fortement de
I’origine ethnique de 1’individu, les polymorphismes cliniquement importants différent donc
d’une ethnie a I’autre.

1.2.2. Essor des connaissances moléculaires sur les systémes sanguins

La caractérisation génétique des groupes sanguins a débuté en 1986 avec 1’étude du systéme
MNS (Avent et al. 2009) suivie en 1990 par des découvertes concernant les systémes ABO et
RH. Aujourd’hui, les genes encodant les 30 systémes sanguins ont pu étre clonés et séquences, et
les bases moléculaires de la plupart des antigénes érythrocytaires et des polymorphismes sont
connues, en tout cas pour les plus significatifs d’un point de vue clinique (Daniels 2009). Chaque



systéme de groupe sanguin représente un géne unique ou bien un groupe de deux ou trois avec
peu ou pas de recombinaisons entre eux (Daniels et Bromilow 2007).

Le Tableau 2-2 résume les caractéristiques génétiques principales des 30 groupes sanguins avec
les notations recommandées par I’ISBT. Une classification numérique des systémes de groupes
sanguins a été mise en place par I’'ISBT afin d’homogénéiser la nomenclature employée : on
notera ainsi KEL2 le deuxiéme antigéne du systéme Kell (symbole du systéeme et numéro de
I’antigene) alors que ’alléle correspondant sera noté KEL*2. Par souci d’homogénéisation, cette
nomenclature est employée dans ce manuscrit. Le nom courant des antigénes sera
¢ventuellement rappelé pour plus de clarté.

Tableau 2-2  Les systemes de groupes sanguins (reconnus par I'ISBT en 2007) Extrait de Veldhuisen 2009.
Depuis 2007, un gene associé au systéeme P (003) a été identifié. Le systéeme a été renommé P1PK

(Storry 2001).
Blood group ISBT ISBT Number Gene Chromosomal Molecular
system symbaol number of antigens name Protein localization typing possible?
ABO ABO 001 4 ABO Transferase 90342 Yes
MNS MNS 002 46 GYPA GYPB TM™ protein 493121 Yes©
P P 003 1 Unknown?* - 22q11-2-qter No
Rh RH 004 50 RHD RHCE TM protein 1p36-11 Yes©
Lutheran LU 005 19 BCAM TM protein 19q13-32 Yes
Kell KEL 006 N KEL TM protein 7q34 Yes
Lewis LE 007 6 FUT3 FUT2 TM protein 19p13-3 Yes™
Duffy FY 008 6 DARC TM™ protein 1923-2 Yes
Kidd JK 009 3 SLC14A1 TM protein 18q12-3 Yes
Diego DI 010 21 SLC4A1 TM protein 172131 Yes
Yt YT on 2 ACHE GPl-linked protein 79221 Yes
Xg XG 012 2 XG TM protein Xp22:33 No
Scianna SC 013 7 ERMAP TM protein 1p34-2 Yes
Dombrock Do 014 6 ART4 GPI-linked protein 12p12:3 Yes
Colton co 015 3 AQP1 T™ protein Tpl43 Yes
Landsteiner-Wiener w 016 3 ICAM4 TM protein 19p13-2 Yes
Chido/Rodgers CH/RG 017 9 CaB C4A Extemal protein 6p21-3 Yes™
Hh H 018 1 FUT1 Transferase 19913-33 Yes”
Kx XK 019 1 XK TM protein Xp211 Yes!
Gerbich GE 020 8 GYPC TM protein 29143 Yes
Cromer CROM 021 15 CD55 GPI-linked protein 19322 Yes
Knops KN 022 9 CR1 TM protein 19322 Yes
Indian IN 023 4 D44 T™ protein 11p13 Yes
0K 0K 024 1 BSG TM protein 19p13-3 Yes
RAPH MER2 025 1 CD151 TM protein 11p155 Yes®
JMH JMH 026 5 SEMA7A GPI-linked protein 150241 Yes”
I I 027 1 GCNT2 Transferase 6p24-2 Yes™
Globoside GLOB 028 1 B3GALNT1 P-synthase 3q2641 Yes™
GIL GIL 029 1 AQP3 TM protein 9p13-3 Yesd
RHAG RHAG 030 3 RHAG TM protein 6p21-qter Yesd

*Possibly A4GALT1; "difficult; Shomologous genes; “only null phenotypes.

La majorité des polymorphismes de groupes sanguins résulte d’un polymorphisme d’un seul
nucléotide qui code la substitution d’un acide aminé dans la séquence de 1’antigéne (SNP pour
single nuclotide polymorphism). Dans la plupart des cas, en particulier pour les systémes
bialléliques impliquant un unique SNP, le phénotype peut se déduire directement du génotype'.

Dans le cas d’un systéme biallélique comme KEL*1/ KEL*2, on utilisera les notations suivantes.

(i) Le phénotype correspondant a I'expression de I'antigene KEL1 seul sera noté KEL : 1,-2.

(i) De méme, les génotypes des individus homozygotes seront notés KEL*1/1 et KEL*2/2. Dans le cas
d’un hétérozygote, le génotype sera KEL*1/2.



Toutefois, pour certains systéemes de groupes sanguins (notamment les plus complexes ABO et
RH), ceci n’est plus le cas car il arrive que les antigénes ne soient pas les produits primaires des
genes (Veldhuisen ef al. 2009). Pour le systeme Duffy par exemple, il existe des phénotypes
FY?2 faible et FY2 nul associés a d’autres mutations ayant une incidence sur I’expression du gene
correspondant (Castilho 2007 ; Olsson et al. 1998).

1.2.3. Exemples de groupes sanguins mineurs

Les caractéristiques des groupes sanguins mineurs étudiés lors de cette thése sont reportées ci-
aprés. Elles proviennent principalement des ouvrages de Marion Reid et Christine Lomas-
Francis (Reid et Lomas-Francis 2004) et Geoff Daniels (Daniels 2002).



SYSTEME KELL

Terminologie

Description
générale

Polymorphisme

KELI/KELZ (ou K/k)

Polymorphisme

KEL3/KEL4 (KEL21)

Numéro ISBT 006, symbole KEL.

Identifi¢ en 1946, suite a ’implication d’anti-KEL1 dans un cas de maladie
hémolytique du nouveau-né, le systeme Kell est composé de 24 antigénes connus,
parmi lesquels se trouvent six paires et triplets d’antigénes antithétiques. Ils sont
situés sur la glycoprotéine Kell, qui traverse une fois la membrane érythrocytaire
et présente un large domaine extracellulaire fortement replié. Le géne KEL est
localis¢ sur le chromosome 7, organisé en 19 exons. L’ensemble de ses
polymorphismes résultent de SNP.

Bases moléculaires

Les antigenes KEL1(K) et KEL2 (k) résultent d’'un SNP sur I’exon 6 (698C>T)
encodant une méthionine a la position 193 pour KEL1 et une thréonine pour
KEL2. Ce polymorphisme résulte en une N-glycosylation sur le résidu 191 du
variant KEL2 de la protéine Kell, non présente sur le variant KELI.

Fréquence
KEL1 a une fréquence d’environ 9% dans la population caucasienne, alors que
celle de KEL2 est supérieure a 99%.

Phénotypes KEL: -1,2 KEL: 1,2 KEL: 1,-2

% occurrence dans la 91 % 8,8% 0,2%
population caucasienne

Importance clinique
Anti-KEL1 est couramment impliqué dans des accidents transfusionnels ou des
cas de maladie hémolytique du nouveau-né (MHNN).

Accident transfusionnel MHNN
alloanti-KEL1 Faible a sévére / retardé / hémolytique Faible a sévére (rare)
alloanti-KEL2 Faible a modéré / retardé Faible a sévere (rare)

Bases moléculaires

L’antigéne de haute fréquence KEL4 (Kp®) présente deux antigénes antithétiques :
KEL3 (Kp®) de fréquence faible et KEL21 (Kp€) qui est trés rare chez toutes les
populations. Ils correspondent a deux SNP a des positions différentes sur le méme
codon (281) : KEL3 correspond au codon TGG codant pour un tryptophane, KEL4
au codon CGG codant pour une arginine et KEL21 au codon CAG pour une
glutamine.

Fréquence
Phénotypes KEL: -3,4 KEL: 3,4 KEL: 3,-4
% occurrence dans la rare 2,3% 97,7 %

population caucasienne

Importance clinique
Accident transfusionnel MHNN

alloanti-KEL3 Faible a sévére / retardé Faible a sévere
alloanti-KEL4 Aucun a modéré / retardé Faible a modéré



SYSTEME KiDD

Terminologie

Description
générale

Polymorphisme
JK1/JK2

(ou JK°/JK")

Numéro ISBT 009, symbole JK

Identifié en 1951 (découverte d’anti-JK1), le systéeme Kidd est composé de 3
antigénes : le couple antithétique JK1/JK2, auquel s’ajoute 1’antigéne JK3. La
glycoprotéine Kidd est le transporteur membranaire de 1’'urée des érythrocytes. Elle
présente dix domaines transmembranaires, ses extrémités N- et C- terminales étant
cytoplasmiques.

Le gene JK est localisé sur le chromosome 18, organisé en 11 exons.

Bases moléculaires

JK1 et JK2 résultent du SNP 838G>A qui géneére les alleles codominants JK*/ et
JK*2 codant respectivement pour des résidus acide aspartique et asparagine en
position 280 de la glycoprotéine Kidd.

Fréquence

Les deux antigenes JK1 et JK2 sont présents avec des fréquences similaires chez
toutes les populations. Notons ’existence d’un phénotype JK :-1,-2, trés rare pour
I’essentiel des populations.

Antigénes (% occurrence) Européens  Africains  Asiatiques
JK1 76 % 92 % 73 %
JK2 72 % 49 % 76 %

Importance clinique

Les anticorps anti-JK1 et anti-JK2 sont importants en matiere de sécurité
transfusionnelle car ils ont déja été reconnus a 1’origine de réactions hémolytiques
immédiates ou retardées, séveres voire fatales. Ainsi, en France, le cas tragique
d’une incompatibilité immunologique JK1 fatale a été rapporté en 2009, avec une
forte imputabilité & une transfusion précédente’.

En revanche, peu de cas de MHNN ont été rapportés.

2 «Un diagnostic "Incompatibilité immunologique" (JK1) : homme de 50 ans, hospitalisé pour prise en
charge d’un choc hémorragique post-traumatique avec hématome de la cuisse gauche, ictére
généralisé d’emblée. Anémie profonde et troubles de I’hémostase sur un terrain d’éthylisme chronique
non sevré justifient la prescription de PSL. Devant l'inefficacité relative transfusionnelle et en I'absence
d’hémorragie extériorisée, I’hypothése d’une hémolyse aigué est soulevée, qui sera confirmée par la
mise en évidence d’un anticorps anti-JK1 la veille du décés. Malgré la poursuite secondaire de
transfusions phéno-compatibles, le patient décedera au 7éme jour d’hospitalisation. L’enquéte réalisée
retrouvera la notion de transfusion de CGR 8 mois avant le déces, dans un autre établissement de la
région. L’imputabilité est cotée 3. » Source : AFSSAPS Rapport d’hémovigilance 2009



SYSTEME DUFFY

Terminologie

Description
générale

Polymorphisme
FYI/FY2

(ou Fy*/Fy)

Numéro ISBT 008, symbole FY

Découvert en 1950 (anti-FY1), le systéeme Duffy est composé de 6 antigenes, parmi
lesquels se trouve le couple antithétique FY1/FY2. La glycoprotéine Duffy est un
récepteur de chémokines, elle posséde 7 domaines transmembranires, une extrémité
N-terminale externe glycolisée et une terminaison C-terminale cytoplasmique. Le
gene DARC (Duffy Antigen Receptor for Chemokines) est situ¢ sur le chromosome 1
et organisé en deux exons.

Bases moléculaires

FY1 et FY2 résultent du SNP 125G>A qui entraine un changement Gly42Asp dans
la séquence de la protéine. Notons que chez les populations africaines il existe un
troisieme allele, F'Y*FY, plus commun que FY*/ et FY*2. Celui-ci ne produit pas la
glycoprotéine Duffy et donc aucun des antigénes du systeme. La région codante de
I’allele FY*FY est identique a celle de 1’allele FY*2, mais une mutation dans la
région du promoteur du gene Duffy inactive I’expression du gene.

11 existe également une forme faiblement exprimée de FY2, notée FYX.

Fréquence
Phénotype Génotype Fréquence (%)
Caucasien
et asiatique Africain Européens Africains Japonais
FY:1,-2 Fy *1/1 FY *1/1 ou FY *1/FY 20 10 81
FY:1,2 FY *1/2 FY *1/2 48 3 15
FY:-1,2 FY *2/2 FY *2/2 ou FY 2/FY 32 20
FY:-1,-2 FY *FY/FY 0 67 0
Importance clinique
Accident transfusionnel MHNN

alloanti-FY1
alloanti-FY2

Faible a sévére / immédiat / retardé Faible a sévére (rare)

Faible a sévere / immédiat (rare)/retardé Faible (rare)



LE SYSTEME MNS

Terminologie Numéro ISBT 003, symbole MNS

Description Second systeme de groupe sanguin découvert, en 1927 par Landsteiner et Levine, le

générale systtme MNS est hautement complexe et comprend 45 antigénes identifiés
aujourd’hui. Parmi eux se trouvent les couples antithétiques MINSI/MNS2 et
MNS3/MNS4, étroitement associés I’un a I’autre. MNS1 et MNS2 sont portés par la
glycophorine (GPA) et MNS3 et MNS4 par la glycophorine B.

Polymorphisme  Bases moléculaires

MNS1/MNSZ Le polymorphisme MNS1/MNS2 est relativement complexe au niveau génétique et
(ou M/N) entraine plusieurs différences dans la séquence d’acides aminés des deux antigenes.
Fréquence
Phénotypes MNS: -1,2 MNS:1,2 MNS:1,-2
% occurrence dans la 22% 50 % 28 %

population de race blanche

Importance clinique

Pas d’accidents reportés pour anti-MNSI1 et de tres rares cas pour anti-MNS2.

Polymorphisme  Bases moléculaires

MNS3/MNS4 Un polymorphisme génétique T143C induit une modification Met29Thr sur la
(ou S/s) glycophorine B, correspondant aux deux antigénes MNS3 et MNS4.
Fréquence
Phénotypes MNS:-3,4 MNS:3,4 MNS: 3,-4
% occurrence dans la 45 % 44 % 11%

population de race blanche

Importance clinique

Les anticorps alloanti-MNS3 et —-MINS4 ont déja été impliqués dans des accidents
transfusionnels et des cas de MHNN séveére ou fatale.



2. Méthodes de groupage

2.1. Sérologie : détermination du phénotype

Les techniques de typage sanguin utilisées en routine dans les laboratoires d’hématologie sont
essenticllement basées sur les réactions d’hémagglutination entre antigénes et anticorps.

Pour la caractérisation du receveur, on identifie son groupe sanguin et on recherche les anticorps
irréguliers potentiellement présents dans le sérum qui pourraient réagir avec les hématies
transfusées. Pour cela, on utilise un panel d’hématies de référence en tant que réactifs
standardisés pour la détection des anticorps présents dans le sérum. Dans certains cas, les
anticorps spécifiques seuls suffisent a provoquer 1’agglutination des hématies, c’est le cas
notamment pour les IgG anti-A et anti-B, on parle de « test d’agglutination directe ». Cependant,
pour les recherches d’anticorps irréguliers, il arrive souvent que ceux-ci ne provoquent pas
directement 1’agglutination. On procede alors a un test d’antiglobuline indirect dont le principe
est décrit Figure 2-5. Un second anticorps (anti-globuline humaine) est utilisé afin de
promouvoir I’agglutination. Le format du test a été progressivement amélioré et a gagné en
fiabilité et praticité: test en tube, sur phase solide (anti-globuline immobilisée sur une
microplaque), « gel-test» (microtube contenant une phase gel, préchargée avec les
antiglobulines et ne nécessitant pas de lavage) (Lapierre et al. 1990), etc.

A T’inverse, pour la caractérisation d’une poche de sang de donneur, ce sont cette fois les
antigénes de surface que 1’on cherche a identifier a 1’aide d’un panel d’anticorps réactifs connus.

1ére ETAPE Lesanticorps spécifiques interagi avec les antigé 2éme ETAPE Les anticorps secondaires (anti- globuline humaine) permettent
de surface présents sur les hématies de référence. Une ep ir I'agglutination lors de la centrifugati
étape de lavage permet d'éliminer les anticorps non liés.

@

Y A

?

Anticorps
anti-globuline
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Anticorps présents
dans le sérum

et

Figure 2-5 Principe du test indirect utilisant I’antiglobuline

2.2, Emergence des techniques de génotypage

L’essor des connaissances concernant les bases moléculaires des groupes ont offert la possibilité
d’aller chercher I’information sur les groupes sanguins directement au niveau de I’ADN
(Denomme et Flegel 2008). Il s’agit cette fois d’identifier les variants des genes présents dans
I’ADN du patient: on parle de génotypage érythrocytaire.

Dans la plupart des cas, il s’agit d’étudier des systeémes bialléliques simples et de déterminer si le
patient est homozygote ou bien hétérozygote, comme décrit Figure 2-6.



1B B b

homozygote hétérozygote homozygote
JK*1/2 JK*1/2 JK*2/2
Figure 2-7 Génotypes possibles pour un systéme biallélique, exemple du systéeme Kidd

Les séquences des deux alléles ne différent souvent que d’un seul nucléotide (SNP) et de
nombreuses techniques d’analyse de SNP sont disponibles. Elles nécessitent en général une
premiére phase d’extraction de I’ADN génomique a partir de 1’échantillon sanguin puis son
amplification. Les puces a ADN en particulier sont des outils de choix pour la détection
simultanée de multiples SNP dans le génome du patient par test d’hybridation. La stratégie la
plus simple consiste & immobiliser des sondes spécifiques du polymorphisme d’intérét sur le
support et a hybrider directement les séquences cibles amplifiées sur la puce (Figure 2-7). Une
des difficultés de ces méthodes est de promouvoir I’hybridation spécifique et diminuer le nombre
de faux positifs dus a un nombre important de mésappariements, les séquences polymorphiques
étant extrémement proches.

Sogc;? AGT AGATGT TCT CAA ATG G Sor_\d_F AGT AGATGT CCT CAA ATG G
specinque specifique
K Cic.\/r_crch\AGrrmcc P iTCA:-CI'ACAGGAGITThCC
l cible JK2 l cible JK2
MISMATCH MATCH

(pour un nucléotide)

Figure 2-6 Analyse de SNP par hybridation sur puce, exemple du systéme Kidd

Enfin, dans les rares cas ou le phénotype ne peut pas se déduire directement au génotype du fait
de I’existence d’alleles nuls ou silencieux (Cf. paragraphe 1.2.2), des faux-positifs peuvent
apparaitre. S’ils n’ont pas d’incidence clinique pour le typage des donneurs, ils sont en revanche
critiques pour le typage des receveurs, c’est pourquoi, dans la mesure ou les mutations
responsables sont connues, il est important de les inclure au test de génotypage (cas des alleles
FY*FY et FY*X notamment).

2.3. Applications du génotypage érythrocytaire étendu

Le génotypage érythrocytaire est potentiellement supérieur au phénotypage sérologique dans un
certain nombre de cas cliniques et de situations pratiques, pour I’essentiel décrites ci-dessous.

Limites sérologiques (anticorps non disponibles, peu réactifs)

Il arrive que les techniques sérologiques ne permettent pas un phénotypage fiable de
I’échantillon : les anticorps réactifs sont parfois peu fiables ou peu, voire pas disponibles ; il
arrive aussi que les antigénes soient trop faiblement exprimés sur les globules rouges pour étre
détectés par sérologie. Les méthodes de génotypage peuvent alors apporter une solution
alternative. Pour le syst¢éme Dombrock par exemple, les techniques de génotypage sont utilisées



pour la recherche des antigénes DO1 et DO2 afin de pallier le manque de réactifs fiables pour la
sérologie (Reid 2003).

Screening des donneurs et banque de donneurs rares

Une caractérisation étendue des poches de sang a un plus grand nombre de groupes sanguins
mineurs permettrait de facon indubitable une amélioration de la sécurité transfusionnelle. En
effet, les antigénes actuellement phénotypés en routine en France sont seulement ceux des
groupes majeurs ABO et RH, ainsi que I’antigéne KEL1. Pourtant, bien d’autres antigénes ont
une importance clinique avérée, si bien que la sérologie de routine recommandée en Europe
concerne au minimum ABO, RH, Kell, Duffy, Kidd et MNS. L’extension du typage a un plus
grand nombre d’antigénes érythrocytaires permettrait de mieux prévenir les accidents
transfusionnels immédiats ou retardés ainsi que les alloimmunisations, en optimisant la
compatibilité entre donneur et receveur.

La mise en place d’un typage étendu a I’échelle des banques du sang nécessite cependant le
développement de plateformes de criblage haut-débit et les tests de phénotypage sérologiques
sont difficilement adaptables a grande échelle : il s’agit de tests monoparamétriques laborieux, et
les cofits en anticorps réactifs s’avereraient particulierement élevés et rédhibitoires. Les tests
basés sur les acides nucléiques apparaissent ici comme une alternative particuliérement
intéressante puisque leur adaptation au haut-débit est nettement mieux maitrisée, notamment via
la technologie des puces a ADN qui donne accés aux tests multiparamétriques.

L’intégration de tests de génotypage étendu a haut-débit dans les centres de qualifications du don
permettrait la mise en place d’une banque de sang mieux caractérisée, et un stockage de ces
informations in silico augmenterait I’efficacité de la sélection des poches par la mise en place
par exemple d’une recherche électronique de poche compatible (Avent 2009a). Le bénéfice
serait d’autant plus perceptible pour la recherche de phénotypes rares. En effet, dans le cas d’un
receveur de phénotype rare, les procédures actuelles de recherche d’une poche compatible sont
fastidieuses et coliteuses, puisqu’elles consistent a typer en aveugle différentes poches jusqu’a
I’obtention d’une comptabilité. La création d’une bibliothéque de donneurs rares pré-identifiés
permettrait de résoudre plus rapidement ces impasses transfusionnelles (Peyrard ef al. 2008).

Groupage sanguin des patients polytransfusés et/ou récemment transfusés

Le typage étendu de patients multitransfusés, tels que les patients atteints de drépanocytose
(Castilho et al. 2002), est souvent nécessaire autant pour identifier leurs propres anticorps que
pour leur fournir un sang compatible afin d’éviter une alloimmunisation, mais il est rendu
difficile par la présence d’hématies du donneur dans 1’échantillon ainsi que de nombreux
alloanticorps. Le méme probléme se présente pour les patients récemment transfusés (Reid et al.
2000). Cependant, il apparait que les tests de génotypage révelent, pour un ADN préparé a partir
du sang du patient récemment transfusé, le génotype du patient et non celui du donneur
(probablement du fait du faible nombre de cellules nucléées dans le sang transfusé).

Génotypage foetal

Le génotypage est appliqué dans la prédiction du risque de maladie hémolytique du nouveau-né
(cas d’une grossesse alloimmunisée). La forme la plus sévére est causée par les anticorps de la
mere dirigés contre les antigénes du systeme RH (D, c) et contre I’antigene KEL1 présents sur
les globules rouges du feetus (Daniels et Bromilow 2007).



Standardisation du panel d’hématies de référence

Kappler-Gratias et al., du Centre national de référence sur les groupes sanguins a 1’Institut
national francais de la transfusion sanguine, ont étudié¢ I’impact des méthodes de génotypage
pour la caractérisation du panel d’hématies de référence utilisées comme réactifs pour le criblage
et I’identification des anticorps (Kappler-Gratias et al. 2010). Les auteurs sont arrivés a la
conclusion que le génotypage étendu haut-débit permettait d’améliorer la qualité du panel
d’hématies de référence et que le génotypage devrait a terme remplacer 1’un des deux tests de
phénotypage imposées par la loi, moyennant toutefois le développement d’une technologie a bas
cotut. En France, plus d’une vingtaine d’antigénes appartenant aux groupes RH, Kell, Duffy,
MNS, Lewis, P et Lutheran doivent étre analysés.

24. Le génotypage érythrocytaire en routine : une réalité ?

Il est maintenant admis au sein de la communauté de la transfusion sanguine mondiale que ces
techniques d’immunohématologie moléculaire sont des outils a trés fort potentiel pour la sécurité
et la fiabilité du dépistage transfusionnel (van Der Schoot et al. 2009). Pour le moment, ces
techniques sont utilisées principalement en laboratoire de recherche et occasionnellement pour la
confirmation d’un phénotype. Certaines limites perdurent en ce qui concerne le typage de
patients : risque de faux positifs dus a des alléles nuls, existence de variants non identifiés, etc
(van Der Schoot et al. 2009). Par ailleurs la longueur du test (imposée en général par 1’étape
d’amplification d’ADN) ne permet pas la gestion des situations d’urgence.

En revanche, 1’apport des méthodes de génotypage érythrocytaire pour le typage des donneurs
n’est plus a démontrer et il est acquis que les techniques de génotypage seront implémentées a
plus ou moins court terme dans les centres de qualification du don du sang (Avent 2009b). La
question encore en suspens est de savoir dans quelles proportions le génotypage haut-débit
remplacera les pratiques de sérologie actuellement en vigueur (Wagner 2009 ; Hustinx et al.
2009 ; Schonitzer 2009 ; Storry et Olsson 2009 ; van Der Schoot et al. 2009). Si certains
envisagent un remplacement total de la sérologie, il est plus probable que les techniques de
génotypage s’intégreront en complément des techniques sérologiques, en premier lieu pour le
typage des groupes sanguins mineurs. En ce qui concerne le typage ABO, il est peu probable que
les tests par génétique moléculaire soient utilisés : les tests sérologiques sont rapides et fiables
alors que les bases génétiques sont complexes avec de nombreux variants (Anstee 2009). De
plus, un ultime test de compatibilité direct par sérologie sera toujours maintenu au lit du patient.

Toutefois, les experts s’accordent surtout sur le fait que I’intégration du génotypage étendu haut-
débit en routine ne pourra se faire que lorsque sera disponible une plateforme fiable,
concurrentielle d’un point de vue économique et facile a mettre en ceuvre dans les laboratoires
(Veldhuisen ef al. 2009). Le cas échéant, la plateforme technologique devra d’abord faire 1’objet
d’études pilote sur site et se concentrera a long terme sur le criblage des donneurs récurrents
(Hillyer et al. 2008). L’intégration de tests basés sur les acides nucléiques a haut-débit a déja été
réalisée avec succes dans les établissements de transfusion sanguine pour le dépistage de
pathogenes (Avent 2009a).



3. Solutions de génotypage érythrocytaire

3.1. Etat de art

Depuis une dizaine d’années, les solutions de génotypage érythrocytaire se multiplient dans la
littérature, a 1’échelle mondiale, reflétant I’engouement général pour le génotypage
érythrocytaire comme technique de choix pour le groupage sanguin étendu.

Les polymorphismes de groupes sanguins résultent pour la plupart de polymorphismes
génétiques d’un unique nucléotide (SNP). Ceux-ci peuvent étre analysés grace a différentes
techniques basées sur une amplification des séquences d’ADN cibles par PCR (Denomme 2009 ;
Monteiro et al. 2011). Les techniques bas-débit mises en ceuvre furent d’abord la RFLP-PCR et
la PCR allele-spécifique. Aujourd’hui la PCR en temps réel, qui permet de suivre
quantitativement 1’amplification d’ADN, est la plus couramment utilisée. Par ailleurs, les
techniques de PCR multiplexée (PCR MPX) permettent d’augmenter le débit d’analyse en
amplifiant de maniére simultanée plusieurs séquences cibles griace a plusieurs couples
d’amorces. Elles permettent une économie de temps et de réactifs. Toutefois, les conditions
d’amplification sont difficiles a mettre au point et il faut notamment optimiser les amorces afin
d’obtenir des températures de fusion proches.

Plus récemment, les recherches se sont orientées vers le développement de techniques haut-
débit, en réponse au besoin d’une analyse haut-débit a faible colt pour I’implantation durable du
génotypage en laboratoire d’analyse, en particulier pour le criblage de donneurs. Ces techniques
multiparamétriques permettent d’analyser jusqu’a plusieurs dizaines de SNP en méme temps et
associent en général une étape de PCR multiplexe a I’analyse des produits sur une plateforme
haut-débit. Différentes situations sont rencontrées dans les laboratoires d’hématologie :
utilisation de plateformes commerciales de génotypage de SNP, développement de solutions
originales utilisées en interne ou destinées a la commercialisation. Le Tableau 2-3 donne une vue
d’ensemble des principales technologies disponibles.

Les technologies basées sur 1’utilisation de biopuces se sont vite révélées attractives en offrant la
possibilité d’une analyse multiparamétrique. Deux outils de type biopuces exclusivement dédiés
au génotypage érythrocytaire ont déja fait leur apparition sur le marché : BLOODChip® et HEA
BeadChip™. On reproche cependant souvent aux techniques de type biopuces un cot de revient
encore trop élevé et un manque de flexibilité concernant la modification de la matrice de sondes
utilisée.

Dans cette partie, nous détaillerons le principe des différentes technologies mises en ceuvre pour
le génotypage érythrocytaire en portant un intérét particulier aux outils de type biopuce.



Tableau 2-3 :

Comparatif des solutions de génotypage éthrocytaire étendu

Nom du dispositif Caractéristiques techniques Référence Systémes sanguins Nombre
et antigénes recherchés paraméts
BLOODChip® 2.0 ¢ Hybridation sur puce (lame de verre) (Avent et al. 2009 ; Avent ABO (58 génotypes)  JK(1,2) 128 SNP
(Progenika) o Détection par fluorescence et al. 2007) ’};/IHN(SD(CISBASJ) Bl()(tZ;)
3 i www.progenika.com ’
e 6 a 8h de traitement prog KEL(1,2,3,46,7,2021) CO (L2)
FY (1,2)
HEA BeadChip™ e Matrice de billes (Hashmi et al. 2007) MNS (1,2,3,4) DI (1,2) 18 SNP
(BioArray Solutions) e Détection par fluorescence LU(1,2) 5C(1,2)
® 8 a 96 échantillons par run, 192 KEL (1,2) " DO (1,2,5)
<ch il h ’ FY (1,2, Fy", Fy™) Cco(1,2)
échantillons en 8 K(1,2) LW (5,7)
(Kappler-Gratias et al. RH (CE) DI (1,2) 34 antigeér
2011) MNS (1,2,3,4) SC(1,2)
LU (1,2) DO (1,2,4,5)
KEL (1,2,3,4,6,7) CO(1,2)
FY (1,2) LW (5,7)
JK (1,2)
Genomelab SNP e Marquage par élongation multiplexe  (Denomme et Van Oene  RH (DCE) FY (1,2, ™) 12 SNP
Stream d’un nucléotide 2005) MNS (3,4) JK(1,2)
(Beckman Coulter) e Hybridation sur puce KEL(1,2,3,4) DI(1,2)
* Détection par fluorescence (St-Louis et al. 2010) RH (CE) FY (1,2) 16 antigen
MNS (1,2,3,4) K (1,2)
KEL (1,2,3,4)
xMAP® e Matrices de billes en suspension (Karpasitou et al. 2008 ;  MNS (3,4) FY (1,2) 8 SNP
(Luminex ©) e Détection par fluorescence Drago et al. 2009) L (1,2) K(L2) 16 antiger
e Cycle de 5h pour 96 échantillons KEL(1,23,4,6,7) co12)
e Estimation a 3€/ SNP
SNaPshot e Marquage par élongation multiplexe  (Di Cristofaro et al. 2010) MNS (3,4,5) DO (1,2) 9 SNP
(Applied Biosystems) ~ d’un nucléotide KEL (1,2) ) YT (1,2)
FY (1,2, Fy", Fy"™) €O (1,2)

e Détection par fluorescence en
électrophoréese capillaire

o Cycle de 24h pour 96 échantillons

e Estimation a 2$/ SNP

K (1,2)




3.2. Systémes de type biopuce

3.2.1.  BLOODChip®

La puce BLOODChip® dédiée au génotypage érythrocytaire étendu et commercialisée par
Progenika (www.progenika.com), a été développée dans le cadre d’un projet européen
collaboratif. Intitulé BloodGen (2003-2006), il associa deux banques de sang (Barcelone,
Prague) a des instituts de recherche académiques britanniques (University of the West of
England, Bristol Institute for Transfusion (Royaume-Uni), néerlandais (Sanquin), allemand
(Ulm) et suédois (Lund). Le consortium comprenait également deux partenaires industriels,
I’espagnol Progenika Biopharma SA et 1’allemand Biotest en charge de 1’intégration sur une
plateforme technologique d’analyse de SNP existante. Dans sa version 2.0 qui a regu le
marquage CE, BLOODChip® permet d’analyser 128 SNP associés a neuf groupes sanguins et
certains antigénes plaquettaires (Tableau 2-3).

Principe

Les séquences cibles d’intérét sont amplifiées a partir de I’ADN génomique extrait grace a une
technique de PCR multiplexe par hybridation de sondes amplifiables développée par Beiboer et
al. (Beiboer et al. 2005). L’ADN extrait est mélangé a un jeu de fragments de séquences
spécifiques des polymorphismes recherchés : si la séquence cible est présente dans 1’échantillon,
alors le fragment s’hybride sur ’ADN génomique. Une étape de lavage permet d’isoler les
fragments hybridés et de les amplifier. Les produits de PCR sont ensuite marqués par deux
fluorophores (Cyanine), fragmentés, et enfin hybridés sur la puce BLOODChip® en conditions
stringentes. La puce est constituée d’une lame de verre sur laquelle est immobilisée une matrice
de sondes spécifiques : les cibles s’hybrident avec les sondes de séquences complémentaires. La
puce est imagée grace a un scanner de fluorescence, et les signaux obtenus sont analysés grace a
un logiciel dédié afin de déterminer un score associé aux différents alléles, et remonter ainsi au
génotype associé. Six a huit heures de traitement sont nécessaires pour aboutir aux résultats a
partir de I’ADN extrait.

Tableau 2-4  Validation de BLOODChip® pour la certification européenne sur 3000 échantillons (40% patients
transfusés, 10% patients AB, 2% nouveaux-nés et 2% variants D faible) Source : www.progenika.com

Groupe sanguin Echantillons BLODDchip® v2.0 Sérologie
Liste A / Annexe I Rh (D) 3000 2998 (99.93%) 2978 (99,2%)
Rh (C, c) 1000 999 (99,9%) 995 (99,5%)
Rh (E, e) 1000 1000 (100%) 997 (99,7%)
Kell (K) 1000 1000 (100%) 1000 (100%)
Liste B / Annexe Il Kidd (JkA/B) 597 597 (100%) 596 (99,81%)
Duffy (FyA/B) 506 506 (100%) 498 (99,4%)
Groupes sanguins Kell(KpA, KpB) 358 357 (99,7%) 358 (100%)
p g
autocertifiés Kell (JsA, JsB) 123 123 (100%) 122 (99,2%)
MN 445 445 (100%) 425 (95,5%)
Ss 483 483 (100%) 479 (99,2%)
Diego 120 120 (100%) 120 (100%)
Dombrock 120 120 (100%) 120(100%)

Colton 170 170 (100%) 169 (99,4%)



Validation

Apres des essais cliniques a petite échelle sur des panels de donneurs rares en Espagne, Allemagne,
République Tcheque, et Suede, une validation sur 3000 donneurs a permis 1’obtention du marquage
CE (Tableau 2-4). Confrontés a la sérologie et a d’autres méthodes de typage moléculaires, les
résultats ont mis en évidence une excellente performance de BLOODChip® v2.0 pour la prédiction du
phénotype érythrocytaire étendu.

3.2.2.  HEA BeadChip™

Développé par BioArray Solutions Ltd. (détenu par Immucor Inc.), la puce HEA BeadChip™ propose
une solution de génotypage étendu pour 11 groupes sanguins (Tableau 2-3) ainsi qu’un panel
d’antigénes plaquettaires (http://www.immucor.com/bioarray). Ce produit a recu ’aval de la Food
and Drug Agency et a obtenu le marquage CE en juillet 2010. Il a notamment fait I’objet d’une
¢valuation sur quatre sites hospitaliers pour la mise en ceuvre du génotypage ¢tendu en routine (le
typage était externalisé chez BioArray Solutions) (Klapper et al. 2010).

Principe (Hashmi et al. 2005)

Il s’agit d’un test d’hybridation sur une matrice de billes dont le principe est exposé Figure 2-8. La
puce est fabriquée comme suit. Des microbilles (3 pm de diamétre) présentant des groupements acides
carboxyliques sont fonctionnalisées avec les oligonucléotides sondes possédant un bras aminé
(environ 20 bases). Chaque bille porte une cinquantaine de copies d’une unique sonde, dont
I’extrémité 3° est spécifique d’un polymorphisme cible donné. Les différentes billes en suspension
sont rassemblées (environ 4000 billes) puis déposées sur un support de silicium sur lequel elles
s’immobilisent en formant une monocouche. Les matrices sur silicium sont individualisées puis
assemblées sur lame de verre en format 8x1 ou 8x12, permettant ainsi de tester plusieurs échantillons
en parallele. Chaque bille possede un codage optique qui permet son identification par imagerie
spectrale de la matrice, et donc celle de la séquence sonde présente a sa surface.

Apres extraction de ’ADN génomique, les séquences comprenant les polymorphismes d’intérét sont
amplifiées par PCR multiplexe, purifiées et dénaturées. Le mélange d’amplicons est ensuite hybridé
sur la matrice de billes puis on procéde au marquage fluorescent des doubles brins formés par une
¢tape d’élongation enzymatique de la sonde. L’élongation ne peut se faire qu’en cas de
complémentarité parfaite entre sonde et cible: I’incorporation d’un nucléotide marqué (cystéine)
marque spécifiquement les doubles brins. Les génotypes sont obtenus en comparant les intensités de
fluorescence obtenus pour les deux alléles concernés a un panel de valeurs de référence (plus
précisément le parametre considéré est la différence d’intensité entre les deux all¢les normalisée).

Validation et applications cliniques

Les principales études de validation de HEA BeadChip™ publides ont été effectuées en collaboration
avec I’équipe de Marion Reid du Laboratoire d’Immunohématologie du New York Blood Center
(Hashmi et al. 2005 ; Hashmi et al. 2007). En 2007, les équipes présentent ainsi les résultats d’une
¢tude menée sur 2355 patients appartenant a des ethnies multiples, pour 1’analyse de 24 antigénes
érythrocytaires (plus un panel d’antigénes plaquettaires) concordante a 99,5% avec les résultats
sérologiques (Tableau 2-3).



Le test HEA BeadChip™ (version 1.2) a également été mis en ceuvre par Kappler-Gratias et al.
(Kappler-Gratias et al. 2010 ; Kappler-Gratias et al. 2011) pour I’évaluation des méthodes
moléculaires dans la qualification des hématies utilisées en tant que réactif sur I’exemple du panel
national de référence francais. Le test de génotypage a ainsi permis d’analyser 34 antigenes de 11
systémes sanguins différents pour un panel de 365 donneurs. La comparaison du phénotype prédit par
le résultat de génotypage et du phénotype sérologique pour 25 de ces antigénes s’est avérée
concordante dans 99.95% des cas (Tableau 2-3).

Des équipes brésiliennes ont également rapporté 1’utilisation de HEA BeadChip™ comme technique
de référence dans une étude évaluant I’impact des méthodes de génotypage étendu pour le suivi d’un
panel de patients multitransfusés (Guelsin et a/l. 2010), ainsi que pour le suivi de patients atteints de
dépranocytose (Castilho ef al. 2002).
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Figure 2-8 Principe des puces HEA-Bead Chip 1. Les matrices de billes fonctionnalisées avec les séquences

sondes sont assemblées sur le support en silicium (1 bille = 1 codage optique = 1 séquence
sonde). 2. Lorsqu’il y a hybridation sur la bille, le duplex est marqué par élongation de la sonde en
présence de nucléotides fluorescents. 3. La double lecture de la puce permet de décoder les
billes et de déterminer si I’hvbridation a eu lieu.



3.2.3. Genome Lab SNP Stream

La plateforme GenomeLab SNP Stream, commercialisée par Beckman Coulter, utilise la technologie
SNPtream® UHT, développée par Orchid BioScience pour des applications de génotypage ultra haut-
débit en pharmacogénomique et au criblage de médicaments (Bell ez al. 2002). Elle associe une
amplification par PCR multiplexe a une étape de marquage fluorescent par élongation, suivie d’une
hybridation sur puce. Les équipes canadiennes de Gregory Denomme (Toronto) et Maryse St-Louis
(Québec) ont développé les outils de biologie moléculaire nécessaires au transfert de cette technologie
au génotypage érythrocytaire étendu (Denomme et Van Oene 2005 ; St-Louis et al. 2010).

Principe

Le format de la puce est celui d’une plaque 384 puits classique, présentant sur chaque fond de puits
une matrice de sondes identique, ce qui permet de tester 384 échantillons en paralléle. Les
oligonucléotides sont greffés de fagon covalente sur un support en verre activé par le 3-
mercaptopropyl-triméthoxysilane (MPTS) puis 1’application d’'un masque en néopréne permet
d’individualiser les 384 puits. Chaque matrice comprend 16 sondes immobilisées : quatre sont dédiées
a des contrdles (positifs et négatifs) et les 12 autres correspondent a I’un des SNP étudiés.

Chaque test permet de rechercher la présence de deux nucléotides (parmi les quatre possibles) a la
position du polymorphisme. Pour chaque SNP recherché, on utilise un fragment SNP-IT construit de
la facon suivante : la séquence a I’extrémité 3° du fragment est complémentaire a 1’une des sondes
immobilisées en fond de puits ; la séquence a I’extrémité 5° du fragment est complémentaire a la cible
et immédiatement adjacente au site du SNP (Figure 2-9).

La premicre étape du test consiste en une PCR multiplexe, afin d’amplifier les séquences spécifiques
des différents polymorphismes d’intérét a partir de I’ADN extrait. Les amplicons sont mélangés avec
I’ensemble des fragments « SNP-IT » avec lesquels ils s’apparient par hybridation spécifique. On
procéde ensuite a élongation enzymatique multiplexe des fragments d’une seule base (au site du SNP),
en présence de deux didéoxynucléotides marqués, I'un par la BODIPY-fluorescéine, 1’autre par le
marqueur TAMRA. Suivant la nature de la base présente sur la cible au site du SNP, 1’élongation
incorporera 1’un ou I’autre des fluorophores. Enfin, le mélange réactionnel est incubé sur la puce et
I’extrémité 5’ du fragment s’hybride avec la sonde immobilisée de séquence complémentaire. Un
lecteur de plaque permet de lire I’intensité de fluorescence pour chaque sonde sur chacun des spots et
de remonter automatiquement au génotype.
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Figure 2-9 Genomelab SNP Stream : structure du fragment utilisé pour I’élongation
d’un nucléotide en cas d’appariement (un fragment spécifique par SNP)



Validation et applications cliniques

En 2005, Denomme et al. (Denomme et Van Oene 2005) rapportent ’analyse de 372 échantillons pour
12 SNP associés aux groupes sanguins érythrocytaires RH, MNS, KEL, FY, JK, DI (et un antigéne
plaquettaire) avec une concordance supérieure a 98% pour 11 parametres sur 12 (Tableau 2-4).

Le groupe de Maryse St-Louis d’Héma-Québec s’est également intéressé au développement de cette
technologie. En 2006, une étude de Monpetit ef al. porte sur I’analyse de 22 antigénes érythrocytaires
mineurs (RHCE, KEL, FY, JK, MNS) et trois antigénes plaquettaires (Montpetit et al. 2006). Dans le
cadre de cette étude, les échantillons de sang étaient recueillis par le biais de cartes papier FTA®. De
tres bons résultats (concordance > 97%) ont été obtenus malgré les quantités variables d’ADN
recueillies.

S’en est suivi 8 Héma-Québec un projet de criblage de donneurs réguliers impliquant 21 000 donneurs
en moins de deux ans (St-Louis ef al. 2010) (Tableau 2-3). Une concordance de 99,6% a été obtenue
avec 55% des cas de discordance résolus en faveur du génotypage. Cette étude a également permis
d’évaluer I’impact de 1’implémentation en routine des techniques de génotypage érythrocytaire dans
un laboratoire d’analyse (Perreault ez al. 2009).

3.3. Autres techniques

3.3.1. Matrices de billes en suspension (xMAP®, Luminex®)

Le groupe de F. Poli, de I’Hopital Maggiore Polyclinique a Milan, a développé une technologie de
génotypage érythrocytaire (Drago ef al. 2009 ; Karpasitou et al. 2008) basée sur la plateforme
d’analyse xMAP® de Luminex® Corp. (http://www.luminexcorp.com).

La technologie XMAP® repose sur I’utilisation de matrices en suspension, un ensemble de microbilles
de polystyréne comme support d’immobilisation des oligonucléotides sondes. Chaque bille de 5,6
microns de diameétre posseéde un codage optique particulier qui permet son identification lors de
I’analyse des résultats : elle incorpore un mélange de deux fluorophores (émission a 658 et 712 nm) en
différentes proportions qui lui confere une signature spectrale unique (jusqu’a 500 codes différents).
Des agents de capture (anticorps, oligonucleotides, peptide...) sont immobilisés par couplage covalent
a leur surface, chaque bille étant porteuse d’une sonde spécifique, et permettent la détection des
analytes dans 1’échantillon (Figure 2-10 a).

Dans le cas présent (Drago et al. 2009 ; Karpasitou et al. 2008), les auteurs ont greffé des
oligonucléotides sondes (18-20™") fonctionnalisés par une amine en 5° sur des billes de polystyréne
en activant par un carbodiimide les groupements acide carboxylique présents en surface. Les
séquences cibles sont amplifiées et marquées par une biotine lors d’une étape de PCR multiplexe. Le
mélange non purifié, transféré dans un plaque 96 puits, est ensuite dénaturé puis hybridé sur les billes.
Apreés lavage, une étape d’incubation avec des molécules de streptavidine conjuguées a la R-
phycoérythrine permet le marquage des cibles, et donc celui des billes ou I’hybridation a eu lieu.

Le principe de 1’analyse dérive de la cytométrie en flux : I’alignement des microbilles en suspension a
I’entrée de la chambre de détection permet une analyse individuelle des particules. Un laser
(A=635nm) excite les fluorophores contenus dans la bille, permettant son décodage et donc
I’identification de la séquence sonde immobilisée en surface, tandis qu’un second laser (A =532 nm)
permet de détecter si I’hybridation a eu lieu.



Le traitement de 96 échantillons se réalise en moins de 5h (extraction non comprise), avec un cout par
SNP et par échantillon inférieur a 3 €. Cette technique permet une importante standardisation des tests
en comparaison d’un systéme de type biopuce : les différentes billes en solution sont traitées dans des
conditions identiques et le signal enregistré lors de ’analyse est moyenné sur de nombreuses billes.
Par ailleurs, les auteurs apprécient 1’absence de purification des amplicons et la large gamme de
concentration d’ADN accessible, mais déplorent cependant I’automatisation limitée du procédé,
notamment pour les transferts d’échantillons et les lavages.

Dans leur étude, les auteurs s’intéressent aux groupes sanguins mineurs MNS, KEL, LU, FY et CO
(Tableau 2-3). L’analyse de 232 échantillons a permis d’établir un panel de valeurs de fluorescence de
référence, validé par la suite par le typage en aveugle de 92 donneurs.
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(a) (mélange de 2 flurophores) (b)

Figure 2-10  Technologie xMAP® de Luminex (a) Chaque bille, identifiable par un codage
optique, porte une séquence sonde définie. (b) Deux lasers permettent de décoder
la bille et de détecter I'hybridation (source: http://www.luminexcorp.com/
TechnologiesScience/xMAPTechnology/index.htm)

3.3.2. SNaPshot reaction

Développé par Applied Biosystems (www.appliedbiosystems.com), le procédé SNaPshot repose a
nouveau sur une ¢tape d’élongation multiplexe d’un seul nucléotide, suivant un protocole analogue a
celui décrit précédemment pour Genomelab SNP Stream (Cf. paragraphe 3.2.3). Cependant, la
détection est ici réalisée par électrophoreése capillaire et non par hybridation sur une puce a
oligonucléotides. Les séquences d’ADN cibles sont amplifiées par PCR multiplexe, puis mélangés a
un jeu de fragments d’élongation complémentaires en 5’ du polymorphisme. S’ensuit une étape
d’élongation enzymatique du fragment d’un nucléotide terminal. Les quatre types de
didésoxyribonucléotides marqués sont ici utilisés, avec 4 fluorophores différents suivant la nature de la
base incorporée en 3’. L’¢lectrophorése capillaire couplée a une détection de fluorescence permet
d’analyser la fluorescence ainsi que la longueur des produits, et de remonter a la nature du SNP. Le
cycle complet, qui permet d’analyser jusqu’a 10 SNP en paralléle, dure 24 h pour un cofit de revient
estimé a 2 dollars par SNP.

Cette technique a notamment ¢té¢ mise en ceuvre par Palacajornsuk et al. (Palacajornsuk et al. 2009) du
New York Blood Center (17 SNP: MNS, LU, KEL, FY, JK, DI, DO, CO, SC, LW) et par Di
Cristofaro ef al. (Di Cristofaro et al. 2010) a 1’Etablissement Frangais du Sang d’Alpes-Méditérannée
(9 SNP : KEL, FY, MNS, JK, DO, YT) (Cf. Tableau 2-3).
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Chapitre 3. Développement d'un outil d’analyse
multiparamétrique haut-débit

Les travaux se sont principalement concentrés sur le développement d’outils
d’analyse multiparamétrique a haut-débit basés sur la technologie des biopuces (test
d’acides nucléiques et immunologiques), pour la caractérisation d’échantillons
biologiques et le diagnostic médical. Ils ont notamment débouché sur la mise au
point d'un outil de dépistage transfusionnel haut-débit (génotypage érythrocytaire
étendu) en collaboration avec I'Etablissement Francais du Sang Rhone-Alpes (EFS-
RA).

Aprés une vue d’ensemble du systéme et la description de sa mise au point, nous
décrirons les preuves de concept effectuées concernant les puces a oligonucléotides
et a protéines. Nous reviendrons plus précisément sur l'outil de génotypage
érythrocytaire et sa validation sur un panel étendu. Enfin, nous présenterons une
nouvelle méthode de détection colorimétrique.



1. Présentation de I'outil d’analyse haut-débit

1.1. Vue d’ensemble

L’outil de test haut-débit a été développé pour le génotypage érythrocytaire a partir du cahier des
charges suivant : le support devait permettre une analyse multiparamétrique, sensible, & haut-
débit et a faible colit de revient (Figure 3-1).

J
Biopuce
= Multiparamétrique

compatible avec les attentes

de l'utilisateur final

Support poreux Automatisation
= Sensibilité = Haut-débit

Figure 3-1 Stratégie de développement d’un
outil de génotypage érythrocytaire a bas-coiit

Analyse sur biopuce

On attend aujourd’hui des nouveaux tests d’analyse biologique qu’ils soient multiparamétriques
et permettent d’obtenir un nombre d’informations supérieur en un temps réduit, aussi bien dans
le domaine du diagnostic que pour des applications de criblage (génotypage, biomarqueurs,
médicaments). La technologie des biopuces présente un tres fort potentiel pour le développement
de nouveaux outils d’analyse multiparamétrique, surtout pour les tests d’hybridation d’acides
nucléiques, puisque la technologie des puces a ADN est aujourd’hui particuliérement bien
maitrisée. Une biopuce a basse densité (50 parametres environ) a ici été utilisée.

Automatisation

Afin d’assurer un haut débit d’analyse, ’outil développé adopte un format classique de
microplaque a 96 puits, pris en charge par les chalnes robotiques standard. Dans cette
configuration, une matrice de sondes est immobilisée au fond de chaque puits qui devient alors
un support de test multiparamétrique a part entiere (Figure 3-2).
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Figure 3-2 Analyse a haut-débit sur plaque 96-puits HiFi™ Le format est celui d’une
microplaque 96-puits standard. Une matrice de sondes est immobilisée sur chaque
fond de puits, ce qui permet I'analyse multiparamétrique d’un échantillon par puits.



11 devient possible d’analyser dans 96 échantillons simultanément sur une seule plaque, autant de
paramétres que de plots présents sur la couche sensible. L’automate utilisé est un appareil
EVOT75 de Tecan, possédant un bras manipulateur et un bras pipetteur ; il est décrit en détails au
paragraphe 2.6.1 du Chapitre 5.

Support poreux

Les microplaques utilisées sont des plaques de filtration Multiscreen HTS-HA commercialisées
par Millopore™. Une membrane scellée au fond de chaque puits (puits en plastique sans fond)
permet de filtrer les solutions par aspiration déposées dans le puits. Le disque de membrane
organique, d’une porosité de 0,45 um, est constitué d’'un mélange de nitrocellulose et d’ester de
cellulose. Ce filtre va jouer ici un double role (Figure 3-3). D’une part, il sert de support pour
I’immobilisation des biomolécules sondes qui sont matricées sur le support poreux et absorbées
dans le matériau par capillarité. L’immobilisation en 3D dans la membrane permet d’atteindre
des densités de sondes élevées sur la surface. D’autre part, il permet la mise en ceuvre d’un
protocole de filtration : les échantillons et réactifs dans les puits sont €liminés par filtration a
travers la membrane, en appliquant un vide (Cf. Chapitre 5, Figure 5-13). Cette étape de
filtration permet de concentrer I’échantillon sur la membrane et le flux unidirectionnel des
¢chantillons dans le puits permet de minimiser le risque de contamination.

Par ailleurs, la spécificité de la plaque HiFi'™ est le dépot des sondes sur la face externe du
disque membranaire (Figure 3-3). Le matricage est techniquement plus facile a mettre en ceuvre
qu’en fond de puits, et cette configuration facilite la lecture du signal en retenant les poussicres a
I’intérieur du puits et en diminuant le bruit de fond sur la face de lecture, comme ce sera illustré
par la suite.

Colorimétrie

La détection de D’interaction repose sur la génération d’un signal colorimétrique par voie
enzymatique (phosphatase alcaline). La lecture du signal ne nécessite pas d’instrumentation
complexe ce qui permet de réduire fortement le colt du test. De plus, le support s’y préte
d’autant mieux que la porosité permet de retenir le précipité coloré formé dans le matériau et que
la surface blanche de la membrane fournit un bon contraste pour la lecture. Une image typique
du signal obtenu est présentée Figure 3-3 en couleurs réelles. La Figure 3-4 présente I’image
d’une plaque enti¢re apres révélation du signal, acquise en niveaux de gris grace a un scanner de
bureau, telle qu’elle est utilisée pour I’analyse.
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Figure 3-3 Points clés de la technique d’analyse HiFi™ : (i) les biomolécules sondes sont
matricées sur la membrane a |'extérieur du puits; (ii) le protocole d’analyse
repose sur un processus de filtration ; (iii) les plots positifs sont relevés par une

coloration violette (image en couleur réelles, distance entre les plots 500 um) ;
(iv) une image du fond de la plaque est acquise a I'aide d’un scanner de bureau.
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Figure 3-4 Plaque entiére aprés coloration des plots positifs
La plaque représentée correspond a un test de
génotypage érythrocytaire sur 96 échantillons
différents. L'image a été acquise grace a un scanner
HP Scanlet 3770 (Hewlett-Packard), en niveaux de
gris, avec une résolution de 2400 dpi.



1.2. Etudes préliminaires et conception de I’outil

Plusieurs séries d’études préliminaires ont abouti a la conception de ’outil définitif: elles ont
porté sur le choix du support d’immobilisation, la mise au point de la détection colorimétrique et
le passage a l’analyse haut-débit. Ces optimisations ont été effectuées sur des puces a
oligonucléotides avec pour objectif I’application au génotypage érythrocytaire.

1.2.1. Choix du support

Les premiers essais furent réalisés en détectant I’hybridation par chimiluminescence du luminol
catalysée par la peroxydase de raifort. Il s’agit en effet d’une méthode sensible et quantitative,
bien maitrisée au laboratoire. Pour ce faire, les plots positifs sont marqués par la peroxydase de
raifort au moyen d’un systéme biotine/streptavidine (Figure 3-5) : un jeu d’amorces biotinylées
permet d’obtenir des produits d’amplification par PCR présentant eux-mémes une terminaison
biotine et ces cibles sont marquées par des conjugués streptavidine - peroxydase de raifort. Le
support recherché devait permettre le matricage d’une matrice de basse densité et une
immobilisation stable des oligonucléotides, qui doivent de plus rester accessibles pour
I’hybridation. Deux supports ont fait I’objet d’une évaluation.
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Figure 3-5 Marquage par la peroxydase de raifort et

détection de I’hybridation par chimiluminescence

Lame plastique 12 puits

Le premier est un support plastique au format d’une lame de microscope structurée en 12
micropuits. La surface de la lame est activée par une solution de glutaraldéhyde (2 % dans un
tampon phosphate 0,1 mol.I" pH = 5) avant le matrigage des sondes (terminaison amine) : une
matrice de sondes identique est immobilisée de maniere covalente dans chaque puits. Différents
traitements de la surface aprés matricage ont été envisagés : lavage simple, saturation, blocage
des fonctions aldéhyde par 1’éthanolamine, mais I’immobilisation s’est avérée peu homogene
et/ou peu reproductible a chaque fois (Figure 3-6). Seule I'utilisation de tampons commerciaux
optimisés pour 1’ensemble du protocole d’hybridation a permis d’obtenir des résultats
satisfaisants.
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Figure 3-6 Images de chimiluminescence obtenues sur lame plastique a 12 puits activée par le
gluraldéhyde pour un test de génotypage érythrocytaire Les quatre images correspondent
a l'analyse d’'un méme échantillon dans quatre conditions de traitement de surface
différentes. Chaque image correspond a un puits unique, les lignes de quatre plots a droite
et la colonne de 6 plots a gauche correspondant a des réplicats d’'une méme sonde.

Membrane

Le second matériau envisagé comme support d’immobilisation des oligonucléotides fut une
membrane poreuse, en 1’occurrence la membrane Ultrabind® (Pall) qui posséde une trame de
polyéthersulfone et des fonctionnalités aldéhyde en surface. Ce support poreux a permis
d’obtenir une densité de sondes élevée et une immobilisation stable et reproductible (Figure 3-7).
La densité de plots sur la surface est limitée par la diffusion dans le matériau de la goutte
déposée, qui impose un diamétre minimum du plot (~ 200 um dans le cas présent). La densité de
plots atteignable est cependant suffisante pour la fabrication des matrices de basse densité.
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Figure 3-7 Test d’hybridation sur membrane Ultrabind® (un couple d’oligonucléotides synthétiques est

utilisé comme modéle sonde/cible) (a) Allure du signal de chimiluminescence pour différentes
concentrations de cibles dans I’échantillon (concentration de sondes dans la solution de dépoét :
10 umol.l’l), tous les plots étant identiques. (b) Quantification des signaux obtenus.

1.2.2. Détection par colorimétrie

acquisition d'image parun
scanner de bureau

t

precipite
BCIP/NBT violet

Figure 3-8 Marquage par la phosphatase alcaline et
détection de I'hybridation par colorimétrie



Afin de réduire les colits associés a I’instrumentation requise pour 1’acquisition du signal, une
stratégie de détection de I’hybridation par colorimétrie a été envisagée. Le marquage par
I’enzyme phosphatase alcaline a donné les meilleurs résultats. En présence du substrat approprié
(mélange BCIP/NBT), I’enzyme catalyse la formation d’un produit coloré qui précipite sur le
plot. Comme précédemment, les plots positifs sont marqués sélectivement par I’intermédiaire du
systéme streptavidine/biotine (Figure 3-8). Un kit prét a I’emploi de BCIP/NBT (Sigma) permet
d’obtenir une coloration violet foncé sur les plots (partant d’une solution jaune pale).

Des tests d’hybridation sur un couple modele sonde/cible d’oligonucléotides synthétiques ont
démontré que cette méthode de détection permettait d’obtenir des signaux homogeénes et
reproductibles (Figure 3-9 a). Par ailleurs, le protocole a été modifié afin d’inclure un lavage de
la membrane avec un tampon Véronal (et non pas phosphate) avant 1’étape de révélation
enzymatique du signal colorimétrique. En effet, le phosphate inhibant I’activité de I’enzyme, le
tampon Véronal permet d’obtenir des signaux d’intensité plus forte (Figure 3-9 b). Enfin, des
tests de génotypage érythrocytaire pour I’étude de 3 SNP ont montré qu’il était possible de
différentier les génotypes par colorimétrie (Figure 3-9 c).
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Figure 3-9 Détection de I’hybridation par colorimétrie sur membrane : allure des signaux (en niveaux de gris)

(a) Test d‘hybridation sur un couple modeéle d’oligonucléotides synthétiques (26méres) : on constate
qu’il est possible de détecter les cibles de fagon quantitative dans I'échantillon (12 plots
correspondent a une solution de sondes a 1 umol.l’l, les 12 autres a 10 umol.l’l). (b) Influence du
tampon de lavage utilisé avant I'étape de révélation sur l'intensité du signal colorimétrique généré
(temps d’incubation de la solution de BCIP/NBT équivalents). (c) Tests de génotypage
érythrocytaire pour trois SNP (les réponses attendues sur les plots sont indiquées en vert) : il est
possible de différencier un signal « positif » d’'un signal « négatif » (faible signal di a des
mésappariements)

Automatisation

Pour atteindre une capacité d’analyse haut-débit, les tests sur membrane ont été¢ adaptés a un
support de type microplaque 96-puits. Dans un premier temps, les membranes Ultrabind ont été
manuellement insérées en fond de puits. Nous nous sommes ensuite orientés vers I’utilisation
d’une plaque de filtration préfabriquée, Multiscreen HTS-HA de Millipore™. Ces membranes
ont elles aussi permis 1’obtention d’une immobilisation stable et reproductible.La trame du filtre
est composée de nitrocellulose et d’ester de cellulose, mais la chimie de surface exacte n’est en
revanche pas divulguée. Il est trés probable que I’immobilisation des biomolécules repose sur
des interactions faibles avec le substrat.



2. Preuves de concept

2.1. Puces a oligonucléotides et protéines sur membrane de filtration

La technique développée a été mise en ceuvre pour deux types de biomolécules: acides
nucléiques et protéines. Pour ces deux voies complémentaires dans le domaine du diagnostic, des
modeles synthétiques robustes ont permis la validation de I’immobilisation des biomolécules sur
le support membranaire ainsi que la réalisation de preuves de concept pour la détection
quantitative de cibles. Ces méthodes ont par la suite été éprouvées pour I’analyse d’échantillons
biologiques complexes, respectivement produits de PCR et sérum de patients.

Technique Puce a protéines Puce a oligonucléotides
modele allergéne de oligomeéres
| monoparamétrique cacahuete synthétiques

application J

. . . génotypage
multiparamétrique diaspestic gliersique J érythrocytaire J

Tests d’hybridation d’acides nucléiques
L’immobilisation d’oligonucléotides, validée sur un couple d’oligonucléotides synthétiques, a
permis le développement d’un test d’hybridation haut-débit a détection colorimétrique.
Cette méthode a été ensuite utilisée pour 1’élaboration d’un outil de génotypage érythrocytaire a
partir d’ADN extrait d’échantillon de sang total. L’étude s’est concentrée autour des six
polymorphismes détaillés dans le
Tableau 3-1, en utilisant les outils de biologie moléculaire disponibles au sein du Laboratoire de
Recherche de I’EFS-RA :
i.  acces a une banque d’échantillons de sang de donneurs phénotypés par sérologie ;
ii.  techniques d’extraction d’ADN génomique, d’amplification par PCR multiplexe et de
contrdle sur gel d’électrophorése ;
iii. panel de sondes spécifiques des polymorphismes (16 a 23 bases, polymorphisme
positionné au milieu de la séquence).

Tableau 3-1 Polymorphismes étudiés

Systtme  SNP Antigénes  Allzles Sondes *
KEL1 KEL*1 KEL*1
T698C
KELL KEL2 KEL*2 KEL*2
(006) KEL3 KEL*3 KEL*3
T961C
KEL4 KEL*4 KEL*4
KIDD JK1 JK*1 JK*1
G838A
(008) K2 IK*2 JK*2
DUFFY FY1 FY*1 FY*1
G125A
(009) FY2 FY*2 FY*2
MNS1 MNS*1 MNS*1
C59T
MNS MNS2 MNS*2 MNS*2
(002) MNS3 MNS*3 MNS*3
T143C
MNS4 MNS*4 MNS*4

* Les séquences des sondes sont explicitées au paragraphe Tableau 5-3 du Chapitre 5.



Puces a protéines : détection d’anticorps

Forts du succés des tests pour acides nucléiques, une seconde approche s’est intéressée a
I’immobilisation de protéines sur le support membranaire. Les puces a protéines ont été mises en
ceuvre pour la détection d’anticorps dans un échantillon biologique. La preuve de concept a
utilisé comme sonde un allergéne de cacahouéte pour la détection d’un anticorps correspondant,
et a permis de valider I’immobilisation ainsi que 1’accessibilité des protéines sur la surface.

La méthode a été adaptée a la détection multiparamétrique dans un échantillon de sérum
complexe d’immunoglobulines E spécifiques d’un panel d’allergénes déja étudiés au laboratoire
(Heyries et al. 2008).

Les résultats concernant ces deux études sont présentés dans 1’article suivant.

= Article 1

Multipurpose high-throughput filtering microarrays (HiFi)
for DNA and protein assays
Gaelle C. Le Goff, Cloé Desmet, Jean-Charles Bres, Dominique Rigal,
Loic J. Blum, Christophe A. Marquette
Biosensors and Bioelectronics, 2010, 26, 1142-1151
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We are reporting here a low cost colorimetric device for high-throughput multiplexed blood group
genotyping and allergy diagnosis, displayed as an automated 96-well microtiter plate format. A porous
polymeric membrane sealed at the bottom of each well accounts for the sensor support. For each sens-
ing unit, a 6 x 6 matrix of specific probes is spotted on the external surface of the membrane resulting in
5 mm? microarrays. Thanks to the membrane porosity, reagents dispensed into the well can be eliminated
through vacuum soaking. This unusual design drastically reduces the assay background signal.

iflyevrvgo;ds" The system was first validated on robust models composed of either two complementary oligonu-
Blood genotyping cleotide sequences or one allergen/specific rabbit IgG pair. The quality of both oligonucleotide and

protein immobilisation on the membrane substrate was then demonstrated together with the capacity
to use the arrayed biomolecules as probes for the quantitative detection of specific targets (respectively
complementary oligonucleotide and specific antibody).

On the basis of these good results, two multiplex assays were developed for crude biological samples
testing, focussing on two human in vitro diagnosis applications: a hybridisation assay for multiplex blood
group genotyping and a multiparametric immunoassay for allergy diagnosis. In both cases, the transfer
to crude biological samples testing was successful i.e. high signal to noise ratio of the stained membranes,

Filtration assay
High-throughput
Microarrays
Multiparametric

reproducibility and good correlation with results obtained using routine testing procedures.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Expectations of biological analysis have reached a new level of
complexity: the diagnostic tests are now required to be multipara-
metric in order to produce more information within a reduced time.
Moreover, the number of samples to test keeps increasing, creating
areal need for new high-throughput platforms for multiplex diag-
nosis. In addition to these technical considerations, the economical
and social context reflects a rising demand from health authorities
upon cost reduction and improved security of diagnosis/prognosis
making tools.

Blood donation testing is an eloquent example of that com-
plexity. The search for blood group antigens, infectious agents,
microorganisms and other various analytes requires multiple
testing procedures (involving immunoassays as well as nucleic
acids assays) on million samples a year (Petrik, 2010). This panel of

% Joint Runner up for the 2010 Biosensors and Bioelectronics Award for most
original contribution to the Congress.
* Corresponding author. Tel.: +33 4 72 43 14 84; fax: +33 472 4479 70.
E-mail addresses: christophe.marquette@univ-lyon1.fr,
christophe.marquette@axoscience.com (C.A. Marquette).

0956-5663/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bios.2010.06.057

targets is constantly expanding with not less than 300 blood group
antigens identified as for now (Daniels, 2005), and more than
40 new infectious diseases described during the past generation
according to World Health Organisation (WHO Report, 2007b).

With the persistent outburst of microarrays, ideal for multipara-
metric assays, many diagnostic biosensors have been developed
based on that parallelised technology. However, even though many
of those testing procedures are scientifically mature, this type of
device is still not currently available for the diagnosis laboratories.
Indeed, most of existing microarray based systems have been devel-
oped in a technological driven context (adapting end-user needs to
the technology), creating a gap between end-user and technology.

We have been developing a multipurpose microarray based
platform for multiparametric and high-throughput filtration assays
(HiFi-assays), dedicated to the characterisation of biological sam-
ples at reduced cost and time. Combining the multiparametric
performances of microarray technology with a 96-well format
standard for robotics, our fully automated diagnostic tool permits
very high-throughput processing of both nucleic acid assays and
immunoassays, in clinical laboratories conditions.

This device is based on a classical 96-well microtiter filtration
plate (e.g. Multiscreen HTS-HA, Millipore). The polymeric mem-
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Fig. 1. HiFi-plate design and HiFi-assay filtering protocol. Probe molecules can be oligonucleotides as well as proteins or antibodies. HiFi-assays are based on a filtering
protocol: thanks to vacuum soaking, reagents dispensed in wells are loaded through the membrane bottom. After staining of the positive spots, a greyscale image of the

membrane bottom is acquired with a simple office scanner and analysed.

brane (mixed cellulose ester) sealed at the bottom of each well
enables to eliminate reagents thanks to vacuum soaking. However,
in HiFi-plates the membrane is not only used as a filter, but also as
support for the immobilisation of an array of biomolecules, which
constitutes the multiparametric sensing unit (Fig. 1). The distinctive
feature of the plate is the immobilisation of probes on the backside
of the membrane, and not inside the well as usually done (Perrin et
al., 2003). To our knowledge, this non-conventional design was only
mentioned once in the literature for chemiluminescent immunoas-
says (McBride et al., 2008).

It will be demonstrated how various biomolecules, such as
oligonucleotides and proteins, can be immobilised on the sub-
strate as medium density arrays, depending on the application
and the target analyte. Our first interest was in the immobilisation
of oligonucleotides on the membrane-bottomed plate in order to
elaborate a multiplex blood group genotyping tool. In a second time,
we successfully transferred the technology to protein immobilisa-
tion and developed a multiplex immunoassay for allergy diagnosis.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Synthetic oligonucleotides (Biotin-TTTTTTTTTTTTTTT-Cg-NH,,
NH;-Cg-TTGAGGTGCATGTTTGTGCC, Biotin-GGCACAAACATGCA-
CCTCAA and all genotying probes and primers) were supplied by
Eurogentec (Belgium).

Alkaline phosphatase-labelled streptavidin, alkaline
phosphatase-labelled monoclonal anti-human IgE antibodies
developed in mouse, Arachis hypogaea lectin (from peanut) and
anti-A. hypogaea lectin antibodies developed in rabbit were
purchased from Sigma-Aldrich (France). Alkaline phosphatase-
labelled anti-rabbit IgG (H+L) antibodies developed in goat were
supplied by Jackson Immuno-Research (USA).

Recombinant allergenic proteins (in PBS) from cherry (rPru
a4: 0.42mgmL-1; rPrual: 1.59mgmL-1; rPru a3: 1.86 mgmL-1),
apple (rMal d1: 0.11 mgmL-!, rMal d3: 0.99 mgmL-~!, rMal d4:

1.15mgmL-1), hazelnut (rCor al: 0.48 mgmL-!) and birch tree
pollen (rBet v1: 0.82mgmL-!) were kindly provided by Dr.
Stephan Scheurer (Paul Ehrlich Institute, Germany) as well as apple
(18 wgmL~1) and cherry (419 pg mL~1) extracts and reactive sera.

2.2. General protocol description

HiFi-plate preparation. Original membrane-bottomed 96-well
plates (Multiscreen HTS-HA) were purchased from Millipore. When
not mentioned, 2.4 nL drops of spotting solutions (pitch =500 pm)
were arrayed on the membrane backside using a BioChip Arrayer
BCA1 (Perkin-Elmer).

Automated filtration assay and analyte detection. HiFi filtration
assays were carried out on an EVO75 robot (TECAN, Switzerland)
equipped with a plate filtration unit and a heater. The vacuum
and the soaking duration were finely controlled in order to gener-
ate the most reproducible results. The filtering protocol involved
the following steps. (i) The membranes were washed with PBS
(100 mmol L', pH 7.4) and saturated with PBSTA (PBS added with
Tween 20 0.1% (v/v) and BSA 1% (w/v)). (ii) Meanwhile cocktail
solutions of analyte and labelling molecules in PBSTA were pre-
incubated on the heater unit. (iii) Samples were then transferred to
HiFi-plate microwells and loaded on the membrane for interaction
and labelling. (iv) The membranes were washed with veronal saline
buffer (100 mmolL~!, pH 8.5). (v) Finally, 200 L of a BCIP/NBT
ready-to-use solution (Sigma-Aldrich) were added per well for sig-
nal generation at room temperature (5min to 1h). The original
colour of the BCIP/NBT solution was light yellow whereas the purple
product of the enzymatic reaction precipitates on positive spots.

Image acquisition. The microtiter plate bottom was imaged using
an ordinary flatbed scanner (HP Scanjet 3770, Hewlett-Packard) in
greyscale (from 0 to 65,535 arbitrary units (a.u.)) with a 2400 dpi
resolution.

Data analysis. Image analysis (signal quantification) was per-
formed using GenePix Pro 6.0 software (Molecular Devices). The
signal intensity per spot was calculated as the median intensity
for all pixels included in a circular feature defining the spot and
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Fig.2. Array characteristics. 5 x 5 microarray of replicate spots of a biotinylated 15™¢" synthetic oligonucleotide (spotting solution: 10 wmol L~1, 2.5 nL drops, pitch =500 p.m).
(a) Real colour picture. The membrane bottom was imaged using an office scanner (2400 dpi) after staining of the positive spots. (b) Greyscale intensity image of the entire

array (up) and the corresponding profile for one row of spots (down).

corrected using a local background evaluation. The resulting net
specific intensity on a given probe was calculated as the mean
intensity for all replicate spots.

2.3. Synthetic oligonucleotide immobilisation and detection

The synthetic oligonucleotides used as first and second
model systems were Biotin-TTTITITITITITIT-Cs-NH, and
NH,-Cg-TTGAGGTGCATGTTTGTGCC/Biotin-GGCACAAACATGCAC
CTCAA respectively.

The automated protocol took place as described above. Operat-
ing temperatures and durations were the following: (i) saturation:
10min at room temperature; (ii) sample pre-incubation: 5 min
at 50°C, (iii) incubation on membrane: 10 min at 50 °C. Alkaline
phosphatase-labelled streptavidin was used at a concentration of
2 pgmL-1,

2.4. Multiplex blood group genotyping

Targeted SNPs selection. Six single nucleotide polymorphisms
(SNPs) associated to 4 minor blood groups (Kell, Kidd, Duffy and
MNS) were selected for their clinical relevancy. Those SNPs con-
cern the following mutations and correspond to specific red blood
cell surface antigens: Kell: T698C (KEL1/KEL2), T961C (KEL3/KEL4);
Kidd: G838A (JK1/JK2); Duffy: G125A (FY1/FY2); MNS: C59T
(MNS1/MNS2), T143C (MNS3/MNS4) (Fig. 3).

Whole blood collection. Whole blood samples (EDTA anticoagu-
lant) were collected (with inform consent) from the Etablissement
Francais du Sang Rhone-Alpes. Samples were randomly picked
among the blood bank and belonged in majority to the Caucasian
ethnic group. Selected donors were phenotyped using standard
serologic hemagglutination techniques at the Etablissement Fran-
cais du Sang Rhone-Alpes.

Probe patterning. Fifteen probes were arrayed on membrane
backside forming a 6 x 6 matrix composed of 12 synthetic oligonu-
cleotide probes (from 17™M€" to 23™er) specific of the targeted alleles
(2 replicates per probe) and 3 control probes (for spotting, hybridi-
sation and negative control; 4 replicates per probe). The spotting
procedure (sciFLEXARRAYER S3, SCIENION, Germany) was per-

formed using 2.5 nL drops of 50 wmol L~ oligonucleotide solutions
in PBS.

Multiplex PCR. Genomic DNA was extracted from the blood sam-
ple using a MagNa Pure LC pure robot and the MagNa Pure LC DNA
Isolation Kit 1 (Roche Diagnostics). Twelve sequences hosting the
6 target polymorphisms were amplified and labelled using a sin-
gle 96-well format multiplex PCR on a TProfessional thermal cycler
(Biometra, Germany). Forward primers were labelled with biotin at
their 5" end. PCR product quality was controlled using electrophore-
sis (2% agarose gel with 190V for 20 min)

Filtration assay. The 96-well PCR plates were directly transferred
to the EVO75 robot (without further purification) and samples were
tested after a 1:5 dilution. Operating temperatures and durations
were the following: (i) saturation: 10 min at room temperature;
(ii) sample pre-incubation: 5 min at 50 °C; (iii) incubation on mem-
brane: 10 min at 50 °C. Alkaline phosphatase-labelled streptavidin
was used at a concentration of 2 wgmL~1.

Genotype assignment. For each SNP associated to the two alle-
les A1 and A,, the following discrimination parameter Pscore Was
evaluated and compared to a set of cut-off values in order to assign
genotype.

b _ 1(Ar) —I(Ay)
SO (Ag) + (A1)

2.5. Peanut allergen/rabbit IgG monoparametric assays

The automated protocol took place as described above. Operat-
ing temperatures and durations were the following: (i) saturation:
10min at room temperature; (ii) sample pre-incubation: 10 min
at 37°C; (iii) incubation on membrane: 60 min at 37 °C. Alkaline
phosphatase-labelled polyclonal anti-rabbit IgG antibodies were
used at a concentration of 0.12 pgmL~1.

2.6. Allergy diagnosis multiplex immunoassays

Probe patterning. Twelve different probes were arrayed on the
membrane backside resulting in a 37-spot matrix composed of 10
recombinant allergens and extracts (2 replicates per probe) and
2 control probes (WHO reference IgE and an alkaline phosphate-
labelled antibody; 3 replicates per probe).
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Filtration assay. The automated protocol took place as described
above. Operating temperatures and durations were the follow-
ing: (i) saturation: 10 min at room temperature; (ii) 1:10 dilution
sample pre-incubation: 10min at 37°C and (iii) incubation on
membrane: 60 min at 37 °C. Alkaline phosphatase-labelled mon-
oclonal anti-human IgE antibodies were used at a concentration of
2 pgmL-1,

3. Results and discussion

Each membrane-bottomed well of HiFi-plate represents a sin-
gle multiparametric sensing unit, so that processing the whole plate
enables to test 96 biological samples simultaneously for multiple
parameters. The combination of HiFi-assay’s automated filtering
protocol and specific layout (backside spotting) is the key to the
sensor’s efficiency. First of all, the porous membrane (pore diam-
eter=0.45 um) filters dust and micrometer-sized contaminants,
which get trapped on its upper surface. Since such particles tend
to concentrate the coloured precipitate used for revelation, gen-
erating then strong interfering noise signals, this filtration lowers
partially the background on the underside of the membrane. More-
over, the filtering protocol enables to avoid the diffusion constrain:
during the loading of the sample through vacuum soaking, the ana-
lyte molecules are forced to pass through the membrane, which
favours the interactions of targets with the immobilised probes and
improves the sensor’s sensitivity. Finally, the resulting background
observed on the membrane underside is lower than the upperside

one and much more homogeneous. In the end, the overall signal
appears much “cleaner” under the plate, with a strong specific sig-
nal and a homogenous background which facilitates a lot the signal
analysis.

The level of interactions on each spot is quantitatively detected
through a colorimetric signal generation using alkaline phos-
phatase labelling. The exposition of the membrane to a BCIP/NBT
solution (enzyme substrate) generates a purple precipitate on pos-
itive spots (Fig. 2). After this staining step, the microtiter plate
bottom can be easily imaged using low cost equipment such as
a flatbed office scanner (greyscale imaging, 2400 dpi).

Before developing an assay for complex biological samples, such
as blood or sera, preliminary studies were performed in order
to optimise the biomolecules immobilisation on the membrane
substrate and to investigate the possibility of a quantitative detec-
tion of the interaction taking place between target and probe
molecules.

3.1. Oligonucleotide immobilisation and detection

In order to investigate the quality of the oligonucleotide
immobilisation on the polymeric membrane substrate, synthetic
biotinylated oligonucleotides (Biotin-TTTTTTTTTTTTTTT-Cg—NH;)
were arrayed using a piezoelectric spotter and labelled with
streptavidin—alkaline phosphatase conjugates (Fig. 3(a)). Immobil-
isation did require neither surface pre-treatment nor functionali-
sation of biomolecules, suggesting a non-covalent interaction with
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the substrate. Fig. 2(a) presents a real-colour picture of a stained
array of 25 replicate spots.

Oligonucleotides were thus successfully immobilised as
medium density microarrays (10-100 spots per well, up to
1000 spots cm—2), with an average spot diameter of 300 + 50 m.
Spots were homogeneous and highly reproducible (Fig. 2(b))
with coefficients of variability yielding between 5 and 10%. The
membrane porosity enables a 3D immobilisation of the probes
(Supplementary Fig. 1), which results in an increased amount of
oligonucleotides per spot and consequently an enhanced sensor
sensitivity.

The density of probes arrayed on the membrane can be finely
tuned through the control of the spotting parameters. On the one
hand, an increase in drop volume results in a stronger signal and
a slight enlargement of spot (Supplementary Fig. 2). On the other
hand, as shown in Fig. 3(b) and (c), the concentration of spotting
solutions can be directly correlated to the probe density in each
spot. Indeed, a direct correlation between spotting concentrations
and spot signal intensities was observed. The spot signal intensities

increased linearly with the spotting concentration before reach-
ing a plateau for concentrations higher than 10 wmolL~!. Such a
plateau can be explained either by a saturation of the immobili-
sation sites or by a labelling limitation through steric hindrance
between neighbour streptavidins.

On the basis of these good spotting results, monoparametric
hybridisation assays were performed in order to evaluate the capac-
ity of quantitatively detect the level of interactions on each spot. In
that case, two complementary synthetic oligonucleotide sequences
were used as a robust model of probe/target couple. The target
oligonucleotide was functionalised with a biotin group acting as an
anchor for streptavidin-alkaline phosphatase conjugate (Fig. 3(d)).
The apparition of a blue precipitate on a spot indicates that hybridi-
sation took place.

Furthermore, in order to evaluate the effect of probe density
on the spot intensities, a constant concentration of target was
hybridised on arrays prepared using increasing probe concentra-
tions (Fig. 3(f)). At very high probe concentration in the spotting
solution, a very high probe density on the surface leads to a steric
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hindrance between single strands resulting in a signal decrease
(Ramsay, 1998).

This first raw of results validated both the oligonucleotide
immobilisation protocol (with a probe density on the membrane
easily tunable) and the quantitative detection of target oligonu-
cleotides. The next step was to use the HiFi-nucleic acids assay
for real sample characterisation in developing a reliable tool for
multiplex blood group genotyping.

3.2. Application to multiplex blood group genotyping

Blood group typing of patient and donor is a critical step for
the prevention of transfusion adverse reactions and blood com-
patibility can become very challenging in complex cases such as
polytransfused patients. If the well-known ABO and Rhesus blood
groups are currently typed in routine clinical laboratories, many
other minor blood groups (29 blood groups identified) are also asso-
ciated to clinically relevant red blood cell surface antigens (Quill,
2008). Extension of typing to other blood groups would increase
transfusion safety by enabling a better characterisation of blood
pouches and consequently a better matching between donor and
patient. With average numbers of blood donations of 14 M a year in
Europe and 20 M in the US (WHO Report, 2007a), blood qualification
centres have to face a high-throughput demand. However, the sero-
logic tests routinely performed in clinical laboratories rely on heavy
monoparametric procedures, unsuitable for high-throughput and
multiplexing formats (Petrik, 2010).

On the contrary, DNA microarray-based tests were identified
as the alternative for bringing multiple blood group typing in
blood donation qualification centres (Denomme and Flegel, 2008;
Veldhuisen et al., 2009). Most of the already identified blood group
antigens are associated to single nucleotide polymorphisms (SNPs)
(Daniels, 2005), i.e. the variation of a unique nucleotide in the
sequence of the coding gene. Those SNPs give the possibility to
directly identify blood groups at the DNA level, through the deter-
mination of patient’s genotype, i.e. the identification of the 2 copies
of the considered gene displayed in patient’s genome. Since each
SNP is associated to 2 polymorphic alleles, the patient can exhibit 3
different genotypes: 2 homozygote configurations (2 copies of one
allele) and one heterozygote configuration (one of each).

We have been developing a multiplex assay for the geno-
typing of 4 clinically relevant blood groups (Kell, Kidd, Duffy,
MNS) (Poole and Daniels, 2007) associated to 6 single nucleotide
polymorphisms. In order to target the sequences specific to the
12 considered alleles, 12 oligonucleotide probes were arrayed
on membrane-bottomed wells (2 replicates per probe). For each
array, 3 controls probes (4 replicates) completed the 6 x 6 sen-
sor matrix (Fig. 4(b)). Since the starting material is a whole blood
sample, it is necessary to extract genomic DNA and to amplify
the target sequences before the hybridisation assay. The 12 tar-
get sequences were simultaneously amplified and labelled with a
biotin group during a multiplex PCR step. These PCR products were
directly dispensed in HiFi-plate wells without further purifica-
tion. As described in the preliminary studies, streptavidin-alkaline
phosphatase conjugate was used for a colorimetric signal gen-
eration on the hybridised spots (Fig. 4(a)). Using a 4-h-protocol
duration, 96 whole blood samples can be fully processed on a single
plate.

Fig. 4(c) presents 4 typical greyscale images of stained mem-
branes, corresponding to 4 different blood samples. As can be
seen, specific reactivity patterns were obtained for each sample.
An image of the entirely stained plate is reported in Supplementary
Fig. 3.

Ideally, a qualitative test might be sufficient to identify a
patient’s genotype, a positive coloration appearing only in the pres-
ence of the allele in the patient’s genome. However, because those

blood group polymorphisms concern a single nucleotide (SNP), a
non-negligible percentage of mismatch events occurs, resulting in
“false positive” signals. The absence of fully negative result (white
spot of probe) in Fig. 4(c) illustrates that fact. To optimise the geno-
typing efficiency, we investigated the effect of the hybridisation
temperature on the match/mismatch signal ratio. The optimal oper-
ating temperature was 50 °C. Nevertheless, genotype assignment
for each SNP still requires a semi-quantitative analysis performed
through a quantitative comparison of the greyscale intensity lev-
els of both alleles. Thus, a Pscore parameter was calculated for each
SNP of each sample (see Section 2) and compared to a set of cut-off
values specific to each genotype (data not shown).

In order to evaluate the accuracy of HiFi genotyping assay, paral-
lel serological tests were performed on every sample for phenotype
determination. Table 1 compares results from HiFi-assay and serol-
ogy technique for a set of 16 patients. A phenotype result was
deducted from HiFi resulting genotype in order to enable a direct
comparison of both techniques. Results were in excellent agree-
ment (98% of concordance) with only 2 discordant results (for MNS
blood group system) over 96 distinct parameters. It is likely that
the signal weakness of MNS associated probes reduces sensitivity
and implies a loss of accuracy.

Multiplex genotyping results were excellent with 100% match-
ing with serological test results for 3 of the studied blood groups and
an overall 93% matching for the 4 blood groups. Compared to other
commercially available genotyping techniques, HiFi-assay is clearly
fitting the blood bank requirements in terms of safety, automation
and throughput. Indeed, most of the numerous microarray-based
genotyping techniques developed over the past few years (Di
Cristofaro et al., 2007; Hashmi et al., 2007; Hopp et al., 2010;
Karpasitou et al., 2008) are based on technologies often expensive,
seldom easy to handle and difficult to integrate within high-
throughput industrial blood supply processes. On the contrary,
HiFi-technology main added-value remains its transfer to a fully
automated, well-proven and secure high-throughput protocol. This
full automation (including genomic DNA extraction, multiplex PCR
and filtering hybridisation assay) guarantees that HiFi-technology
constitutes a secured and cost-efficient technique for blood qual-
ification centre environment and requires a minimum technician
intervention which lowers human error hazard. Besides, the con-
venient elimination of reagents through vacuum soaking during
the filtration assays and the unidirectional fluids handling ensures
reduced contamination. Last but not least, the long term stability of
the colorimetric staining enables the end-user to store result plates
in addition to in silico data storage, leading to better traceability.

3.3. Multiplex allergy diagnosis

Taking advantage of the successful development of the geno-
typing HiFi-assay, we transferred the technology to protein
immobilisation, aiming to develop an immuno HiFi-assay for multi-
plex allergy diagnosis. Indeed, although classical monoparametric
assays such as a classical ELISA and even more the high-capacity
solid phase test InmunoCAP (Phadia(ImmunoCAP(R) InVitroSight
TM, 2007)) remain the gold standards for routine allergy diag-
nosis, recent literature indicates an increasing interest of the
field for multiparametric assays based on microarray technologies
(Cretich et al., 2009; Fall et al., 2003; Jahn-Schmid et al., 2003;
Lebrun et al., 2005; Ott et al., 2008; Tai et al., 2009). Here, HiFi-
assay can be a promising candidate thanks to its microarray-based
multiparametric format, its high-throughput capacities and its sig-
nificant background signal reduction obtained from using a filtering
protocol. Undeniably, for immunoassays dedicated to the charac-
terisation of crude serum, this last point can be really advantageous.

The immuno HiFi-assay building blocks for the development
of an allergy diagnosis tool were here (i) the use of recombi-
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nant proteins and crude allergen extracts as arrayed probes for
the detection of (ii) allergen-specific immunoglobulins E (IgE)
in crude human sera and (iii) a detection of the interaction
using a secondary anti-human IgE antibody labelled with alkaline
phosphatase (Fig. 5(a)).

In a preliminary study, monoparametric assays were per-
formed on a fully-characterised peanut allergen/rabbit IgG system
in order to validate the protein immobilisation protocol and to
investigate the possibility of a quantitative immunoassay on the
HiFi system. For that purpose, membrane bottomed wells were
arrayed with Arachis hypogaea lectin (specific peanut allergen)
spots and loaded with cocktail solutions composed of anti-Arachis
hypogaea lectin rabbit IgG at different concentrations and alka-
line phosphatase-labelled monoclonal anti-rabbit antibodies. The
obtained calibration curve is presented in Supplementary Fig.
4. As observed for oligonucleotide-based assays, coefficients of
variability yielded between 5 and 10% and a quantitative correla-
tion between the resulting greyscale signal and the concentration
of target molecules was demonstrated. A limit of detection of
0.2 wg mL~! of specific antibodies was found with a linear detection
ranging over two decades at least.

Given the successful results obtained using the peanut aller-
gen/rabbit IgG system, we proceed with the development of a
multiplex array for allergy testing on crude serum samples. A set of
recombinant antigens associated to different allergens (birch tree
pollen, hazelnut, cherry, apple) and crude allergen extracts (apple,
cherry) were arrayed on the membrane (2 replicates per probe,
average antigen concentration=1mgmL~! in PBS). The spotted
matrix was completed by 2 control probes (3 replicates each): a
WHO reference IgE and an alkaline phosphatase-labelled antibody
as positive control (Fig. 5(b)). Seven patient sera with a positive
allergic reaction history and one patient serum without any known
sensitivity were loaded on the membrane and incubated at 37 °C for
1 hour. The cocktail solution was here composed of 1:10 dilution of
patient serum together with anti-human IgE antibodies conjugated
to alkaline phosphatase (2 wgmL~'). Images of 4 representative
resulting stained membranes are reported in Fig. 5(c).

As can be seen, specific reactivity patterns were obtained for
each sample whereas the control spot signals remained stable.
Moreover the image obtained from the control well, loaded with
an allergen non-sensitive patient serum, confirms the high speci-
ficity of the system. Indeed, for this sample, only the control spots
were positively stained. It is also worth noting that as expected,
the filtering protocol enables a drastic reduction of the background
on the external side on the membrane (see images of membrane
bottom and top in Supplementary Fig. 5).

In order to validate the allergy diagnosis potentiality of the
immuno HiFi-assay, the greyscale signal of every spot was quan-
tified for each patient. The normalised signals were then converted
into CAP unit and compared to the reactivity previously determined
using the ImmunoCAP system. Fig. 5(d) presents a comparison of
the two methods for a set of 7 allergen-sensitive sera (S1-S7) and
one negative serum (S8). Because of the very low signals obtained
on apple extract, cherry extract and rMal d1 protein spots, no
reliable analysis was performed for those probes. For the full set
of parameters, only 63% of the results were matching data from
ImmunoCAP testing. However, as a matter of fact, both result sets
were in very good agreement (92%) for sera characterised as highly
reactive by ImmunoCAP system (classes 4-6). Indeed, within these
3 classes, 12 results over 13 were concordant. The weak correla-
tion observed for low reactivity samples can be explained by the
fact that class determination is based on an exponentially increas-
ing CAPUnit scale. Actually, values obtained for class 1, 2 or 3-
samples are extremely close in comparison with class 4, 5 and 6
data sets. The lower sensitivity of HiFi-test makes thus difficult the
differentiation of class 1, 2 or 3-samples.

Nevertheless, it should be noted that only one parameter was
totally misdiagnosed (very different reactivity levels): a negative
response was obtained for serum S5 against rPru av 1 allergen,
whereas ImmunoCAP characterised that sample as highly reactive.

For rBet v1 (birch tree pollen) and rCor al (hazelnut), the two
allergens which yielded the highest HiFi signals, a quantitative
comparison of both techniques was performed to validate the cor-
relation between the normalised greyscale signal intensity of the
spots and the ImmunoCAP system result. Supplementary Fig. 6
presents the correlation plots together with their linear regres-
sion. The correlation coefficients of the linear regressions were
good, especially for rCor a1l (0.93), even if as explained above, the
lower sensitivity of HiFi-assay increases the dispersion of values for
weakly reactive samples.

Allergy diagnosis results were very encouraging with 63%
matching the gold standard ImmunoCAP assays. Furthermore high
correlation (92%) was obtained for highly reactive sera (Classes
4-6) and a quantitative correlation with ImmunoCAP results was
demonstrated for two allergens. In addition to the many advantages
described above for multiplex blood group genotyping, immuno
HiFi-assay main added-value is the drastic reduction of background
on the external side of the membrane thanks to the filtering proto-
col, which is an undeniable advantage for immunoassays dedicated
to the characterisation of crude serum.

4. Conclusions

HiFi-technology provides a multipurpose platform for mul-
tiparametric high-throughput testing suitable for nucleic acids-
based assays as well as immunoassays. Indeed, preliminary studies
performed on robust model systems demonstrated (i) the quality of
both oligonucleotide and protein immobilisation on the membrane
substrate and (ii) the capacity to use the arrayed biomolecules as
probes for the quantitative detection of specific targets (respec-
tively complementary oligonucleotide and specific antibody).

Given the successful results obtained during these monopara-
metric assays, we proceeded with the development of multiplex
assays for crude biological samples testing, focussing on two
applications for human in vitro diagnosis: a hybridisation assay
for multiplex blood group genotyping and a multiparametric
immunoassay for allergy diagnosis. In both cases, the transfer to
crude biological samples testing was successful i.e. high signal to
noise ratio of the stained membranes, reproducibility and good
agreement with results obtained using routine testing procedures.

The present report demonstrates proof of protocol for both
blood group genotyping and allergy diagnosis assays. Next step
will be further validation of assays reliability on a cohort of ran-
dom patients. The resulting collected information will also be used
as a feedback for optimisation of protocols.
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Supplementary Figure 1 | Traversal view of a stained membrane

(real colors optical microscopy picture)

Supplementary Figure 2 | Effect of drop volume on probe density
5*5 microarrays of replicate spots of a biotinylated 15™" synthetic oligonucleotide solution (10umol.L™") were
spotted with increasing drop volumes (0.7, 1.4 and 2.8nL). The membrane bottom was imaged with an office

scanner (2400dpi) after staining of the positive spots (real colours).
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Supplementary Figure 3 | Greyscale picture of a stained HiFi-plate used for blood group genotyping of 96
different patients (2400 dpi)
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Supplementary Figure 4 | Quantitative detection of peanut allergen/rabbit IgG interaction
The immunoassay was performed using 8*6 arrays of replicates spots of 2.5 nL drops of a 1 mg.mL™" solution of
peanut allergen. Alkaline phosphatase-labelled polyclonal anti-rabbit IgG antibodies were used at a

concentration of 0.12 ug.mL™". The dot line indicates limit of detection.
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Supplementary Figure 5 | Comparison of background levels on the inside and outside of wells (HiFi-
allergy diagnosis assay)
HiFi filtering protocol enables a drastic reduction of background on the external side of the membrane, leading

to highly improved signal to noise ratio of the stained membranes.
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Supplementary Figure 6 | Correlation between immuno HiFi-assay and ImmunoCAP results for 2

allergens






2.2, Compléments sur le génotypage érythrocytaire

2.2.1. Reproductibilité entre essais

Dans I’article précédent, la reproductibilité des tests sur puce a oligonucléotides ou protéines est
évaluée sur les systémes mod¢les, en considérant a la fois I’homogénéité entre les réplicats et la
reproductibilité entre différents essais. De la méme fagon, la reproductibilité des tests de
génotypage érythrocytaire a fait ’objet d’une évaluation dont quelques résultats caractéristiques
sont reportés ci-dessous.

Reproductibilité puits a puits

La Figure 3-10 compare les signaux obtenus dans trois puits différents pour un méme produit de
PCR. Ces trois puits ont été traités en une seule série d’essais sur I’automate. Les trois
graphiques présentent pour chacun puits les intensités moyennes obtenues pour chacune des
sondes. Les coefficients de variations correspondant sont reportés au-dessus. Pour les couples
d’amorces associés aux systemes Kell, Kidd et Duffy (sondes: KEL*1, KEL*2, KEL*3,
KEL*4, JK1, JK*2, FY*1, et FY*2), les coefficients de variation obtenus sont généralement
inférieurs a 10 % qui est une valeur satisfaisante. En revanche, pour les sondes associées aux
deux SNP du systeme MNS (MNS*1, MNS*2, MNS*3 et MNS*4), la reproductibilité est dans
I’ensemble plus faible. On remarque que les variations les plus importantes sont globalement
associées aux signaux les plus faibles.

La comparaison des résultats obtenus pour I’analyse d’un méme échantillon en différentes séries
d’essais automatisés a donné des résultats analogues avec un coefficient de variation moyen de
10% pour les 13 sondes considérées, pour 12 échantillons analysés en deux ou trois séries

différentes.
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Figure 3-10 Reproductibilité puits a puits des tests de génotypage (gauche) Allure et (droite) quantification des
signaux obtenus pour trois tests identiques sur trois échantillons de génotype différents.

Reproductibilité entre puits PCR

De la méme maniére, la reproductibilité de ’analyse a été évaluée en incluant prenant également
en compte la reproductibilité de la PCR, en amplifiant un méme échantillon dans deux puits PCR
différents. Deux exemples de comparaison sont présentés Figure 3-12. Une fois de plus, on
constate que les variations sur les intensités finales des signaux colorimétriques restent faibles.
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Figure 3-11 Reproductibilité des tests de génotypage (étape de PCR incluse) (gauche) Allure et (droite)
quantification des signaux obtenus pour deux échantillons de génotype différents pour deux
amplifications par PCR distinctes

2.2.2. Concentration de SAV-PA et dilution de I’échantillon

La Figure 3-11 compare les signaux obtenus pour un méme échantillon en faisant varier la
concentration des conjugués streptavidine-phosphatase alcaline (a dilution de 1’échantillon
constante). Comme attendu, on constate que l’intensité des signaux augmente lorsque la
concentration du marqueur augmente.

2 pg.ml™ 0,4 pg.ml™ 0,2 pg.ml™

Figure 3-12 Influence de la concentration en streptavidine-phosphatase
alcaline (dilution des produits de PCR = 1/5)

La Figure 3-13 compare quand a elle ’effet de la dilution des produits de PCR bruts (a
concentration constante en streptavidine-phosphatase alcaline). Pour les sondes spécifiques
(colonnes 1 a 4), on observe globalement une diminution en intensité des signaux lorsque la
dilution augmente. A I’inverse, les signaux obtenus sur les plots correspondant au témoin positif
biotinylé (colonnes 5 et 6) s’intensifient avec la dilution du sérum. En effet, lorsque la dilution
de I’échantillon augmente la quantité de produits de PCR biotinylés (cibles mais aussi amorces)
diminue, libérant ainsi une proportion plus importante de streptavidine disponible pour le
marquage du témoin biotinylé.
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Figure 3-13  Influence de la dilution des produits de PCR sur lintensité des signaux colorimétriques
La concentration des conjugués streptavidine-phosphatase alcaline est 2 p.g.ml'1 pour les 4 puits.
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Figure 3-14 Evolution du signal mesuré pour la sonde JK*1 pour un

échantillon donné a différentes dilutions de I’échantillon
et différentes concentrations de marqueur.

En réalité, on peut constater que le signal des sondes évolue peu, voire décroit 1égerement, pour
la dilution la plus faible. Cette tendance se retrouve pour différentes concentrations de
streptavidine - phosphatase alcaline et pour les différentes sondes (Figure 3-14). En effet, lorsque
I’échantillon est trés concentré, la concentration en marqueur ne suffit plus pour le marquage de
I’ensemble de cibles et des amorces présentes dans le produit de PCR brut : le marqueur est
consomm¢ en grande partie par les amorces et la quantité de cibles marquées diminue.

Au final, les conditions retenues pour les tests de génotypage, résultant d’un compromis entre les
différentes sondes, furent : une dilution au cinquiéme des échantillons, et une concentration du
marqueur de 2 pg.ml”.

2.2.3. Influence de longueur des sondes

Enfin, une étude par chimiluminescence a permis d’étudier I’influence de la longueur des sondes
utilisées sur la performance du génotypage, sur I’exemple des sondes FY*] et FY*2. La Figure
3-15 compare les signaux obtenus pour des sondes de 17, 19 ou 21 nucléotides pour I’analyse
d’un méme produit de PCR (les sondes FY*1 et FY*2 ont la méme longueur, et le nucléotide
concern¢ par le SNP reste au centre de la séquence). Le premier graphique (Figure 3-15 (a))
présente I’évolution du signal de chimiluminescence obtenu sur FY*2 en fonction de la longueur
de la sonde. On peut constater que le signal augmente lorsque la longueur de la sonde croit. En
effet, ’appariement entre la sonde et la cible concerne un nombre de bases, et donc un nombre
de liaisons hydrogéne plus important, dans le cas de l’appariement et du mésappariement
puisqu’un seul nucléotide est polymorphique.

Cependant, lorsque la longueur de la sonde augmente, 1’effet déstabilisant du mismatch diminue
au fur et a mesure que des bases supplémentaires s’apparient de fagon spécifique : on perd donc
en sélectivité. Ce phénomene est illustré le second graphique (Figure 3-15 (b)) qui compare les
rapports des intensités des sondes FY*2 et FY*1. On constate que 1’écart entre les intensités des
deux sondes diminue fortement lorsque la longueur de la sonde croit (le rapport se rapproche de
la valeur 1). En conséquence, les valeurs obtenues pour les différents génotypes sont peu
éloignées et le systéme perd en sélectivité.
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Figure 3-15 Influence de la longueur des sondes utilisées (a) sur I'intensité des signaux et
sur (b) I'identification des génotypes

2.3. Perspective : Immobilisation d’anticorps pour la détection de protéines
CRP par test sandwich (preuve de concept)

Enfin, afin de démontrer la flexibilité des tests colorimétriques sur plaque filtrante, une preuve
de concept pour I’immobilisation d’anticorps et la détection de protéines par un test sandwich a
été réalisée. L architecture d’un tel test pour la détection multiparamétrique de protéines dans un
¢chantillon complexe de sérum est détaillée sur la Figure 3-16 (a). Un anticorps de capture
monoclonal dirigé contre la protéine cible est immobilisé sur la membrane. Une fois de plus,
reconnaissance moléculaire et marquage sont effectués en une seule ¢tape : 1’échantillon est
mélangé avec un second anticorps biotinylé spécifique de la protéine cible ainsi qu’un conjugué
streptavidine-phosphatase alcaline. Le marquage enzymatique permet de révéler les interactions
sur la puce.

La preuve de concept réalisée consiste a détecter la présence de protéine C-réactive,
caractéristique des réactions inflammatoires, a différentes concentrations dans une solution
tampon. La Figure 3-16 (b) présente les résultats du test immunologique réalisé¢ de fagon
automatisée sur plaque filtrante Multiscreen HTS-HA. La CRP est capturée de maniére
spécifique par I’anticorps de capture anti-CRP. La limite de détection atteinte est 1 pg.l" avec
une gamme de détection s’étendant de 1 a 50 pg.1". La valeur clinique critique du taux de CRP
étant 8,0 pg.l”', ces valeurs sont pertinentes pour un test diagnostic. Par ailleurs, ces
performances sont comparables a celles obtenues préalablement au laboratoire sur des électrodes
sérigraphiées, couplées a une détection par chimiluminescence (limite de détection 0,5 pg.1”,
gamme dynamique 0,5 - 50 pg.1™") (Marquette ez al. 2008).

11 faut toutefois noter que le passage a un niveau d’analyse multiparamétrique et a 1’analyse d’un
¢chantillon complexe ne se ferait certainement pas sans difficultés au vu du nombre d’anticorps
impliqués et des interactions croisées qu’ils peuvent générer. Il s’agit pour la plupart de protéines
multi-€pitopes, pour lesquelles les tests sandwich sont particulierement appropriés.
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3. Validation de I'outil : étude a moyenne échelle

3.1. Validation en aveugle de I’outil de génotypage érythrocytaire sur un panel
de 293 donneurs

= Article 2

Robust, High-Throughput Solution for Blood Group Genotyping

Gaelle C. Le Goff, Jean-Charles Bres, Dominique Rigal, Loic J. Blum,
Christophe A. Marquette
Analytical Chemistry, 2010, 82 (14), 6185-6192

Apres avoir réalisé la preuve de concept de I’efficacité des tests d’hybridation sur plaque
filtrante pour le génotypage érythrocytaire, nous avons entrepris une validation de 1’outil a plus
grande échelle, en génotypant en aveugle un panel de 293 patients (par ailleurs phénotypés) pour
les six SNP considérés. Les tests d’hybridation sur plaque ont été réalisés de fagon automatisée,
la préparation des échantillons étant quant a elle semi-automatisée (extraction automatique, PCR
manuelle).

Comme expliqué précédemment (Cf. Chapitre 2, paragraphe 2.2), la lecture du test d’analyse de
SNP biallélique pourrait & premiére vue se cantonner a une lecture qualitative : un patient
homozygote ne répondrait positivement que pour une seule des sondes, alors qu’un hétérozygote
répondrait positivement pour les deux (Figure 3-17). En pratique, une proportion de
mésappariement est toujours présente, méme si celle-ci peut étre minimisée en optimisant les
conditions de température et la stringence du milieu lors de I’hybridation sur la puce. Pour cette
raison, il est nécessaire de procéder a une analyse semi-empirique. Elle consiste a calculer pour
chaque SNP un score dont la valeur numérique est caractéristique d’un des génotypes.
L’attribution du génotype se fait en comparant le score obtenu a un ensemble de valeurs de
référence. L’équation de ce parametre de score est rappelée sur la Figure 3-17 (la normalisation
du paramétre permet la comparaison de différents essais). Dans la pratique, les valeurs de ce
parametre se classent en trois zones (autour des valeurs limites -1, 0 et 1) correspondant aux trois
résultats possibles.
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Pscore ) score
homozygote BB 1T+=00 00 ! o0 e
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Figure 3-17 Détermination du génotype par calcul d’un parameétre de score (Pscore) (a) Formule de calcul
du score associé a deux alléles polymorphiques A et B. (b) Comparaison des résultats entre un
cas d’hybridation parfaitement spécifique (trois valeurs de Pscore sont obtenues: -1, 0, 1) et le
cas réel (les valeurs de Pscore s’étalent sur une plage spécifique a chaque génotype).



La détermination des valeurs seuils est basée sur une approche empirique : un panel de 96
¢chantillons référents (de phénotypes étendus déterminés par sérologie) ont été génotypés sur la
plateforme, afin de déterminer les plages de valeur correspondant a chaque génotype.

Pour les études suivantes I’ensemble des résultats obtenus sur les 293 donneurs testés lors de la
validation seront inclus dans ce panel de référence, afin d’affiner les valeurs seuils, d’accroitre
leur pertinence et leur fiabilité et a terme de les assortir d’un indice de confiance pour les études
a suivre.

Pour plus de lisibité, la Figure 4 de 1’ Article 2 a été reportée a plus grande échelle ci-apres.
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With the concomitant increase of blood transfusions and
safety rules, there is a growing need to integrate high-
throughput and multiparametric assays within blood
qualification centers. Using a robust and automated
solution, we describe a new method for extended blood
group genotyping (HiFi-Blood 96) bringing together the
throughput possibilities of complete automation and the
microarray multiplexed analysis potential. Our approach
provides a useful resource for upgrading blood qualifica-
tion center facilities. A set of six single-nucleotide poly-
morphisms (SNPs) associated with clinically important
blood group antigens (Kell, Kidd, Duffy, and MNS sys-
tems) were selected and the corresponding genotyping
assays developed. A panel of 293 blood samples was used
to validate the approach. The resulting genotypes were
compared to phenotypes previously determined by stan-
dard serologic techniques, and excellent correlations were
found for five SNPs out of six. For the Kell, Kidd, Duffy,
and MNS3/MN$4 systems, high matching percentages of
100%, 98.9%, 97.7%, and 97.4% were obtained, respec-
tively, whereas a concordance percentage of 83.3% only
was attained for the MNS1/MNS2 polymorphism.

Blood bank qualification’s mainspring is to secure and ac-
curately characterize donations. Therefore, the highest priorities
of testing procedures are without doubt safety and reliability.!
However, because the massive amount of incoming samples
brings blood testing to an industrial scale, safety is not the only
concern: cost and throughput are also major factors to take into
account. The average numbers of 20 million blood donations per
year in Europe and 14 million in the United States? illustrate the
high-throughput demands that blood qualification centers have
to face. The decision to include new testing procedures into the
blood qualification chain relies then on a debate between clinical
prevalence and cost—benefit analysis.> With those expectations,
any new technology candidate should not only be scientifically
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mature and increase safety, but also be low-cost and perfectly
compatible with existing structures and automated standards.*

Extended blood group typing is a serious candidate for
upgrading blood testing procedures in the short term.® In
providing a better characterization of a blood bank, it enables a
better matching between donors and patients and increases
transfusion safety. However, extended typing is still an occasional
testing procedure, and blood donations are currently typed for
only a few (ABO, Rhesus, and Kell) of the 29 known human blood
groups, although other minor groups are known to be clinically
significant.!

Routine blood typing is currently processed by blood banks
using serological methods, i.e., the identification of specific surface
antigens on patient’s red blood cells (phenotype). Nevertheless,
these standard agglutination techniques reveal certain limitations:>”
cost, shortage and weak reactivity of some reagents, and labor-
intensive monoparametric assays unsuitable for large-scale auto-
mated screening (Figure 1).

Here, molecular biology techniques used in conjunction with
multiparametric microarray technologies were identified as the
alternative to serology, which will bring high-throughput extended
blood typing into blood donation testing procedures.®? Indeed,
genetic-based methods for blood testing are rising'® thanks to
the accumulated knowledge of the molecular basis of human blood
groups.'t*2 Most of the 300 antigens already identified® result
from single-nucleotide polymorphisms (SNPs),'® which provide
an opportunity to directly identify blood group antigens at the DNA

(4) Westhoff, C. M.; Sloan, S. R. Clin. Chem. 2008, 54, 1948-1950.
(5) Denomme, G. A.; Flegel, W. A. Transfusion 2008, 48, 2461-2475.
(6) Poole, ].; Daniels, G. Transfus. Med. Rev. 2007, 21, 58-71.
(7) Avent, N. D. Br. J. Haematol. 2009, 144, 3-13.
(8) Veldhuisen, B.; van der Schoot, C. E.; de Haas, M. Vox Sang. 2009, 97,
198-206.
(9) van der Schoot, C. E.; de Haas, M.; Engelfriet, C. P.; Reesink, H. W.; Panzer,
S.; Jungbauer, C.; Schwartz, D. M. W.; Mayr, W. R,; Castilho, L.; St-Louis,
M.; Long, A.,; Denomme, G.; Semple, E.; Fernandes, B.; Flegel, W. A,;
Wagner, F.; Doescher, A.; Poli, F.; Villa, M. A.; Paccapelo, C.; Karpasitou,
K.; Veldhuisen, B.; Nogues, N.; Muniz-Diaz, E.; Daniels, G.; Martin, P,;
Finning, K; Reid, M. E. Vox Sang. 2009, 96, 167-179.
(10) Wu, Y. Y.; Csako, G. Clin. Chim. Acta 2006, 363, 165-176.
(11) Logdberg, L; Reid, M. E.; Lamont, R. E.; Zelinski, T. Transfus. Med. Rev.
2005, 19, 45-57.
(12) Reid, M. E.; Lomas-Francis, C. The Blood Group Antigen FactsBook, 2nd
ed.; Academic Press: New York, 2004.
(13) Daniels, G. Transplant Immunol. 2005, 14, 143-153.
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Figure 1. (Left) Blood donation qualification process. The donor’s blood—stored in the blood bank—and receiver’s blood are typed for a better
matching to avoid transfusion adverse reactions. (Right) Comparison of blood group phenotyping and extended genotyping strategies.

level by targeting the two specific allele sequences associated with
each SNP.*

The emergence of blood group genotyping technologies
confirms the belief of technologists and clinicians that blood group
genotyping assays shall in the future improve transfusion safety,
providing a multiplexed solution compatible with a high-through-
put format.”? Most reported techniques work on a combination
of a multiplex PCR amplification step of target sequences with a
dedicated hybridization support to detect specific antigen se-
quences and have returned very encouraging results when applied
to mass-scale studies. Several blood group genotyping products
are already commercialized, with two major platforms available:
the BLOODChip (Progenika, Spain),?* developed by the European
BLOODGen Consortium, which enables testing of 128 SNPs
(including additional human platelet antigens) on a glass slide
array support, and the HEA BeadChip (BioArray Solutions),81?
developed by the CBGG consortium coordinated by the New York
Blood Center, targeting 18 SNPs using bead array technology.
However, the downside of most of the already developed methods
is a technology often expensive and seldom easy to handle. These

15—22
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techniques remain then more suitable for research purposes than
for high-throughput industrial use and integration within blood
supply processes.

We are proposing here an affordable technological solution
for multiplexed blood group genotyping, answering the blood bank
requirements in terms of safety, automation, and throughput. This
analytical tool displays a nonconventional design combining the
format of a membrane-bottomed 96-well plate with the multipara-
metric performance of microarrays (Figure 2a). The system
validation conducted on a medium-scale cohort of 293 blood
donation samples for a set of 6 target single-nucleotide polymor-
phisms will be presented.

EXPERIMENTAL SECTION

Materials. Synthetic oligonucleotide probes and primers were
supplied by Eurogentec (Belgium). The sequence and length of
the six couples of probes and primers (two per SNP) were
previously optimized by the Etablissement Francais du Sang
Rhone-Alpes (the six associated SNPs are described in Table 1).
For intellectual property reasons, probe and primer sequences
will not be described here. Alkaline phosphatase-labeled strepta-
vidin and BCIP/NBT ready-to-use solution were purchased from
Sigma-Aldrich (France).

HiFi-Blood 96 Plate Preparation. For HiFi-Blood 96 (AXO-
Science, France, http://www.axoscience.com) plate preparation,
original membrane-bottomed 96-well plates (Multiscreen HTS-HA)
were purchased from Millipore. Twelve oligonucleotide probes
(17-mer to 23-mer) specific for the targeted alleles (two probes
per SNP, two replicates per probe) and three control probes (for
spotting, hybridization, and negative control; four replicates per
probe) were arrayed on the membrane backside surface in a 6 x
6 matrix format with a spot-to-spot pitch of 500 um (one matrix
per well). The spotting (sciFLEXARRAYER S3, SCIENION,
Germany) procedure was performed using 2.5 nL drops of 50
umol-L~! probe solutions in PBS (100 mmol-L™!, pH 7.4).
Arrayed plates were stored at room temperature and used up
to 6 months after spotting.

(25) Daniels, G. L.; Fletcher, A.; Garratty, G.; Henry, s.; Jorgensen, J.; Judd,
W. J. Vox Sang. 2004, 87, 304-316.



Sample Selection. Whole blood samples (EDTA anticoagu-
lant) were collected (with informed consent) from the Etablisse-
ment Francais du Sang Rhone-Alpes. Samples were randomly
picked among the blood bank and belonged in majority to the
Caucasian ethnic group.

Selected donors were phenotyped using standard serologic
hemagglutination techniques at the Etablissement Francais du
Sang Rhone-Alpes. Complementary extended genotyping for the
Duffy system was performed on four samples using a multiplex
PCR SNaPshot genotyping method at the Laboratoire d’Hematologie
Moléculaire of the Etablissement Francais du Sang Alpes-Médi-
terranée.

HiFi-Blood 96 Assay. Genomic DNA was extracted from the
blood sample using a MagNa Pure LC pure robot and MagNa
Pure LC DNA Isolation Kit 1 (Roche Diagnostics). Twelve
sequences hosting the six target polymorphisms were amplified
and labeled using a single 96-well format multiplex PCR on a
TProfessional thermal cycler (Biometra, Germany). Forward
primers were labeled with biotin at their 5" end. PCR products
were controlled using electrophoresis (2% agarose gel with 190
V for 20 min).

HiFi-Blood 96 filtration assay was carried out on an EVO75
robot (TECAN, Switzerland) equipped with a plate filtration unit
and a heater. The 96-well PCR plates were directly transferred to
the robot (without further purification).

The automated protocol took place as follows (60 min per
plate): The membranes were washed with 400 uL. of PBS (100
mmol-L™!, pH 7.4) and saturated for 10 min at room temper-
ature with 200 L of PBSTA (PBS, Tween 20 0.1% (v/v), BSA
1% (w/v)). Meanwhile, the samples were diluted (1:5) in a 20
ugmL™! solution of streptavidin—alkaline phosphatase conju-
gates in PBSTA and preincubated for 10 min at 50 °C. The
samples were then transferred to the HiFi-Blood 96 plate
microwells and incubated for 10 min at 50 °C on the membrane
for hybridization and labeling. The membranes were washed
with 400 uL of veronal saline buffer (100 mmol-L™!, pH 8.5),
and 200 uL of a BCIP/NBT ready-to-use solution was added
per well followed by incubation for 15 min at room temperature.
The original color of the BCIP/NBT solution was yellow. The
purple product of the enzymatic reaction precipitates on positive
spots. The test result has to be read under the plate: the
microtiter plate bottom was then imaged using an ordinary
flatbed scanner (HP Scanjet 3770, Hewlett-Packard) in gray-
scale (from 0 to 65535 arbitrary units (AU)), and the image
was analyzed for genotype determination using GenePix Pro
6.0 software (Molecular Devices). The signal intensity per spot
was calculated as the median intensity for all pixels included
in the circular feature defining the spot and corrected using a
local background evaluation (first figure in the Supporting
Information). The resulting net specific intensity I(A;) of a given
allele A; was calculated as the mean intensity for all spot
replicates of that allele.

Result Quality Control Points. For the quality control issue,
samples were processed twice when one of the following observa-
tions occurred: (i) wrong or insufficient response of control spots;
(i) wrong or insufficient response in the PCR control well; (iii)
insufficient signal-to-noise ratio (for the SNP associated with
MNS1/MNS2 antigens, positive feature signal <1000 AU; for other

SNPs, positive feature signal <5000 AU); (iv) spot homogeneity
of less than 80% (v) replicate spot coefficient of variability
exceeding 20%.

RESULTS AND DISCUSSION

In the analytical system proposed here, the membrane bottom
of the 96-well microtiter plate plays a double role: on one hand, it
enables a filtering protocol for processing samples and reagents,
and on the other hand, it is the immobilization support for
oligonucleotide probe arrays (one 5 mm? array per well, 6 x 6
spots, twelve specific probes, and three controls). Thanks to
this layout, 96 parallel multiparametric high-throughput filtering
assays (HiFi assays) can be performed on 96 different pre-
treated blood samples (one sample per well), providing
information on six different parameters (six genotypes) in a
single run (Figure 2a).

The pros of the technology are (i) a multiplex PCR sample
preparation, (ii) an automated and generic platform for multipara-
metric high-throughput assays, (iii) a spotting procedure on the
backside of the microtiter plate membrane bottom useful for easy
imaging of the arrays, (iv) a cost-efficient colorimetric staining/
quantitative detection of the positive results on each spot, and
(v) a filtering protocol increasing the interactions between targets
and immobilized probes and lowering the assay background
(Figure 2b). The stained result plate is imaged using a simple
flatbed scanner that reduces drastically the detection costs when
compared with the expensive instrumentation required for lumi-
nescent techniques (second figure in the Supporting Information).
The whole protocol (sample preparation and filtering assay) is
fully automated, and 4 h is sufficient to test 96 whole blood
samples for a set of 6 SNPs.

The probe set was here limited to a medium-size selection of
six SNPs, to focus on the development and optimization of the
support and the automated protocol. Those six polymorphisms
were selected for their clinical relevancy® toward the Caucasian
ethnic group—which is by far the most represented in Europe—
and are associated with the four minor blood group systems Kell,
Kidd, Duffy, and MNS. The polymorphisms and the notations for
the corresponding antigens and alleles are detailed in Table 1.
Twelve oligonucleotide sequences (17-mer to 23-mer) were
designed as specific probes for those polymorphisms (two probes
per SNP, one per allele) and included in the sensing array (Figure
2b).

Determination of Cutoff Values for HiFi Genotyping Assay.
Ideally, a qualitative test would be sufficient to identify a patient’s
genotype, a positive coloration appearing only in the presence of
the allele in the patient’s genome. However, because those blood
group polymorphisms concern a single nucleotide (SNP), a non-
negligible percentage of mismatch occurs, resulting in “false
positive” signals. The absence of fully negative results (white spot
of the probe) in Figure 2b and the second figure in the Supporting
Information illustrates that fact. To optimize the match/mismatch
signal ratio, the operating temperature was brought to 50 °C to
favor matching pairs (third figure in the Supporting Information).
Nevertheless, since mismatches cannot be totally avoided, a
semiquantitative analysis was still required and performed through
a quantitative comparison of the grayscale intensity levels of both
alleles for a given SNP.
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Indeed, genotype assignment for each SNP (associated with
the two alleles A; and Ay) was evaluated from the calculation of
a Py.ore discrimination parameter as explained in the following
equation, where I(A;) and I(A,) refer to the median spot
intensity for a given allele corrected with local background
subtraction (see the Experimental Section):

1) - 1)
P score m @

Depending on the patient’s genotype, Py values range in three
different clusters (ideally around —1, 0 and +1). Our strategy
was to analyze a first batch of samples of known phenotypes
and to use the resulting empiric data set for the determination
of cutoff limit values used in the final analysis device.

A preliminary study on a panel of 96 blood samples was then
conducted to evaluate the microarray reproducibility, the absence
of well to well cross-contamination, the quality control manage-

6188 Analytical Chemistry, Vol. 82, No. 14, July 15, 2010

Table 1. Target SNPs, Antigens, and Alleles for Each
Blood Group System

system SNP antigen? allele®
Kell T698C KEL1 KEL*1
KEL2 KEL*2
T961C KEL3 KEL*3
KEI4 KEL*4
Kidd G838A JK1 JK*1
JK2 JK*2
Duffy G125A FY1 FY*1
FY2 FY*2
MNS C59T MNS1 MNS*1
MNS2 MNS*2
T143C MNS3 MNS*3
MNS4 MNS*4

“ Notations for phenotypes and genotypes follow ISBT’s recom-
mendations.?® For example, for a sample expressing only JK1 antigen
and a homozygote for allele JK*1, the phenotype will be written as
JK:1,—2 and the genotype as JK*1/1.




KELL blood group system: KIDD blood group system: MNS blood group system:
T698C mutation G838A mutation C59T mutation
0,60 0,60
0,40
0,40 0,40 A ‘
| 0,20 1
— = S
£ 020 2 0204 Ll £ 0.0
1] @ w
5 o0 5 B L ; N e
g = 0.07 & 0,00 1 -0.01
- [:. o e Dom e
0,00 - 0,00 4 : -0.06
-0.02 004
-0.08 .
® -0,20 4
0,20 4 0,20
i o o ~ ~ 3 ::‘
] =] + 2 [ é P
o x & > 0,40 - - — 0,40
KELL blood group system: DUFFY blood group system: MNS blood group system:
T961C mutation G125A mutation T143C mutation
0,60 0,40 1
= -
of o
g2 £
0,40 1 0,20 = 2
= 1 = 050
= 0.05 |
2 0,20 - L 2 0,00 4 0.01 2
P 0.16 o e ‘Pozﬁ
5 S -0.10 S '
2 $ 0.09 b L 4 'Y a
a i a. o
0,00 4 0,20 1 -0.14
-0.03 i ol D-o,m
0,20 0,40 ‘-0,1? '0'11
7 - b s G ’—~ o
o m L - & - &
g Z 3 4 - S
0,40 = - x -0,60 0,50 =

Figure 3. Py () Values of 96 reference samples sorted by phenotype. All dots on a vertical line correspond to samples of the same phenotype.

The red arrows represent the cutoff values selected for HiFi assay genotyping, which are reported in Table 2.

Table 2. Selected P, Cutoff Values Used for Subsequent HiFi Genotype Assignment

system
Kell

Kidd

Duffy

MNS

P.ore value

Proore < 0.08

—0.02 = Puore < 0.04
0.10 = Puore

—0.03 < Puore < 0.09
0.16 < Puore
Prore < —0.04

0.00 = Pyore = 0.07
0.12 < Peore

P < —0.14

—0.10 = Pyore = 0.01
0.05 < Peore
Pucore = —0.06

—0.01 = Pyore = 0.05
0.09 < Pore

Pore < —0.17

—0.13 = Pyore = —0.01
0.26 < P

score

genotype

KEL*1/1
KEL*1/2
KEL*2/2
KEL*3/4
KEL*4/4
JK*1/1
TK*1/2
TK*2/2
FY*1/1
FY*1/2
FY*2/2
MNS*1/1
MNS*1/2
MNS*2/2
MNS*3/3
MNS*3/4
MNS*4/4

cutoff value calculation®

P, score = score (ref) + 3SDref
P, score(ref) — ?)SDref <P score = P. score (ref) + SSDref
P score(ref) — 3SI)refS score
P, score(ref) — 3SDref <P score = P, score(ref) + 3Sl)ref
3SDyes= P,

score(ref) — score

score = score(ref) =+ 3SDrcf
P, score(ref) — 3S])refS P, score= P, score (ref) + BSDref
P, score(ref) ?’SDre[ <P, score
score(ref) 28Dref
P score(ref) — refS P scoreS

score(ref) ZSD:‘efﬁ P, score
P, score = Lscore (ref) + 1SDref
P, score(ref) — 1SDref <P, score =
P, score(ref) — 1Sl)ref <P score

score = score (ref) + ref

P, score(ref) — ISDref <P score = P, score(ref) + 4SDref
P, score(ref) — 4S])ref <P,

score

score =

score (ref) + 2 SDref

score (ref) + 1SDref

¢ Pycore(reny and SD,f refer respectively to the mean value and standard deviation for each phenotype for reference samples.

ment, and the P, cutoff values useful for a reliable genotype

determination.

The 96 blood samples of known phenotype were randomly
picked in French Blood Center Rhone-Alpes’s blood bank and
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represent the confidence area for genotype determination.

processed on a HiFi assay platform (extraction, PCR, and hybrid-
ization). The resulting P, values are displayed in Figure 3.

Samples fulfilling the two following criteria were included in
the reference panel used for the calculation of cutoff values. First,
quality control criteria defined in the Experimental Section had
to be fulfilled. Second, the Py value had to be (i) more than
1 standard deviation (1SD) for MNS1/MNS2 antigens or (ii)
more than 2SD for all the other phenotypes away from that
given phenotype mean P, value. These selection rules were
applied to avoid the inclusion of a discordant sample in the
reference panel. Restrictions were stronger for MNS1/MNS2
antigens due to the overlap of the clusters corresponding to
the three possible phenotypes (Figure 3).

Cluster limits for each subgroup of a given genotype were
calculated using Pycoreqen mean values and standard deviations
(SD,p). Final cutoff values are displayed in Table 2. For the
Kell and Kidd blood group systems, the clusters corresponding
to the three possible genotypes were far enough from each other
to set cutoff values at the Py.oreeny mean value + 3SD,¢ without
overlap. No cluster could be defined for the KEL *3/3 genotype
as none of the references displayed a KEL:3,—4 phenotype.
For the Duffy blood group system, the clusters’ width had to
be shrunk to the Pigeqen mean value + 2SD,.. For the
polymorphism associated with MNS1/MNS2 antigens, the
overlap observed for the reference values forced the limits to
be set at the Poreqen mean value + 1SD,y.

In the case of the polymorphism associated with MNS3/MNS4
antigens, MNS:3,—4 and MNS:3,4 reference subgroups were
almost overlapping whereas MNS:3,4 and MNS:—3,4 reference
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subgroups were far from each other. Therefore, cutoff values
differentiating the MNS*3/3 genotype from the MNS*3/4 geno-
type were set at the Pycoreeny mean value * 1SD,, whereas cutoff
values differentiating the MNS*3/3 genotype from the
MNS*3/4 genotype could be set at the Py.oe(en mean value +
4SD 1.

Medium-Scale Validation of the Genotyping Assay. As a
first step in the integration of the HiFi technology within the blood
donation qualification process, a medium-scale validation was used
to demonstrate the HiFi assay’s reliability and efficiency as a
routine technique for automated blood typing. A total of 293
French donors were randomly picked in the blood bank and
genotyped on HiFi-Blood 96 plates. For each sample, the geno-
types were assigned by comparing the calculated Py for each
SNP to the set of reference cutoff values. Results of the Py
parameter calculation are presented in Figure 4 and the
genotype assignments detailed in Table 3.

The resulting genotypes were compared to phenotypes previ-
ously determined by standard serologic techniques, and excellent
correlations were found for five SNPs out of six.

For the Kell, Kidd, and Duffy blood group systems, high
matching percentages of 100%, 98.9%, and 97.7%, respectively, were
obtained with a high quality control level of confidence (see the
Experimental Section).

More precisely, concerning the evaluation of the two SNPs
associated with KEL1/KEL2 and KEL3/KEIL4 antigens, all 280
samples were genotyped with full concordance with the phenotype
(100%). Because samples were randomly picked among blood
donors, the genotypes’ frequency reflects the major ethnic group



Table 3. Detailed Results of the Validation Study on 293 Blood Samples

global results

detail per genotype

number of number of genotyped genotyped number that
system tested samples  quality samples’ population  concordance (%)  genotype population were discordant concordance (%)

Kell 289 280 280 (100%) 100 KEL*1/1 2 0 100
KEL*1/2 33 0 100
KEL*2/2 245 0 100
281 280 280 (100%) 100 KEL*3/3 0 0 100
KEL*3/4 10 0 100
KEL*4/4 270 0 100

Kidd 284 283 279 (98.9%) 98.9 JK*1/1 85 2 97.6
JK*1/2 118 0 100

JK*2/2 76 1 98.7

Duffy 268 268 264 (98.5%) 97.7 FY*1/1 48 4 91.7
FY*1/2 112 049 100

FY*2/2 104 2 98.0

MNS 268 157 126 (80.3%) 83.3 MNS*1/1 40 6 85.0

MNS*1/2 55 9 83.6

MNS*2/2 31 6 80.6

264 208 189 (90.9%) 97.4 MNS*3/3 27 3 88.9

MNS*3/4 87 1 98.9

MNS*4/4 75 1 98.7

@ Discordances coming from rare Duffy alleles. * Number of samples fulfilling the quality control described in the Experimental Section.

involved (Caucasian). This point explains the low occurrence of
some genotypes: KEL*1/1, KEL*1/2, and KEL*3/3 (Table 3).

Kidd SNP determination (JK1/JK2 antigens) also exhibited
very good results with only 3 discordant samples out of 283 (98.9%
concordance) and 1.1% undetermined samples.

Duffy blood group system (FY1/FY2 antigens) genotyping
appeared at first less efficient with only 94.7% concordance with
the phenotype. However, four discordances were coming from
rare Duffy alleles, namely, FY*X and FY*Fy, consistent with a
weak FY2 expression and a silent FY2 expression, respectively.?6*
In that case, FY2 surface antigens were not detected with the
serological method whereas the FY*2 allele was genotyped. Since
the specific probes for Duffy rare alleles were not included in the
probe set, we were not able to detect directly FY*X and FY*Fy.
However, FY*X and FY*Fy alleles were confirmed with a different
genotyping technique (multiplex PCR SNaPshot?). Correcting the
data using this complementary information led us to re-evaluate
the Duffy system concordance to 97.7%.

The MNS blood group was the most challenging system for
typing. For MNS3/MNS4 polymorphism, the concordance per-
centage is 97.4% with 9.1% of the samples not able to be assigned
with a genotype, most of them displaying P, values ranking
between those of MNS*3/3 and MNS*3/4 clusters. Indeed,
as Py clusters for MNS*3/3 and MNS*3/4 genotypes
appeared almost overlapping during reference sample testing
(Figure 3), cluster limits were set to avoid overlap and provide a
reliable genotyping result, reducing in the mean time the number
of genotyped samples (Table 3).

Concerning MNS1/MNS2 polymorphism, the low percentage
of concordance (83.3%) and the great amount of samples of
undetermined genotypes (19.3%) or discarded for insufficient
quality results are correlated to the weakness of the signals
observed (from 50% to 70% less intense than for other SNPs). We

(26) Olsson, M. L.; Smythe, J. S.; Hansson, C.; Poole, J.; Mallinson, G.; Jones,
J.; Avent, N. D.; Daniels, G. Br. J. Haematol. 1998, 103, 1184-1191.

(27) Tournamille, C. Transfus. Clin. Biol. 2000, 7, 497-509.

(28) Di Cristofaro, J.; Silvy, M.; Chiaroni, J.; Bailly, P. J. Mol. Diagn., in press.

suspect this weak response originates from a lower PCR multiplex
efficiency for that SNP.

CONCLUSION

The HiFi plate’s unusual design, combining the use of a flow-
through porous membrane and a spotting procedure on the
membrane backside, is a key to the sensor efficiency. Indeed,
the filtration protocol increases the interactions between targets
and immobilized probes, while it drastically decreases the back-
ground signal: contaminants get trapped on the frontside surface
of the membrane. To our knowledge, that spotting approach has
been mentioned only once in the literature for chemiluminescent
immunoassays.?® The association of HiFi plate innovative tech-
nological developments with the sample preparation multiplexing
leads to a performing platform for high-throughput genotyping.

In this format, the PCR amplification step has with no doubt
the heaviest impact on the genotyping test cost, even if multiplex-
ing both PCR and hybridization steps reduces the required
number of PCRs to one amplification step per sample. Due to
sensitivity issues, this amplification step, also performed in every
competing technique® (Table 4), is almost impossible to bypass,
and our strategy for cost reduction was rather focused on the
hybridization platform cost optimization with the choice of a
colorimetric detection mode, the parallelization of sample hybrid-
ization, and the protocol automation.

Compared to other commercially available genotyping tech-
niques (Table 4), HiFi technology is very competitive in terms of
time and cost, but its main added value remains its transfer to a
fully automated, well-proven, and secure high-throughput protocol.
Indeed, coupling a standard robotic 96-well format with multi-
parametric capacities of microarray and multiplex PCR technolo-
gies leads to an automated and generic platform for multiplex
assays capable of achieving ultrahigh throughput.

(29) McBride, J. D.; Francis Guy Gabriel2, J. F.; Guy;Kolind, T.; Barcenas-
Morales, G.; Isenberg, D. A.; Swana, M.; Delves, P. J.; Lund, T.; Cree, . A;;
Roitt, I. M. Clin. Chem. 2008, 54, 883-890.
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Table 4. Comparison of HiFi-Blood 96 Assay with Commercially Available Genotyping Techniques®23

HEA BeadChip,!®1°
BioArray Solutions,
Immucor

genotyping technique

blood groups

MNS, KEL, JK, FY, LU, ABO, RHD, RHCE, MNS, MNS, RHCE, KEL, JK, FY

BLOODChip,?* Progenika Genome Lab SNPstream,'®?? HiFi-Blood 96,
Pharma SA, Spain

Beckmann Coulter ICBMS—EFS RA, France

MNS, KEL, JK, FY

DI, DO, CO, SC, LW KEL, JK, FY, DI,
DO, CO
number of antigens 24 47 19-22 12 (soon 20)
(red blood cell antigens)
number of target SNPs 18 128 (including platelet 12 6 (soon 11)
antigens)
support glass slide glass slide 384-well plate 96-well plate
detection mode and fluorescence microscopy fluorescence microscopy  fluorescence microscopy colorimetry flatbed
apparatus scanner
number of samples per run 8—96 1 384 1-96
run time/duration 24 h (without extraction) 5 h (without extraction) 36 h (without extraction) 4h
automated high-throughput no no no yes
procedure
automated secured no no no yes
protocol

This full automation guarantees that the HiFi platform is
secured for the blood qualification center environment. The
handling of the two robotic units dedicated to sample preparation
(extraction and pre-PCR) and filtration assay (PCR and HiFi) only
requires minimum technician intervention, lowering human error
hazard. Besides, the convenient elimination of reagents through
vacuum soaking during the filtration assays and the unidirectional
fluid handling ensure reduced contamination. Last but not least,
the long-term stability of the colorimetric staining enables the end-
user to store result plates in addition to in silico data storage,
leading to better traceability.

Still, HiFi assay remains currently behind commercially avail-
able genotyping techniques regarding the amount of information
provided per test (Table 4). Indeed, for that first medium-scale
validation study, only 6 SNPs associated with 12 red blood cell
surface antigens of 4 blood group systems were detected.
However, further improvements are already in progress, with the
development of additional probes specific to the Duffy system
concordant with the silent and weak Fy2 phenotype and new
probes associated with the major blood group system Rhesus. Our
final objective is to scale up to the analysis of 28 SNPs per well,
targeting mutations associated with a selection of nine systems
of great interest for transfusion safety in Europe (major, RHCE;
minor, Kell, Kidd, Duffy, MNS, Cartwright, Colton, Dumbrock,
and Lutheran). Our strategy is indeed to use a probe set which
will be admittedly limited in size (maximum 70 spots per well),
but specifically chosen for the ethnic groups concerned.

In conclusion, the present study demonstrates the perfor-
mances and the reliability of the HiFi-Blood 96 tests, which
constitutes a secured and cost-efficient automated method for

6192 Analytical Chemistry, Vol. 82, No. 14, July 15, 2010

blood group genotyping. The next version of this blood group
genotyping tool will incorporate (i) advanced probe design and
spotting conditions to increase MNS genotyping quality, (ii) new
specific probes for the Duffy system concordant with the silent
and weak Fy2 phenotype, (iii) new probes associated with the
Rhesus system,"”*° and (iv) an increased panel of reference
samples for a more accurate determination of cutoff values (large-
scale study). The next validation step will be the integration of
the HiFi-Blood 96 complete platform in the Etablissement Francais
du Sang Rhone-Alpes blood qualification process to monitor its
impact on the blood qualification center environment and transfu-
sion safety.

ACKNOWLEDGMENT

We thank the Blood Donation Qualification Center of Metz-
Tessy for the extended phenotyping of blood samples and the
Laboratoire d’'Hematologie Moléculaire of Etablissement Francais
du Sang Alpes-Méditerranée for complementary characterization
of discordant samples.

SUPPORTING INFORMATION AVAILABLE
Additional information as noted in text. This material is
available free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.

Received for review April 16, 2010. Accepted June 7,
2010.

AC101008D

30) Flegel, W. A. Transfus. Clin. Biol. 2006, 13, 4-12.



Supporting Information 1 | Example of a HiFi-array colorimetric image (false colour) analysis using
GenePix Pro 6.0. The white circle corresponds to the local background of the spot.

Supporting Information 2 | Grayscale image of the bottom of a stained HiFi-Blood 96™ plate used for

validation. Each well corresponds to a different sample and each microarray enables to genotype 6 SNPs. This image

was acquired in grayscale, using a simple office scanner with a resolution of 2400 dpi.
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Supplementary Information 3 | Effect on hybridization temperature on genotyping efficiency

Seven reference samples were hybridized on HiFi plates using an automated protocol at two different temperatures: 20

and 50 °C. The highest temperature gave the larger separation between the clusters corresponding to the different

genotypes, leading to a better discrimination.

(Higher temperatures would exceed melting temperatures of probes sequences.)
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3.2. Compléments

3.2.1. Intégration de sondes complémentaires pour le systéme Duffy

Un nombre non négligeable de discordances concernant le systeme Duffy sont apparues lors de
1’étude de validation de 1’outil de génotypage érythrocytaire. Pour quatre individus de phénotype
sérologique FY :1,-2 (seul I’antigéne FY1 est détecté) notamment, le phénotype déduit du
résultat de génotypage obtenu fut Fy:1,2 (hétérozygote). Ces incohérences ont pu étre
expliquées par la présence d’alleles rares du systéme Duffy, nommément FY*X et FY*Fy, mis en
¢vidence par une technique de génotypage complémentaire (SNaPshot, Cf. Chapitre 2,
paragraphe 3.3.2).

A la position du SNP associé¢ aux antigenes FY1/FY2 (G125A), on trouve une guanine dans la
séquence de deux alleles FY*X et FY*Fy, comme pour ’allele FY*2. Cependant dans le cas de
I’allele FY*Fy, une autre mutation dans la région du promoteur du géne DARC inactive
I’expression de 1’antigene Fy2. De méme, les séquences des alleles FY*X et F'Y*2 ne différent
que d’une base, mais le SNP concerné entraine une substitution Arg89Cys ayant pour
conséquence une expression faible de I’antigéne FY2. Ces mécanismes expliquent le fait que
I’antigéne FY2 n’ait pas été détecté par sérologie dans les cas précédents.

Afin de résoudre ce probléme, la PCR multiplexe a été modifiée par I’équipe de I’EFS-RA afin
d’amplifier les deux séquences cibles concernées et deux nouveaux couples de sondes ont été
¢laborés pour étendre 1’analyse aux alleles FY*X et FY*Fy :
- sondes FY*X (mutation induisant un phénotype FY2™°')
et FY*noX (expression normale de FY2) ;
- sondes FY*Fy (mutation induisant un phénotype FY2™")
et FY*noFy (expression normale de FY?2).

La Figure 3-18 présente quelques exemples représentatifs des résultats obtenus lors d’une
¢valuation préliminaire de ces deux couples de sondes. Les images présentées correspondent aux
signaux colorimétriques obtenus par test d’hybridation sur plaque filtrante sur les sondes
FY*noX, FY*X, FY*noFy et FY*Fy pour quatre échantillons porteurs de ces alleles rares. Pour
chaque €chantillon sont précisés : le génotype exact, le phénotype détecté par sérologie ainsi le
génotype erroné déduit a partir des seules sondes FY*1 et FY*2. Les signes + et — a droite de
chaque ligne de plots indiquent la réponse attendue. Pour chaque couple de sondes, on constate
que ’on obtient bien des profils spécifiques qui différent suivant le génotype du patient et en
accord avec le résultat attendu.



Génotype complet FY*1/X FY*1/FY FY*Fy/Fy FY*2/Fy

: 5 FY: 1,2 ouFY:1,-2 FY:1,-2 FY:-1,-2 FY:-1,2
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Figure 3-18 Résultats de génotypage des alleles FY*X et FY*Fy

3.2.2. Immunotest multiplexé pour la détection d’anticorps auto-immuns

Une autre application de criblage haut-débit sur plaque filtrante a été¢ mise en ceuvre au
laboratoire. Il s’agit cette fois d’immunotests colorimétriques permettant de détecter des anticops
auto-immuns développés chez un patient en cas de pathologie cancéreuse. La méthode d’analyse
repose également sur la comparaison des résultats obtenus pour un ensemble d’antigénes sondes
a un panel de références empiriques.

Ls résultats correspondant sont présentés dans le premier article en annexe.

=l Article annexe 1

Multiplexed immunoassay for the rapid detection of
anti-tumor-associated antigens antibodies

Cloé Desmet, Gaelle C. Le Goff, Jean-Charles Brés, Dominique Rigal, Loic J. Blum,
Christophe A. Marquette
Analyst, 2011, 136, 2918-2924



4, Elaboration d’une nouvelle
colorimétrique

stratégie de

détection
Enfin, parallé¢lelement au développement de nouvelles applications, un projet annexe s’est

consacré a la mise au point d’une nouvelle stratégie de détection colorimétrique sur membrane,
notamment afin de résoudre les problémes de bruit de fond rencontrés de fagon récurrente lors de
I’utilisation de la phosphatase alcaline, causés par I’hydrolyse spontanée du substrat.
Cette approche alternative, mise au point sur une puce a oligonucléotides, repose sur le
marquage des plots positifs par la peroxydase de raifort, celle-ci catalysant la dégradation du
TMB (3.,3’,5,5’-trétaméthylbenzidine) en présence de peroxyde d’hydrogeéne pour former un
précipité bleu (Cf. Chapitre 1, paragraphe 5.2.2). L’originalité de la méthode consiste a produire
in situ le peroxyde d’hydrogéne nécessaire a la formation du produit coloré, a savoir directement
sur la membrane, plutét que de 1’ajouter a la solution de TMB. Pour ce faire, la glucose oxydase

a été immobilisée dans la membrane, et 1’ajout de glucose a la solution du substrat TMB permet
la production locale de peroxyde d’hydrogene, a proximité des plots (Figure 3-19).

TMB Précipité bleu

Production Détection de

in-situ de I'hybridation

H202 s H202 ) par colorimétrie
"
e
Glucose Gluconolactone

Figure 3-19

Membrane poreuse
(support de la matrice
de sondes)
Principe de la production locale de peroxyde d’hydrogéne

nécessaire a la dégradation du TMB par la peroxydase de raifort
pour la détection colorimétrique de I’hybridation

BCIP/NBT, tout en minimisant le bruit de fond.

g

Ce systtme a permis d’obtenir une limite de détection 50 fois plus faible et une gamme
Les résultats concernant cette étude sont présentés dans 1’article suivant.

dynamique plus large d’une décade, que lors de I'utilisation du kit TMB / H,O, commercial. Par

ailleurs, ses performances sont comparables a celle du systéme phosphatase alcaline -
Article 3

Enhanced colorimetric detection on porous microarrays
using in situ substrate production
Gaelle C. Le Goff, Loic J. Blum, Christophe A. Marquette

Analytical Chemistry 2011, 83 (9), 3610-3615
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Enhanced Colorimetric Detection on Porous Microarrays Using

in Situ Substrate Production

Gaelle C. Le Goft, Loic J. Blum, and Christophe A. Marquette*
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eSupparting Information
ABSTRACT: A new technique is reported for the enhanced colori- TMB  Blue precipitate
metric detectior'l of multiplexgd hybridization onto porous mem- o Colorimetric
brane-based microarrays. This approach combines the use of |generation detection of
horseradish peroxidase (HRP) as a label together with a chromogen (ofH202 o H202 - hybridization
substrate and alocal production of the hydrogen peroxide required for
substrate oxidation. This in situ production of coreagent is obtained -

using glucose oxidase (GOx) directly immobilized within the micro-
array porous membrane mesh. The oxidation of glucose by the

Porous membrane

Glucose Gluconolactone (microarray support)

immobilized GOx produces hydrogen peroxide which itself enables the oxidation of TMB (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine) by
HRP and yields a blue precipitate on positive spots. Thanks to a coreagent overconcentration within the membrane, this design
drastically surpasses the performances of the standard TMB/H,O, kit used for peroxidase label detection. The obtained target limit
of detection is then S0 times lower (20 pM) than the one obtained with the standard kit approach, and the dynamic range expands at
least one decade. Furthermore, the developed method was shown to compete well with the widely used alkaline phosphatase-BCIP
(S-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate)/NBT (nitro blue tetrazolium chloride) readout while minimizing background signal. The
method was finally successfully applied to the multiplex detection of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in complex PCR
samples. The background lowering was impacted here positively on the SNPs’ detection by increasing the complementary/

noncomplementary signal ratio.

here are many examples of widely used routine point-of-care

diagnostic tools designed as monoparametric lateral flow
test immunoassays which are coupled with a colorimetric signal
detection: pregnancy tests (monitoring human chorionic gona-
dotropin level in urine), semen tests (monitoring prostate-
specific antigen level), and virus and bacteria presence tests
(VIKIA Rota-Adeno, HIV-1/2 (bioMérieux); Determine HIV-
1/2, HBsAg, Syphilis TP (Inverness Medical)). This choice of a
colorimetric detection for mass-scale point-of-care (POC) diag-
nostic tests originates from an obvious need for easy-to-handle
devices but is also driven by a strong constrain upon cost
reduction. Indeed, health insurance budget deficits have imposed
on researchers to focus their developments onto more and more
cost-efficient diagnostic tests in general and low-cost strategies. It
is also worth mentioning that this major impact of the detection
strategy cost of a bioassay applies not only to POC tests but also
to high-throughput assays carried on in clinical laboratories.

In the field of nucleic acid assays, the number of colorimetric
tests on porous material keeps increasing as well. Most of these
are POC devices developed as lateral flow assays on a nitrocellu-
lose substrate, so-called dipstick assays,"” using colloidal gold
nanoparticles for DNA labeling.® For example, Aveyard* and
Glynou® groups reported lateral flow assays for the direct detec-
tion of PCR products, while Mao et al.>” used molecular beacon-
functionalized gold nanoparticles (AuNPs) to detect single

v ACS Publications © 2011 American Chemical Society

nucleotide polymorphisms (SNPs). Other interesting approa-
ches were described for the combination of a dipstick assay with
multiplex reverse transcription® (simultaneous detection of
HBV, HCV, and HIV) or the coupling of a polyethersulfone
membrane with single primer extension.”'° Finally, instead of
gold colloids, colored particles such as dyed polystyrene micro-
spheres can also be used for the generation of the colorimetric
signal. A nice example is the system developed by Carter et al. for
anthrax detection'' on lateral flow microarrays.
Complementary approaches to these particle-based systems
are methods involving enzyme labels (mainly horseradish per-
oxidase (HRP) and alkaline phosphatase (AP)) which can be
of great interest when signal amplification is required. These
labels are routinely used by biologists for the specific staining
of Western blots, via substrates producing insoluble pro-
ducts (TMB (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine)/H,0, and BCIP
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate)/NBT (nitro blue tetra-
zolium chloride), for HRP and AP, respectively). Applications of
these labels on microarrays were also reported, for example, for
PCR products detection on nitrocellulose'” or agarose films'> or
in combination with multiplex asymmetrical PCR.'*'® In these
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Figure 1. Principle of enhanced colorimetric HiFi-assays. The colorimetric hybridization detection on porous microarrays, based on HRP-TMB/H,0,,

is enhanced through in situ coreagent production.

different studies, colorimetric strategies were shown to drastically
lower high-throughput and mass-scale testing costs. However,
lack of sensitivity and background issues were identified as
recurrent drawbacks of colorimetric detection methods, which
are particularly annoying when it comes to multiparametric
testing and leave the assay developers no other choice than
expensive sensitive techniques such as fluorescence.

Our group previously reported a cost-efficient high-through-
put analysis platform (HiFi-assay) for multiparametric nucleic
acids assays, on the basis of a colorimetric detection of hybri-
dization.">"” This tool, initially developed for high-throughput
blood group genotyping assays, was designed in order to fulfill
end-user needs (i.e., blood qualification centers): (i) the device is
fully compatible with robotic platforms and thus answers
throughput constrains (thousands of samples tested per day),
and (ii) it is based on an enzymatic colorimetric detection process
using alkaline phosphatase as label which reduces the cost per
test. Although we obtained very satisfying results, detection can
still be further improved. Indeed, the spontaneous degradation of
AP’s substrate can lead to a high background level and then lack
of sensitivity.' > In order to cope with these issues, we
developed a new strategy for colorimetric detection of hybridiza-
tion on membrane-supported oligonucleotide microarrays based
on the simultaneous use of horseradish peroxidase label and
glucose oxidase (GOx; Figure 1). Our protocol involves the use
of the TMB/H,0, standard chromogen system for HRP label,
with a local production, by the glucose oxidase, of the necessary
hydrogen peroxide. This design not only drastically surpasses the
performances of TMB/H,O, standard kit for peroxidase but also
generates signals as high as the ones obtained using the AP-
BCIP/NBT system while minimizing background signal. The
method was successfully applied to both synthetic oligonucleo-
tide quantification and SNPs’ detection in complex PCR samples.

B EXPERIMENTAL SECTION

Materials. Original membrane-bottomed 96-well plates
(Multiscreen HTS-HA nonsterile plates) were purchased from
Millipore (USA). Alkaline phosphatase-labeled streptavidin, horse-
radish peroxidase-labeled streptavidin, glucose oxidase from Asper-
gillus niger (GOx type X-S), and BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate) /NBT (nitro blue tetrazolium chloride) ready-to-use
solution was purchased from Sigma-Aldrich (France). TMB
(3,3',5,5 -tetramethylbenzidine) Membrane Peroxidase Substrate

System (3-Component) was purchased from KPL (USA). Syn-
thetic oligonucleotide probes and PCR primers were supplied
by Eurogentec (Belgium). The synthetic oligonucleotides used
as model systems were the following: biotin-(dT),4-Cs-NH,
and the pair NH,-C4s-TTGAGGTGCATGTTTGTGCC/biotin-
GGCACAAACATGCACCTCAA.

HiFi-Assay. Hi-Fi plate spotting and hybridization procedures
were described elsewere.'” Here, a two-step protocol (detailed in
Supporting Information) was used for hybridization and labeling.
In order to perform glucose oxidase coating, membranes were
saturated with a 1 mg-mL ™" solution of glucose oxidase in
veronal saline buffer (VBS) instead of VBSTA (VBS mixed with
Tween 20, 0.1% (v/v), and BSA, 1% (w/v)).

Colorimetric Detection. Three different readout systems
were used in association with a simple office scanner reading
procedure. In each case, the substrate solution was originally light
yellow or transparent and the enzymatic reaction produced a
dark blue (TMB/H,0,) or dark purple (BCIP/NBT) precipi-
tate on positive spots. (i) HRP label was used in conjunction with
the TMB/H,0, ready-to-use kit on BSA-saturated membranes.
(ii) HRP label was used in conjunction with a TMB/glucose mix
on glucose oxidase-coated membranes. (iii) AP label was used in
conjunction with BCIP/NBT ready-to-use solution on BSA-
saturated membranes.

Multiplex Blood Group Genotyping. A set of four SNPs
associated with three clinically relevant minor blood groups
(Kell, Kidd, Duffy) were selected for these studies. Those SNPs
concern the following mutations: Kell, T698C (SNP1) and
T961C (SNP2); Kidd, G838A (SNP3); Duffy, G125A (SNP4).
Eight synthetic oligonucleotide probes (from 16 mer to 19 mer)
specific for the targeted alleles (three replicates per probe) and one
control probe (four replicates) were arrayed on membrane back-
side forming a 6 X 6 matrix (50 umol-L~" oligonucleotide solu-
tions in PBS).

Whole blood samples (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA,
anticoagulant) were collected (with informed consent) from the
Etablissement Frangais du Sang Rhone-Alpes. Sample selection,
phenotyping, preparation (DNA extraction, multiplex PCR), and
hybridization on Hi-Fi plates proceeded as previously des-
cribed.® Images of the stained membranes were quantified,
and the resulting net specific intensity of a given allele A, I(A),
was calculated as the mean intensity for all spot replicates of that
allele probe. For each SNP (associated to two alleles A and B), a
discrimination score parameter, P, was evaluated and three

3611 dx.doi.org/10.1021/ac200306d |Anal. Chem. 2011, 83, 3610-3615
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Figure 2. In situ hydrogen peroxide production. (a) Use of a standard
TMB/H,0, mix for peroxidase. (b) The immobilization of GOx on the
membrane enables in situ hydrogen production on the membrane,
which results in local coreagent overconcentration and limits the effect
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clusters specific to each genotype (AA, AB, or BB) were
identified (see Tables S-1 and S-2, Supporting Information).
The calculation of these Py, cluster cutoff values, used for geno-
type assignment, is described in the Experimental Section.

B RESULTS AND DISCUSSION

HiFi-assays are multiplexed high-throughput assays supported
on 96-well filtration plates (Figure 1). Each well accounts for a
single multiparametric sensing unit: when vacuum is applied, the
sample is loaded through the filter bottom and the biotinylated
targets are forced to interact with a microarray of specific probes
immobilized within the membrane (previously spotted from the
backside of the plate). Initially,'” the detection of hybridization
was achieved through an enzymatic staining of positive spots
using alkaline phosphatase-streptavidin conjugates together with
BCIP/NBT and a simple office scanner for the plate backside
imaging. Such a colorimetric detection enabled a detection
ranging over two decades and a 20 pmol-L ™" limit of detection.

To further improve the detection efficiency, we pursued the
development of a new colorimetric detection strategy based on
the standard horseradish peroxidase-TMB indicator system,
coupled with an innovative in situ production of the hydrogen
peroxide necessary for the chromogen oxidation. We managed to
form this coreagent directly on the spots thanks to a second
enzyme, glucose oxidase (GOx), immobilized in the membrane
mesh, notably in the spots vicinity. Instead of the standard TMB/
H,0, mix, a solution of TMB mixed with glucose (0.1 M) is
loaded through the membrane for the colorimetric signal gen-
eration. The oxidation of glucose by the immobilized GOx
produces hydrogen peroxide which itself enables the oxidation
of TMB by HRP and yields a blue precipitate on positive spots.
This local generation enables one to notably overcome diffusion
limitation of hydrogen peroxide by bringing the source of
coreactant directly on the spots (Figure 2).

Local Production of Hydrogen Peroxide. The first step of
the present study was to validate the feasibility of a local H,O,
production at a high enough rate to raise a significant colorimetric

signal on positive spots. Indeed, the coreagent production rate
should overpass its consumption rate by HRP to avoid any local
lack of substrate around the spots. The immobilization of glucose
oxidase within the substrate material was achieved by loading the
membrane with a GOx solution (1 mg- mL ") and incubating at
room temperature for 10 min. As the enzyme is here successfully
immobilized through physical adsorption, we can reasonably
assume that this approach would be suitable for other common
membranes designed for protein immobilization (nitrocellulose
or polyvinylidene difluoride (PVDF)). This loading step was also
used as a saturation step (usually performed with BSA), prevent-
ing nonspecific binding.

As a first set of experiments, we confronted our in situ H,O,
production approach to the use of a commercial kit for HRP-
TMB/H,0, detection using robust synthetic model systems.
The kit included a TMB solution, an oxidant solution
(hydrogen peroxide, 3 mM), and an enhancer solution neces-
sary for the precipitation of the blue oxidation product. We
detected, using either the whole TMB kit on a BSA-saturated
membrane or a TMB/glucose mix on a GOx-coated mem-
brane, different amounts of biotinylated oligonucleotide tar-
gets hybridized on immobilized probes spots. A blue staining of
the positive spots was obtained on the GOx-coated membrane,
validating (i) the physical adsorption of glucose oxidase on the
substrate, (ii) the functionality of the immobilized enzyme, and
(iii) the viability of the local production of hydrogen peroxide
for the colorimetric detection of hybridization. Moreover, it
appeared that the local production of hydrogen peroxide shifts
the calibration curve (Figure 3a) to lower target concentrations
(for hybridization assays, the limit of detection (LOD) de-
creases from 1 nM to 20 pM) and expands the dynamic range of
one decade at least.

All these observations can be correlated with the local over-
concentration of the hydrogen acceptor appearing in the vicinity
of the HRP, when producing the hydrogen peroxide in situ.
Indeed, since the substrate saturation cannot be reached for
peroxidase,”* the enzyme activity is highly dependent on the
substrate concentration. In the TMB kit, the hydrogen donor
(TMB) and acceptor (H,O,) concentrations, which are opti-
mized according to background lowering and substrate stability, do
not correspond to saturating conditions. Moreover, it is reasonable
to assume that, when the in situ production of hydrogen peroxide is
used, the local concentration of hydrogen acceptor might reach
higher values than the 3 mM of the optimized kit.

This overconcentration leads to higher HRP activity, resulting
then in higher staining intensity. Besides, when the hydrogen
peroxide is produced locally, the effects of enzyme activity
(substrate consumption) and substrate diffusion are put in
competition, creating new equilibriums highly dependent on
the amount of HRP on each spot. Indeed, below a target con-
centration of 1 nM (low enzyme activity), the enhancement
effect of the local production on HRP activity is clearly larger
than the newly generated diffusion limitation and leads up to a
350% amplification of the signal. Inversely, for high enzyme
activity on the spots (high target concentration), a strong subs-
trate diffusion gradient within the membrane counterbalances
the benefit coming from hydrogen peroxide local production and
amplification decreases.

In order to completely validate the analytical potentiality of the
technique, a complementary study was conducted in the same
conditions to compare the classical alkaline phosphatase-BCIP/
NBT staining method with our newly developed HRP-TMB/GOx
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Figure 3. Hybridization assays on synthetic oligonucleotides (50 umol - L™~ probe solution). (a) Comparison with horseradish peroxidase labeling used
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Figure 4. Typical genotyping results. (a) Spotting map. Each line corresponds to a given SNP analysis with three replicates of the two probes (A and B).
The four dark spots are positive controls. Three configurations can appear: A positive/B negative (homozygote AA), A and B positive (heterozygote
AB), or A negative/B positive (homozygote BB). (b) Pictures of stained membranes obtained by testing the same sample (line 1: AB; line 2: BB; line 3:
BB; line 4: BB) using both HRP-GOx/TMB (left) and AP-BCIP/NBT (right) readout strategies. Positive spots are framed.

system. The target calibration curves obtained are presented in
Figure 3b. As can be seen, the performances of both staining
methods are similar, with a limit of detection of 20 pM and a
detection ranging over two decades at least. Nevertheless, when
the alkaline phosphatase system is used, the background staining
of the membrane was, as expected, significantly higher (see
Figure 3 inset) than with the new method. This background
difference (5—10 times higher for BCIP/NBT than for TMB/
GOx) is related to the usual lack of stability of alkaline phospha-
tase substrates, leading to their spontaneous hydrolysis.
Application to Multiplex Blood Group Genotyping. In
order to fully demonstrate its benefit, our new staining system
was applied to a practical application: the multiplexed detection,
in real blood samples, of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) carrying information on blood groups (multiplex blood
group genotyping). Before the hybridization assay, the genomic
DNA is extracted from the whole blood sample, and then, the
target sequences are amplified and labeled through multiplex
PCR. A set of 12 specific probes, enabling the simultaneous
analysis of six SNPs relevant for transfusion safety, was previously
developed and validated using alkaline phosphatase labeling.'® In
order to validate the reliability of our HRP-GOx/TMB detection
strategy on crude samples, genotyping assays were conducted on
areduced set of four SNPs (eight specific probes; see Figure 4a).

Details on these SNPs and the probes set are reported in the
Experimental Section.

Sixteen samples of known phenotypes were submitted to
HiFi-assay genotyping assays, and results were compared to
alkaline phosphatase readout performances. Typical images of
stained membranes are presented in Figure 4b. Once again, it
appeared that the background was significantly lower on HRP-
GOx/TMB stained membranes than on the AP-BCIP/NBT
stained ones. Moreover, the discrimination between genotypes
seems to be more accurate, i.e., the signal ratio between positive
and negative spots is higher. These genotyping results were
analyzed using a semiquantitative method,'® on the basis of the
calculation of a score parameter for each SNP, called Py, (the
algorithm for Py calculation is detailed in the Experimental
Section). Three Py, clusters per SNP, each one proper to a
unique genotype, were defined empirically. The resulting clus-
ters, obtained using both staining methods, are reported Figure 5.
The samples were alongside phenotyped by serologic methods,
and both sets of genotyping results were compared with pheno-
types. The detailed results are reported in Tables S-1 and S-2,
Supporting Information.

For both staining methods, a genotype could be assign to 88%
of the 60 evaluated parameters. For the AP-BCIP/NBT system,
96% were in good agreement with phenotypes (4% discordant),
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whereas the concordant percentage reached 98% with HRP-
GOx/TMB readout. This difference in discrimination accuracy is
related to differences between the P, values’ sets obtained
with both techniques. Indeed, in the case of the HRP-GOx/TMB
method, the Py,. relevant clusters for each genotype are better
separated, leading to a more accurate genotype determination.
This is where our newly developed technique impacts the most
assay performances.

Bl CONCLUSION

Although colorimetric methods, enzymatic labeling, for in-
stance, are frequently employed for monoparametric tests on
porous substrates, their application to multiparametric analysis
and microarrays remains limited because of sensitivity and
background common issues. However, such methods could offer
massive cost reduction in comparison with current sensitive
routine techniques such as fluorescence, when mass-scale med-
ical testing is performed for POC devices as well as for high-
throughput platforms.

In this report, we have presented a new colorimetric hybridi-
zation detection strategy, based on horseradish peroxidase label-
ing used in conjunction with TMB chromogen and an innovative
local production of hydrogen peroxide. This technique was
applied to filtration microarrays (HiFi-assay 96-well plates), that
we previously developed as a platform for automated high-
throughput genotyping. In this new approach, glucose oxidase
is immobilized on the porous membrane and is used for the local
production of the hydrogen peroxide necessary for TMB oxida-
tion (glucose consumption). This strategy enabled us to over-
come sensitivity issues encountered with a classic HRP colori-
metric detection using a TMB/H,0, mix. Indeed, the in situ
production of H,O, generates a local overconcentration around
the labeled spots which leads to an increase in HRP activity,
resulting in an important signal amplification, especially for low
target concentrations (at high concentrations the opposite effect
of substrate diffusion becomes important).

Moreover, this new readout appeared as an interesting alter-
native to the alkaline phosphatase labeling (used in conjunction
with BCIP/NBT) for colorimetric hybridization detection ap-
plied to our genotyping tool. Indeed, the in situ hydrogen
peroxide production enabled us to reach equal sensitivities, while
decreasing background signal, which is a recurrent problem of
alkaline phosphatase label (spontaneous substrate hydrolysis).
Finally, this newly developed technique was successfully applied
to crude PCR products hybridization using an automated pro-
tocol, enabling then a high-throughput cost-efficient, sensitive,
and reliable multiparametric analysis of real samples.

Il ASSOCIATED CONTENT

© Ssupporting Information. Additional information as
noted in text. This material is available free of charge via the
Internet at http://pubs.acs.org.

B AUTHOR INFORMATION

Corresponding Author
*E-mail: christophe.marquette@univ-lyonl.fr or christophe.
marquette@axoscience.com.

B ACKNOWLEDGMENT

The authors thank the Blood Donation Qualification Center
of Metz-Tessy for providing whole blood samples and extended
phenotyping characterizations and the Etablissement Frangcais
du Sang Rhone-Alpes, especially Dr. Jean-Charles Bres and
Dr. Dominique Rigal, for providing multiplex PCR products.

B REFERENCES

(1) Ngom, B.; Guo, Y. C.; Wang, X. L; Bi, D. R. Anal. Bioanal. Chem.
2010, 397, 1113-1135.

(2) Mark, D.; Haeberle, S.; Roth, G.; von Stetten, F.; Zengerle, R.
Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 1153-1182.

3614 dx.doi.org/10.1021/ac200306d |Anal. Chem. 2011, 83, 3610-3615



Analytical Chemistry

TECHNICAL NOTE

(3) Mao, X;; Ma, Y.; Zhang, A; Zhang, L.; Zeng, L.; Liu, G. Anal.
Cherm. 2009, 81, 1660—1668.

(4) Aveyard, J.; Mehrabi, M.; Cossins, A.; Braven, H.; Wilson, R.
Chem. Commun. 2007, 4251-4253.

(5) Glynou, K;; Ioannou, P. C.; Christopoulos, T. K.; Syriopoulou,
V. Anal. Chem. 2003, 75, 4155-4160.

(6) Mao, X;; Xu, H,; Zeng, Q. X; Zeng, L. W,; Liu, G. D. Chem.
Commun. 2009, 3065-3067.

(7) He, Y. Q; Zeng, K; Gurung, A. S.; Baloda, M.; Xu, H.; Zhang,
X. B, Liu, G. D. Anal. Chem. 2010, 82, 7169-7177.

(8) Dineva, M. A.; Candotti, D.; Fletcher-Brown, F.; Allain, J. P.; Lee,
H. J. Clin. Microbiol. 20085, 43, 4015-4021.

(9) Litos, I. K; Ioannou, P. C.; Christopoulos, T. K; Traeger-
Synodinos, J.; Kanavakis, E. Anal. Chem. 2007, 79, 395-402.

(10) Litos, I. K; Ioannou, P. C.; Christopoulos, T. K.; Traeger-
Synodinos, J.; Kanavakis, E. Biosens. Bioelectron. 2009, 24, 3135-3139.

(11) Carter, D. J,; Cary, R. B. Nucleic Acids Res. 2007, 35, e74.

(12) Cretich, M; Di Carlo, G; Giudici, C.; Pokoj, S.; Lauer, L;
Scheurer, S.; Chiari, M. Proteomics 2009, 9, 2098-2107.

(13) Petersen, J.; Stangegaard, M.; Birgens, H.; Dufva, M. Anal.
Biochem. 2007, 360, 169-171.

(14) Chen,].]J.W,; Wy, R;; Yang, P. C,; Huang, J.Y.; Sher, Y. P.; Han,
M. H,; Kao, W. C,; Lee, P. J.; Chiu, T. E;; Chang, F,; Chuy, Y. W,; Wu,
C. W,; Peck, K. Genomics 1998, 51, 313-324.

(15) Mao, H. L.; Wang, H. M; Zhang, D. L.; Mao, H. J,; Zhao, J. L.;
Shi, J.; Cui, Z. C. Clin. Biochem. 2006, 39, 67-73.

(16) Le Goff, G. C,; Bres, J. C; Rigal, D.; Blum, L. J.; Marquette,
C. A. Anal. Chem. 2010, 82, 6185-6192.

(17) Le Goff, G. C.; Desmet, C.; Bres, J.-C.; Rigal, D.; Blum, L. J;
Marquette, C. A. Biosens. Bioelectron. 2010, 26, 1142-1151.

(18) Bauer, C. G.; Eremenko, A. V.; EhrentreichForster, E.; Bier,
F. F.; Makower, A.; Halsall, H. B.; Heineman, W. R.; Scheller, F. W. Anal.
Chem. 1996, 68, 2453-2458.

(19) Stinson, R. A. Clin. Chem. 1993, 39, 2293-2297.

(20) Smejkal, G. B,; Kaul, C. A. J. Histochem. Cytochem. 2001,
49, 1189-1190.

(21) Serra, B.; Morales, M. D.; Reviejo, A. J.; Hall, E. H.; Pingarron,
J. M. Anal. Biochem. 2005, 336, 289-294.

(22) Puetter, J.; Becker, R. In Methods of Enzymatic Analysis, 3 ed.;
Bergmeyer, H. U,, Ed,; VCH: Weinheim, 1995; Vol. 3, pp 286—293.

3615

dx.doi.org/10.1021/ac200306d |Anal. Chem. 2011, 83, 3610-3615



Supporting Information

Enhanced colorimetric detection on porous microarrays using in-situ
substrate production

Gaelle C. Le Goff, Loic J. Blum and Christophe A. Marquette*

Equipe Génie Enzymatique, Membranes Biomimétiques et Assemblages Supramoléculaires
Institut de Chimie et Biochimie Moléculaires et Supramoléculaires

Université Lyon 1 - CNRS 5246 ICBMS

Batiment CPE - 43, bd du 11 novembre 1918 - 69622 Villeurbanne, Cedex, France.

E-mail: christophe.marquette@univ-lyonl.fr; christophe.marquette@axoscience.com

Further details about the automated filtration protocol and the genotyping results analysis are
reported in this section. Tables S-1 and S-2 describe the complete results of genotyping studies
for both horseradish peroxidase — TMB/GOx read-out and alkaline phosphatase — BCIP/NBT

read-out.
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Detailed protocol for HiFi automated filtration assay

HiFi-plates were prepared by arraying 2.4 nL. drops of spotting solutions (spot to spot
distance = 500 pm) on the membrane backside using a BioChip Arrayer BCA1 (Perkin-Elmer).

HiFi filtration assays were carried out on an EVO75 robot (TECAN, Switzerland) equipped
with a plate filtration unit and a heater. For all detection strategies, the filtering protocol involved
the following steps. i) Membranes were washed with veronal buffer saline (VBS, 0.1 mol.L™",
pH 7.4) and saturated with either VBSTA (VBS added of Tween 20 0.1% (v/v) and BSA 1%
(w/v)) or a 1 mg.mL" solution of glucose oxidase in VBS. ii) Samples (synthetic target solutions
or crude PCR products) were transferred to HiFi-plate microwells and loaded on the membrane
for hybridization (30 min incubation, 37°C). iii) The membranes were then loaded with the
enzyme-labeled streptavidin solution (lug.mL'l, 30 min incubation, 37°C). v) Finally, 200 uL of
the proper substrate solution were added per well for signal generation at room temperature (from
5 min to 1 hour, depending on the test condition). Membranes were washed with VBS after
hybridization, labeling and signal generation steps. The microtiter plate bottom was imaged using
a flatbed scanner (HP Scanjet 3770, Hewlett-Packard) in greyscale (from 0 to 65535 arbitrary
units (a.u.)) with a 2400 dpi resolution.

Image analysis (signal quantification) was performed using GenePix Pro 6.0 software
(Molecular Devices). The signal intensity per spot was calculated as the median intensity for all
pixels included in a circular feature defining the spot and corrected using a local background
evaluation. The resulting net specific intensity on a given probe was calculated as the mean

intensity for all replicate spots.
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Genotyping results analysis
For each SNP associated to two alleles A and B, the following discrimination score parameter

(Pscore) Was evaluated (I(A) corresponds to the resulting net specific intensity of a given allele A).

N ()5 (G
score — m

For each SNP, 3 clusters specific to each genotype (AA, AB or BB) were identified. Within each
subgroup of a given genotype (based on serologic results), a median Py, value and the
corresponding standard deviation (SD) were calculated. The cut-off limits of the clusters specific
to each genotype were set as following i) AA homozygotes cluster: median(AA)-1SD < Pgore; 11)
AB heterozygotes cluster: median(AB)-1SD < Pgore < median(AB)-1SD; iii)) BB homozygotes
cluster: median(BB)+1SD < Pycore. The empiric set of Py raw data was compared once again to
these cut-off values: when Py values ranged in the wrong cluster, samples were withdrawn
from the references set used for cut-off values calculation. A second set of corrected cut-off

values was then calculated using this reliable restricted references set (see Tables S-1 and S-2).

Table S- 1
Genotyping results for horseradish peroxidase — TMB/GOx read-out

Comparison with

Genotype Cluster Number of phenotype
cut-off values samples ]
concordant  discordant
SNP1 KEL*1/2 -0,02 < P.qre < 0,00 2 2 0
KEL*2/2 0,08 < Pycore 13 (12)* 12 0
SNP2 KEL*3/4  Pyore = 0,02 ** 1 1 0
KEL*4/4 0,12 < Pgeore 14 (12)* 12 0
SNP2 JK*1/1 Pscore < -0,04 6 6 0
JK*1/2 -0,02 < Pyore < 0,05 4 (3)* 3 0
JK*2/2 0125 < Pscore 5 5 0
SNP4 FY*1/1 Pecore < -0,14 2 2 0
FY*1/2 -0,06 < P.qre < 0,05 4(1)* 3 0
FY*2/2 0,22 < Pycore 9(6)* 5 1

51/60 (85%) 1/60 (2%)

* The second number doesn’t take in account samples which P, value ranged outside
of clusters). If nothing is indicated, all samples were successfully genotyped.
** A single sample of this genotype was tested.
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Table S- 2
Genotyping results for alkaline phosphatase — BCIP/NBT read-out

Comparison with

Genotype Cluster Number of phenotype
cut-off values samples ]
concordant  discordant
SNP1 KEL*1/2 -0,02 < P < 0,00 2 2 0
KEL*2/2 0,08 < Pycore 13 13 0
SNP2 KEL*3/4 P=0,02*%* 1 1 0
KEL*4/4 0,12 < Pgeore 14 (12)* 12 0
SNP2 JK*1/1 Pscore <-0,04 6 5 1
JK*1/2 -0,02 < Pyqre < 0,05 4 3 1
JK*2/2 0,25 < Pycore 5 (4)* 4 0
SNP4 FY*1/1 Pecore <-0,13 2 2 0
FY*1/2 -0,01 < Py < 0,02 4 (3)* 3 0
FY*2/2 0,12 < Pycore 9(8)* 8 0

52/60 (88%) 2/60 (3%)

* The second number doesn’t take in account samples which P, value ranged outside
of clusters). If nothing is indicated, all samples were successfully genotyped.
** A single sample of this genotype was tested.



Chapitre 4. Supports d'immobilisation innovants
pour tests colorimétriques

Un deuxiéme axe de recherche de cette thése s’est intéressé a I'élaboration de
supports d'immobilisation innovants pour les tests colorimétriques développés.
Différents matériaux (polystyréne, adhésif) ont ainsi été comparés au support
membranaire pour la mise en ceuvre de tests d’hybridation haut-débit. Cette
comparaison est présentée dans l'article 4. Par ailleurs, une partie des travaux a
porté sur la mise au point d’'une stratégie d'immobilisation d’oligonucléotides sur un
support innovant utilisé au laboratoire pour la fabrication de systémes miniaturisés,
le PolyShrink™,



1. Nouveaux supports pour test colorimétrique haut-débit

1.1. Comparaison de différentes architectures de surface

Dans le but d’optimiser 1’effacité des tests d’hybridation colorimétriques, quatre matériaux ont
¢té comparés pour I’immobilisation des oligonucléotides: (i) la membrane Multiscreen HTS-HA
présentée précédemment, (ii) une surface de polystyréne brute classiquement utilisée pour les
tests ELISA, (iii) une surface de polystyreéne activée et (iv) un support adhésif double-face.

Ces différents matériaux ont été assemblés en fond de puits d’une microplaque 96-puits afin de
procéder a un test d’hybridation automatisé comme présenté au chapitre précédent. Dans chaque
puits, une matrice de sondes spécifiques de trois polymorphismes a été immobilisée. Il s’agit des
SNP associés aux antigénes érythrocytaires KEL1/KEL2, JK1/JK2 et FY1/FY2. La détection du
signal a reposé une fois de plus sur un marquage des plots positifs par la phosphatase alcaline et
’utilisation d’une solution de substrat BCIP/NBT.

L’ensemble des résultats fournis par les tests colorimétriques, une étude des surfaces par
microscopie électronique a balayage et une série d’expériences complémentaires de
chimiluminescence, ont mis en evidence le fait que D’efficacité du test ne dépendait pas
seulement de la densité de sondes sur la surface mais aussi de la capacité du matériau a retenir le
précipité coloré.

L’ensemble de ces résultats sont présentés dans 1’article 4 ci-apres.

= Article 4

Surface architectures for colorimetric microarrays

Gaelle C. Le Goff, Benjamin P. Corgier, Céline A. Mandon, Gabriel De Crozals, Carole
Chaix, Loic J. Blum et Christophe A. Marquette

Manuscrit soumis.
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ABSTRACT

We report here an extensive comparison of support materials for colorimetric hybridization assays on
microarrays. Four surfaces with various chemistries and architectures (from flat to porous) were
evaluated: 1) bare and ii) activated polystyrene surfaces classically used for ELISA; iii) a double-sided
adhesive support; and iv) a porous nitrocellulose/cellulose acetate membrane. Each substrate was
functionalized with a microarray of probes and subjected to an enzymatic colorimetric DNA hybridization
test for 3 SNPs genotyping. Tests were carried out in a 96-well assembly suitable for automated high-
throughput analysis. Colorimetry results, microscopy observations and a complementary
chemiluminescence study showed that the test efficiency not only depended on the surface probe density
but that the capacity of the material to retain the colored enzymatic product was also a critical parameter.
All parameters being considered, the adhesive coated surface appeared in the end to display the best

surface architecture for efficient colorimetric microarrays.

KEYWORDS: adhesive surface; colorimetry; high-throughput; microarray; polystyrene; porous surface



1- INTRODUCTION

Colorimetric solid phase tests shall be the cost-efficient approach for the democratization of
multiparametric diagnosis and prognosis testing. This fact is clearly evidenced by the many examples of
widely used routine point-of-care diagnostic tools (pregnancy tests, semen tests, virus and bacterium
presence tests: VIKIA® Rota-Adeno, HIV-1/2 (bioMérieux); Determine® HIV-1/2, HBsAg, Syphilis TP
(Inverness Medical)), designed as monoparametric lateral flow test immunoassays coupled with
colorimetric signal detection.

In the particular field of microarrays, the necessity to image the chip surface to distinguish the specific
response of each one of the different spots has led to an intensive utilization of fluorescence imagers.
Despite the fact that this approach was giving very good results when sensitivity was required, the
technology restrictions impacted negatively on the democratization of the tool. Indeed, none of the health
insurance authorities, even in developed countries, have budget to reimburse expensive tests, even real
breakthrough technologies in pathology early diagnosis. The unique economically viable solution seems
then to be the adaptation of the pre-existing colorimetric single parameter assays to automated high-
throughput multiparameter tools. So far, such approaches have been based either on colloidal gold
nanoparticles for DNA labeling [1-3], on molecular beacon-functionalized gold nanoparticles [4, 5] or on
colored particles such as dyed polystyrene microspheres used for the generation of the colorimetric signal
[6]. Enzyme labels were also used (mainly horseradish peroxidase (HRP) and alkaline phosphatase (AP))
and appeared of great interest when signal amplification was required. Practical applications using these
labels on microarrays were reported, for instance for the detection of PCR products on nitrocellulose [7] or
agarose films [8], or used in combination with multiplex asymmetrical PCR [9, 10]. In those different
studies, colorimetric strategies were shown to drastically lower the costs of the high-throughput and mass-
scale testing tools.

Our group worked for the last three years on the development of a cost-efficient high-throughput
analysis platform (HiFi-assay) for multiparametric nucleic acid assays based on such an enzyme catalyzed

colorimetric detection of hybridization [11, 12]. The positive spots were stained, following hybridization



of the labeled target with the immobilized probe through the production of a precipitating product (from
the alkaline phosphatase substrate BCIP/NBT). Interestingly the architecture of the immobilization
support was shown to critically impact the final test quality.

We are reporting here a comparison study between the different surface architectures which were
foreseen for this system. Indeed, different surface materials and coating strategies were tested and
appeared to have different levels of impact on both the immobilization of the probe microarray and the
quality of the colorimetric staining of positive spots. Flat polystyrene surface, polymeric adhesive coated
surface (polyacrylic based) and porous nitrocellulose based membranes were thus tested and

characterized.

2- MATERIALS AND METHODS

2.1- Materials

Synthetic oligonucleotide probes and primers were supplied by Eurogentec (Belgium). The sequence
and length of the six couples of probes and primers (2 per SNP) were previously optimized [11] (the 3
associated SNPs are described in Electronic Supplementary Material Table I). For intellectual property
reasons, probes and primers sequences will not be described here. Alkaline phosphatase-labeled
streptavidin and BCIP/NBT ready-to-use solution were purchased from Sigma-Aldrich (Lyon, France).

The bottomless 96-well plates were purchased from Greiner bio-one SAS (Courtaboeuf, France). The
porous surface was an original membrane-bottomed 96-well plates (Multiscreen HTS-HA) purchased
from Millipore (France). The white polystyrene surface was PolyShrink™ purchased from Luckysquirrel

(Belen, US). The white double sided adhesive 7966 WDL, medical grade, was obtained from 3M (France).

2.2- Spotting procedure

For oligonucleotide microarrays preparation, the 5’-amino modified probe sequences were prepared in

acetate buffer 0.1 mol.L-', KCI 0.1 mol.L-', bromophenol blue 0.25 mg.mL-', pH 5.5 to reach a final



concentration of 50 umol.L-'. These solutions were spotted as 3.2 nL drops (pitch = 600 um) on the
different surfaces using a piezoelectric spotter (sciFLEXARRAYER S3, SCIENION, Germany). The
substrate was air-dried at room temperature and was then ready to be used.

The polystyrene surface and the double sided adhesive were, when mentioned, activated for one hour
with 1% (v/v) glutaraldehyde in 0.1 mol.L-' acetate buffer, pH 5.5.

A double sided tape bearing 6 mm diameter holes was used to assemble the polystyrene support with a
bottomless 96-well plate whereas the spotted adhesive support was directly assembled with the bottomless

plate thanks to its adhesive property.

2.3- Oligonucleotide assay procedure

Blood samples were prepared according to reference [11]. Oligonucleotide assays were carried out on
an EVO75 robot (TECAN, Switzerland) equipped with a heater. For all experiments, the protocol
involved the following steps. i) Wells were washed with phosphate buffer saline (PBS, 0.1 mol.L-', pH
7.4) and saturated with PBS mixed with LowCross Buffer 1:5 (v/v) (Candor Bioscience, Wangen,
Germany). ii) Samples were diluted 2.5 times in the saturation buffer and transferred to the wells and
incubated for 30 min at 55°C. iii) The wells were then loaded with the alkaline phosphatase-labeled
streptavidin solution (2 pg.mL-") and incubated for 30 min at 55°C). iv) Finally, 200 pL of BCIP/NBT
substrate solution were added in each well for signal generation. The microtiter plate bottom was imaged
using a flatbed scanner (HP Scanjet 3770, Hewlett-Packard) in greyscale (from 0 to 65535 arbitrary units
(a.u.)) with a 2400 dpi resolution. Image analysis (signal quantification) was performed using GenePix Pro
5.0 software (Axon Instrument).The signal intensity per spot was calculated as the median intensity for all
pixels included in a circular feature defining the spot and corrected using a local background evaluation.

Wells were washed with PBS after hybridization, labeling and signal generation steps. For the porous
surface, washing steps were performed through filtration under vacuum condition. For all other surfaces,

washings were performed using a dispense/aspiration procedure.



For the chemiluminescent labeling experiment, alkaline phosphatase-labeled streptavidin solution was
replaced by horseradish peroxidase-labeled streptavidin solution (2 pg.mL-'). The chemiluminescent
measurements were realized using SuperSignal™ solution (Pierce, France) as horseradish peroxidase
substrate in order to achieve bright chemiluminescent signals. The emitted light was collected and
integrated for 180 seconds using a charged coupled device (CCD) cooled camera light measurement

system (EM-CCD, Hamamatsu).

3- RESULTS

The present study aims to demonstrate the impact of the surface architecture of a high-throughput
colorimetric assay on the test results. For that purpose we chose to compare the hybridization efficiency of
real sample targets in a multiplexed assay useful for blood group genotyping [11]. Here, target molecules
were 100-250 bp long PCR products obtained through multiplex PCR of whole blood extracted DNA. The
target sequences were specific to 3 single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with clinically
important blood group antigens (Kell, Kidd and Duffy systems) and the selectivity toward detection of
SNPs in the target sequences was achieved by carrying out all hybridization at 55°C. The principle of the
assay is presented in figure 1-a. Whole blood samples undergo genomic DNA extraction, followed by
amplification of target sequences using multiplex PCR and biotinylated primers. The resulting amplicons
are mixed with streptavidin-phosphatase alkaline conjugates and contacted with the immobilized probes
for hybridization. Finally, the alkaline phosphatase — streptavidin system enables a colorimetric detection
of hybridization: the immobilized enzyme’s reaction with its substrate (BCIP/NBT) generates a purple
precipitate on hybridized spots. The stained microarrays were finally imaged using an ordinary flatbed
scanner and the grayscale image analyzed for genotype determination.

A schematic view of the different surface architectures tested within this study is presented in figure 1-
b. From left to right the surface complexity increases from a flat classical polystyrene substrate (bare or
glutaraldehyde activated), to a pressure sensitive adhesive (PSA) acrylic based coated 2D polymer and

finally a 3D porous material composed of a nitrocellulose/cellulose acetate membrane (450 nm pore



diameter). Each surface was used to immobilize multiple microarrays in a 96-well format compatible with

a complete automation of the assay. The three different architectures were then tested using identical

conditions of incubation and pipetting.
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Figure 1 (a): Principle of the blood group genotyping colorimetric assay, from [11]. (b): Schematic view of

the three different surface architectures tested within the study for oligonucleotide probe immobilization.

Figure 2 draws a global comparison between the different assay efficiencies: the blood group
genotyping results of two patients are presented together with the microarray composition. The first
remarkable observation is the signal weakness onto bare polystyrene compared to other surfaces. In
particular, SNP specific probes immobilized onto bare polystyrene did not even generate measurable
signal from their interaction with PCR products. Moreover, neither bare polystyrene nor glutaraldehyde

activated polystyrene surfaces generated signals contrasted enough to permit the distinction between



positive (SNP perfect match) and negative (SNP mismatch) spots, while the adhesive and porous surfaces

clearly enabled the discrimination between genotypes.
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Figure 2 Blood group genotyping results for two patients using the four different tested surfaces.

In order to quantitatively compare the four architectures, the colorimetric signals of the dT¢ positive
control spots were quantified (figure 3-a). A clear hierarchy of the different surfaces was obtained: from
bare polystyrene (giving the smallest signals and the largest errors) to the porous membrane surface
(giving the highest intensities and the smallest errors). A first interpretation of this trend could rely on the
difference in the immobilization efficiency of the probes onto the different surfaces. Indeed, as can be
seen on SEM images in figure 4, the hierarchy of the surface complexity follows the hierarchy observed in
figure 3-a. This might suggest that the surface density of the immobilized probes, which increases with the
specific surface of the support, is causing the signal difference between the different architectures.

However, it is worth of note that spot intensities depend also on the colorimetric staining efficiency,
which could be itself conditioned by the surface structure. Indeed, different surface architectures are not

expected to retain the precipitating colored product with equal efficiency.
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Figure 3 (a): quantification of the positive control spots using colorimetric signals, (b): quantification of

the positive control spots using chemiluminescent signals. Error bars are standard deviations, n=4.

To clarify the situation, a chemiluminescent detection (based on horseradish peroxidase label) of the
positive control spots was also performed. This light emitting system is solely dependent upon the amount
of label enzyme present at spot location and then upon the surface density of probes, avoiding thus
product accumulation effect encountered for the colorimetric assay. The quantified results are presented in
figure 3-b (all the different surfaces being white and imaged the same way). As expected, the porous
surface generated once again the highest signal and even if glutaraldehyde activation of polystyrene
increases the surface density of the immobilized probes (higher chemiluminescent signal), it remains far
lower than on the porous mesh. The major difference with the colorimetric profile was the low signal
obtained on the adhesive surface: the spot intensities, almost identical to those obtained onto polystyrene

surfaces, are the proof of low probe density.

Chemiluminescence results confirm that the hierarchy obtained using the colorimetric detection (figure
3-a) was then not only related to different surface densities of probes but also to the capacity of the surface
to efficiently retained the precipitating enzyme colored product. Here, adhesive surface was the most

efficient, directly followed by the porous coated surface since for a lower density of probe a higher



colorimetric signal was generated. Finally, the two flat polystyrene surfaces were able to immobilize
probes with enough efficiency to generate chemiluminescent signals but were too flat to promote retention
adhesion of the colorimetric staining.

To complete the comparison of the different surface architectures, the size of the stained spots was also
compared using figure 2 images. Spots diameters of SNPs specific spots were found to be 350 pm, 200
pm and 300 pm for porous surface, adhesive coated surface and activated polystyrene, respectively
(because of signal weakness and low reproducibility no reliable measure can be reported for bare
polystyrene). These spot size differences are due to the surface hydrophobicity of the different substrate
which impact on the spreading of the drops just after spotting. In the case of the porous surface, the
spotted volume is completely absorbed within the material thanks to capillary forces, leading to a
larger spot size. For the three other surfaces, the hierarchy of the spot size can be related to the measured

contact angles: 88° and 73° for adhesive coated surface and activated polystyrene, respectively.

Figure 4 Scanning electron microscopy images of the different surfaces tested. (a): porous surface, (b):

adhesive coated surface and (c): activated polystyrene.



4 CONCLUSION

Having all these results in hand, the choice for the most appropriate surface to produce colorimetric
microarray appeared easier. Indeed, the classical ELISA testing surface (polystyrene or activated
polystyrene), even if capable of immobilizing sufficient amounts of probes are not optimum for
colorimetric signal generation, because of their flatness and their low capacity to retain precipitating
product. On the other side, porous surfaces such as nitrocellulose/cellulose acetate membrane are able to
immobilize large amounts of accessible probes and also to generate intense colorimetric signal. The only
drawback of these porous surfaces is the large size of the obtained spots which reduces the spot density
capability of the system. Finally, adhesive coated surface appeared to be the best compromise between
immobilized probe density, spot density and colorimetric signal intensity. Moreover, an additional
interesting feature of this adhesive material for probe immobilization is its possible integration in complex

system thanks to fast and easy assembly through its adhesive property.
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1.2. Puce a oligonucléotides sur support adhesive pour la mise au point d’outils
de diagnostic multiparamétriques

Fort des bons résultats obtenus sur le support adhésif et présentés dans 1’article 4, d’autres
travaux au sein de 1I’équipe se sont intéressés a 1’intégration de ce support pour la mise au point
d’outils de diagnostic haut-débit et bas-débit. Les preuves de concept ont été apportées pour des
tests d’hybridation sur puce a oligonucléotides mais aussi pour la détection de protéines par test
sandwich sur une matrice d’anticorps. Une fois de plus, la détection de 1’interaction repose sur
un marquage par la phosphatase alcaline des plots positifs et la génération d’un signal
colorimétrique.

Ces résultats sont présentés en annexe.

=)  Article annexe 2

Adhesive microarrays for multipurpose diagnostic tools

Benjamin P. Corgier, Céline A. Mandon, Gaelle C. Le Goff, Loic J. Blum
et Christophe A. Marquette
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2. Immobilisation d’oligonucléotides sur PolyShrink™

Une des thématiques du laboratoire est le développement de tests de diagnostic miniaturisés sur
support microfluidique. Dans cette optique, des travaux récents se sont intéressés a 1’utilisation
d’un plastique a base de polystyréne aux propriétés remarquables, le PolyShrink™ (Figure 4-1).
En effet, sous I’effet de la chaleur, cette feuille de polystyréne fabriquée sous contrainte réduit en
taille de maniére isotropique d’environ 60% dans le plan, sans déformation des motifs présents
sur sa surface (canaux et éléments microfluidiques par exemple). Dans le méme temps, la
hauteur (ou profondeur) des motifs est multipliée d’un facteur cing.

163°C 30sec y

(x, y) - 60%
(2)x5 )/

(b)

—

. . ™ o RTINS . . e s ae . .
Figure 4-1 Polyshrink ™ (a) Le matériau est commercialisé sous forme de feuilles pour les loisirs créatifs : il existe sous
plusieurs formes (transparent, opaque, blanc, noir) ; source : www.luckysquirrel.com. (b) Par chauffage, le
matériau réduit dans le plan de maniere isotropique.

Le PolyShrink™ a été utilisé avec succeés comme support pour I’immobilisation de matrices de
protéines et d’anticorps : une étape de cuisson a 163°C piége les protéines sur le support, celles-
ci conservant toutefois leur fonctionnalité (au moins partielle). Les matrices ainsi formées ont
ensuite ¢été intégrées dans des systemes microfluidiques pour la mise au point d’immunotests
miniaturisés et de puces a cellules (Sollier ef al. 2009 ; Mandon ef al. 2010).

Au vu du succes obtenu pour la fabrication de puces a protéines, nous nous sommes intéressés au
transfert de cette technique a I’immobilisation d’oligonucléotides, notamment afin d’adapter les

kTM

tests colorimétriques développés précédemment sur le PolyShrink ™ blanc qui fournirait un bon

contraste pour la lecture du signal.

Comme illustré dans I’article précédent, la qualité de I’immobilisation sur polystyréne non activé
est médiocre. Si la cuisson et la réduction du matériau permettent de piéger plus efficacement les
oligonucléotides, I’immobilisation reste limitée et peu reproductible. Pour cette raison,
différentes stratégies d’activation de la surface et/ou de greffage ont été étudiées : (i) ’activation
du support par le glutaraldéhyde, (ii) 1’activation des oligonucléotides par un groupement
benzophénone et leur photogreffage sur le support et enfin (iii) I’utilisation de plots d’hydrogel
pour ’immobilisation en 3D des oligonucléotides.



2.1. Travaux préliminaires

2.1.1. Premiére stratégie : Activation de la surface par le glutaraldéhyde

La premiére stratégie considérée consiste a activer le polystyréne a I’aide d’une solution de
glutaraldéhyde (2 % dans un tampn phosphate 0,1mol.I" pH = 5), afin de générer des fonctions
aldéhyde en surface. Des oligonucléotides présentant une terminaison amine sont ensuite
déposés sous forme de gouttes et incubés sur la surface en atmosphére humide a 37°C. On
procéde éventuellement a une étape de réduction par le borohydrure de sodium afin de réduire la
liaison imine résultant du couplage en une fonction amine plus stable (Figure 4-2).

activation greffage cuisson
H
H H O.\’/H _-N—{Oligonuciéotide
O“’l‘”“ PN H,N—Oligonuciéotide '
B . e | |
2% m/v dans tampon 1. dépét : dans PBS (0,1M, pH=74) ™ 30 sec, 163°C
Polyshrink ™ = Polyshrink™ Polyshrink
phosphate (0, 1M, pH=5) : 2. incubation : 30 min, 37°C. en
Th, 37%C atmosphére humide
3. réduction : NaBH, (5min, T,,)
. .y . . e . . ™ .2 -
Figure 4-2 Immobilisation des oligonucléotides sur une surface de PolyShrink ™ activée par le glutaraldéhyde

Une diminution de I’angle de contact de 15 a 20° est observée suite a 1’activation de la surface
(Tableau 4-1). Ce résultat est en accord avec la présence de fonctions aldéhydes en surface,
puisque celles-ci entrainent une augmentation de I’hydrophilicité de la surface.

Tableau 4-1 Influence de 'activation sur la mouillabilité des surfaces De 'eau
distillée a été utilisée pour la mesure des angles de contact.

Non activé Activation glutaradéhyde

PolyshrinkwI blanc 89,6° 70,4°
PolyshrinkwI transparent 84,3° 70,5°
2a. Aprés cuisson 2b. Aprés cuisson
1.Aprés spotting (sans lavage ou étape de (lavage ou étape de

réduction avant cuisson)  réduction avant cuisson)

PolyshrinkT™ Pas de signal
non activé notable
Activation Pas de signal
glutaraldéhyde notable
500um 100pm
Figure 4-3 Comparaison des plots formés sur PolyShrink™ activé ou non activé

Tous les plots correspondent a des gouttes déposées identiques :
solution d’oligonucléotides-FITC (40 umol.l’1 dans PBS), ~10nl par goutte
déposée. Le signal fluorescent a été observé au microscope optique de
fluorescence avant et apres cuisson des échantillons.



Un oligonucleotide marqué par la FITC a été matricé sur la surface afin de comparer 1’allure des
plots avant et aprés cuisson du support et d’évaluer I’effet de I’activation et la réduction. Tout
d’abord, on observe que le diametre des plots formés est supérieur sur la surface activée. Ce
résultat est cohérent avec I’augmentation de I’hydrophilicité de la surface. Par ailleurs, on
constate que lorsqu’on réalise une étape de réduction ou bien un lavage du support apres
incubation des oligonucléotides sur le support, aucun signal n’est détectable aprés cuisson du
PolyShrink™. Cette observation laisse & penser que les oligonucléotides ne sont pas immobilisés
de fagon covalente sur la surface et sont rapidement éliminés par les solutions utilisées pour le
lavage ou la réduction. Le signal observé aprés cuisson sans lavage préalable de la surface
indique donc que les oligonucléotides sont piégés dans le matériau lors de la cuisson.

k™ blanc activé a été étudiée en

Enfin, la faisabilité des tests colorimétriques sur le PolyShrin
réalisant des tests d’hybridation sur ce support. Une premiére série de tests monoparamétriques
sur un couple sonde/cible synthétique (Figure 4-4 (a)) a permis de démontré que des
oligonucléotides étaient disponibles sur la surface pour I’hybridation, mais seulement dans le cas
ou le support est cuit sans lavage préalable des sondes déposées. Dans un second temps, une
matrice multiparamétrique a été piégée sur le support et utilisée pour la détection de produits de
PCR dans un échantillon réel. Dans ce cas, aucun signal n’est observé sans activation de surface.
L’activation ne permet cependant d’obtenir qu’un signal trés faible et peu reproductible

(Figure 4-4 (b)).

(a) (b)

Figure 4-4 Tests d’hybridation colorimétriques sur PolyShrink™ activé
par le glutaraldéhyde sans lavage du support avant cuisson
(marquage enzymatique par la phosphatase alcaline;
révélation BCIP/NBT) (a) Preuve de concept : Utilisation d’un
couple sonde/cible synthétique (les plots sont tous identiques).
(b) Echantillon complexe : Détection de produits de PCR (7 ul
par goutte, espacement entre les gouttes 800 um)

2.1.2. Seconde stratégie : activation des sondes et photogreffage

La deuxiéme stratégie considérée consiste a fonctionnaliser I’oligonucléotide a immobiliser avec
un groupement photoréactif, en I’occurrence la benzophénone, et a photogreffer celui-ci de
maniére covalente sur la surface (Figure 4-5).

Le mode opératoire pour I’activation des oligonucléotides par couplage carbodiimide, adapté de
Dankbar et Gauglitz. (Dankbar et Gauglitz 2006), est présenté Figure 4-6. Apres le matricage de
plots, le support est irradi¢ 30 minutes a 250 nm, puis soumis aux ultrasons dans de I’eau
distillée (5 minutes) afin d’éliminer les molécules non immobilisées.



o]
( Oligonuciéotide |
L J"\._‘N,JJ\ = . =
P
- “\.\'// )
[ TP -
o} Ollgonucléotide]—ﬂ ‘ O

1. Matrigage sur la surface OH
PN o jradiation UV
Polyshrink™ Polyshrink™
Ficure 4-6 Photasreffase d’alisonucléatides activés <ur la surface de PaluShrink™
(o] il o] (o]

HN—{Oigonucibonde ] A

y O~ A
= 0 A o
o’
Figure 4-5 Voie de synthése pour I'activation d’oligonucléotides présentant une terminaison amine par un

groupement benzophénone

Lors de la mise en ceuvre des tests colorimétriques d’hybridation, 1 utilisation
d’oligonucléotides-benzophénone n’a pas permis d’obtenir de meilleurs résultats en terme de
reproductibilité et de sensibilité qu’avec une matrice d’oligonucleotides-amine (ayant également
subit I’irradiation). Pour confirmer ce résultat, les mémes expériences ont été¢ réalisées en
utilisant un oligonucléotide-benzophénone commercial (Eurogentec). Une fois de plus les deux
approches ont donné des signaux équivalents. Il semble donc que le simple piégeage des sondes

a la surface du PolyShrink™ réduit permette d’immobiliser autant de molécules accessibles que
le photogreffage.
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Figure 4-7 Comparaison des signaux colorimétriques obtenus pour la détection d’une cible synthétique

meére

(267"") par hybridation sur une matrice d’oligonucleotides activés soit par un groupement amine
soit par un groupement benzophénone. (a) Allure des signaux obtenus (les concentrations indiquées
correspondent a la concentration en cible). (b) Comparaison quantitative des signaux.



2.2, Immobilisation des oligonucléotides dans des plots d’hydrogel

Afin de promouvoir I’immobilisation des oligonucléotides sur la surface et d’en améliorer la
reproductibilité, une troisiéme approche a consisté a immobiliser in situ les oligonucléotides au
sein d’un plot d’hydrogel.

Le protocole utilisé pour la fabrication des plots d’hyrodgels est adapté de celui rapporté dans la
littérature par le groupe de J. Rithe (Brandstetter et al. 2010). Il repose sur 1’utilisation d’un
copolymeére a base de N,N-diméthylacrylamide, contenant un faible pourcentage d’un monomere
acide vinylphosphonique (qui permet de réduire 1’adsorption non-spécifique des oligonucléotides
dans le plot) et d’'un monomere contenant un groupement photoactivable (benzophénone)
nécessaire a la polymérisation de I’hydrogel, mais aussi a ’immobilisation de la sonde dans le
plot. L’immobilisation des oligonucléotides dans les plots d’hydrogel et les capacités analytiques
du systéme ont été étudiées par détection colorimétrique et par chimiluminescence.

L’ensemble des résultats correspondants sont résumés dans D’article 5 (manuscrit en
préparation).

=] Article5
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Shrinking hydrogel-DNA spots generates 3D microdots arrays
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Institut de Chimie et Biochimie Moléculaires et Supramoléculaires, Université Lyon1 — CNRS 5246,
Equipe Génie Enzymatique, Membranes Biomimétiques et Assemblages Supramoléculaires
Villeurbanne, France

Since the emergence of the miniaturization concept, the search for innovative materials and
new fabrication processes for improved biomedical microdevices and microarrays, especially
point of care diagnostic tools, keeps going on " %. After glass and silicon, researches focused
on polymers as innovative supports for biological microfluidic systems . Efforts were also
put into the development of materials of high specific surface area for enhancing the density
of biomolecule immobilization, and led to the immobilization of probes in 3D hydrogel dots.
Hydrogels are hydrophilic crosslinked polymers with a high affinity for water, forming an
insoluble 3D network in which water can penetrate, causing swelling of the structure. Their
highly tunable chemistry enables to tailor their physical structure, mechanical and diffusion
properties, and even to generate stimuli-responsive materials * 7 which swelling behavior
depends on the external environment ® (pH, temperature, ionic strength...). Thanks to their
high water content and biocompatibility, hydrogels appear advantageous over usual porous
media, generally hydrophobic, and are appealing for biological applications (tissue
engineering, biomedical implants, drug delivery ?). Examples can also be found in diagnostic
devices', for instance for the development of microfluidic valves '' and the immobilization of
DNA probes in a sensor microfluidic channels through a photo-polymerized matrix '>. More
particularly, the wet environment they provide makes hydrogels very promising candidates

for biomolecules microarray fabrication.

A straightforward strategy for DNA-hydrogel microarray fabrication is to mix a
polymerizable monomer together with the biological probe, to spot directly that solution on
the support and to immobilize the DNA in situ during hydrogel polymerization. A few
examples of such hydrogel-DNA droplet microarrays have been reported in the last decade.
Polyacrylamide networks were thus used to immobilize aminated-DNA probes on silane-
activated glass (photopolymerization) " and raw polymerase chain reaction products on acryl-
activated glass (heat-directed polymerization) '*. Rithe’s group also reported an efficient
strategy for the fabrication of hydrogel-DNA drop microarray on plastic surfaces . Their
approach involves a polydimethylacrylamide network copolymerized with photo-

crosslinkable units enabling the in sifu covalent immobilization of DNA during the



photoinduced polymerization. This method was applied to single nucleotide polymorphism
detection for papilloma virus genotyping (coupled with total internal reflection

fluorescence) '® and for a microarray-based amplification and analysis of RNA "7,

However, once the density of probes optimized, further miniaturization of arrays remains
limited by the spotting apparatus capacities and minimum drop volumes. In order to overpass
those limitations, we investigated an innovative polymeric support, PolyShrink™, as a
support for DNA microarrays. PolyShrink™ is a polystyrene-based polymer prepared under
size-limitation which shrinks isotropically in plane by 60% upon heating. Such a remarkable
property opened the path to the cost efficient and reproducible fabrication of microfluidic
channels and components using such pre-stressed plastic sheets by Khine’s group '* .
Moreover, our group recently demonstrated the ability of this polymer to bind proteins during
the shrinking step and succeeded in the microarraying of antibodies and adhesion proteins
dedicated to the development of immunoassays and cell-on-chip systems 2 The direct
immobilization of oligonucleotides on PolyShrink™ was demonstrated, however the amount
of immobilized molecules appeared to be there a limiting parameter. Indeed, efficient
immobilization of biomolecules on bare polystyrene is often hard to reach since the material
is particularly inert and usually requires expensive surface activation techniques, such as
oxygen plasma *'. To promote oligonucleotide immobilization on PolyShrink™, we used a
hydrogel-DNA droplet microarray, based on the chemistry developed by Riihe’s group "°. The
photopolymerization approach brings a cost-efficient strategy for the 3D oligonucleotides
immobilization and confinement of oligonucleotides in a hydrophilic environment, and the
remarkable size-reduction property of PolyShrink™ led to a further miniaturization of the

microdot array.

Figure 1 summarizes the main steps involved in the microdot array fabrication process. First,
a mixed solution of the pre-polymer (PDMAA-co-1%VPA-co-1%  4-
methacryloyoxybenzophenone) and oligoprobes in phosphate buffer saline is arrayed on the
clean PolyShrink™ surface using a piezoelectric spotter. Typical drop volume is 2 nL, giving
200 um wide spots. The array is then dried at 70°C before UV irradiation (254 nm, 1 J),
which activates the benzophenone groups previously incorporated in the pre-polymer. The
absorption of a photon generates, through a n-n* transition, a diradicaloid triplet-state which
reacts preferentially with unreactive C-H bonds. H-abstraction reactions result simultaneously

in 1) the crosslinking of PDMAA chains, i1) the anchoring of hydrogel spots onto the



polystyrene surface **, and iii) the covalent binding of oligonucleotides through the sugar part
(Figure, insert), producing surface-attached hydrogel DNA spots in a single step. The
benzophenone photolinker is here especially convenient thanks to its stability in water and
under ambient light **.

Finally, the polymerized array is washed thoroughly with distilled water to get rid of salts and
non-polymerized pre-polymer and the PolyShrink™ layer is heated at 163°C for 30s. The
polymer sheet undergoes an isotropic planar shrinking with a concomitant increase of dots

height, generating hydrogel-DNA microdots.

[1] Spotting 1 [2] UV irradiation [3] Shrinking
oligonucleotides W 254 nm, 1)
mixed with
prepolymer
€ ‘“ Drying < € € 163°C
) : —_—I _ _ —_—
€ € 70°C,30min € € € 30;sec
& & < € P 60% size
reduction

Polyshrink ™

Benzophenone activation results in a triple covalent linkage.
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Figure 1 Microdots fabrication process. [1] The oligoprobes (100 umoI.L'1 in water), the pre-polymer solution
(1 mg.mL'l) and phosphate buffer saline (0.1 mol.L™, pH 7.4) were mixed in a 1:1:1 ratio. The resulting solution
was arrayed using a piezoelectric spotter (sciFLEXARRAYER S3, Scienion, Germany) on PolyShrink™ sheets
(Luckysquirrel, Belen, US), beforehand washed with ethanol and air-dried. [2] The matrix was air-dried at 70°C
(30 min) and irradiated with UV (1J, 254 nm, Bio-Link® (BLX) lamp) for polymerization. [3] The matrix was
washed thoroughly with milliQ water, air-dried and heated 30 sec at 163°C for shrinking.

The structure of the resulting microdots was studied by scanning electron microscopy and
profilometry. Figure 2 (a) reports SEM pictures of a typical 2 nL hydrogel DNA drops array
after shrinking and comparison of SEM images of the matrix structures before and after
shrinking can be found in Figure S-1 (a) We observed a global 60% planar reduction of the
PolyShrink™ layer, whereas spots diameter reduction was only 40% (from 200 to 80 pm for
2 nL drops). This phenomenon can be attributed to the fact that only a part of the initial

deposited material (the one in contact with the surface) is covalently bound to the shrinking



substrate. Then, when shrinking occurs, the bound hydrogel undergoes the whole shrinkage
constraints whereas the rest of the dot shrinks only partially. Reducing drop volume to 0.4 nL.
enabled to decrease the final spot diameter down to 45 um (Figure S-1 (c)). It is also worth

noticing that the spots alignment and shape are perfectly maintained during shrinking.

Profilometry studies, illustrated in Figure 2 (b), enabled to evaluate the height of the dots. As
expected *°, the height of spots drastically increases as the pre-stressed polystyrene support
shrinks. Spots less than 200 nm thick lead to 6 um thick 3D hydrogel microdots, in a highly
reproducible way (CV=5.3% for 144 spots). Moreover, control experiments demonstrated that
UV irradiation was essential for the anchoring of hydrogel dots onto the polystyrene surface

and that the 3D structure stands washing steps (Figure S-2).
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Figure 2 Study of microdots structures after shrinking (spotting conditions: 2 nL drops, spot to spot
distance=500 pum, PolyShrink™). a. SEM imaging (Hitachi S800 FEG) b. Images obtained using a confocal 3D
optical profilometer (NJ-Optimal, nanoJura, France)

The final dot structure appeared uneven with surface wrinkles, most likely appearing during
the shrinking of the support (Figure 2 (a)). Because SEM imaging was performed under
vacuum, the reported images correspond to gel dots in their xerogel state. The porosity of
spots of the present hydrogel, but arrayed on PMMA, was previously demonstrated by Riihe
et al. . In order to confirm the capacity of water uptake by our microdots after the shrinking

step, profilometry studies were conducted under a thin water layer. Figure 3 compares the



dots’ height in the xerogel and hydrogel states. When immerged in water, dot height (15-
20pm) was 3 times higher than in the dry state, suggesting that water uptake had occurred. A
slight increase in dots diameter was also observed alongside, evidencing once again the

possibility for the gel to follow only partially the shrinkage constraints.
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Figure 3 Compared profilometry results of microdots structures in the (left) xerogel and (right) hydrogel state
(spotting conditions: 4 nL drops, spot to spot distance=1 mm, PolyShrink™) (up)3D view of typical dots
obtained using a confocal 3D optical profilometer NJ-Optimal, nanoJura, France). (down) Corresponding height

profiles of the spots.

The next part of our investigations aimed to demonstrate the efficient probe immobilization in
the hydrogel dots and the availability of oligonucleotides for target detection. For that
purpose, hybridization assays were performed on a couple of synthetic complementary
oligonucleotides (26™), using an enzymatically enhanced optical detection of hybridization.
Targets were biotinylated, enabling the labeling of hybridized dots by enzyme-labeled

streptavidin.

A first batch of experiments involved horseradish peroxidase (HRP) as label together with a
chemiluminescent susbtrate (SuperSignal™ solution, Pierce, France). The emission of a
chemiluminescent signal on oligonucleotide-hydrogel microdots demonstrates both the
immobilization of oligonucleotides in the gel network and their availability for target
hybridization and detection (Figure 4 (a) (left)). No signal was observed either in the absence

target or in bare hydrogel dots (no probe), guaranteeing the specificity of the detected signal.



Even though UV wavelengths are known to potentially damage thymine residues, specific
hybridization on probes was here efficient. Furthermore the signals obtained on hydrogel-
oligonucleotide microdots were compared to those obtained on a matrix of pure
oligonucleotide irradiated in the same conditions (Figure 4 (a)). The detection on the hydrogel
dots was more sensitive (Figure 4 (b)), indicating a higher probe density in the 3D network.

Moreover, signals appeared more ‘concentrated’ in the dots and less blurry.

Chemiluminescence assay

(b)4 10000
9000 B Hydrogel DNA drop
ODNA only
5 8000
£ 7000
4}
P =] 6000
& 5000
< 2000
[+
% 3000
IS
2 2000
S
E 1000
= ' ; : .
Hydrogel DNA drop DNA only 0.01 0.1 1 10

Target concentration /nmol.L 7, O

Colorimetry assay

(c) ‘ 14000 (d) 2.4 mm

L 12000. } | T rrrasgee—vw Spotting matrix
< oo e000®
i
£ { 00080
E ; oo Yolo
ol - oo 00000
5 o - e000®
S 2000 . '
= ¥
= 0 4 _ . . complementary probe

0.001 001 0.1 1 10 100 non complementary probe

Target concentration /nmoll”" ———a

Figure 4 Hybridization assays using a couple of synthetic complementary oligonucleotides (probe sequence:
NH,-TTGAGGTGCATGTTTGTGCC ; target sequence: biotin-GGCACAAACATGCACCTCAA)

(a,b) Comparison between chemiluminescence signals obtained a hydrogel-oligonucleotides microdots array
and a microarray of oligonucleotides only (concentration of oligonucleotides in spotting solution (33 umoI.L'l),
irradiation, heating and assay conditions were identical in both cases). The emitted light was collected and
integrated for 180 seconds using a charged coupled device (CCD) cooled camera light measurement system
(EM-CCD, Hamamatsu).

(c) Calibration curves for colorimetric target detection on white PolyShrink™. The colorimetric signal was
imaged (greyscale: from 0 to 65535 arbitrary units (a.u.); 2400 dpi) using a flatbed scanner (HP Scanjet 3770,
Hewlett-Packard).

(d) Colorimetric signal resulting for the hybridization of the target oligonucleotide on a 5*5 matrix of hydrogel
dots containing either the complementary probe (black dots) or a non-complementary sequence (white dots
TACTAACTTTGAGATTCCCGAGAT). Signal is observed only on the spots containing the complementary probe.
Signal quantification was performed using GenePix Pro 6.0 software (Molecular Devices). The signal intensity
per spot was calculated as the median intensity for all pixels included in a circular feature defining the spot and
corrected using a local background evaluation.



Finally, a white PolyShrink™ support, useful to generate high contrast images, was used for
low cost colorimetric hybridization assays on microdots. In that case, the labeling enzyme was
alkaline phosphate (AP), used in conjunction with the BCIP/NBT (Sigma-Aldrich (Lyon,
France) precipitating substrate and leading to a purple staining of positive spots. Once again
the quantitative target detection was demonstrated (Figure 4 (c)). Moreover the specificity of
target capture was demonstrated on a matrix of dots containing either the complementary
probe or a non-complementary probe (Figure 4 (d)).

The hydrogel dots were here particularly interesting since the precipitating product gets
trapped more efficiently in their 3D structure than on a flat surface microarray generating

enhanced and well defined signals.

The proof-of-concept of hybridization assays on hydrogel-DNA microdot arrays on
PolyShrink™ was successfully demonstrated. Either chemiluminescence or colorimetry
assays on hydrogel-oligonucleotide were shown to be quantitative and specific. Our next
investigations will concern the feasibility and reliability of real samples testing on such
microdots arrays, especially for SNP genotyping and will also intend to integrate this sensor

into a complete microfluidic device.

Experimental section

4-methacryloyoxybenzophenone was synthesized as described elsewere’*. PDMAA-co-
1%VPA-co-1%4-methacryloyoxybenzophenone pre-polymer was synthesized using a
statistical polymerization in toluene (60°C, 0.1wt % AIBN)". Products were controlled by
NMR and IR spectroscopy. For the preparation of spotting solutions, a 100 pmol.L™" solution
of oligonucleotides in water (26mer, 5’-amino, Eurogentec (Belgium)) was mixed with the
pre-polymer (1 mg.mL" in water) and phosphate buffer saline (0.1 mol.L", pH =7.4) in a
1:1:1 ratio. Solutions were stored in the dark at 4°C.

The protocol for oligonucleotide assays involved the following steps. The microarrays were
saturated with a solution of VBSTA buffer (veronal buffer saline (0.1 mol.L-1, pH 7.4) added
of Tween 20 0.1% (v/v) and BSA 1% (w/v)) for 10 min a 37°C. Samples were diluted to the
proper concentration in the saturation buffer and incubated on the array for 30 min at 37°C.
The microarray was washed thoroughly with milliQ water before being incubated in the
labeling solution (HRP-streptavidin or AP-streptavidin solution, 2ug.mL-1) for 30 min at
37°C, washed and incubated with 10 pL of the enzyme substrate.
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Supporting Information

a)

0.4nL 2nL 4nL

Figure S- 1 SEM imaging (Hitachi S800 FEG)

(a) Comparison of the microarray structure before (up) and after (down) shrinking (spotting conditions: 4 nL
drops, spot to spot distance=1 mm, transparent PonShrinkTM). (b) SEM pictures of microdots on a white
PolyShrink™ sheet (spotting conditions: 4 nL drops, spot to spot distance=1 mm). (c) Influence of drop volume

(transparent PolyShrink™)

From spot to microdot: structural changes

=

Spotting

spot height <200pnm
dot height ~ 6pm

UV irradiation

——p»- Shrinking -

No UV

Figure S-2 Images obtained using a confocal 3D optical profilometer (NJ-Optimal, nanoJura, France). (left)
Compared 3D views of microarray structure after UV irradiation, washing and shrinking.. (right) Effect of UV

irradiation (measurements were performed after shrinking)






Chapitre 5. Matériel et méthodes



1. Matériel

1.1. Instruments

Appareil de dépot non-contact BiochipArrayerl...........ccoocevieiiniiiininenieecee, Perkin Elmer
Appareil de dépot non -ontact SCiFlex Arrayer S3 .......ccccvevveviiieriierienie e Scienion
Automate de pipettage EVO 75. ..ottt et Tecan
Cameéra CCD LAS TO00..... ..ottt ettt ettt sttt esaeesbeesaeeeaeeens Fujifilm
CamEra EM-CCD .......ooiiiiiiiiiiieee ettt sttt ettt ettt e es Hamamatsu
Digidrop (mesure d’angle de CONLACT) ........c.evvveerrieriieriierierie ettt e e ebe e esreesaaesene e GBX
LamPE UV .ottt ettt s ve s be e aestae s saessbeenbeessaessaesseens Bio-Link® (BLX)
MagnaPure LC (automate d’extraction d’ADN).....ccccoceeviiniiniiniiieeeeeeeee, Roche Diagnostics
MICTOSCOPE OPLIGUE ...eentieeieiieeiie et ettestte st e et et e e bt e eteesteesateeabe e bt esbeasseesaeeeneeenseenteesseesaeesnneens Zeiss
Profilometre NJ Optimal ........c.cccviiciieiiieriieiiecie ettt ere ettt seressbeesseessaesenas nanoJura
Spectromeétre infrarouge S10 FT-IR .....c.cooiiiiiiiiiie et Nicollet
Spectrometre RMIN DRX 400 .......ccciiiiiiiiiiieieenie ettt ettt e sene e es Briiker
Thermocycleur TProfessional ............ccoccieiiiiiiiiiiiieeee e Biometra

1.2. Logiciels

EVOWARE ...ttt ettt ettt e st e it e s ate et enteenbeebeesaeens Tecan
IMAZE GAUZE 4.0 ..ottt ettt ettt ettt b e bt sttt an Fujifilm
GENEPIX PO 6.0.....coiiiiiiiiieiieiecee ettt s e nnae s Molecular Devices
MOUNEAINSIMAD ..vevevieeiieeiiesiieiiesteeteeeteerteeseeesteessaessseesseesseesseesssesssesssaesseesseesssesssesssensseessens nanoJura

1.3. Réactifs

1.3.1. Supports

Adhésif double-face 7966 WDL (medical grade) ..........cccoceeiieiiiiiiniieiieieieee e M
Plaque Multiscreen HTS-HA 90-PUItS ......cccoeiiiiiiiiiieiiiiiieeee et Millipore
POLYSIIINK ™ ..o Lucky Squirrel
Membrane URrabind™ ...............ccooiimiiiooeoee e Pall

1.3.2. Solvants et réactifs chimiques

Acide vinylphosphonique..........c.ooiiiiiiiii e Sigma-Aldrich
Acide p-bDenZoyIDENZOTQUE .......ccoveeriieeieeiieiieiieee ettt seesbeesseebeesseesraeseneans Sigma-Aldrich
Azobisisobutyronitrile (AIBN).......coicciiiciiiiiiriiiie ettt eveete et ae s reeebeesbeessaeseas Fluka
BCIP/NBT solution préte & ’emploi........cceeeeerieiieiiieiieeeseeseseee e Sigma-Aldrich
Bleu de bromophénol ............coocuiiiiiiiiiiee e Sigma-Aldrich
Borate de SOQIUM........cccuiiiieiieeieeieeiteeesee et e steestaestaesebessbeesseesseeseessnesenas Sigma-Aldrich
Chlorure de CalCTUIM ......coouiieieieieeee ettt ettt e e eneenae s Prolabo

Chlorure de méthacryloyle ..........cocieriiiiiiiiiie e Sigma-Aldrich



N-N'-dicyclohexylcarbodiimide ...........ccverierieiiiiiieieerieesie e Sigma-Aldrich

DIENYIELNET . ......cvieiieiieiieeecte ettt et e et tbeeta e e b e esbaessaeseaensae e Sigma-Aldrich
Diéthylmalonyurée sodée (VEronal) ............ccoooieiiiiiiiiiiiiieceeeee e Prolabo
N,N-dimEthylacrylamide..........ccoeeieiierieiieeie e Alfa Aesar
Glutaraldéhyde (pentane-1,5-dial) .........cccoeevieiiiiiiinienieriecieeeee e Sigma-Aldrich
Hydrogénophosphate de SOQIUM .........c.cccieriierieriiiii et seae e ens Sigma-Aldrich
Hydroxybenzophenone .............cocueiiiiiiiiieiieiesie ettt Sigma-Aldrich
N-hydroXySUCCINIMIAE .......oevieeieiieitieeiie ettt ettt st Sigma-Aldrich
LoW-Cross BUFTET ....coeiiiiiiiiieee e Candor Bioscience
Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione)............cccccceevvvevververrennnnnn Sigma-Aldrich
Para-i0dopheénol .........c.oooiiiii e Sigma-Aldrich
Peroxyde d’hydrogene 3090 ......couirueriiniiiiiierieee ettt e Prolabo
Polyoxyéthylenesorbitan monolauréate (tween 20) .........ccveveerverciieiienieeneesreennenn Sigma-Aldrich
TMB Membrane Peroxidase Substrate System (3-Component) ...........cceecvvevveerieereenveerveenienns KPL
TOIUENE ANNYATE.......eetiiiiiieii ettt Sigma-Aldrich
TrIEtRYIAMINE ..ottt ettt sb e sat e st e e te et e saeeeaeeenes Fluka

1.3.3. Oligonucléotides, protéines et enzymes

Albumine de sérum bovin (BSA).......cccviviiiiiiriesiecie et Sigma-Aldrich
Amorces de PCR (Tableau 5-2) ......ccooiiiiiiiiiiieiee et e Eurogentec
Anticorps anti-CRP (CloNe C5) .....ooiuiiiiiiiiiiiieieeieesee ettt Biodesign
Anticorps anti-CRP (clone C7) DIOtINYI€........ccveviiririiiiiieiieieiesie e EXBIO
Anticorps anti I[gG (H+L) de lapin marqués

par la phosphatase alcaline, développés chez la chévre...................... Jackson Immuno-Reasearch
Anticorps monoclonaux anti IgE humaine marqués

par la phosphatase alcaline, développés chez 1a SOUris ........cccceevevveeiierieeneesreeenenn, Sigma-Aldrich
Anticorps monoclonaux anti Lectine Arachis hypogaea développés chez le lapin . Sigma-Aldrich
Glucose oxydase extraite d'Aspergillus Niger. (GOX type X-S)...ccoevceevinrierienniens Sigma-Aldrich
Lectine d’Arachis hypogaea (issue de la cacahuete) ..........cccoeeeveiieiienciiiiieieeienns Sigma-Aldrich
Protéines allergénes recombinantes (Figure 5-10) et sérums réactifs............ Paul Ehrlich Institute
Protéine C-réactive NUMAINE ..........ccveevvieriieriieiiicieeieeriee et ere e eteeseaeseressbeesseesseeseeas Biodesign
Séquence d'oligonucléotide (5°23”) biotine-(dT) 6~ Cs — NHy coovevvenveieieiiieicieinnnn Eurogentec
Séquence d'oligonucléotide poly-(dT),;s marquée

en 5’ par la biotine (5) et par la benzophénone (37).......ccceevvereeriiercriecieeienieree e Eurogentec
Séquence d'oligonucléotide (5°2>3”) NH,-Cc-TTGAGGTGCATGTTTGTGCC......... Eurogentec
Séquence d'oligonucléotide (5°>3”) biotine-GG CAC AAA CAT GCA CCT CAA .. Eurogentec
Sondes pour le génotypage érythrocytaire (Tableau 5-3) ......occoeviiniiniiniiiiiieeeee, Eurogentec
Streptavidine marquée par la phosphatase alcaline.............cccocvevvevienciiiciienienne, Sigma-Aldrich

Streptavidine marquée par la peroxydase de raifort...........ccceveeveieiciveneenienieenenn, Sigma-Aldrich



1.3.4. Tampons et solution

PBS (Phosphate Buffer Saline)
Tampon phosphate 0,1 mol.I" NaCl 0,1 mol.1", pH =74

PBSTA (Phosphate Buffer Saline Tween Albumine)
Tampon phosphate 0,1 mol.I"" NaC1 0,1 mol.I", pH = 7,4, Tween® 0,1 % (v/v), BSA 1 % (m/v)

VBS (Veronal Buffer Saline)
Tampon Véronal 0,1 mol.l'l, NaCl 0,1 mol.I"", pH=7,40u8.,)5

PBSTA (Veronal Buffer Saline Tween Albumine)
Tampon Véronal 0,1 mol.l", NaCl 0,1 mol.I", pH= 7,4 ou 8,5, Tween® 0,1 % (v/v), BSA
1 % (m/v)

Solution de mesure de la chimiluminescence catalysée par la HRP : VBS (pH = 8.5)
contenant 220 pmol.I" de luminol, 20 umol.1" de p-iodophénol et 500 pmol.I" d'H202



2. Méthodes

2.1. Dépéot liquide (faible volume) pour la fabrication de biopuces

Le volume des gouttes déposées sur le support lors du matricage des sondes doivent étre de
I’ordre du nanolitre afin d’obtenir des plots (ou spots) d’un diamétre de 1’ordre de 100 um. Pour
ce faire, une technique de dépdt liquide non-contact automatisée a ¢été mise en ceuvre
(Cf. Chapitre 1, paragraphe 3.2). La solution a déposer est prélevée dans un capillaire en verre
puis la mise sous tension d’un quartz piézoélectrique déclenche 1’éjection de la goutte en créant
une impulsion acoustique (Figure 5-1 (a)). Un bras articulé permet de venir positionner le
capillaire de fagon précise au niveau de la position ciblée (résolution en (x,y) ~ 5 um) a une
distance d’environ 500 um de la surface. Différentes solutions peuvent é&tre déposées
successivement, sous forme d’un nombre variable de gouttes, I’automate disposant d’une station
de lavage des capillaires. Une interface informatique permet de paramétrer les caractéristiques
du dépot : motif, position sur le support, volume des gouttes...

Dans le cas du dépét sur plaque filtrante (Multiscreen HTS-HA™, Millipore®™), le matrigage sur
le support membranaire a été réalisé sur la face extérieure des puits (plaque posée a 1’envers,
ouverture des puits vers le bas) comme schématisé¢ Figure 5-1 (b). Afin de visualiser les plots
formés sur des surfaces blanches et contrdler leur qualité, un colorant (bleu de bromophénol
0,25 mg.ml™) a parfois été ajouté aux solutions incolores (encart Figure 5-1(b)).

Deux automates de dépot non contact a systéme d’éjection pié¢zoélectrique ont été utilisés pour la
préparation de biopuces. Ils sont décrits Figure 5-2.

impulsion
piézoélectrique

Ll
oo \'—Y

X

Figure 5-1 Principe du dép6t non contact de faibles volumes de liquides
(a) L'éjection d’une goutte de solution chargée dans le capillaire est provoquée par une impulsion
électrique et permet de déposer la solution a une position (x,y) de la surface. (b) Cas particulier du
matricage sur plaque filtrante : la plaque est retournée afin de déposer les solutions sur la face
envers du disque membranaire (face externe du fond de puits). L’encart présente une image typique
des matrices obtenues en utilisant une coloration au bleu de bromophénol.



BioChip Arrayer (Perkin-Elmer)

L’appareil dispose de quatre capillaires en verre permettant le matricage de quatre solutions
différentes en un seul cycle. Le volume typique de la goutte &jectée est 340 pL. Un capteur de
pression permet de contrdler les différentes étapes de manipulations des échantillons liquides
(prélevement, éjection...). Il est possible d’ajuster les paramétres de 1I’impulsion piézoélectrique
(tension appliquée, durée de I’impulsion) afin d’optimiser la vitesse et la forme de la goutte.
L’automate est protégé par une enceinte ventilée (en surpression) permettant d’éviter la
contamination par des poussiéres.

SciFlex Arrayer S3 (Scienion, Allemagne)

L’automate disponible au laboratoire est équipé d’un seul capillaire de dépot en verre. Avec
I’aiguille proposée, la tension d’éjection et la fréquence utilisée ont permis d’obtenir une goutte
de 500 pL. La manipulation des liquides repose cette fois sur un équilibrage passif des pressions.
Plus récent que 1’automate précédent, I’automate S3 posséde une vitesse d’exécution et une
précision nettement supérieures. Par ailleurs, une étape de contrdle qualité par imagerie optique
permet de vérifier I’état de la goutte (forme, volume, présence de satellite, vitesse) au début et a
la fin de matrigage. Enfin les volumes d’échantillons nécessaires sont minimis€s (~10 pl contre
100 pl dans le cas précédent).

capteur de pression

bras articulé seringues

station de lavage
pompe péristatique

support pour lame
ou microplagque

bras articule
caméras

aiguille seringues

station de la

supports pour lame

Figure 5-2 Automates de dépot : (haut) Biochip Arrayer (Perkin-Elmer) ; (bas) SciFlex Arrayer S3 (Scienion)



2.2, Activation de surface et greffage

2.2.1. Activation de surface par le glutaraldéhyde

Une solution de glutaraldéhyde (pentane-1,5-dial) a 2% (m/v) dans un tampon phosphate
(0,1 mol.I", pH = 5) est déposée sur la surface a activer (typiquement 20 pl par cm?). Le support
est incubé 1 heure a 37°C en atmosphére humide puis rincé abondamment a 1’eau distillée.

™

2.2.2. Photogreffage d’oligonucléotides sur le PolyShrink
Activation des oligonucléotides par la benzophénone
Le mode opératoire, adapté de Dankbar et Gauglitz permettant la fonctionnalisation

d’oligonucléotides présentant une terminaison amine est présenté Figure 5-3 (Dankbar et
Gauglitz 2006).
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Figure 5-3 Voie d’activation des oligonucléotides par la benzophénone

L’acide p-benzoylbenzoique (0,10 mol.I'"), le dicyclohexylcarbodiimide (0,15 mol.I'") et le N-
hydrosuccinimide (0,11 mol.I"") sont mélangés dans 10 ml de diméthylformamide. Le mélange
réactionnel est agité dans un bain d’eau glacée pendant 6 heures, puis le précipité blanc formé est
¢liminé par centrifugation. La solution d’acide p-benzoylbenzoique activée ainsi produite est
diluée a 0,5 % dans un tampon borate (0,1 mol.I", pH = 8,5). Les oligonucléotides (10 pmol.I"")
sont ajoutés au mélange et le milieu est agité 1heure a température ambiante. Les
oligonucléotides sont purifiés par précipitation dans 1’éthanol (NaCl (3 mol.l")/ éthanol
(2:1000), puis éthanol a — 20°C).
Photogreffage sur la surface de PolyShrink™

La solution de dépdt est préparée par dissolution des oligonucléotides activés (oligonucléotides
activés synthétisés a partir de 1’acide benzoylbenzoique ou bien oligonucléotide activé
commercial) dans un tampon PBS (0,1 mol.I"", pH = 7,4). La concentration des oligonucléotides
dans la solution de dépot est typiquement de 20 pmol.I"'. La solution est matricée sur la surface
de PolyShrink™ (volume déposé : 2 a 10 nl par plot; espacement entre les plots : 500 a 1000
um) & P’aide d’un spotter piézoélectrique. Le support est ensuite irradi¢ 30 minutes a 254 nm
(lampe Bio-Link® (BLX)), puis soumis aux ultrasons dans de I’eau distillée (5 minutes) afin
d’éliminer les sondes non greffées. Enfin, le support est cuit 30 secondes a 163°C afin d’induire
la réduction isotropique.



2.2.3. Matrice de plots d’hydrogel et d’oligonucléotides

Synthése de la 4-méthacryloloxybenzophénone (4-MABP)
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Figure 5-4 Synthése de la 4-méthacryloloxybenzophénone (4-MABP)

Le schéma de syntheése est présenté Figure 5-4. Dans un montage a reflux, 0,05 mol de
4-hydroxybenzophénone et 0,055 mol de triéthylamine sont introduits dans 50 ml de
diéthyléther. A 1’aide d’une ampoule de coulée, 0,05 mol de chlorure de méthacryloyle sont
ajoutés goutte a goutte au milieu réactionnel sous agitation en 5 minutes (un bain de glace
permet de refroidir le milieu si la réaction s’emballe). Le mélange est agité 18 heures a
température ambiante. La triéthylamine permet de piéger 1’acide cholorhydrique formé au cours
de la réaction. A la fin de la réaction, 40 ml d’eau distillée sont ajoutés au milieu. La phase
organique est lavée avec de I’eau distillée, séchée sur sulfate de magnésium anhydre puis le
solvant est éliminé a 1I’évaporateur rotatif. Le produit est conservé a 4°C a 1’abri de la lumiére.
Le produit obtenu est analysé par spectroscopie IR et RMN "H.
- IR (comparaison au spectre de I’hydroxybenzophénone) : apparition des bandes v(C=C) a
1653 cm™ et v(C=0 ester) a 1737 cm™ ; disparation de la bande v(OH) 43110 cm™) ;
- RMN 'H (500 MHz) dans CD;CN : 6 = 1,95 ppm (CHs-) ; 5,85- 6,34 ppm (Hemyieniques)
6,93-7,70 ppm (Haromatiques)-

Syntheése du poly-(DMAA-co-1%VPA-co-1%MABP)
Le N,N-diméthylacrylamide est distillé sous pression réduite afin d’éliminer le stabilisateur du

toluéne, 60°C, 18h
sous argon
/ + ZA>
ff OH
\l)\ S NJ/

DMAA 98 % VPA1% 4-MABP 1 %

AIBN 0,1 %

Figure 5-5 Synthése du poly-(DMAA-co-1%VPA-co-1%MABP)

réactif. Les trois monomeres sont mis en solution dans le toluéne anhydre dans les proportions
suivantes (en pourcentage de la masse totale) : N,N-diméthylacrylamide (DMAA) 98%, acide
vinylphosphonique (VPA) 1%, 4-méthacryloloxybenzophénone (4-MABP) 1%. 0,1%
d’azobisisobutyronitrile (AIBN) sont introduits pour I’initiation de la polymérisation. Le milieu
réactionnel est agité pendant 18 heures a 60°C, sous atmosphére d’argon. Le copolymeére est
précipité dans 1’éthanol, filtré, puis le solvant est éliminé a 1’évaporateur rotatif. Le produit est
par la suite conservé a 4°C a I’abri de la lumiére.

Le produit obtenu est analysé par spectroscopie RMN 'H (500 MHz) dans D,O. Les signaux
majoritaires sont ceux associés au monomere DMAA < 1,20  ppm (CHCON); 1,60 ppm
(CH,) ; 3,1 ppm (N(CHj3)) ; la présence de signaux des H éthyléniques indiquent que tous les
monomeres n’ont pas réagi). On observe également les signaux associés a la 4-MABP
(6=2,3 ppm (CHCO,) ; 7,0 - 8,3 ppm (Haromatiques))-



Formation de la matrice de plots d’hydrogels

Les principales étapes du protocole sont résumées sur la Figure 5-6. La solution de dépot est
préparée en mélangeant des volumes égaux de (i) la solution mere d’oligonucléotides (100
pmol.I" dans de I’eau Milli-Q), (ii) la solution de pré-polymére (1 mg.ml" dans I’eau Milli-Q) et
un tampon PBS (0,1 mol.I", pH = 7,4). [1] Cette solution est matricée a 1’aide d’un appareil de
dépdt non-contact piézoélectrique a la surface d’une feuille de PolyShrink™ au préalable lavée a
1’éthanol et séchée sous air comprimé (volume déposé : 0,4 a 8 nl par plot; espacement entre les
plots : 250 a 1000 um). [2] La matrice est ensuite séchée 30 minutes a 70°C puis irradiée sous
UV (1J, 254 nm, lampe Bio-Link® (BLX)) afin d’induire la réticulation du gel. [3] Le support
est ensuite lavé a I’eau Milli-Q, séché sous un flux d’air comprimé et enfin cuit 30 secondes a
163°C afin d’induire la réduction isotropique.

[1] Dépét 1 [2] Irradiation [3] Cuisson
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tides
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Figure 5-6 Préparation des plots mixtes hydrogel-oligonucléotides

2.3. Caractérisation des surfaces
2.3.1. Imagerie de surface

Profilométre a capteur confocal

Un profilometre NJ-Optimal a capteur confocal a haute résolution (nanoJura, France) a permis
d’enregistrer des profils de hauteur et de réaliser une image en trois dimensions des surfaces
considérées. L’appareil et son principe de fonctionnement sont présentés Figure 5-7. La hauteur
de la surface a un point donné est déterminée a I’aide d’une technique d’aberration.

En pratique, un rayon de lumiére blanche est dirigé sur la surface a 1’aide d’une lentille a
aberration chromatique axiale et du fait de cette aberration, le point de focalisation se trouve a
des positions z différentes pour chaque longueur d’onde. La Iumiére réfléchie est envoyée a
travers le sténopé au spectrometre qui fournit une courbe d’intensité du signal en fonction de la
longueur d’onde : I’intensité maximale correspond a la longueur d’onde focalisée. La résolution
en z est de "ordre du nm. Le balayage en (x,y) permet d’obtenir une image complete de la
surface par accumulation de profils avec une résolution de ~ 2 pm.
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Figure 5-7 Systeme de métrologie de surface NJ-Optimal (nanolura, France) a capteur confocal (a) Allure de

I"appareil. (b) Principe de fonctionnement (technique d’aberration axiale).

Microscopie électronique a balayage

Les images de microscopie ¢lectronique a balayage ont été enregistrées sur un microscope
Hitachi S800 FEG, fournissant une résolution de 2 nm a 30 kV pour une distance de travail de
5 mm et des tensions d'accélération possibles allant de 1 a 30 kV.

Un faisceau d’électrons projeté sur 1’échantillon a analyser génére des électrons secondaires de
basse énergie qui sont accélérés vers un détecteur amplifiant le signal. A chaque point d’impact
sur le détecteur correspond un signal électrique dont I’intensité dépend de la nature et de la
topographie de 1’échantillon au point d’impact. Il est ainsi possible, en balayant le faisceau sur
I’échantillon, d’obtenir une cartographie de la zone balayée. Pour les échantillons non
conducteurs, il est nécessaire d’effectuer au préalable une métallisation de la surface, réalisée
dans notre cas en déposant une couche or-palladium généralement d’une épaisseur de 4 nm.

2.3.2. Mesure d’angle de contact

Les surfaces ont été¢ caractérisées par mesure d’angle de contact en utilisant un appareil
« Digidrop-GBX », mis a disposition par le Dr. Puzenat a 1’Institut de Recherche sur la Catalyse
et I’Environnement. Une goutte d’eau (~ 5 ul) est déposée sur la surface a ’aide d’une seringue
(Figure 5-8) puis une caméra permet de suivre la forme de la goutte sur la surface et sa
stabilisation. Un logiciel dédié permet la mesure de I’angle de contact moyen.

Figure 5-8 Dépot d’une goutte d’eau pour la mesure de I’angle de contact. Une
goutte d’eau (~5 pl) est formée a I'extrémité d’'un capillaire a I'aide
d’une seringue. A l'aide d’un plateau mobile, la surface est amenée
délicatement au contact de la goutte qui s’y dépose par capillarité.



24. Détection de I’interaction
24.1. Marquage et génération du signal

Fluorescence
Des molécules de straptavidine couplée a la fluorescéine isothiocyanate (FITC) ont permis le
marquage de cibles biotinylées (Aex., = 490 nm, A¢, = 520 nm).

Chimiluminescence
Les plots positifs (cibles capturées) sont marqués par la peroxydase de raifort (en général par
I’intermédiaire du couple biotine / streptavidine).
Le signal de chimiluminescence est généré en déposant sur la surface soit :
i. une solution de luminol (200 pmol.I"), p-iodophénol (200 pmol.I") et peroxyde
d’hydrogéne (500 pmol.I") dans du tampon Véronal (Véronal 0.1 mol.lI", NaCl
0.1 mol.I", pH=8,5) ;
ii.  une solution de révélation commerciale SuperSignal ELISA Femto maximum sensitivity
substrate (Thermoscientific, Pierce).
Suivant I’intensité du signal, son acquisition est effectuée sur des durées allant de quelques
secondes a plusieurs minutes.

Colorimétrie

Deux marquages enzymatiques ont €t¢é utilisés (les structures des molécules et les mécanismes
associés sont présentés au Chapitre 1, paragraphe 5.2.2). La durée de 1’étape de révélation du
signal colorimétrique est fonction de la quantité de cibles immobilisées.

i. Les plots positifs (cibles capturées) sont marqués par la phosphatase alcaline (en
général par I’intermédiaire du couple biotine / streptavidine). Le signal colorimétrique
est généré en déposant sur la surface une solution de BCIP/NBT préte a ’emploi. La
solution est initialement jaune péle et un produit violet foncé précipite sur les plots
marqués par la phosphatase alcaline. La réaction est stoppée par lavage du support avec
un tampon PBS ou de I’eau distillée.

ii. Les plots positifs (cibles capturées) sont marqués par la peroxydase de raifort (en
général par ’intermédiaire du couple biotine/streptavidine). Le signal colorimétrique
est généré en utilisant un kit commercial TMB Membrane Peroxidase Substrate System
(3-Component) comprenant une solution contenant du TMB, une solution contenant du
peroxyde d’hydrogéne et une solution contenant un amplificateur permettant de
promouvoir la précipitation du produit coloré. La solution est initialement jaune péle et
un produit bleu foncé précipite sur les plots marqués par la peroxydase de raifort. La
réaction est stoppée par lavage du support avec de 1’eau distillée.

2.4.2. Instrumentation

Caméra CCD

Pour les mesures de chimiluminescence, l'acquisition de la lumiére émise a la surface des
différentes puces est réalisée a l'aide d’une caméra a capteur CCD (charged-coupled device)
refroidi @ — 30°C ou - 65°C. Le refroidissement du capteur permet de réduire considérablement



le bruit de fond électronique, et il est alors possible de mesurer des intensités lumineuses tres
faibles sur une durée pouvant aller jusqu'a plusieurs dizaines de minutes. L’échantillon est placé
dans une chambre noire isolée de la lumiére extérieure et la mise au point est effectuée grace a
un systeme de plateau et de lentilles motorisés.

Deux caméras de ce type sont disponibles au laboratoire :

i. une caméra CCD FUJIFILM® LAS-1000 équipée d'un thermo-module qui permet
de refroidir le capteur a une température de -30°C ;

ii. une caméra EM-CCD C9100-13 Hamamatsu équipée dun module de
refroidissement permettant d’atteindre une température de -65°C ; plus sensible et
supérieure en gamme dynamique a la précédente, elle a de plus I’avantage de
pouvoir étre utilisée a différentes résolutions optiques grace a un jeu d’objectifs.

Scanner de bureau

Un scanneur de bureau plat HP Scanjet 3770 (Hewlett-Packard) au format A4 et équipé d’un
capteur CCD a permis d’imager les signaux colorimétriques en couleurs réelles et en niveau de
gris avec une résolution optique maximale de 2400 dpi.

Microscope optique
Dans le cas d’un marquage fluorescent, les puces ont été imagées en utilisant un microscope de
fluorescence Zeiss équipé des filtres appropriés.

2.4.3. Analyse d’image

Les signaux de chimiluminescence ont été quantifiés en analysant les images acquises a 1’aide du
logiciel Image Gauge 4.0.

Afin de quantifier les intensités des signaux colorimétriques, les images en niveaux de gris
enregistrées ont été analysées en utilisant le logiciel GenePix Pro 6.0 (Molecular Devices).
L’intensité du signal sur un plot est calculée comme I’intensité médiane de I’ensemble des pixels
inclus dans un cercle définissant le plot. Le bruit de fond est évalué de fagon locale sur une
couronne entourant le plot (Figure 5-9). Le signal résultant sur une sonde donné est calculé
comme le signal moyen sur les différents réplicas. Dans certains cas, le contraste de I’image a
été au préalable optimisé (la comparaison entre deux images nécessite toutefois des parametres
de contraste identique).

Analyse et

_—
quantification

des signaux

Figure 5-9 Analyse des signaux (GenePix Pro 6.0) L'image représentée a
gauche en niveau de gris est un exemple de signal colorimétrique
obtenu sur membrane. La méme image est représentée a droite (en
fausses couleurs) : la couronne blanche correspond a la zone de
calcul du bruit de fond local pour le plot encerclé.



2.5. Protocole des tests sur puce
2.5.1. Test sur acides nucléiques (puce a oligonucléotides)

Test d’hybridation sur un couple modeéle d’oligonucléotides synthétiques (colorimétrie ou
chimiluminescence)
Le couple d’oligonucléotides suivant a été utilis€¢ comme modele sonde / cible :

i. sonde : NH,-C4-TTGAGGTGCATGTTTGTGCC (volume typique des gouttes pour le
matrigage 2,4 nl, espacement des plots 500 pm) ;
ii.  cible : biotine-GGCACAAACATGCACCTCAA.

En format haut-débit (membrane): Aprés lavage de la membrane avec un tampon PBS

(400 pl/ puits, température ambiante), la membrane est saturée avec 200 ul de PBSTA
(10 minutes, température ambiante). Les oligonucléotides cibles (a la concentration souhaitée)
sont pré-incubés avec la streptavidine marquée par I’enzyme de détection (HRP, AP) a 2 pg.ml”
dans PBSTA (10 minutes, 37°C), puis cette solution est incubée sur la membrane (100 pl/puits,
30 minutes, 37°C). La membrane est lavée avec un tampon VBS, puis 200 pl d’une solution du
substrat de I’enzyme sont ajoutés dans chaque puits a température ambiante afin de générer le
signal coloré. Un lavage PBS permet de stopper le développement de la coloration.

Sur PolyShrink™ (matrice de plots d’hydrogels) : Aprés lavage du support a I’eau distillée,
celui-ci est saturé a l’aide d’un tampon VBSTA (20 ul/cm?, 10 minutes, 37°C). Les
oligonucléotides cibles sont dilués a la concentration souhaitée dans un tampon VBSTA puis

incubés sur la matrice de sondes (20 pl/cm? 30 minutes, 37°C). Le support est lavé
abandamment a 1’eau distillée puis une solution de streptavidine marquée par I’enzyme utilisée
pour la détection (HRP ou AP) & 1 pg.ml”" dans VBSTA est incubée sur la matrice (20 pl/cm?,
30 minutes, 37°C). Le support est lavé abandamment a I’eau distillée puis une solution du
substrat de I’enzyme est ajoutée afin de générer le signal (20 pl/cm?, température ambiante).

Test colorimétrique de génotypage érythrocytaire
Le protocole des tests de génotypage érythrocytaire est détaillé au paragraphe 2.7.

2.5.2. Immunoessais (sur membrane)

Détection colorimétrique d’un allergene issu de la cacahueéte (systeme modele)

Matrigage : Une solution de lectine d’Arachis hypogaea a 1 mgml' est matricée sur la
membrane pour former une matrice de 8x6 plots identiques (2,4 nl par plot).

Test sur puce: Apres lavage avec un tampon PBS (400 pl/ puits, température ambiante), la
membrane est saturée avec 200 pul de PBSTA (10 minutes, température ambiante). La lectine (a
la concentration souhaitée) et les anticorps secondaires (anticorps polyclonaux anti-IgG de lapin
marqués par la phosphatase alcaline, 4 2 pg.ml"') sont préincubés ensemble dans PBSTA
(10 minutes, 37°C) puis cette solution est incubée sur la membrane (100 pl/puits, 30 minutes,
37°C). La membrane est lavée avec un tampon VBS, puis 200 ul de BCIP/NBT sont ajoutés
dans chaque puits a température ambiante afin de générer le signal colorimétrique. Un lavage
PBS permet de stopper le développement de la coloration.



Détection colorimétrique multiparamétrique d’allergénes dans des sérums humains

Réactifs : Un panel de protéines allergénes recombinantes (en solution dans PBS) de cerise
(rPru a4: 0,42 mg.ml'l; rPru al: 1,59 mg.ml'l; rPru a3: 1,86 mg.ml'l), pomme (rMal dl1: 0,11
mg.ml'l, rMal d3: 0,99 mg.ml'l, rMal d4: 1,15 mg.ml'l), noisette (rCor al: 0,48 mg.ml'l) et
pollen de bouleau (rBet v1: 0,82 mg.ml") ainsi que des extraits bruts de pomme (18 pg.ml") et
de cerise (419 pg.ml™") ont été fournis par le Dr. Stephan Scheurer (Paul Ehrlich Institute,
Germany), de méme qu’une série de sérums réactifs caractérisés par test InmunoCAP.

Matricage : Les différents allergénes et extraits sont matricés sans dilution préalable sur la
membrane (2,4 nl par plot, espacement entre les plots 500 pm) en duplicat. La matrice est
complétée par les deux contrdles positifs en triplicat (Figure 5-10).
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Figure 5-10 Plan de dépot des sondes
pour le diagnostic allergique

Test sur puce: Apres lavage avec un tampon PBS (400 pl/ puits, température ambiante), la
membrane est saturée avec 200 pl de PBSTA (10 minutes, température ambiante). Les
¢échantillons de sérum dilués au dixieme sont pré-incubés avec les anticorps secondaires
(anticorps monoclonaux anti-IgE humaine marqués par la phosphatase alcaline) 4 2 pg.ml” dans
PBSTA (10 minutes, 37°C) puis cette solution est incubée sur la membrane (100 pl/puits,
30 minutes, 37°C). La membrane est lavée avec un tampon VBS, puis 200 pl de BCIP/NBT sont
ajoutés dans chaque puits a température ambiante afin de générer le signal colorimétrique. Un
lavage PBS permet de stopper le développement de la coloration.

Test sandwich : détection de la protéine C-réactive sur membrane

Matrigage des sondes : Les anticorps de capture monoclonaux anti-CRP clone C5 (100 pg.ml™)
dans PBS (pH 7,4 ; 0,1mol.I"") sont matricés sur le support (2,4 nl par plot, espacement entre les

plots 500 um). La matrice est complétée par un ensemble de témoins positifs et négatifs.

Test sur puce : Apres lavage avec un tampon VBS (400 pl/ puits, température ambiante), la
membrane est saturée avec 200 pl de Low Cross Buffer (10 minutes, température ambiante).
Une solution contenant la protéine C-réactive (a la concentration souhaitée), 1’anticorps
secondaire monoclonal anti-CRP biotinylé clone C7 (a la concentration souhaitée), et la
streptavidine marquée par la phosphatase alcaline (2 pg.ml™) dans un tampon Low Cross / VBS
1:5, est incubée sur la membrane (100 pl/puits, 30 minutes, 37°C). La membrane est lavée avec
un tampon VBS (400 pl/ puits, température ambiante), puis 200 ul de BCIP/NBT sont ajoutés
dans chaque puits a température ambiante afin de générer le signal colorimétrique. Un lavage
PBS permet de stopper le développement de la coloration.



2.6. Automatisation des tests colorimétriques sur plaque de filtration (96 puits)

2.6.1. Instrumentation

Les tests a haut-débit (microplaque 96 puits) ont été automatisés au moyen d’un automate
Freedom EVO75 fabriqué par Tecan (Suisse) et présenté sur la Figure 5-11.
L’appareil est équipé des fonctionnalités suivantes :

i.  un bras manipulateur permet de déplacer microplaques et couvercles ;

ii. un bras pipetteur permet le transfert des solutions entre les réservoirs et les microplaques
par aspiration et éjection (volumes pris en charge : 10 pul a 1 ml), ainsi que le mélange des
solutions dans les micropuits ; il est possible d’utiliser un seul canal ou les 8 canaux de
maniére solidaire ;

iii.  un bloc chauffant (EchoTherm, Torrey Pines Scientific) ;

iv.  une station de filtration sous vide (Millipore®) permet 1’élimination des échantillons par

filtration lors de I’utilisation de plaques filtrantes (fond de puits membranaire).

automate EVO75

bras pipetteur
.r e s bras manipulateur

bystéme fluidique

support de cones
Imi y

bloc chauffant

poubelle a cones .
module de filtration

sous vide

réservoirs portair a microplaques

Figure 5-11 Automate EVO75 (Tecan) utilisé pour 'automatisation des tests a haut-débit
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Figure 5-12 Capture d’écran du logiciel EvOWARE utilisé pour piloter 'automate
Sur la droite se trouvent la liste des commandes du protocole (en
haut) et la table de travail (en bas).

L’automate est piloté par le logiciel dédi¢ EVOWARE, Tecan (Figure 5-12). Il est associé a un
scanner A4 de bureau classique pour I’imagerie des plaques aprés développement du signal
colorimétrique.

2.6.2.

Protocole

Deux types de procédures sont mis en jeu pour le traitement des plaques filtrantes.

1.

ii.

Dans le cas d’un lavage simple, le dépdt de la solution dans le puits se fait alors que
I’aspiration est activée : les solutions sont directement aspirées a travers la membrane.
Lorsque la solution doit étre incubée sur la membrane, on procede différemment : un
premier volume de solution est déposé, puis aspiré a travers la membrane afin de charger
la totalité de la membrane poreuse avec la solution et d’emmener les réactifs en contact
avec le sondes immobilisées sur sa face externe. Un second volume de solution est
déposé puis incubé le temps voulu sur la membrane.

Les étapes générales du protocole, schématisées sur la Figure 5-13, sont les suivantes :

1.

ii.

iii.

1v.

Vi.
Vil.

lavage de la membrane (élimination des sondes non immobilisées) ;

saturation de la membrane (solution tampon contenant 1% m/v d’albumine de sérum
bovin et 0,1% v/v de Tween 20®) ;

incubation thermostatée sur la membrane d’une solution cocktail contenant I’échantillon
(cibles) et les molécules de marquage (éventuellement pré-incubés ensemble) ;

lavage de la membrane (élimination des cibles et marqueurs non capturés) ;

incubation sur la membrane d’une solution de BCIP/NBT a température ambiante afin
de générer un signal colorimétrique ;

lavage de la membrane (arrét de la réaction de révélation) ;

acquisition a l’aide d’un scanner d’une image des membranes révélées (prise par
dessous).
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Figure 5-13 Protocole de filtration automatisé (détail pour un puits) (1) Une premiére étape de lavage permet d’éliminer les sondes non immobilisées (le
vide est enclenchée pendant I'ajout de la solution de lavage qui est directement filtrée a travers la membrane). (2) Une solution de saturation
est incubée sur la membrane (~ 10 minutes) puis éliminée par filtration. (3) S’ensuit une incubation thermostatée d’une solution contenant a
la fois les marqueurs et cibles sur la membrane. (4) Une deuxiéme étape de lavage permet déliminer les cibles et les marqueurs non capturés
sur la matrice de sondes. (5) Enfin une solution du substrat de I'enzyme de marquage (BCIP/NBT) est ajoutée sur la membrane afin de générer
le signal colorimétrique. (6) Pour finir, un dernier lavage permet de stopper la réaction de coloration avant |'acquisition d’une image.



2.7. Tests de génotypage érythrocytaire

Le test de génotypage érythrocytaire implique deux phases successives: (i) une phase de
préparation de I’échantillon a partir de 1’échantillon de sang total (extraction de I’ADN
génomique, amplification par PCR), puis (ii) la phase d’hybridation sur puce proprement dite
(Figure 5-14).

2.7.1. Polymorphismes sélectionnés

Six SNP associés a quatre systémes sanguins distincts et liés a des antigénes d’importance
clinique ont été étudiés. Le Tableau 5-1 résume les caractéristiques des polymorphismes
considérés et les notations correspondantes (en accord avec les recommandations de I’ISBT). A
ceux-ci se sont rajoutés deux autres SNP associés aux systémes Duffy et correspondant aux
alleles rares FY*X et FY*FY.

Tableau 5-1 Polymorphismes étudiés

Syst2me SNP Antigénes  Allzles
KEL1 KEL*1
T698C KEL2 KEL*2
Kell {00s) KEL3 KEL*3
To6lC KEL4 KEL*4
. JK1 JK*1
Kidd (009) ~ G838A | > K2
FY1 FY*1
Duffy (008)  G125A V2 Fyi2
MNS1 MNS*1
MNS (002)  C59T VINSD VINS*2
MNS3 MNS*3
Ti4sc MNS4 MNS*4
2.7.2. Préparation des échantillons

Banque d’échantillons phénotypés (ADN génomique)

Les échantillons de sang ont été collectés a ’EFS-RA avec consentement éclairé des donneurs
puis utilisés sous couvert de I’anonymat. Les donneurs concernés sont en majorité de type
caucasien.

L’ADN génomique a été extrait de 1’échantillon en utilisant un extracteur automatique (MagNA
pure, Roche Diagnostics) qui procede a une lyse cellulaire puis isole I’ADN par complexation
sur des billes magnétiques (concentration de I’ADN extrait = de 80 a 1500 ng.ul™). Le principe
de I’extraction est résumé sur la Figure 5-15.

Amplification par PCR multiplexe

L’amplification par PCR permet d'obtenir d'importantes quantités d'un fragment d'ADN
spécifique et de longueur définie (~ million de copies en quelques heures) a partir d'un
¢chantillon complexe et peu abondant. Le principe de cette technique enzymatique est rappelé
Figure 5-16.
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Figure 5-15 Principe de [I'extraction d’ADN basée sur lutilisation de particules magnétiques (source
www.roche-applied-science.com) (a) L’addition d’un tampon de lyse et de la protéinase K a
I’échantillon de sang total entraine la lyse cellulaire et la digestion des protéiines. (b) L’ADN se lie sur
la surface des billes magnétiques ajoutés a I"échantillon. (c) Séparation magnétique du complexe
billes-ADN. (d) Elimination des débris cellulaires par lavages intensifs. (e) Séparation magnétique du
complexe billes-ADN. (f) L'ADN est élué a haute température et les particules magnétiques sont
séparées du milieu.
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Figure 5-16

Principe de "amplification par PCR (a). Déroulement du premier cycle de PCR : (1) L’échantillon est
porté a 95°C afin d’obtenir deux brins d’ADN monocaténaire, c’est la phase de dénaturation. (2) La
température est ramenée en dessous de la température de fusion des amorces (typiquement entre
45-60°C) afin que celles-ci s’hybrident sur les monobrins. Les deux amorces encadrent la zone a
amplifier. (3) L'enzyme Taq Polymérase permet I'élongation des amorces en présence de dNTP (a
72°C). (b) Enchainement des cycles : Ce cycle de réplication de trois étapes est répété N fois a
I'identique, en utilisant les produits de chaque étape de synthese comme matrices pour les étapes
suivantes. A partir du 3°™ cycle, on obtient les brins courts recherchés. L’amplification obtenue est
exponentielle et les brins courts s’accumulent trés rapidement dans le milieu (2").



La technique de PCR multiplexe (PCR MPX) permet d’amplifier en une seule manipulation
plusieurs séquences d’ADN simultanément, en utilisant un ensemble de couples d’amorces
spécifiques de 1’ensemble des séquences ciblées. Les séquences des amorces utilisées pour
I’amplification des six SNP et les conditions d’amplification ont été optimisées a I’EFS-RA.
L’utilisation d’une amorce sens marquée par une biotine en 5’ permet de générer des amplicons
eux-mémes marqués. Les séquencesdes amorces sont rapportées dans le Tableau 5-2 (pour des
raisons de propriété intellectuelle les amorces correspondant a MNS*/ et MNS*2 ne sont pas
divulguées ici). Les amorces ont été synthétisées par Eurogentec (Belgique) avec une
purification par HPLC sur colonne phase inverse.

La PCR MPX a été réalisée sur un thermocycleur Tprofessional (Biometra, Allemagne) en
barrette de huit puits ou bien en plaque 96 puits. Les conditions d’amplification sont les
suivantes : tampon PCR 10X (150 mmol.I", Tris-HCI 500 mmol.I", KC10,1 % Tween 20®),
MgCl, (25 mmol.I"), dNTP (2,5 mmol.l"), Taq ADN Polymerase (5 unités par 1). Les
différentes amorces spécifiques sont introduites a des concentrations préalablement optimisées.
Apres activation de I’enzyme (93°C, 5 min), ’ADN subit 35 cycles comprenant chacun les
étapes suivantes : (1) dénaturation (95°C, 20 s), (2) hybridation (57,5°C, 30 s) et (3) ¢longation
(72°C, 30%s).

Tableau 5-2 Amorces utilisées pour la PCR multiplexe

Systeme aﬂ:ﬁil;:s Séquence de I'amorce (5" vers 3') (JI\'}SE)E)
Kell (006) KEL*1  Biot- GGT AAA TGG ACT TCC TTA AAC TTT AAC CGA 58
KEL*2 TGT GTC TTC GCC AGT GCATC 55
KEL*3  Biot- ACT CTT CCT TGT CAA TCT CCATCA CTT 57
KEL*4 CAT GCC CAC AGT CTT CTG GC 56
Kidd (009) JK*1 Biot - CTC AGT CTT TCA GCC CCA TTT GA 55
JK*2 AGC GCC ATG AAC ATT CCT CC 54
Duffy (008) FY*1 Biot - ATG ATT CCT TCC CAG ATG GAG ACT ATG 58
Fy*2 TGC CCA CAG CCA GCT GT 52
MNS (002)  MNS*3  Biot- AGT GAA ACG ATG GAC AAG TTG TCC 56
MNS*4 GATT CC AAA ATG ATTT TTT TTC TTT GCA CAT GT 56

Caractérisation

Les produits de PCR sont ensuite contrélés par migration (20 min, 190 V) sur gel d’agarose a 2
% dans une cuve a électrophorese suivie d’une révélation au bromure d’éthidium (Figure 5-17).
La qualité de la PCR et la longueur des amplicons (entre 100 et 450 paires de bases) ont
¢galement été wvalidées par électrophoreése capillaire. Pour des raisons de propriétés
intellectuelles la longueur exacte des amplicons ne sera pas divulguée ici.
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Figure 5-17 Exemple de controle de I'amplification sur gel d’agarose
Chaque colonne correspond a un produit de PCR distinct,
sauf les deux colonnes externes qui correspondent a un
marqueur de taille.

2.7.3. Test d’hybridation haut-débit

Sondes

Les séquences et caractéristiques des sondes utilisées sont détaillées dans le Tableau 5-3. Pour
des raisons de propriété intellectuelle les séquences des sondes spécifiques des alleles MNS*/,
MNS*2, FY*FY, FY*NoFY, FY*X et FY*NoX ne sont pas divulguées ici.

Tableau 5-3  Sondes utilisées pour la détection des polymorphismes étudiés

Systeme Aligle Séquence (9' vers 3') Longueur Tm (°C)
(ph) (2AT+4EBC)
KELL (006) KEL*1 GTC TCA GCA TTC GGT TA-C4-NH, 17 50
KEL*2 TCT CAG CGT TCG GTT A-Cg-NH, 16 48
KEL*3 GGA ACA GCC ATG AAG TGA-C¢-NH, 18 54
KEL*4 GAA CAG CCG TGA AGT GA-C4-NH, 17 52
KIDD (009) JK*1 AGT AGA TGT CCT CAA ATG G-C¢-NH, 19 54
IK*2 AGT AGA TGT TCT CAA ATG G-C¢-NH, 19 52
DUFFY (008) Ey*1 AGG TTG GCA CCA TAG TCT C-C¢-NH, 19 58
FY*2 GGT TGG CAT CAT AGT CT-Ce-NH, 17 50
FY*NoX 19 62
FY*x 19 60
FY*NoFy 19 56
FY*FY 19 58
MNS (002) MNS*1 21 56
MNS*2 21 58
MINS*3 ATA GGA GAA ATG GGA CAA CT T-C¢-NH, 21 58
MNS*4  TAT AGG AGA AAC GGG ACA ACT TG-Ce-NH, 23 66

Matrigage sur le support

Les solutions de dépot sont préparées en diluant les oligonucléotides sondes dans un tampon
PBS (0,1 mol.I", pH = 7,4). Les concentrations utilisées varient de 10 & 50 umol.I"". Le support
de dépot est une microplaque a 96 puits de filtration (Multiscreen HTS-HA, Millipore). Un motif
identique est matricé sur chaque fond de puits, sur la face externe de la membrane scellée.



Les solutions sont matricées sur le support par dépdt non-contact (volume déposé par plot : de
1a 4nl; distance entre les plots ~ 500 um). En plus des sondes spécifiques déposées en
plusieurs réplicas, un ensemble de plots de controle (négatif et positif) est également matricé sur
la surface. La Figure 5-18 présente un plan de dépot typique, répété dans chaque puits. La plaque
fonctionnalisée avec les sondes sera nommée « plaque HiFi-Blood 96™».
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Figure 5-18 Plan de dépot des sondes de génotypage érythrocytaire
utilisé pour la validation a moyenne échelle

La fabrication des plaques utilisées pour la validation a moyenne échelle a été sous-traitée par
Scienion (Allemagne), et réalisée également a 1’aide d’un systéme de dépot non-contact.

Test d’hybridation automatisé

Les tests d’hybridation haut-débit sont effectués suivant un protocole automatisé sur I’automate
EVO 75 (Tecan) décrit précédemment (Cf. paragraphe 2.6.1). Les échantillons a analyser sont au
préalable amplifiés par PCR MPX en utilisant un format de plaque a 96 puits. La plaque
d’échantillons est transférée directement sur l’automate (sans purification) pour la phase
d’hybridation sur la plaque HiFi-Blood 96™ (60 min pour 96 échantillons).

Chaque membrane est lavée avec 400 ul/puits de PBS (0,1 mol.l"', pH=7,4) puis saturée 10
minutes a température ambiante avec 200 ul de PBSTA (PBS, Tween 20® 0,1% (v/v), BSA 1%
(m/v)). Pendant ce temps, les échantillons sont dilués d’un facteur 5 dans une solution de
streptavidine-phosphatase alcaline & 20 pg.ml™" dans PBSTA et pré-incubés 10 minutes a 50°C.

™ . r . By
6" et incubés 10 minutes a

Les échantillons sont ensuite transférés sur la plaque HiFi-Blood 9
50°C sur la membrane (hybridation et marquage). La membrane est rincée avec 400 ul de
tampon Véronal (0,1 mol.I", pH 8,5) puis 200 ul de solution de BCIP/NBT préte a I’emploi sont
ajoutés dans chaque puits afin de générer le signal colorimétrique sur les plots positifs

(~15 minutes a température ambiante).

Une image des membranes (fond de plaques) acquise grace a un scanner de bureau permet la
quantification et I’analyse des signaux colorimétriques.



Conclusion et perspectives

Outil d’analyse multiparamétrique haut-débit par détection colorimétrique

Les travaux menés dans cette thése ont conduit a la mise au point d’un support d’analyse
multiparamétrique haut-débit pour la réalisation de tests sur acides nucléiques et d’immunotests
colorimétriques (HiFi-assays). Cette technologie a fait I’objet d’un dépot de brevet.

L’outil développé se présente sous la forme d’une microplaque de filtration a 96 puits de
dimension standard, chacun des puits permettant 1’analyse multiparamétrique d’un échantillon.
Ce format compatible avec les chaines robotiques standard a permis 1’automatisation du test
donnant ainsi acceés a un haut-débit d’analyse. Le fond de chaque puits est constitué d’une
membrane poreuse (Multiscreen HTS-HA, Millipore®) a travers laquelle les échantillons
peuvent étre filtrés. En outre, celle-ci joue ici le réle de support pour I’immobilisation d’une
matrice de biomolécules sondes de basse densité (50 plots). La porosité du substrat permet une
immobilisation en trois dimensions des sondes dans la membrane, ce qui génére une importante
densité de sondes dans les plots et par conséquent une sensibilité accrue de la détection.

Ce type de plaque permet d’éliminer par filtration les échantillons et réactifs déposés dans les
puits, créant une circulation unidirectionnelle des flux de réactifs qui minimise les
contaminations. De plus, ’aspiration des échantillons a travers la membrane permet de faire
passer la totalité d’un échantillon faiblement concentré en cible sur la matrice de sondes et donc
d’améliorer la sensibilité de la détection. Une application de 1’analyse d’échantillons de grand
volume faiblement concentrés serait par exemple la détection de polluants en faible quantité pour
le controle de la qualité de 1’eau.

L’originalit¢ de la méthode consiste en I’immobilisation des biomolécules sondes sur la face
externe de la membrane scellée en fond de puits. L’application d’un vide permet de faire
pénétrer les échantillons déposés dans les puits & I’intérieur de la membrane et d’amener les
cibles au contact des sondes immobilis€es sur la face externe. D’une part, cette technique de
fabrication rend le matrigage des sondes et la lecture du signal plus aisés. D’autre part, une
grande partie des contaminants reste piégée a I’intérieur du puits, ce qui entraine une forte
diminution du bruit de fond sur la face externe, résultat particuliérement appréciable dans le cas
d’immunotests sur un sérum complexe.

Enfin, le support poreux s’est révélé particuliérement avantageux pour la détection par
colorimétrie. Celle-ci repose sur le marquage des plots positifs par I’enzyme phosphatase
alcaline, qui génére un produit coloré, en catalysant la dégradation du BCIP/NBT. Lorsque le
produit coloré précipite, il est piégé dans le support poreux, ce qui permet d’obtenir des signaux
plus intenses. Des gammes de détection dynamiques supérieures a deux décades ont pu étre
obtenues, résultat trés satisfaisant dans le cas d’une détection colorimétrique.

Cet outil d’analyse haut-débit a été utilisé a la fois pour la mise en ceuvre de tests
d’hybridation et d’immunotests. L’¢tude de systemes modeles a permis de démontrer
qu’oligonucléotides et protéines pouvaient étre immobilisés efficacement sur la membrane avec



une reproductibilité élevée (coefficient de variation ~5 %) et que la quantité de sondes sur le
support pouvait étre controlée. A priori, I’immobilisation des biomolécules sur la membrane
repose sur des interactions faibles.

Deux applications particulieres ont été étudiées: le génotypage érythrocytaire sur puce a
oligonucléotides et le diagnostic allergique sur puce a protéines. Cette technologie est cependant
adaptable a de nombreuses autres applications. Pour les tests d’hybridation on peut notamment
envisager de la mettre en oeuvre pour la détection d’agents pathogenes et pour toute autre
application de génotypage. Dans le cas des immunotests, nous avons déja évoqué la détection
d’auto-anticorps dirigés contre des marqueurs du cancer, mais elle pourrait également &tre
appliquée a la détection d’infections virales.

En outre, un ensemble d’anticorps a également été immobilisé sur la membrane, notamment pour
la mise en ceuvre d’un test sandwich. Cet essai monoparamétrique a démontré la possibilité
d’utiliser un anticorps immobilis€é pour la détection de protéines par colorimétrie sur la
membrane. Le passage a un test multiparamétrique nécessiterait cependant de nombreuses
optimisations du fait des multiples interactions croisées pouvant survenir entre les différents
anticorps.

Outil de génotypage érythrocytaire étendu haut-débit (test HiFi-Blood 96™)

Le génotypage érythrocytaire étendu a fait I’objet d’une étude approfondie. Un panel de
12 sondes a été immobilisé sur la membrane afin de permettre 1’analyse de six polymorphismes
d’un nucléotide (SNP) associés a 12 antigénes érythrocytaires cliniquement importants.

L’outil de génotypage étendu a été validé sur un panel de 293 donneurs en comparant les
résultats de génotypage aux phénotypes obtenus par sérologie. Pour cinq polymorphismes sur
six, les deux résultats furent en accord dans plus de 97 % des cas. Ces performances restent en-
dega de celles rapportées dans la littérature pour deux outils de génotypage érythrocytaire en
voie d’industrialisation : HEA BeadChip™ (99,5% pour 2000 donneurs) et BloodChip® (99,9%
pour 3000 donneurs). Cependant ces deux produits sont a un stade de développement nettement
plus avancé que le test HiFi-Blood 96™ qui reste trés prometteur a ce stade, d’autant plus que
cet outil apporte une solution concurrentielle d’un point de vue économique.

Cette premicre validation réalisée a moyenne échelle a toutefois mis en évidence quelques
lacunes de D’outil actuel. Tout d’abord, une performance insuffisante de 1’analyse du
polymorphisme associé aux antigenes MNS1 et MNS2 est a déplorer. Les intensités des signaux
observés sont faibles ce qui induit un pourcentage d’erreur élevé lors de la quantification des
intensités associées a ces deux sondes et résulte donc en une faible fiabilité du score calculé. 11
est fort probable qu’un défaut de la PCR multiplexe soit a I’origine de cette faible réponse. Il
sera nécessaire d’améliorer cette étape particulierement délicate.

Par ailleurs, le panel de sondes utilis€ pour 1’analyse des antigénes FY1 et FY2 est apparu
insuffisant. En effet, il est nécessaire d’inclure des sondes spécifiques des alléles rares FY*X et
FY*FY a ’origine d’une expression faible ou silencieuse de 1’antigéne FY2. Deux couples de
sondes ont d’ores et déja été développés et soumis a une série de tests préliminaires sur des



¢chantillons porteurs des alleles FY*X et FY*FY. Les mutations correspondantes ont été
détectées avec succes et ces quatre sondes seront intégrées a la matrice.

A court terme, des sondes spécifiques des antigénes RHC et RHE doivent également &tre mises
au point. En ce qui concerne I’intégration de sondes spécifiques d’autres polymorphismes, notre
objectif n’est pas 1’intégration d’un large panel de sondes qui serait le plus exhaustif possible
afin de couvrir un maximum de polymorphismes identifiés (comme cela a été fait notamment sur
la plateforme BloodChip® qui analyse 128 SNP), mais plutét de définir un ensemble limité
d’antigénes associés a des anticorps cliniquement importants pour le groupe ethnique
majoritairement étudié, a savoir le type caucasien en France. D’une part, la densité de plots
limitée sur la surface restreint en effet le nombre de SNP qu’il est possible d’analyser par puits.
D’autre part, ’analyse d’un nombre tres élevé de parametres entrainerait un surcoiit important, et
celui-ci ne pourrait étre pris en charge par les banques du sang dans le cas d’un criblage a grande
¢chelle. Par ailleurs, un avantage de cette technique est que la matrice de sondes immobilisées
est facilement modifiable : le panel de sondes peut donc étre facilement adapté aux spécificités
du groupe ethnique étudié.

Enfin I’outil HiFi-Blood 96™ profite du support d’une jeune entreprise créée autour de
cette technologie, AXO Science, et de la mise en place d’un projet financé par 1’Agence
Nationale pour la Recherche autour de ce sujet. Dans ce cadre, une étude a grande échelle va étre
mise en place, permettant 1’élaboration des nouvelles sondes et I’amélioration du panel de
références utilisé pour la détermination du génotypage. Cette étude vise également & obtenir la

6™. Pour cette étude,

certification européenne pour la plaque de génotypage HiFi-Blood 9
I’ensemble du test (extraction, génotypage et hybridation) sera automatisé. Par ailleurs, un
logiciel d’analyse des signaux colorimétriques dédié au génotypage érythrocytaire est en cours

de développement.

Supports d’immobilisation innovants pour tests colorimétriques

La deuxiéme partie des travaux s’est intéressée au développement de supports innovants
pour I’immobilisation de biomolécules (principalement des oligonucléotides) pour la mise en
ceuvre de tests colorimétriques.

Dans un premier temps, les performances de tests d’hybridation haut-débit obtenues sur la
membrane ont été comparcées a4 deux autres matériaux. Le premier matériau considéré est une
surface de polystyréne, support standard pour I’immobilisation de biomolécules pour les tests
ELISA. Les résultats obtenus sur la surface de polystyréne brute furent médiocres. L activation
de la surface par des fonctionnalités aldéhyde a permis d’augmenter la densité de sondes sur la
surface, mais les performances d’analyse sont restées bien en-deca de celles atteintes avec la
membrane.

Le deuxiéme matériau étudié fut un adhésif double-face. Si les signaux colorimétriques restent
moins intenses que sur la membrane, ils dépassent largement ceux obtenus sur le polystyréne
activé. Cependant, il a été montré que la densité de sondes sur le support adhésif était faible. La
bonne sensibilité des tests colorimétriques peut s’expliquer par le fait que la couche d’adhésif,



poreuse, permet de retenir le précipité coloré qui se forme, ce qui n’est pas le cas des surfaces
planes de polystyréne. Par ailleurs, les plots formés sur la surface d’adhésif ont des diamétres
inférieurs a ceux obtenus sur la membrane ce qui permet d’atteindre des densités de plots plus
¢levées sur la surface sensible. En outre, les propriétés adhésives de ce support sont tres
intéressantes pour son intégration dans des systémes miniaturisés.

Dans un second temps, un polymére particulier, le PolyShrink™, a été évalué comme
support pour I’immobilisation d’oligonucléotides. Ce polymeére a base de polystyréne a comme
propriété de se réduire en taille de maniére isotropique sous 1’effet de la chaleur. Il offre ainsi
une voie intéressante pour la fabrication de systémes miniaturisés, permettant notamment de
décroitre la taille des plots de sondes formés a sa surface. L’immobilisation d’oligonucléotides
sur la surface de PolyShrink™ brute est apparue médiocre. Afin de la promouvoir, une stratégie
d’immobilisation des biomolécules dans des plots d’hydrogels a été mise au point. Les
oligonucléotides sont capturés in situ par couplage covalent, lors de la polymérisation du plot de
gel. La réduction isotropique du support sous I’effet de la chaleur permet d’obtenir des plots de
diametre réduit (60 pm) mais d’une hauteur accrue (6 pm). Il a été démontré par des études en
chimiluminescence et en colorimétrie, que les oligonucléotides ainsi greffés dans les plots
restaient accessibles pour ’hybridation et permettaient la détection quantitative et spécifique
d’une cible dans un échantillon. Une étude plus poussée reste toutefois nécessaire, notamment
afin de déterminer avec précision la limite de détection du systeme.

Aprés la mise au point des conditions expérimentales sur un couple d’oligonucléotides
sonde/cible modele, les performances analytiques de ce systéme seront évaluées sur un
¢chantillon réel, avec a terme pour objectif I'intégration d’une telle matrice dans un systeme
miniaturisé.
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TAAs (tumor-associated antigens) microarrays were designed to detect auto-antibodies directly in

patient sera. Twelve different probes were chosen according to their described occurrence in cancer
pathologies (Cyclin B1, Cyclin D1, Complement factor H, c-myc, IMP1, p53, p62, survivin, Her2/neu,
Koc, NY-ESO-1 and PSA). Microarrays of these 12 proteins were immobilized within the
nitrocellulose/cellulose acetate membrane of a 96-well filtering microtiter plate bottom. The captured
auto-antibodies were detected using a staining approach based on alkaline phosphatase labeling. Thus,
the presence of specific auto-antibodies in samples was visualized through the positive staining of the
corresponding TAA spots. The TAA HiFi microarrays were shown to be able to capture specific

purified anti-TAA antibodies. In real samples, 9 proteins from the 12 TAAs panel were shown to
generate specific signal and 5 antigens (p53, NY-ESO-1, IMP1, cyclin Bl and c-myc) were shown to
have interaction with more than 10% of the positive sera from cancer patients. This protein subpanel
was proven to be able to detect 72.2% of the cancer patients tested (within a 34 panel of 18 patients and

16 healthy donors).

Introduction

Cancer remains the major public health problem in developed
countries, after cardiovascular diseases, with currently 25 million
persons concerned worldwide. In a 2008 WHO report, the
number of incident cases of cancer was estimated to 12.4 million
(6.7 million men and 5.7 million women).! Within this large
patient population, more than 60% lost their fight against cancer,
mainly because of late pathology detection.? Indeed, noninvasive
tumor diagnoses are usually performed using imaging tech-
niques, really useful for pathology follow-up, but rarely accurate
enough to detect tumors in their early development stage.

In order to cope with this issue, oncologists required innova-
tive and noninvasive early detection methods. In this context,
cancer molecular diagnosis based on serum profiling is a partic-
ularly attractive concept since a single draw of blood would allow
the identification of different cancers. Here, tumor-associated
antigens (TAAs) are of great interest because their serological or
cellular level variations induce auto-immune responses, early
during the tumor development.’Therefore, the detection of
aberrant levels of auto-antibodies against TAAs in serum might
provide a powerful early diagnosis tool.*

“Equipe Génie Enzymatique, Membranes Biomimétiques et Assemblages
Supramoléculaires, Institut de Chimie et Biochimie Moléculaires et
Supramoléculaires, Université Lyon I—CNRS 5246 ICBMS, Batiment
CPE—43, bd du 11 novembre 1918, 69622 Villeurbanne, Cedex, France.
E-mail:  christophe.marquette@univ-lyonl.fr;  christophe.marquette@
axoscience.com

"Etablissement Frangais du Sang Rhone-Alpes, Lyon, France

Although the mechanisms leading to auto-antibody produc-
tion in cancer patients are not completely deciphered, the avail-
able data show that most TAAs are proteins whose deregulation
could lead to tumorigenesis. The most obvious ones are tumor
suppressor gene products (p53° and Her2/neu®), or cell cycle
control proteins (cyclin B1 or cyclin D1), whose auto-immunity
has been reported in cancer patients.” Koc, p62 and IMP-1, three
proteins containing similar RNA-binding motifs, were identified
as well as TAAs since their mRNAs were over-expressed in
cancer cells and specific auto-antibodies were detected in patient
sera.®® Other miscellaneous TAAs were also described such as
the anti-apoptotic cellular protein survivin,’®!! the oncogene
product c-myc,'>!* the calcium-dependent cell-cell adhesion
glycoprotein P-cadherin,™ the phosphoglycerate kinase-1,'* the
prostate specific antigen'®'” and the differentiation and cancer
testis antigen NY-ESO-1.'

Each of these auto-antibodies can be detected in patients’ sera
using monoparametric immunoassays such as the traditional
ELISA.*2° This classical approach was used to demonstrate the
diagnosis benefit of the concept. However, working routinely
with single parameter format assays would be highly expensive
and time consuming for clinicians since each specific antibody
will have to be measured in a separate assay. Furthermore, the
number of samples to analyze is constantly increased, generating
a real demand for new multiplex and high-throughput assay
tools. Recently, our group proposed a cost effective solution to
overcome such issues using a multipurpose microarray based
platform for multiparametric and high-throughput filtration
assays (HiFi-assays) (Fig. 1).2! Combining the multiparametric
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Fig. 1 HiFi-assay design and filtering protocol. The probes are spotted onto the membrane bottom and immobilized within the membrane material
(nitrocellulose/cellulose acetate). Inset: a typical flat bed scanner image of the stained positive spots.

performances of microarray technology with a 96-well format
standard for robotic, this fully automated diagnostic tool
permitted very high-throughput processing of samples in clinical
laboratory conditions.

Of course the multiplex membrane such as dot blotting assay
or peptide mapping already exists. The innovation is here to
produce a diagnosis tool in a complete automated format for the
detection of autoantibodies in complex samples. The use of
a multiparametric assay presents several advantages for cancer
diagnosis, allowing the detection of a panel of auto-antibodies in
a single assay format and enabling to reduce not only the assay
duration but also the sample and reagent volumes. In the present
report, a proof of concept of this approach for the early diagnosis
of cancer is presented based on the multiplex detection of auto-
antibodies against 12 TAAs (Cyclin B1, Cyclin D1, Complement
factor H, c-myc, IMP1, p53, p62, survivin, Her2/neu, Koc,
NY-ESO-1land PSA). The potential use of the system for cancer
detection was demonstrated on a panel of cancer patients. The
benefit of combining the detection of five anti-TAA auto-anti-
bodies (p53, NY-ESO-1, IMPI, cyclin Bl and ¢c-myc) was evi-
denced by a prediction rate of 72.2%.

Materials and methods
Antigens, antibodies and reagents

Recombinant full length Cyclin Bl, Cyclin D1 and p53 were
supplied by Santa Cruz Biotechnology (USA). Polyclonal anti-
Complement Factor H antibodies developed in rabbit, polyclonal
anti-cyclin B1 antibodies developed in rabbit, polyclonal anti-
cyclin D1 antibodies developed in rabbit, polyclonal anti-c-myc
antibodies developed in rabbit, polyclonal anti-IMP1 antibodies
developed in rabbit, polyclonal anti-p62 antibodies developed in
rabbit, polyclonal anti-survivin antibodies developed in rabbit,
monoclonal anti-Her2/neu antibodies (clone 4B8) developed in
mouse, monoclonal anti-NY-ESO-1 antibodies (clone E978)

developed in mouse, monoclonal anti-pS3 antibodies (clone
DO-7) developed in mouse, bovine serum albumin (BSA) and
Complement Factor H (CFH) were obtained from Sigma-Aldrich
(France). c-myc, IMP1, p62 and survivin were purchased from
Proscience (USA). Recombinant Her2/neu was obtained from
Alpha Diagnostic International (USA). IMP3 was supplied by
Abnova (Taiwan). Recombinant full length NY-ESO-1 was
purchased from Spring Bioscience (USA). Prostate Specific
Antigen (PSA) was obtained from EXBIO (Czech Republic).

Alkaline phosphatase-labeled anti-human IgG antibodies
developed in goat, alkaline phosphatase-labeled anti-rabbit IgG
antibodies developed in goat and alkaline phosphatase-labeled
anti-mouse IgG antibodies developed in goat were supplied by
Jackson Immuno-Research (USA).

Antigen microarrays preparation

Multiscreen-HA 96-well plates bottomed with a nitrocellulose/
cellulose acetate membrane were purchased from Millipore
(USA). Antigens were spotted in phosphate-buffered saline
(PBS, 100 mmol L', pH 7.4) with addition of 1 mg mL"" bro-
mophenol blue as a spotting control. 2.4 nL drops of antigen
solution were arrayed (AXO Science, http://www.axoscience.
com), with a 500 um spot to spot pitch, on the membrane
backside using a noncontact printer (BioChip Arrayer BCAL,
Perkin-Elmer, USA). Fifteen different probes were deposited in
a 45-spot matrix (Fig. 2) composed of 3 replicates of each TAAs,
3 replicates of positive controls (alkaline phosphatase-labeled
anti-rabbit IgG antibody), 3 replicates of labeling controls
(human IgG) and 3 replicates of non-specific interaction controls
(bovine serum albumin).

Automated filtration assays

Automated filtration assays were carried out on an EVO75 robot
(TECAN, France) specially equipped with a plate filtration unit

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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1. 18Ghuman 2. Cyclin B1
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7. p53 8. CFH

9. Her2/neu 10. NY-ESO-1
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No specific signal

p53 cyclin B1
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Fig.2 The HiFi TAA microarray. The TAAs spotting pattern (one 5 mm? array per well, 6 x 8 spots, 12 specific probes and 3 controls) and the flatbed
scanner images of 10 membranes incubated with the different purified antibodies or with a cancer patient serum.

and a heater. The vacuum soaking duration was finely controlled
in order to generate the most reproducible results. The filtering
protocol involved the following steps. Membranes were washed
with PBS and saturated with LowCross Buffer (Candor Biosci-
ence, Germany) as a blocking agent to minimize non-specific
background signal. Meanwhile, serum samples were pre-incu-
bated in LowCross Buffer on the heater unit at 37 °C for 10
minutes, then transferred to each microwell and incubated on the
membrane for interaction during one hour. Alkaline phospha-
tase labeled anti-human IgG antibodies at a concentration of 0.6
pg mL~! in LowCross Buffer were subsequently incubated at 37
°C on the membranes for one hour. The membranes were washed
with Veronal Buffer Saline (100 mmol L', pH 8.5). Finally, 200
pL of a BCIP/NBT ready-to-use solution (Sigma-Aldrich,
France) were added in each well for signal generation at room
temperature for 20 minutes. The original color of the BCIP/NBT
solution was light yellow whereas the product of the enzymatic
reaction generates a purple precipitate on positive spots.

The complete protocol duration was 90 minutes, whatever the
number of parameter determined.

Data analysis

The microtiter plate bottom was imaged using an ordinary
flatbed scanner (HP Scanjet 3770, Hewlett-Packard) in grayscale
(from 0 to 65 535 arbitrary units (a.u.)) with a 2400 dpi resolu-
tion. Image analysis (signal quantification) was performed using
GenePix Pro 5.0 software (Axon Instrument). The signal inten-
sity per spot was calculated as the median intensity for all pixels
included in a circular feature defining the spot and corrected
using a local background evaluation. The resulting net specific
intensity of a given TAA was calculated as the mean intensity of
all replicates.

Results

The present report describes the proof of concept of a colori-
metric multiplex detection of anti-TAA auto-antibodies for the
early diagnosis of cancer. In the multiplex immunoassay test
proposed here, the membrane bottom of the 96-well microtiter
plate plays a double role: on the one hand it enables a filtering

2920 | Analyst, 2011, 136, 2918-2924
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protocol for processing samples and reagents (Fig. 1) and on the
other hand it is the immobilization support for protein probes
microarrays (one 5 mm? array per well, 6 x 8 spots, 12 specific
probes and 3 controls (Fig. 2)). TAA microarrays were designed
to detect auto-antibodies directly in patient sera. The different
probes were chosen according to their described occurrence in
cancer pathologies. Only 12 TAAs were then selected (Cyclin B1,
Cyclin D1, Complement factor H, c-myc, IMP1, p53, p62, sur-
vivin, Her2/neu, Koc, NY-ESO-1 and PSA) in order to (i) keep
the results analysis simple and efficient, and (ii) make the
multiplex immunoassay selective enough to differentiate cancer
sera from healthy patients. All these proteins were immobilized
within the nitrocellulose/cellulose acetate membrane of a 96-well
filtering microtiter plate bottom, using non-covalent interac-
tions. Controlling the availability of these immobilized probes
for specific interactions, their spotting reproducibility, the assay
conditions and the reactivity of the antigen microarrays toward
human auto-antibodies is an absolute requirement.

In order to keep the system as simple as possible, the captured
auto-antibodies were detected using the highly effective staining
approach based on alkaline phosphatase labeling. Thus, the
presence of specific auto-antibodies in samples was visualized
through the positive staining of the corresponding TAA spots
and was quantified using grayscale analysis (from a flatbed
scanner image).

Immobilized probes microarray efficiency

In order to evaluate the reactivity of the immobilized TAA
probes, series of experiments were performed using purified
commercially available antibodies. In this preliminary study,
anti-cyclin B1, anti-cyclin D1, anti-complement factor H, anti-c-
myc, anti-p53, anti-survivin, anti-Her2/neu, anti-NY-ESO-1 and
anti-PSA purified antibodies were tested on TAA microarrays.
From the 9 antibody/TAA interactions tested, Her2/neu and
CFH were the only ones which did not generate any specific
signal (Fig. 2). This lack of reactivity can be explained either by
a miss-orientation of the protein probe inside the membrane (no
access to the protein epitope) or a partial or complete unfolding
of the TAA once immobilized. As it will be demonstrated later
on, these two proteins were able to generate specific signal from
serum sample (see Table 1). This lack of reactivity toward the
purified antibodies might then be more related to a lack of
reactivity of the commercial antibodies themselves.

Typical images obtained by scanning the microarrays after the
colorimetric staining of the positive spots are presented in Fig. 2.
As a matter of fact, the signal-to-noise ratios of the positive spots
are high (from 38.2 for p53 to 4.7 for cyclin D1), thanks to the
strong colorimetric signals located at the spot positions, and to
the very low background generated from the membrane material.
The signal intensity varied between the different probes, as
a consequence of the affinity difference between the purified

antibodies. This last point might be of great importance if one
planned to compare the different auto-antibody levels of one
patient. However, in the present multiplex TAA immunoassay
approach, no global normalization is required: each auto-anti-
body level is used separately for the comparison and ranking of
samples. These different TAA probes response toward specific
antibodies will then not impact the final application.

In the field of protein microarrays, the quality and robustness
of the spotting is a key factor for the achievement of reliable
analytical systems. The reproducibility of the signal on each spot
family was then first investigated in order to evaluate the spotting
quality. A very good mean variability of 2.23% was found
between triplicate spots. The microarray to microarray repro-
ducibility was also evaluated on 7 different wells. The calculated
mean variation coefficients of positive probe spots were 7.66%
and 13.3% for the higher and the weaker signals, respectively.

Once the reactivity of the immobilized probes validated, the
capacity to detect anti-TAA auto-antibodies in human sera on
the TAA microarrays was evaluated. Fig. 2 presents a typical
image of a stained membrane after its incubation with a serum
from a prostate cancer patient. As can be seen, specific spots were
positively stained within the TAAs panel (p53, NY-ESO-1, cyclin
Bl and cyclin D1) while the negative control (BSA) remained
unstained and the positive controls (human IgG and alkaline
phosphatase labelled antibodies) were stained.

From all these preliminary studies, our TAA microarray
system seems to be suitable for the detection of anti-TAA auto-
antibodies.

Nevertheless, when it comes to the determination of auto-
antibodies in cancer patient sera, the sample dilution must be
carefully selected in order to be able to detect any auto-antibody
concentration increasing in relation to TAA protein deregulation
during tumorigenesis. Therefore, different sample dilutions were
tested on the system (1 : 10,1 :20,1:50,1:100, 1 : 500, 1 : 1000
and 1 : 5000), in order to determine the proper serum dilution to
be used in assays. From the stained membrane images obtained,
specific signals for each dilution were measured and the corre-
sponding numerical data used to build saturation curves (Fig. 3)
for each positive protein (here p53, NY-ESO-1, p62 and IMP1).
Obviously, in order not to saturate the immobilized probes with
the serum antibodies while keeping the strongest signal, the
sample required at least a 1:500 dilution. In practical, two
dilutions were used for the following studies, 1 : 500 and 1 : 2000.
The 1:500 dilution was used as to produce the highest signal
without saturation and the 1 : 2000 dilution used to make sure
that, for a particular sample, a clear difference was observed
between two different dilutions.

Auto-antibodies detection

HiFi TAA microarrays were used for the characterization of
a panel of cancer patients and healthy donors. Serum samples

Table 1 Occurrence of the positive ranking of healthy donor and cancer patient for each TAA

Antigen Cyclin BI  PSA  Survivin  p53 cmyc Her2/neu NY-ESO-1 CFH Cyclin DI p62 IMP-1 Koc
Healthy donor occurrence(%) 0 6.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cancer patient occurrence(%) 22.2 0 5.6 333 11.1 5.6 16.7 5.6 0 5.6 27.8 0

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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Fig.3 Sample dilution optimization. (a) Response of the p53 spots, (b) response of the NY-ESO-1 spots, (c) response of the p62 spots and (d) response
of the IMP1 spots. All the points are triplicates and performed on a prostate cancer patient.

from 32 clinically confirmed cancer patients (breast and prostate)
and 16 healthy donors (93% males, 7% female; between 19 and 36
years old), collected by the Etablissement Frangais du Sang
between 2003 and 2009, were used in this proof of concept study.

In a first set of experiments, healthy donor sera were used to
calibrate the system and calculate cut-off values. For each
sample, the auto-antibody responses to the immobilized TAA
were quantified using the grayscale signal obtained from each
spot of the TAA microarray. Then, using the numerical data,
cut-off values were calculated, for each TAA, as the mean signal
of all normal sera + 3SD.

In a second row of tests, cancer patient sera were analyzed
using the TAA microarray. The obtained images were quantified
and the resulting values compared to the previously calculated
cut-offs. The different samples were then easily classified in two
distinct populations, ie. positive or negative toward a specified
TAA. An overview of this ranking is given in Table 1.

The first observation is that 3 proteins (PSA, cyclin D1 and
Koc) from the 12 TAAs panel did not generate any response
from the cancer patient sera. In contrast PSA was generating

false positive from the healthy donors’ population. This latter
observation is quite surprising since almost 50% of the tested
patients were clinically diagnosed for prostate cancer. The anti-
PSA auto-antibodies level was then expected to be elevated in
their sera. Apparently, the immobilized PSA, which reacts
perfectly with purified antibodies (see Fig. 2) was not able to
interact with anti-PSA auto-antibodies in sera. Consequently,
PSA, cyclin D1 and Koc were removed from the TAA panel for
all the subsequent experiments.

Then, from the 9 remaining TAAs, 5 were shown to be able to
identify more than 10% of the positive sera from cancer patients.
These proteins, i.e. p53, NY-ESO-1, IMP1, cyclin Bl and c-myc,
were then chosen as reliable predicting parameters and included
in a TAA subpanel. Fig. 4 presents the responses of the healthy
donor and cancer patient sera to this panel of 5 proteins, together
with the above mentioned cut-off values and a summary of the
auto-antibodies occurrence toward the subpanel in patient sera
(Fig. 4, table).

These last results clearly demonstrate, just like the Shi et al.
work before using conventional ELISA,? that the use of TAAs
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the auto-antibodies in cancer patient sera.

panel, instead of an isolated single parameter, results in an
increase in the prediction efficiency of positive patients. Indeed,
the addition of the positive samples toward NY-ESO-1 and p53
increased the predicting percentage of positive patients from 33.3
to 38.9%. Then, adding again the IMP-1, the cyclin B1 and the c-
myc responding samples enabled the increase in this predicting
value to 55.6%, 66.7%, and to 72.2%, respectively. Finally, using
only a 5 TAAs subpanel, 72.2% of cancer patients were ranked
positive, using a single experiment.

Conclusions

Elaboration of innovative and noninvasive tools to help oncol-
ogists in the diagnosis and treatment of cancer is nowadays
a great challenge. An effective and reliable device would allow
helping them in numerous tasks, such as early and differential
diagnosis of tumors, choice of treatment strategy, prognosis,
follow-up of tumor progression, and estimation of therapeutic
efficiency. In this context, high-throughput and multiplex
detection of various auto-antibodies in blood samples would be
a major advance.

In this study, we evaluated the performance, characteristics
and applicability of a new fully automated multiplex immuno-
assay that enables the simultaneous detection of auto-antibodies
against different TAAs, specifically present in cancer patient
sera. Several probes must be used in order to differentiate cancer
patients from healthy donors. Indeed, all of the cancer patients
exhibit specific auto-immunity against the different antigens and
for example some of the cancer patients tested in the present

study (27.8%) had no detectable auto-antibodies against any of
the selected probe.

Besides, some of these selected probes were shown to be not
reliable, because of their lack of specificity/reactivity toward the
present cancer patient auto-antibodies. In fact, 2 probes of the
panel (Koc and cyclin D1) did not give any positive signal for
cancer patients. Another probe, PSA, not only did not permit to
define any positive sample from patients, but also generated
a false-positive result from a healthy donor serum. These data
demonstrated the advantageous use of a multiple antigen panel
in increasing the sensitivity of auto-antibody detection in cancer
sera. In order to improve the diagnosis efficiency of the immu-
noassay, it would be necessary to implement the TAA panel with
complementary antigens. Moreover, testing a larger population
of healthy sera would enable the calculation of more accurate
cut-off values for each probe, and would therefore permit to
avoid false-positive results.

As a final remark, it has to be mentioned that in the present
study no differentiation was made between the patients affected
by breast or prostate cancer on the basis of the TAAs micro-
array response. In other words, no cancer specific profile was
identified using the actual TAAs panel. However, by tuning the
antigen panel using proteins more specific of a type of cancer, it
would be conceivable to differentiate cancers. Numerous
biomarkers specific of a particular cancer type were already
described.?* By testing these markers on normal and patients
sera of identified cancer types, it would be possible to determine
if these new combinations of markers can be accurate diagnosis
tools.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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We are reporting here a new technology for the straightforward production of integrated microarrays.
The approach is based on the use of adhesive supports enabling (i) the immobilization of biomolecules
as microarrays (up to 2500 spots per cm?) and (ii) the easy assembly of these microarrays with complex
3D structures such as 96-well bottomless microplates or polymer and glass microfluidic networks. The
analytical performances of the system were demonstrated for sandwich protein detection (C-reactive
protein) and hybridization assays, both in classical 96-well microplate format and microfluidic

environment.

Introduction

Modern analytical systems now benefit from both microarrays
and microfluidics recent developments.! However, the combi-
nation of both techniques is not trouble-free and the compati-
bility between microfabrication technologies and the integrity of
the immobilized biological molecules is rare. Obvious examples
of this bottleneck are the recurrent difficulties in spotting bio-
logical probes on a surface and subsequently processing this
surface with bonding or activation techniques: assembly effi-
ciency, components alignment, biomolecules degradation, ezc. In
most cases, only expensive advanced techniques are available
(plasma oxidation, UV photopatterning, anodic bonding,
etc.).** Furthermore, these techniques are harmful for biological
entities which are the key element of a bioassay device.

Recently, soft polymer moulding technologies such as the
“Print-n-Shrink” or the “macromolecule to PDMS transfer”
approaches have brought new solutions. These techniques enable
one to spot proteins directly during the fabrication process of the
microdevice, producing then microarrays and 3D microsystems
in a single step.5”’

However such integrative fabrication approaches remain
exceptional and new immobilization concepts are still required to
allow for the easy interfacing between microarrays and micro-
systems, leading to microdevices with reliable, robust and
sensitive analytical properties.

In this article, we report the immobilization of proteins and
DNA on standard polymeric adhesive supports and the appli-
cation of this technique to multiple diagnosis devices fabrication.
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The aim of this innovative biomolecule immobilization process is
to allow the easy assembly of the arrayed adhesive flat support
with any microsystem (from widely used 96-well plates to
complex microfluidic devices, from polystyrene to glass
substrates). The so-called polymeric adhesive supports are
defined as pressure sensitive adhesives (PSA) coated on one or
both sides of a solid film (usually a polyester based film).® These
polymers are designed to strongly adhere to the surface without
any chemical activation. Indeed, by gently pressing the adhesive
sheet against the surface, the adhesive polymer adapts itself to
the roughness of the target materials, increasing the contact
surface, and strongly sticks to the material.®

We will demonstrate the efficiency of biomolecules immobili-
zation on acrylic based PSA and reveal the technological
breakthrough achieved in the field of biosensing layer integration
within microsystems.

Materials and methods

See the ESIf

Results
Concept: microarray spotting on adhesive film

The interest of using adhesive film for the development of
miniaturised analytical systems is dual; all at once, it can be
directly used as an immobilization support for probe molecules
and, it can provide straightforward device assembly through
direct lamination. Moreover, the flatness of the adhesive
support affords simplicity of use for spotting with an automated
spotter, allowing fast and precise movements close to the
surface.

The selected adhesive polymer is also here of benefit to the
colorimetric readout (using alkaline phosphatase conjugate—
target molecules) since it facilitates the detection of the positive
spots staining by giving an excellent optical contrast on the white

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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surface. Moreover, the textured polymeric property of the
adhesive also helps the local overconcentration of the insoluble
coloured product. Indeed, scanning electronic microscopy image
of the adhesive (ESIf, Fig. 1) clearly demonstrates the large
developed surface of the polymer. Thus, a large amount of
probes, and consequently of labeled molecules, are concentrated
within a small geometrical area, leading then to a higher signal
intensity per surface unit.

In the present system, this staining of positive spots is detected,
right after the test, using a simple office flatbed scanner.

In order to evaluate the biomolecule immobilization efficiency
onto the selected adhesive polymer, a first series of experiments
was performed. Two different assay formats (oligonucleotide
hybridization or C-reactive protein (CRP) sandwich detection)
were tested, based either on an immobilized oligonucleotide
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Fig.1 (a) CRP and (b) oligonucleotide specific spotted patterns and test
result images onto adhesive polymer. For CRP detection, a sandwich
assay was performed using 300 ng mL~" of target protein. For oligonu-
cleotide detection, a target concentration of 0.3 nmol L' was used. (c) A
blood group genotyping assay based on the detection of SNPs. Test
results of two samples having different genotypes.

probe or on an immobilized monoclonal antibody. For the
amino-modified oligonucleotide immobilization, we found that
an activation of the adhesive surface with the crosslinking agent
glutaraldehyde was a benefit. The PSA surface was first coated
with glutaraldehyde which subsequently reacted with the
primary amine function of the probes. This process leads to the
immobilization of orientated oligonucleotide probes, generating
a 3-time increase in the colorimetric greyscale level (data not
show). On the contrary, for the immobilization of protein probes
of large molecular weight, the adhesive and hydrophobic prop-
erties of the material are suspected to cause adhesion of the
biomolecules, just like previously demonstrated by our group
onto polydimethylsiloxane surfaces.'®

Fig. 1 describes the prepared microarray patterns and presents
typical test result images. As can be seen, in both cases the
immobilized biomolecules were active and available for interac-
tion with their specific target. Moreover, only the specific spots
were stained, proof of the specificity of the interaction with the
immobilized probes and of the low non-specific adsorption of the
different reagents on adhesive polymers in the presence of
LowCross buffer. The spot to spot reproducibility was evaluated
using the average signal and the standard deviation of each array.
For oligonucleotide based assays, an average grayscale signal of
57 719 a.u. (target concentration: 0.3 nmol L~') was found with
a standard deviation of 4.5%. For antibodies-based assays, an
average grayscale signal of 43 200 a.u. (target concentration:
300 ng mL™") was found with a standard deviation of 4.2%.

To demonstrate the efficiency of hybridization of real sample
targets onto the developed adhesive array, a multiplexed assay
useful for blood group genotyping*! was performed. Here, target
molecules were 100-250 bp long PCR products obtained through
multiplex PCR of whole blood extracted DNA. The target
sequences were specific to 3 single nucleotide polymorphisms
(SNP) associated with clinically important blood group antigens
(Kell, Kidd and Duffy systems). The selectivity towards detec-
tion of SNPs in the target sequences was achieved by carrying out
hybridization at 55 °C. As can be seen in Fig. Ic, a perfect match
between the expected and the observed genotypes was obtained,
proof of the efficiency of hybridization in the presence of DNA
molecules used for molecular diagnostics.

To push further the evaluation of biomolecule microarrays
preparation using adhesive, the maximum reachable spots
density on the support was investigated. For that purpose,
microarrays of increasing density were prepared using a spotting
solution composed of BSA (1 mg mL~') and bromophenol blue
(0.25 mg mL™"). Fig. S2 of the ESIt presents the highest reach-
able density. This microarray comprises 900 spots of 400 pL
(spot diameter = 60 pm, pitch = 200 um) on a 0.36 cm? area,
resulting in a spot density of more than 2500 spots per cm?. Such
a high density for spotted biomolecules is achievable due to the
surface hydrophobicity of the adhesive which avoids lateral
spreading of the deposited drops (contact angle: 99°).

Adhesive microarray assembly, integration with microsystems

Three different approaches, meeting three different analytical
purposes, were used to integrate the spotted adhesive micro-
arrays into microsystems (Fig. 2). The bottomless 96-well
microtiter plate is suitable for automation and compatible with
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Fig. 2 The range of assembling possibilities of the adhesive microarrays. (a) Assembly with a bottomless 96-well plate, (b) assembly with a simple
double side tape microfluidic network and (c) assembly with a glass etched microfluidic network.

most of the analytical equipments. The double sided adhesive
microfluidic channel system allows the flexibility of device
conception, the ease of use and low volume consumption. The
adhesive and glass etched assembled device brings the advantage
of simplicity with a two components system.

Assembling with bottomless 96-well plate. A 8.5 cm x 12.8 cm
white adhesive support (standard dimensions of a 96-well plate)
was used for the spotting of the biomolecules. Despite its size, the
flatness of the substrate provides a convenient spotting achieve-
ment using an automated spotter. The assembling of a bottom-
less 96-well plate and microarrays of biomolecules spotted on the
adhesive support was successfully performed (Fig. 2a). Thanks to
the adhesive property of the support, a light pressure (100 g cm2)
allows a robust sealing of the wells. A microarray of biomole-
cules is thus present in each well. The assay is then performed as
with a classical 96-well plate, using a robotised platform for
solution dispensing, incubation, revelation and washing steps.
The adhesive property of the PSA does not decrease over time,
even with frequent incubations and washes. It is also possible to
heat the 96-well plate mounted with an adhesive bottom at 55 °C
for specific target hybridization without observing any leakage.
The analytical results obtained with such systems will be dis-
cussed below.

Assembling with double sided adhesive microfluidic channel. A
first piece of white double sided adhesive was used for biomole-
cule immobilization and a second adhesive piece was cut through
for microfluidic layer production. For the latter, a desktop digital
craft cutter (Silhouette SD Quickutz®, US) was used to cut the
microfluidic channels directly in a piece of double sided adhesive.
The channels were designed with the help of a DXF format
drawing software.’? The two adhesive pieces were stuck together
by applying a gentle pressure, (100 g cm2). Fig. 2b presents the
assembled microarray, the fluidic channel and a transparent top

cover. A picture of a stained microarray for CRP detection is
presented at the top of Fig. 2b. Analytical results will be dis-
cussed below.

Assembling with glass etched microfluidic channels. This device
was simply composed of two layers. One is composed of a protein
microarray spotted on the surface of the polymeric adhesive
support and a second one is made of a glass etched microfluidic
network (Fig. 2c). Interestingly, the double sided adhesive part
allows fixing the fluidic connections on the backside of the
system. Therefore the fluidic connecting holes were simply
punched before assembling with the etched glass slide. No
analytical results will be presented for this device, but the feasi-
bility was demonstrated, particularly in term of sealing efficiency.
Thus, the assembled system was demonstrated leak-free for flow

rates up to 100 uL min~".

Assay performances

Since the efficiency of biomolecule immobilization on adhesive
surface was demonstrated, the subsequent step of this proof of
concept study was the evaluation of the analytical performances
of the adhesive microarrays.

CRP detection on adhesive bottom 96-well plate. With the
objective of producing high-throughput compatible multipa-
rameter tests on adhesive support, 96 CRP specific microarrays
(see Fig. 1a) were spotted on a 7 cm x 11 cm adhesive sheet and
simply assembled with a bottomless 96-microwell plate. The 96-
well plate format enables compatibility with full automation of
the assay procedure, i.e. washing, incubation and staining steps.
This automated protocol was handled by an EVO75 platform
and used for the detection of various concentrations of free CRP.

After colorimetric images acquisition, a calibration curve was
built from the quantification of the spot median greyscale values

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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Fig.3 The analytical performances of the assembled systems. (a) C-reactive protein detection onto the adhesive 96-well microplate, (b) oligonucleotide
target sequence detection onto the adhesive 96-well microplate and (c) C-reactive protein detection within the integrated adhesive microarray (Fig. 2b).

obtained in the presence of different concentrations of the target
protein (Fig. 3a). Very interesting analytical parameters were
obtained for the CRP detection, with a limit of detection
(calculated for a signal to noise ratio value of 3) of 0.1 ng mL™!
and a detection ranging over two orders of magnitude at least.
These analytical performances match up well with the CRP
clinically relevant threshold (8 pg mL~')** and go beyond the
classical ELISA tests on polystyrene 96-well plates 62.5 ng mL~!
for the Abazyme [USA] kit, 1 ng mL~"' for the Kalon Biological
kit [UK] and 1 ng mL~"' for the Calbiotech [USA] kit.

Oligonucleotide probe detection on adhesive bottom 96-well
plate. Keeping in mind that high-throughput oligonucleotide
based assays can be of great interest in numerous routine geno-
typing applications (blood group determination,’* pathogen
detection, animal sexing, etc.), the proof of concept of the
quantitative detection of target oligonucleotide was performed
onto the 96-well plate format. Once again, 96 microarrays
composed of complementary and non-complementary sequences
(Fig. 1b) were spotted on an adhesive sheet and assembled with
a bottomless microplate. The target sequence calibration curve
obtained using a completely automated protocol is presented in
Fig. 3b. As can be seen, the detection was possible over two
orders of magnitude at least with an achievable sub-picomolar
(0.4 pM) limit of detection (calculated for a signal to noise ratio
value of 3). Such a low limit of detection is remarkable using
a colorimetric method and not a high sensitivity fluorescence
scanner. In the present system, the staining of the positive spots
using a precipitating enzyme label product shall have benefited
from the 3D polymeric structure of the adhesive polymer.
Indeed, the insoluble coloured product might be more efficiently
trapped at the rough and sticky surface of our adhesive polymer
than at the surface of a flat and non-adhesive surface (poly-
styrene for example).

CRP detection on integrated adhesive microarray. As a final
proof of concept, the straightforward assembling of a mono-
channel microfluidic device with adhesive microarray for CRP
detection was demonstrated. The microfluidic part was made of
a double sided adhesive material cut out using a desktop craft

cutter (from a DXF design). The system was covered with a 1 mm
thick transparent plastic sheet (Lexan Cristal 80330, Cadillac
Plastic [UK]) in which fluidic connections were drilled.

The CRP assay described above for the bottomless assembled
system was used for the evaluation of the analytical perfor-
mances of the integrated adhesive microarray. The calibration
curve obtained using quantification of the colorimetric staining
of the positive spots is presented in Fig. 3c. A limit of detection
(calculated for a signal to noise ratio value of 3) of 1 ng mL~! was
obtained with a detection ranging over two orders of magnitude.
As discussed before for the 96-well adhesive system, these
analytical performances were highly compatible with the tar-
geted application.

Conclusions

An innovative approach has been described for the production of
protein and oligonucleotide microarrays, fully compatible with
any subsequent integration into complete analytical systems. The
developed technology is based on the use of adhesive surfaces
(single or double sided) for the immobilization of the active
biomolecules.

The choice of this adhesive support brings two new properties
to classical microarrays; (i) a direct and efficient immobilization
of the probe molecules and (ii) a fast and easy integration of the
immobilized microarrays through adhesive bonding, without any
pre-treatment of the support or the assembled parts. The use of
this high grade polymer dramatically decreases the cost of the
system compared to classical membrane immobilization
(13 € m for the medical grade 3 M adhesive film compared to
200 € m~2 for a high affinity membrane).

These properties are unique in the field of microarrays and
biochips and we believe that such a technology will open the path
to the intensification of low cost and efficient testing.™

Acknowledgements

This research was supported by a Marie Curie International
Outgoing Fellowship within the 7" European Community Frame-
work Program (IOF 221507). We would like to acknowledge

Lab Chip

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011



Downloaded by Université Claude Bernard Lyon on 26 July 2011
Published on 20 July 2011 on http://pubs.rsc.org | doi:10.1039/C1L C20246D

View Online

funding from the European Research Agency, the CNRS, the
University Lyonl and the ANR. AXO Science (www.axoscience.
com) is acknowledged for material and expertise sharing.

Notes and references

1 G. M. Whitesides, Nature, 2006, 442, 368-373.

2 X.-h. Liu, H.-k. Wang, J. N. Herron and G. D. Prestwich,
Bioconjugate Chem., 2000, 11, 755-761.

3 J. Raj, G. Herzog, M. Manning, C. Volcke, B. D. MacCraith,
S. Ballantyne, M. Thompson and D. W. M. Arrigan, Biosens.
Bioelectron., 2009, 24, 2654-2658.

4 S. K. Sia and G. M. Whitesides, Electrophoresis, 2003, 24, 3563-3576.

5 K. Sollier, C. A. Mandon, K. A. Heyries, L. J. Blum and
C. A. Marquette, Lab Chip, 2009, 3489-3494.

6 K. A. Heyries, C. A. Mandon, L. Ceriotti, J. Ponti, P. Colpo,
L. J. Blum and C. A. Marquette, Biosens. Bioelectron., 2009, 24,
1146-1152.

7 D. Taylor, D. Dyer, V. Lew and M. Khine, Lab Chip, 2010, 10, 2472—
2475.

8 K. R. Shull, Mater. Sci. Eng., R, 2002, 36, 1-45.

9 K. L. Johnson, K. Kendall and A. D. Roberts, Proc. R. Soc. London,
Ser. A, 1971, 324, 301-313.

10 K. A. Heyries, C. A. Marquette and L. c. J. Blum, Langmuir, 2007, 23,

4523-4527.

11 G. C. Le Goff, J.-C. Bres, D. Rigal, L. J. Blum and C. A. Marquette,

Anal. Chem., 2010, 82, 6185-6192.

12 P. K. Yuen and V. N. Goral, Lab Chip, 2010, 10, 384-387.
13 W. L. Roberts, L. Moulton, T. C. Law, G. Farrow, M. Cooper-

Anderson, J. Savory and N. Rifai, Clin. Chem., 2001, 47, 418-425.

14 B. P. Corgier, G. C. Le Goff, C. A. Mandon, L. J. Blum and

C. A. Marquette, Patent No. FR1150308, 2011.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011

Lab Chip



Electronic Supplementary Material (ESI) for Lab on a Chip
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011

Lab On a Chip

Electronic Supplementary Information DO/: 10.1039/c0xx00000x

Adhesive microarrays for multipurpose diagnostic tools

Benjamin P. Corgier, Céline A. Mandon, Gaelle C. Le Goff, Loic J. Blum and Christophe A. Marquette*

s Materials and methods
Materials

Synthetic oligonucleotide probes were supplied by Eurogentec
(Belgium): 5°-NH,-Cc-TTGAGGTGCATGTTTGTGCC-3°, 5’-
NH,-Cs-ATCTCGGGAATCTCAATGTTAGT-3’ and 5°-Biotin-
GGCACAAACATGCACCTCAA-3’. Alkaline phosphatase-
conjugated streptavidin, BCIP/NBT (4-bromo-5-chloroindolyl
phosphate/ nitro-blue tetrazolium) ready-to-use solution, bovine
serum albumin (BSA), polyoxyethylene-sorbitan monolaureate
(Tween20) streptavidin
purchased from Sigma-Aldrich Chimie S.a.r.l (Lyon, France).
Sodium nitrite and Veronal (diethylmalonylurea sodium) were
obtained from Prolabo (Fontenay Sous Bois, France). C-reactive
protein (CRP) from human fluid was obtained from Biodesign
International (Meridian Life Science Inc., Saco, USA). All
buffers and aqueous solutions were prepared with distilled
demineralised (d.d.) water.

The bottomless 96-well plates were purchased from Greiner bio-
one SAS (Courtaboeuf, France). White double sided adhesive
7966WDL, medical grade was obtained from 3M (France).
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and peroxidase-conjugated were
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Spotting procedure

For oligonucleotide microarrays preparation, the 5’-amino
modified 20™"  sequences  (complementary  5’-NH,-Ce-
TTGAGGTGCATGTTTGTGCC-3’ and non-complementary 5°-
NH,-Cs-ATCTCGGGAATCTCAATGTTAGT-3’) were prepared
in acetate buffer 0.1 mol.L?, KC1 0.1 mol.L™, bromophenol blue
0.25 mg.mL"!, pH 5.5 to reach a final concentration of 50 pmol.L"
1

For CRP specific microarrays, anti-CRP monoclonal antibodies
(CS5 clone from Biodesign International [Meridian Life Science
Inc., Saco, USA]) and BSA (as negative control) were prepared at
a concentration of 500 pg.mL™" in acetate buffer 0.1 mol.L", KCI
0.1 mol.L™!, bromophenol blue 0.25 mg.mL"!, pH 5.5.

These solutions were spotted as 3.2 nL drops (pitch = 600 pm) on
the flat adhesive polymer 3M 7966WDL using a piezoelectric
spotter (sciFLEXARRAYER S3, SCIENION, Germany). The
substrate was air-dried at room temperature and was then ready to
be used.

s
O

s Oligonucleotide assay on adhesive bottom 96-well plate

Oligonucleotide assays were carried out on an EVO75 robot
(TECAN, Switzerland) equipped with a heater. For all
experiments, the protocol involved the following steps. 1) Wells
were washed with phosphate buffer saline (PBS, 0.1 mol.L,
so NaCl, 0.15 mo].L'l, pH 7.4) and saturated with PBS mixed with
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LowCross Buffer 1:5(v:v) (Candor Bioscience, Wangen,
Germany). ii) Samples (biotinylated probes) were transferred to
the wells and incubated for 30 min at 37°C. iii) The wells were
then loaded with the alkaline phosphatase-conjugated streptavidin
solution (2 pgmL™") and incubated for 30 min at 37°C). iv)
Finally, 200 pL of BCIP/NBT substrate solution were added in
each well for signal generation. Wells were washed with PBS
after hybridization, labelling and signal generation steps. The
microtiter plate bottom was imaged using a flatbed scanner (HP
Scanjet 3770, Hewlett-Packard) in greyscale (from 0 to 65535
arbitrary units (a.u.)) with a 2400 dpi resolution.

For blood group genotyping, the protocol was similar except for
the hybridization temperature which was raised to 55°C to
achieve selectivity. Blood samples were prepared according to
reference .

CRP assay on adhesive bottom 96-well plate

CRP assays were carried out on an EVO75 robot (TECAN,
Switzerland) equipped with a heater. For all experiments, the
protocol involved the following steps; i) Wells were washed with,
PBS and saturated with PBS mixed with LowCross Buffer
1:5(v:v) (Candor Bioscience, Wangen, Germany); ii) Samples
(CRP protein) were mixed with biotinylated anti-CRP (C7 clone
from EXBIO, Czech Republic) at a concentration of 0.1 pg.mL"’
and alkaline phosphatase-conjugated streptavidin at a
concentration of 1 ug.mL'l, transferred to the wells and incubated
for 1 hour at 37°C; iii) Finally, 200 uL. of BCIP/NBT substrate
solution were added in each well and incubated 15 minutes for
signal generation. iv) Wells were washed with PBS after
incubation, labelling and signal generation steps. The microtiter
plate bottom was imaged using a flatbed scanner (HP Scanjet
3770, Hewlett-Packard) in greyscale (from 0 to 65535 arbitrary
units (a.u.)) with a 2400 dpi resolution.

CRP assay on integrated adhesive microarray

CRP assays were carried out within a laminated microfluidic
system composed of one adhesive layer supporting anti-CRP
microarray, one double adhesive layer in which a microchannel
and an incubation chamber were cut out using a desktop digital
craft cutter (Silhouette SD Quickutz®, US)? and one cover layer
(glass or plastic) equipped with two drilled apertures for fluid
inlet and outlet.

For the assay, the different solutions were injected using a
micropipette directly in microsystem inlet. The protocol involved
the following steps; 1) Injection of 200 puL of PBS; ii) Injection of
200 uL of PBS added of LowCross Buffer 1:5(v:v) (Candor
Bioscience, Wangen Germany); iii) Injection of 200 uL of
samples (CRP protein) mixed with biotinylated anti-CRP (C7
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clone) at a concentration of 0.1 ug.mL'1 and alkaline 2. P.K. Yuen and V. N. Goral, Lab Chip, 2010, 10, 384-387.
phosphatase-conjugated streptavidin at a concentration of
1 pgmL"', and incubation for 30 minutes at 37°C; iv) Finally,
200 uL of BCIP/NBT substrate solution were injected for signal
s generation and incubated for 15 minutes. The chambers were
washed with PBS after incubation, labelling and signal generation
steps.
The entire system was then imaged using a flatbed scanner (HP
Scanjet 3770, Hewlett-Packard) in greyscale (from 0 to 65535
10 arbitrary units [a.u.]) with a 2400 dpi resolution.

Data analysis

Images analysis (signal quantification) was performed using
GenePix Pro 6.0 software (Molecular Devices France, St

15 Grégoire, France). The signal intensity per spot was calculated as
the median intensity for all pixels included in a circular feature
defining the spot and corrected using a local background
evaluation. The resulting net specific intensity on a given probe
was calculated as the mean intensity for all replicate spots.

» Complementary results
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Fig. 1 a) SEM picture of a bare acrylic based polymeric adhesive surface.
(15kV under vacuum)

a. b.
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Fig. 2 a) 30x30 spots microarray (900 spots) with a 200 um pitch.
b) Further magnification of the array

30 1. G. C. Le Goff, J.-C. Bres, D. Rigal, L. J. Blum and C. A. Marquette,
Anal Chem, 2010, 82, 6185-6192.









Résumé

Les travaux présentés dans cette thése s’intéressent a I'immobilisation de biomolécules pour le
développement d’outils d’analyse multiparamétrique pour la caractérisation d’échantillons
biologiques et le diagnostic, sur un support de type biopuce couplé a une détection
colorimétrique.

Un premier axe de recherche concerne le développement de tests d’hybridation d’acides
nucléiques et d'immunotests a haut-débit automatisés sur plaque de filtration. Cette méthode a
permis la mise au point d’'un test de génotypage automatisé pour le dépistage transfusionnel
haut-débit (génotypage érythrocytaire étendu) en collaboration avec I'Etablissement Frangais du
Sang Rhone-Alpes (EFS-RA). Il permet d’analyser 96 échantillons en quatre heures, et de
caractériser six génotypes par échantillon. Cet outil a fait I'objet d’une validation sur un panel de
293 donneurs.

La seconde partie des travaux présentés s’intéresse au développement d’un procédé
d’immobilisation d’oligonucléotides sur un polymeére particulier (PonshrinkTM) pour I"élaboration
d’un systeme d’analyse miniaturisé. Plusieurs stratégies d’activation ont été envisagées et ont
abouti a la mise au point d’'une technique d’'immobilisation d’oligonucleotides in situ dans des
plots d’hydrogel. La méthode de fabrication permet d’obtenir une matrice de plots d’hydrogel de
60 um de diameétre et d’'une hauteur de 6 um en moyenne. En outre, il a été démontré que les
oligonucléotides immobilisés dans les plots pouvaient détecter de fagon quantitative et sélective
les cibles complémentaires présentes dans I’échantillon analysé en utilisant une détection par
colorimétrie ou par chimiluminescence.

Biomolecule immobilisation for multiparametric analysis on biochips. Application to high-
throughput blood group genotyping.

Abstract

The work reported in this thesis focuses on biomolecules immobilization for the development of
multiparametric analysis tools on a biochip coupled with a colorimetric detection, applied to the
characterization of biological samples and to diagnosis.

The first concern was the development of high-throughput automated hybridization tests and
immunotests on a filtration plate. This method led to the elaboration of an automated platform
for extended blood group genotyping in collaboration with the Etablissement Frangais du Sang
Rhéne-Alpes (EFS-RA). It enables to analyze 96 samples in four hours and to characterize six
genotypes per sample. Its analytical performances were validated on a panel of 293 blood
donors.

The second part of this work aimed to elaborate a new strategy for oligonucleotide
immobilization on an innovative polymer (PonshrinkTM) for the development of miniaturized
analysis systems. Several approaches were evaluated and led to an in-situ immobilization of
oligonucleotides in hydrogel dots technique. This method leads to 6 um hydrogel dots with a
diameter of 60 um. Moreover it was demonstrated that such immobilized oligonucleotides were
able to detect targets specifically and quantitatively using either a chemiluminescent or a
colorimetric detection.
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