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Glossaire

A : Absorbance

AFM : Atomic Force Microscope

A542 . peptide béta-Amyloide

BAW : Bulk Acoustic Wave

BSA: Bovin Serum Albumin

Ccaf: Concentration d'assemblage final.

Ccai : Concentration critique d'assemblage.

Ccn : Concentration critique de nucléation.

delta_f: Variation de fréquence entre de pic de résonance

DSM IV-TR: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disers Revision 4.

ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

G* : Module complexe de cisaillement.

G’ : Module élastique du matériau

G” : Module visqueux du matériau

HSA Human Serum Albumin

IDT : Interdigital transducer

LCR: Liquide Céphalo Rachidien

MMSE: Mini Mental State Evaluation.

MOPS: 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid

MQCM : Multichannel Quartz Crystal Microbalance.

NINCDS-ADRDA: National Institute of Neurological and Communioat Disorders and
Stroke - Alzheimer's Disease and Related Disordes®ciation.

PBS: Phosphate Buffer Saline

Ra: Rugosité arithmétique moyenne

RIE : Reactive lon Etching

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

SAN : Small-Angle X-Ray

SAW : Surface Acoustic Waves

SAX : Small-Angle X-ray

SH: Shear Horizontal

SPR: Surface Plasmon Resonance

tau: Tubule-Associated Unit.

TEMP: Tomographie a émission monophotonique.

TEP: Tomographie par émission de positons.

TSH: Thyréostimuline hypophysaire.

TSM: Thickness Shear Modulus

ULS : Torche a plasma atmosphérique

PAPP: Glycoprotéine transmembranaire.
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Introduction

L'amélioration des conditions de vie, qui a perrdiaccroitre la longévité des étres
humains, a mis en exergue l'apparition de patheb{iées au vieillissement encore jusque-la
mal connues. La détermination et la compréhenses rdécanismes intervenants dans ces
nouvelles maladies constituent de fait un enjeuenrajant d'un point de vue sociétal que
scientifique. Cette these participe a I'étude désamismes intervenant dans les maladies
conformationnelles et plus particulierement la rdedal’Alzheimer. Ces pathologies résultent
d'anomalies structurelles impliquant des protéimXans le cas de la maladie d'Alzheimer,
c'est principalement la polymérisation des proteina et des peptideséta-Amyloid€As42)
qui influent sur I'évolution de la maladie. La calpension de ces mécanismes pour un
diagnostic de ce type de pathologie est étroiterii@ata la mise en ceuvre de dispositifs de
contrble performants assurant un suivi in situyvieo- et in vivo de l'auto-assemblage des

protéines concernées.

Bien qgu'une multitude de techniques expérimentagasstent pour la détection
d’éléments biologiques a des fins de diagnostiesate permettent pas une caractérisation
complete des grandeurs mises en jeu en raison dmngplexité de leurs mécanismes
d'évolution. Dans bien des cas, seules des infarngasur la présence (ou non) des molécules
cibles sont investiguées. Pourtant, en vue d'utectién précoce de la maladie voire d'un
suivi de son évolution, ces systemes biocompatitid@gent étre sensibles aux interactions de
ces analytes avec leur environnement a |'échellerarmmléculaire. Compte tenu des
grandeurs physiques prédominantes a cette écletiéveloppement d’un outil de détection
permettant la détermination des propriétés mécasiqet électriques peut étre pertinent.
Lintérét d'une telle technologie multimodale adréavantage de diagnostiquer de fagon
précoce l'apparition des premiers signes distiacd la pathologie.

BN

Pour y parvenir, un savoir-faire pluridisciplinaineropre a linstrumentation est
nécessaire. La mise au point d'un tel instrumepipsiie donc sur l'antériorité du laboratoire
dans la mise au point de systémes micro-rhéologigae ondes ultrasonores pour
l'investigation des matériaux complexes. Ce tragsildonc consacré a I'étude d’'un systeme
instrumental permettant la détection de la protéineet du peptidéds intervenant dans la
maladie d’Alzheimer. Le biocapteur mis au point €t effet repose sur le suivi micro-

rhéologique par ondes ultrasonores hautes frégaef@aour de quelque MHz) de fluides
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complexes dans lesquels sont présents les élépathisgenes tels que le sang ou encore le
liquide céphalo-rachidien. Ce capteur est un résomgiézoélectrique a ondes de volume de
cisaillement dont les propriétés de résonancensgfues vont varier en fonction des
propriétés mécaniques et électriques du fluideatact. Une mesure par impédancemétrie
du couple capteur/matériau investigué, associéen anadéle original de résolution du
probleme inverse des interactions ondes/fluide,mptent d'extraire les propriétés
mécaniques dynamiques du fluide a I'échelle mégpigee (de quelques dizaines de
nanometres a quelques micrometre). Le suivi du heodie cisaillement complexe
représentatif de I'élasticité dynamique G’ et deisgosité dynamique apparente du fluide, G”
vise ainsi a suivre les modifications structurellees au processus de polymérisation des

protéinedau etAp.

Cette thése s’articule donc autour de trois padissnctes. Compte tenu des propriétés
intrinseques complexes des milieux investigués,clastraintes et évolutions structurelles
liées a la maladie d'Alzheimer sont dans une pnenpartie introduites. Un état de l'art des
capteurs permettant de suivre plus particuliéremenprocessus de polymérisation de
protéines est ensuite présenté. Le principe de maesla méthode permettant I'extraction des
parametres viscoélastiques des fluides complexesmractériser seront explicités. Cette
premiére partie permet in fine de justifier les tooms de notre étude, en particulier les
innovations instrumentales visées tant par le catéveloppé que les grandeurs d'influence

visées.

Le deuxieme chapitre est donc consacré au dévetluppeet a l'optimisation de
capteurs spécifigues mono-électrode et multi-&elets. En effet, outre une forte sensibilité
du capteur, une sélectivité des especes biologigedmentes est nécessaire compte tenu du
milieu complexe investigué. Ce chapitre détaillgies particulierement, les différentes étapes
de développement du nouveau systéme de la concegtia caractérisation des propriétés
mécaniques et électriques des transducteurs aligéchapitre présentera enfin les travaux
effectués concernant le développement d’'un capteulti-électrodes qui doit permettre a

terme la détection simultanée des différents aealgtologiques.

Le dernier chapitre démontera, par une étude no-uitilisant un nouveau capteur
ultrasonore a une électrode, la capacité de ngfséerme micro-rhéologique a suivre la
polymeérisation de protéines. Outre [I'extraction dparameétres viscoélastiques pour
différentes concentrations de solutions protéigleesiiivi des états conformationnels au cours

de la polymérisation des protéines sera effectue €tude préliminaire du capteur a multi-

Introduction : page 18



électrodes permettra de tracer les perspectivesttie premiére étude concluante.
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.1 Introduction

Décrites pour la premiere fois en 1907 par le Docteur Alois Alzheimer [1], les pertes de
mémoires, les démences, ainsi que la perte d'autonomie sont des lors considérées comme la
conséquence d'une pathologie de dégénérescence neurofibrillaire et non plus comme une
fatalit¢ du vieillissement normal de l'organisme humain. Le Docteur Alzheimer base ses
observations apres 1’analyse de coupes histologiques mettant en avant la présence de plaques
séniles a la surface des neurones et d’amas de plaques dans les neurones. Cette
neuropathologie (voir Figure I-1) se caractérise alors par des modifications structurelles du
cerveau observables a I’ceil nu ou au microscope apres 1’analyse de coupes histologiques post-

mortem.

Figure I-1. Coupe de la partie supérieure du Cortarettant en avant la présence de plaques (en dain}s le
cortex cérébral (en grig].

Bien que I’origine de la maladie reste difficilement établie, certains critéres ont été
identifiés comme étant des facteurs a risque au déclenchement de la maladie d’Alzheimer. Le
principal facteur a risque est I’age. Les personnes de 65 ans ont de nos jours 1 chance sur 20
de développer la maladie, au-dela de 85 ans la probabilité de développer la pathologie passe a
1 sur 4 [2]. L’état cardiovasculaire du patient est €également un point important [3]. Ainsi,
I’hypertension artérielle [4], I’hypercholestérolémie et I’obésité sont des facteurs aggravant.
Le diabéte de type 2 est aussi un facteur de risque majeur de la maladie d’Alzheimer [5]. Un
patient atteint de la maladie d’Alzheimer a en effet des difficultés d’assimilation du glucose,
et présente souvent les symptomes d’une personne diabétique. Enfin, les antécédents
familiaux, les geénes spécifiques des ¢éléments biologiques pathogénes de la maladie
d’Alzheimer [6] et 1’état socio-professionnel (niveau d’étude et niveau social) sont des

facteurs de risque.

Compte tenu du manque de traitement efficace et de 1'allongement de la durée de vie des

personnes, cette maladie attire aujourd'hui toutes les attentions. Outre l'enjeu économique,
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I'impact sociétal li¢ a la compréhension scientifique et médicale et de diagnostic précoce de
cette maladie est majeur. Si I'on se réfere a une étude menée en 2011, le nombre de personnes
atteintes par la maladie d’Alzheimer en France s’¢levait a 900 000, avec 225 000 nouveaux
malades diagnostiqués par an, soit environ un nouveau cas toutes les trois minutes. En France,
la maladie d’ Alzheimer représente moins de 2 % des personnes de moins de 65 ans, entre 2 et
4 % des personnes de plus de 65 ans, et le pourcentage de personnes touchées passe a 15 % a
partir de 80 ans. Une légere disparité est cependant observée entre les hommes et les femmes,
avec respectivement 40 et 60 % de malades déclarés, les femmes ayant une espérance de vie
supérieure de 10 ans par rapport a celle des hommes [7]. Avec un taux de survie moyen de
8,5 ans a partir de I’annonce du diagnostic cette maladie est devenue la quatriéme cause de
mortalité en France derriére les tumeurs, les maladies cardiovasculaires et les accidents [8], et
prés de 25 millions de personnes touchées dans le monde. De plus ces chiffres devraient
quadrupler d’ici a 2020, du fait de I’amélioration des conditions de vie et des techniques de

soin, permettant a la population de vivre plus longtemps.

Cependant, grace aux progres des outils de diagnostic, il est possible de détecter de fagon
plus précise et de maniere plus précoce la pathologie. Les récentes avancées dans le domaine
du diagnostic ont permis par exemple de mettre en évidence et de caractériser les 1ésions a

I’origine de la maladie d’ Alzheimer a différentes échelles d’observations.

D’un point de vue macroscopique, il a ét¢ montré que le volume et le poids du cerveau
diminue, de fagon hétérogene, au cours de la maladie. Ces réductions de poids et de volume,
visibles a la Figure I-2, sont cependant bien localisées et concentrées au niveau de
I’hippocampe, de I’amygdale temporale et du lobe temporal [9].

Cerveau atteint de la

Cerveau sain maladie d'Alzheimer
A‘ L > 'a un stade avancé

Figure 1-2. Coupe histologique du cerveau. A gaucheseau sain, a droite, cerveau atteint par la aolé
d’Alzheimer [Alzheimer’s Association)].

Au niveau microscopique, le développement des techniques de caractérisation a non

seulement permis de visualiser les structures fibrillaires saines (les axones) mais également
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les structures fibrillaires anormales (Iésions péhrillaires) a l'origine de la maladie
d’Alzheimer[10], [11]. Ces techniques mettent eidénce la présence de différents types de
Iésions [12]. Des lésions dites positives qui saatarisent par I'existence de plaques séniles
entrainant des dégeénerescences neurofibrillaires. glaques séniles sont caractérisées par
I'accumulation extracellulaire ou I'aggrégationl'ehchevétrement de protéiniasl et peptide

béta-amyloidéys, comme le montre la Figure I-3.

Figure 1-3. A gauche, accumulation extracellulaile peptide A. A droite, dégénérescence neurofibrillaire
issue de la protéine tau.

Ces effets entrainent par ailleurs des |ésions ditgatives (conséquences directes des
Iésions positives) qui se traduisent par la pede deurones et des liaisons synaptiques.
L'enjeu de détection précoce et de compréhensiaes@hénomeénes biologiques réside alors

dans le suivi non destructif de polymérisation ée deux protéines.

Actuellement, le diagnostic « préclinique », c’astire sans symptdme, n’est possible
gue pour les formes génétiques héréditaires (1 84cds). Afin de diagnostiquer la maladie
d’Alzheimer, des criteres de normes comportemestadstent pour I'évaluation de I'état du
patient et sont présentés en Annexe A. Mais auatihpermettant de donner des indicateurs
guantitatifs n’existe aujourd’hui. Les maladies foomationnelles dont la maladie
d’Alzheimer sont étroitement liées au phénomenelad@olymérisation de protéines. La
compréhension de ces agrégations de protéines pbdsibilité d’évaluer les stades de
polymérisation ouvrirait des perspectives en terdeeprédiction, de diagnostic et de thérapie.
Ces travaux s’inscrivent dans cet objectif et fiseadt 'étude sur la polymérisation de deux
protéines liées a la maladie d’Alzheimer, la progdau et le peptidéAR

Dans la suite de ce chapitre, le contexte concétaarprotéines et la matiere molle a la
base de la pathologie sera tout d’abord présenié&tat de I'art sur les techniques actuelles
permettant la détection d’especes biologiques sesaite présenté. Enfin, le principe de la

technique de détection par micro-rhéologie, quesnawons privilégiée, sera détaillé. Les
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capteurs a ultrasons utilisés basés sur un modesdaancd SM(Thickness Shear Modulus),
feront I'objet d’une description de leur mode dadtonnement, de leurs utilisations et du

principe d’extraction des parametres viscoélassgies solutions cibles.

.2 Mécanisme initial des maladies conformationnelles

La conformation spatiale des protéines dépend itles de liaison disponibles et de leur
positionnement spatial. Ceux-ci peuvent changes spre leur composition biochimique
varie. On sait aujourd’hui que ce phénomene de fioatilon des protéines en particulier par
des lipides est une voie importante du controléaadivité cellulaire. Ce changement s'opére
alors par un phénomene de transconformation padtittionnelle (modification des rapports
de voisinage des acides aminés d'une protéine fixation ou départ d’'un ion ou d'un
substrat). L'activité biologique de ces protéinexsliftees dépend alors des espéces réactives
et métaux fixés et des sites de fixation. Bien beresemble des mécanismes ne soient pas
totalement connus, il apparait de maniere schématig'une grande concentration de ces
protéines conduit, dans un premiers temps, a ladbon d’oligomeéres par agrégation de ces
peptides. L'agrégation en chaine de ces oligonygzat étre a 'origine de la propagation de
la nouvelle conformation d’'une molécule modifiéesa voisine impliqguant des plaques

caractéristiques présentes dans le cerveau dafsatialades [13].

Par exemple les peptid@g ont tendance a s'agréger sous forme de fibrilbes pnsuite
former les plaques amyloides avec l'aide d’autiéménts environnants (meétaux, autres
protéines, ...) [14], [15]. Les propriétés d'hydropie dues a leur taille réduite précipitent le
phénomene de polymérisation qui dépend égalemeria dempérature, du pH et de la
présence d'ions, ainsi que de la concentration egniides. L'organisation structurelle des
oligomeres créés est d'ailleurs assez ordonneeéménd de la proportion en structure
secondaire de feuillets. Ces structures en feuillet interagissent par i fuour s'associer en
fibrilles torsadées ou elliptiques suivant les imtédiaires en jeu [16]. Ce type de
structuration a été d'ailleurs visualisé en 3D paicro-imagerie cryo-électronique et
reconstitué numériquement a partir de mesures RMl La Figure I-4 ci-aprés montre la

structure 3D reconstituée d'une fibrille.
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Figure I-4 : Structure 3D d'une fibrille. (A et Biagrammes en forme de ruban de la structure deanales
résidus 17 & 42 illustrant la nature intermolécudaides interactions inter-voies. Les moléculesyvidielles
sont colorées. Par exemple, le monomeére a l'extééinipaire est représenté en cyan. Les chaines sont
indiquées par des fleches, la structure secondzome réguliére est indiquée par des lignes. Danke8Jiaisons
intermoléculaires entre résidus (ici D23 et K28nsdndiquées par des lignes en pointillés, et iesbns
formées par la molécule centrale sont mises ereéeel par des rectangles. (C) la polarité de surfdgeeontact
de van der Waals et le diagramme de ruban a l'exitd€impaire du protofilament comprenant les résid7-
42. Les feuillets sont indiqués par des fleches @tda structure secondaire non réguliére estqueie par des
lignes grises. Les chaines latérales d'acide arydrophobes, polaires, chargées négativement etiyeraent
sont représentées respectivement en jaune, vengeret bleu. Les plaques superficielles positivénetn
négativement chargées sont représentées respeetivem bleu et rouge, et toutes les autres sonméseptées
en blanc. (D) Simulation supérieure d'une fibriranstituée de quatre protofilaments colorés indieitkment
avec une résolution de 2 nm. Pour faire correspendrtorsion expérimentale du protofilament deilailie
montrée dans E, un angle de torsion de 0,45 ° paécnle a été simulé. (E) Deux exemples de miceqymie
cryo-électronique de fibrilles (Barre d'échelle, B5f)[18].

1.3 Matiere molle et techniques de caractérisation associées

Du fait de la structure des protéines dans leur milieu biologique, les milieux protéinés
font partie des systetmes de la matiere molle. La physique de la matiére molle est un
intermédiaire entre la physique des liquides et la physique des solides. Multiphasiques, leurs
comportements peuvent répondre au cours de leur polymérisation aux lois de la physique des
liquides mais également a la physique des solides [19]. Ce qui caractérise la matiére molle,
appelée aussi matériau complexe ou fluide complexe, est la capacité de cette derniere a se
déformer sous un faible cisaillement puis a revenir a son état d'équilibre (caractere élastique

de la matiere).

L’organisation structurale des fluides complexes dépend des énergies d’interaction entre

les objets ¢lémentaires. Ces énergies d’interaction (interactions de Van der Waals, liaisons H,
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etc.) sont étroitement liées a 1’énergie thermique a température ambiante [20]. Les effets
enthalpiques, définissant la quantité de chaleur pour effectuer une transformation d’un
systéme a pression constante tout au long d’un travail mécanique, sont proches des effets
entropiques, qui définissent le degré de désordre moléculaire. De ce fait, ces systémes
complexes observent des modifications de structure sous D’effet de faibles wvariations
environnementales (température, pression, concentration, pH, etc.) ou sous 1’effet de faibles
sollicitations extérieures (contraintes mécaniques, champ électrique, champ magnétique, etc.).
Elle peut se trouver sous forme de suspensions colloidales (incluant des cristaux liquides ou
encore de fibres biologiques), de polymeéres incluant des brins d’ADN ou les fibres protéiques

et des biofilms [21].

o

Figure I-5. Microstructures des matériaux complededa famille des matiéres molles. A - Fibres aiugds ; B
- Mousse élastomere; C - Gel colloidal; D - Emuts@huile dans de I'eau.

La compréhension des mécanismes intervenant dans les maladies conformationnelles
telle que la maladie d’Alzheimer et leur diagnostic peuvent donc étre reliés a des informations

de structure a différentes échelles.

Pour une caractérisation morphologique, des techniques d’imagerie et de spectroscopie
pour quantifier la matiére molle sont généralement utilisées. Ainsi, les techniques de RMN
(résonance magnétique nucléaire), de microscopie optique, infrarouge et acoustique ou de
dispersion sont utilisées pour suivre 1’évolution des propriétés structurales de la matiere molle
[22][23][24]. Ces techniques donnent acces a des informations structurales pendant les essais
de caractérisation des matériaux. Les techniques de microscopie permettent de visualiser la

structure dans le cas d’un matériau possédant deux phases non miscibles. Les techniques de
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diffusion donnent des informations structuralesgipde I'existence d’'un contraste entre des
particules diffusantes et le milieu test. Ellesnpettent de mettre en avant des changements
structuraux de fagcon temporelle du matériau lorsédeulement.

La détermination des dimensions structurelles pénat effectuée également en utilisant
les techniques de diffraction des rayons X ou Negusiux petits et grands angl&AK SAN
[25][26].

La matiere molle peut enfin étre caractérisée paude plus macroscopique de la
déformation et de I'’écoulement d’un fluide soudféed’'une contrainte : c’est la rhéologie.
Le suivi des parametres viscoélastiques donnantaesteristiques précises sur I'état de la
matiére molle au cours de la polymérisation estsaldsé. Des technologies de rhéologie
conventionnelles haute amplitude et basse fréquermmame les viscosimetres capillaires,
rhéometre a cellule de Couette, ou les rhéomettasifs a interface plan-plan ou céne-plan

sont alors privilégiées [27].

Le laboratoire a développé depuis plus d'une ginezdiannées une technique de micro-
rhéologie qui permet d'accéder a ces informatiottieéchelle microscopique [28]-30]. La
transduction privilégiée pour le suivi des pro@geviscoélastiques de matériaux complexes
est basée sur la propagation d’ondes de volumesdde alors de petites amplitudes de
contrainte et de déformation sinusoidales a hati&guences, qui sont adaptées aux
matériaux viscoélastiques entre solide et liquldetechnique s'appuie sur l'utilisation d'un
capteur a ondes de cisaillemdi@Mrésonant a une fréquence autour de quelques nrégahe
et utilisé en émission/réception. Bien que le aapfESM soit moins sensible que les
résonateurs a ondes de surf&&N\ il garantit une stabilité en fréquence et en terafure
trés importante. Sa simplicité de mise en ceuvrend également tres attractif par rapport aux

techniques optiques malgré leurs grandes résotutainle large spectre d'investigations

possibles.

1.4 Systémes instrumentaux associés a la détection da |
maladie d’Alzheimer et au suivi de polymérisation &
protéines

Si a I'heure actuelle, les coupesst-mortenj31] restent la technique la plus fiable pour
I'établissement du diagnostic de la maladie d’Alefes, toutefois cette technique ne rentre
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pas évidemment dans la course au diagnostic prebDdaetres méthodes existent cependant
pour mettre en avant la présence des marqueurgigpés et le suivi de la polymérisation
des éléments pathogenes a I'origine de la maladiercimer.

1.4.1 Détection de la maladie d’Alzheimer

Les coupes du cerveau humain sont effectuées petireren avant la présence des
tissus insolubles ou d’atrophie des zones du cart@maché par la pathologie. La présence de
la maladie peut également étre mise en évidencalgmranalyses biologiques du liquide
céphalo-rachidien. La principale technique de ditecest le tesELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay) qui est une méthode immungreatique qui se base sur la
visualisation d’une réaction antigene-anticorpgcgra un agent coloré, produite par I'action

sur un substrat d'une enzyme préalablement fix&nticorps [32][33][34].

Trois tests sont assimilables &IL'ISA I'ELISA direct 'ELISA par compétition et
'ELISA en sandwich et sont présentés a la Figure I-6trdigieme technique est la plus
utilisée pour la détection et le dosage d’antigemsent dans un fluide complexe ou dans un
échantillon biologique. Pour cela, la plague d’essarecouverte par un anticorps de capture,
qui se lie de facon spécifique a I'antigéne d’étqdand celui-ci sera injecté dans les plaques
d’essai. Une fois la liaison entre I'antigene anticorps de capture effectuée, un anticorps de
détection marqué avec une enzyme est fixé a l'anég Enfin une solution révélatrice est
déposée et une réaction colorée est observéeensité et les variations de la coloration
peuvent étre mesurées par I'utilisation d’un phattom

Direct ELISA Capture ELISA Anchor ELISA

Enzyme-conjugated
anti-human IgG —

e
ﬂ —
Specifi U
ipete e
in patient @) / \

S

serum U
PR3 % Monoclonal — Bridging
/ antibody molecule

Figure I-6. Schématisation des techniques de dosagmino-enzymatique ELI$26].

Cependant, ces tesELISA sont aujourd’hui peu fiables en terme de repradilicé
[36], et demeurent une technique trés couteus&i{ute 96 puits vaut entre 500 et 900 €). De

plus, elle est difficile & mettre en place, ave® uorte dépendance par rapport a la

température, apH ou encore a I'éclairement, et ce, a cause daldiolh enzymatique en jeu.
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L' ELISA et les coupegost-mortemreprésentent donc les deux principales possibikte
termes d’analyse en ce qui concerne la maladieztidiimer. D’autres méthodes existent pour
la détection et le suivi de polymérisation d’espebmlogiques variées, elles sont basées sur

différents systemes de transductions et sont pi&sedans le paragraphe suivant.

1.4.2 Suivi de polymérisation

En ce qui concerne la détection d'especes biolegigat notamment le suivi de
polymérisation, quatre types principaux de transelus existent: optique, thermique,
électrochimique et piézoélectrique.

» Les transducteurs optiques

Les transducteurs optiques se basent sur la g@rédun signal optique a partir du
signal biologique d’origine. La majorité des capsewptiques utilise des techniques
d’absorption et de fluorescence. Les principalebri@ues expérimentales, qui sont utilisées
pour la détection d’espéces biologiques sont Iffatemétrie (mesure de la différence de
parcours optiques entre deux faisceaux lumineux ges franges d’interférences), la
résonance plasmon de surface [37]-[39] (mesura deriation de l'indice de réfraction au
voisinage de linterface ligand/récepteur a la atef d'une couche métallique) et
I'éllipsométrie [40], [41] (mesure des propriétégtiques de matériaux et d’épaisseur de
couches minces par la détermination de la modifinatle I'état de polarisation d’'une onde
lumineuse apres réflexion sur I'échantillon). llé& montré qu’il était possible de suivre
'agrégation du peptidéys42 (constituée de 42 acides aminés) B&R (surface plasmon
resonance) [42]. La Figure I-7 présente le systérperimental utilisé dans I'étude du suivi
de l'agrégation dAs42. Le SPR permet la détection d’interactions biomoléculaires
principe de mesure repose sur la spectroscopieptiessnons de surface : une source
polychromatique excite deux milieux d'indices deagtion différents. Dans les conditions de
réflexion totale, l'angle de résonance est étrat@mliié a la densité du milieu. Les
changements dans la densité changent directermathitd' de réfraction du milieu du champ
évanescent qui fait varier a son tour I'angle @gemance. La réponse est proportionnelle a la
masse des molécules qui se lient au ligand imns&bdur la surface du biocapteur. Afin de
suivre l'agrégation de la protéine, une surfaceougerte d'or a été au préalablement
fonctionnalisée avec des greffages de fragmem@4@ Lors de linjection de solutions
protéiques, des agrégats se forment, modifianatgges du faisceau incident et du faisceau

reflechi.
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Figure 1-7. Schéma de principe du suivi de l'agtéma du peptide p42 par SPR grace a une surface
fonctionnalisée de dextrarfié3].

La Figure I-8 présente les résultats obtenus pour le suivi de I’agrégation des protéines.
Dans un premier temps, les signaux sont identiques pour 1’échantillon test et celui de
référence. A partir d’'une heure de traitement, la surface est rincée pour laisser place a
I’injection d’une solution de peptide 4542. Deux tendances sont ainsi observées. Dans le cas
de la surface de controle, nous ne remarquons pas d’évolution du signal. Cependant, pour la
surface d’or fonctionnalisée, 1’angle de réfraction augmente au cours du temps. Cela
s’explique par un changement de densit¢ a la surface di a 1’agrégation des protéines
contenues en suspension dans la solution injectée. Au bout de 12 h, I’expérience est arrétée et
la surface est rincée. Une derniére mesure est réalisée sur le banc avec les systémes rincés,
une différence est observée entre le systeme fonctionnalisé et le systeme de contrdle, ou dans
le premier cas, un signal de plus forte intensité est observé conséquence de la

fonctionnalisation de la surface.

Malgré les nombreux avantages de la transduction par SPR, des limitations doivent étre
prises en compte : (i) la surface du transducteur ne peut qu’étre un métal noble (I’or par
exemple), (i1) la complexité de la physique de la résonance plasmonique de surface, (iii) la
distance optique utilisable pour les analyses se limite a 300-500 nm pour une sensibilité du
signal acceptable et limite 1’¢tude a des molécules ou a des entités inférieures a 10-20 pm, (iv)

le cout d’un tel systeme (50 k€).
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Figure 1-8. Variation de l'angle de réfraction olote lors du suivi de polymérisation, en gris suigns
fonctionnalisation de surface, en noir, suivi awgface fonctionnalisée. Corrélation par des micegghies
AFM.

* Les transducteurs thermiques

Les transducteurs thermiques, qui sont principalement des thermorésistances ou
thermocouples, mesurent une variation de température a partir d’une variation d’enthalpie
(énergie) et d’une capacité thermique massique, lors de réaction exo ou endothermique d’une
réaction enzymatique [44]. L’inconvénient majeur de cette technique réside dans la forte
présence de bruit de fond lors des mesures et qui sont dues aux variations thermiques du
milieu, ce qui rend cette technique difficile & mettre en place, et par conséquence onéreuse.
L’avantage réside dans sa bonne adaptation pour la réalisation de mesures en continu et a sa
faible sensibilit¢ a la lumiere. La Figure I-9 schématise le montage expérimental d’un
biocapteur thermique, dans lequel se trouve une enzyme au sein d’un réacteur. L’échantillon a
caractériser est injecté dans le systétme avec une pompe et grace a la variation de température

engendrée par la réaction enzymatique, il sera possible de caractériser 1’analyte.
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Figure 1-9. Schéma de principe d'un biocapteur thigue[44].

* Les transducteurs électrochimiques

Les transducteurs électrochimiques se basent qyg&riaration d’une réaction d’oxydo-
réduction ou d’une modification de conductivitécftgue lors d’'une modification du signal
électrigue pendant le dépdét d’'une solution test aurface du capteur. lls sont composés de
trois électrodes, I'électrode de travail, I'électeode référence et la contre-électrode. A partir
de ces trois électrodes, différentes mesures pe@mneffectuées, permettant de classer les
transducteurs électrochimiques suivant leur modefotetionnement. Ainsi, les capteurs
potentiométriques se basent sur la mesure d’unatizar de tension a courant constant et les
capteurs ampérométrigues, mesurent une variatiawmodeant a un potentiel fixé. Quant aux
capteurs impédancemétriques, ils mesurent degivasade conductivité ou de capacité entre
deux électrodes. En effet, 'impédance de surfatemedifiee lorsque I'espéce a détecter est
piégée dans la couche sensible ou la conductiaité guivant la teneur en ions de la solution.
Ce type de transducteur est tres largement uglistant que biocapteurs du fait de la facilité
de fonctionnement et de mise en application, cegpeindes travaux de modification de

surface sont nécessaires afin d’augmenter leuctsété [45]-[48].
* Les transducteurs piézoélectriques

Les transducteurs pi€zoélectriques permettent dérgeune déformation mécanique par
application d’'un potentiel aux bornes de I'élémpigizoélectrique. Ainsi, différents capteurs

ont été développés :

- Les micropoutres, ou microcantilevers [49], [50gsLtransformations chimiques sont
mesurées par la déformation mécanique nanométridgie micropoutres. Des

'adsorption de I'espece a caractériser sur la opicutre, cette derniere va fléchir et
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va voir sa fréquence de résonance varier. Ainsi par mesure de la flexion et de la
variation de fréquence, il devient possible de quantifier et de caractériser 1’analyte.
Malgré un seuil de détection tres bas, 1’utilisation en milieu liquide est limitée du fait
de I’affection du facteur de qualité et de la qualité et de la précision du signal mesuré
lors des essais de détection. La Figure I-10 illustre un essai de détection d’agrégats
amyloide qui utilise des micropoutres dont la surface est fonctionnalisée puis mise en
contact avec des protéines amyloides. La courbe bleue représente la contrainte
mécanique ¢€tablie par la croissance des fibres amyloides. La réaction s’arréte a partir
de 10 heures puis le signal se stabilise, correspondant a la fin de la croissance des
¢léments amyloides. Le signal en vert correspond au signal de référence, capteur dont
la surface n’a pas été fonctionnalisée, il n’évolue pas avec ’injection des éléments

amyloides.

Surface Stress (N m 1)

0 4 8 12
Time (h)

Figure 1-10. Détection avec des micropoutres d'ags amyloides a partir de solutions d’insuline ridjime
[50].

- Les capteurs a ondes acoustiques de surface (SAW) ou capteur a ondes de Rayleigh
[51]53]. Des électrodes interdigitées déposées de facon coplanaire sur le substrat
piézoélectrique vont permettre la propagation d’une onde acoustique de surface au
travers d’une couche sensible. Ce type de capteur est caractérisé par sa stabilité et sa
précision, cependant, I’inconvénient majeur de ce type de capteur est 1’impossibilité
de leur utilisation en milieu liquide. L’onde de Rayleigh est une onde dont la
polarisation comporte une composante transverse verticale qui rayonne en présence de
liquide. La Figure I-11 schématise dans la partie de gauche le principe du systéeme. Il
se compose d’un substrat piézoélectrique sur lequel sont déposées des électrodes en
peignes interdigités (/D71 et IDT2). La surface du capteur est fonctionnalisée avec

une couche d’aminodextrane carboxylé. La courbe (1) est la réponse fréquentielle de
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I’injection d’une solution contenant des protéines sensibles a la couche d’accroche sur

le résonateur SAW. La courbe (2) correspond a I’injection d’une solution de référence

sans protéine sur le systéme.
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Figure I-11, Utilisation de capteur a ondes acogsts de surface pour la détection d'espéces bipleg. A
gauche, un schéma de principe d’'un capteur SAVgrésenté. A droite, suivi de la variation de frégce lors
de I'accroche de protéines a la surface du résamaBAW fonctionnalisé par une couche d’aminodexfad)].

Pour remédier au probleme d’utilisation de ce type de capteur en milieu liquide, il est

possible d’utiliser des capteurs dont les ondes générées ne comportent pas de composante

verticale. Il s’agit des capteurs a ondes dites transverses horizontales (7H ou SH pour Shear

Horizontal). 11 existe trois types de capteurs utilisant ce type d’onde, a savoir, les capteurs a

ondes de Bleustein - Gulayev, les capteurs a ondes de plaque transverses horizontales et les

capteurs a ondes de Love.

- Les capteurs a ondes transverses horizontales ou les ondes se propagent par réflexion

dans le substrat. L’énergie de 1I’onde est donc répartie sur tout le volume du substrat, ce

qui aura pour effet de limiter la sensibilité. Pour remédier a ce probléme, il est possible

de réduire ’épaisseur du substrat de quartz, ce qui entraine des complications de mise

en ceuvre et des limitations dans les techniques de fabrication. La Figure I-12 présente

I’exemple d’un systéme basé sur les ondes transverses horizontales permettant la

détection de brins d’4ADN et le suivi des variations de fréquences (de ’ordre de 500 Hz)

lors de I’agrégation.
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Figure I-12. Capteurs a ondes transverses horiZestaA gauche, schéma de principe d’'un capteur 8WS
servant a la détection de I'hybridation de brinsADN sur une surface d'or métallisée. A droite, Buiv
fréquentiel du capteur a 5 ajouts (A, B, C, D, E)utins d’ADN[55].

- Les capteurs a ondes guidées ou capteur a ondes de Love. Cette technique repose sur
I’ajout d’une couche guidante a la surface d’un capteur SAW et dans laquelle les ondes
se propagent, et seront perturbées par I’ajout d’une couche sensible. L’intérét de ce
genre de capteurs réside dans la possibilit¢ de contrdler I’épaisseur de la couche
guidante. Les ondes peuvent ainsi étre confinées dans un volume de faible épaisseur,
ce qui augmente la sensibilité¢ des capteurs. La Figure 1-13 présente les variations du
parametre S2; lors du dépot sur la couche sensible de différentes solutions de D-sérines

représentatives d’une polymérisation.
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Figure 1-13. A gauche, schéma de principe du capéeandes de Love. A droite, suivi du coefficientéSla
fréquence de résonance, en fonction du tempslatamcentration en D-sérin@6].

- Les capteurs a ondes de plaque, ou capteur a ondes de Lamb [53]. Dans ce type de
capteur, I’onde générée par des peignes interdigités a la surface d’un ¢lément
piézoélectrique, va se propager dans son volume, permettant I’utilisation de ce type de
transducteur pour la détection en milieu liquide mais rendant la sensibilité dépendante de

I’épaisseur du substrat piézoélectrique. La faible épaisseur de 1’élément piézoélectrique
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rend ce systéme trés complexe a fabriquer mais également trés peu robuste dans le temps

[57].

- Les capteurs a ondes acoustiques de volume (ou Bulk Acoustic Wave, pour BAW) [53],

[58], [59], et dont la technique consiste a faire vibrer un élément piézoélectrique en

appliquant un champ ¢électrique alternatif aux bornes des électrodes disposées de

chaque coté. Ils présentent un avantage majeur en termes de robustesse, de stabilité, de

mise en ceuvre ou encore d’utilisation. Ainsi, le champ d’application est large,

puisqu’il peut étre employ¢ a la détection de gaz et de solide. La Figure 1-14 montre

un exemple du suivi de croissance de protéines par le suivi de la fréquence. Lorsque le

capteur est fonctionnalisé par 1’ajout de site de croissance a sa surface, une diminution

de la fréquence est observée correspondant a ’adhésion de fibres aux sites de

croissance (courbe bleue). En absence de site de croissance des fibres protéiques,

aucune modification fréquentielle n’est observée (courbe verte).
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Figure 1-14, A gauche, schéma de principe d'un eap@ ondes de volume pour le suivi de polyménsatie
protéines. A droite, comparaison de la réponseréguence du capteur lors de l'injection de protémea
surface avec un capteur fonctionnalisé (courbe &@jet un capteur non fonctionnalisé (courbe verte).

Ces capteurs permettent de suivre la cinétique d’une réaction biochimique. Ils ont

¢galement I’avantage de fonctionner avec de trés faibles courants, ils peuvent dans certains

cas étre miniaturisés.

Si toutes les techniques présentées ci-dessus permettent le suivi de la polymérisation

d’analyte complexe, comme des protéines, elles ne permettent pas de quantifier la

polymérisation par des propriétés mécaniques. Les capteurs a ondes acoustiques de volume

apportent une solution de suivi des caractéristiques viscoélastiques lorsqu’on mesure au-dela

de la variation de fréquence le coefficient de réflexion complexe Sii. Il faut néanmoins

prévoir une résolution du probléme inverse par traitement du signal dédié. Dans ce cas,

l'objectif est de caractériser 1'évolution structurelle des solutions par le suivi de 1’évolution des
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parametres élastiqués et visqueuxG” a I'échelle micrométrique. C’est cette méthode qui

sera utilisée dans cette étude.

1.5 Rhéologie et grandeurs physiqgues

La rhéologie est une science a part entiére gaitse entre la physique des solides et la
physique des liquides. Etymologiquement, elle assdience de I'écoulement (rheos = qui
coule, logie = science de). Pour un fluide Newtopigest-a-dire tout liquide pour lequel le
module visqueux n'est pas affecté par la variationtaux de cisaillement, la vitesse de
déformation est proportionnelle a la contrainten®# cas d’'un solide, la déformation est
directement fonction de la contrainte. Dans le d&s matériaux viscoélastiques, le
comportement du matériau étudié est une combinalesrdeux cas précédemment évoqués.
Les techniques de rhéologie proposent des outiptad a I'étude des propriétés de ce type de

matériaux.

D'un point de vue mécanique, un matériau soumisnaemsemble de forces est
susceptible de se déformer. La déformation du rnaatér'effectue par glissement relatif des
différentes couches, sans qu’il y ait transfertndatiére d’'une couche a l'autre, c’est le
mouvement laminaire de cisaillement. Les appangilssés sont appelés rhéomeétres, et
permettent ainsi de déterminer les parametres deériaux en contact. En imposant une
contrainte de cisaillement sinusoidale, la conteade déformation déphasée est mesurée. Le
rapport entre la contrainte et la déformation egted® module complexe de cisaillement et
noteG* : la partie réelle d&*, G’, est appelée module de conservation ou modulégtlas
la partie imaginaire d&*, G, est quant a elle appelée module de perte ou madsdueux.

G’ est proportionnel a I'énergie élastique emmagasilées que I'énergie dissipée par
frottement visqueux est proportionnelleG3. L'échelle d'investigation dépend alors de la

fréequence d'excitation de la contrainte et de fard@ation.

1.6 Echelle d’investigation et micro-rhéologie

Grace aux progrées réalisés dans l'utilisation aéehriiques de résonance magnétique

nucléaire RMN), il a été possible d’accéder a des informatidas gétaillées sur la structure
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moléculaire du peptide 4f [60]-{62] et de la protéine tau [63].

Dans le cas d’A4f, Les fibres sont composées généralement de deux protofilaments de 2 a
5 nm de diamétre qui se torsadent pour former une fibre de 7 a 13 nm d’épaisseur. Les brins f
dans un feuillet B croisé sont espacés de 4,7 a 4,8 A et les feuillets B sont espacés de 10 A.
Dans le cas de la protéine tau, les échantillons post mortem de tissus cérébraux de patients
humains étudiés en microscopie ¢électronique montrent que la protéine est constituée
principalement de deux protofilaments enroulés 'un avec 1’autre. La séparation des
répétitions de I’enroulement est d’environ 75 a 80 nm et avec une €paisseur variant de 10 a
22 nm et un diamétre pour chaque brin d’environ 10 nm. La structure est semblable a un
ruban enroulé avec une distance de séparation des brins de 80 nm. Sur la Figure I-15, réalisée
par microscopie a force atomique (4FM), on peut observer les dimensions des structures

conformationnelles des protéines pour différentes concentrations.

[¢ glalelo]

[ glalelo] 185

80 uM Tau

Figure I-15, Micrographies AFM de I'agrégation de protéine tau a différentes concentrations, 30 pMpM,
120 puM, 240 pM et 480 uM. Micrographies réaliséed BPA par Claude Nogues.
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Dans ce contexte, de nombreux travaux ont montré que 1’évolution macroscopique d’un
matériau est liée a son évolution mésoscopique. La structure moléculaire doit donc impacter
les propriétés du milieu aux autres échelles. Par réciprocité une mesure a une échelle

mésoscopique doit pouvoir fournir de riches informations sur la structure moléculaire.

Dans le cadre de cette étude, en prenant en compte 1’échelle d’investigation du matériau
¢tudié¢ (mésoscopique voire microscopique), nous avons choisi une technique ultrasonore

[29]. Elle utilise les propriétés classiques de la propagation d'une onde acoustique dans un
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volume composé par deux milieux homogenes de @iistiques différentes. A la surface de
la séparation des deux milieux, une partie de éoimtidente est réfléchie. Cette réflexion
dépend des caractéristiques mécaniques et des giaeanmfluents des deux milieux (masse
volumique, viscosité, élasticite, température,)elcautre partie est transmise d'un milieu a

l'autre et dépend également des caractéristigueedalex milieux [64].

En régime harmonique, ces milieux peuvent étre ct@naés par leur impédance
mécanique (respectivemesiti et Za2) qui correspond au produit de la masse volumiduiee
la vitesse de phase de l'onde propagée. A l'imterfan peut alors relier le coefficient de
réflexion /~ (rapport entre I'onde incidente et I'onde réflérlaiux impédances mécaniques par

I'expression (1) :

Zaz B Zal

=_22 2 1
Za2+zal ()

Compte tenu de l'aptitude d'un solide ou d’un ligua propager une onde mécanique, il
devient alors possible de déterminer l'impédanceamque d'un matériau quelconque en
contact avec ce solide a l'aide du coefficienté&fexion. Si les caractéristiques acoustiques
du solide sont parfaitement connues, la mesureadédonse a une contrainte nous donne
alors l'impédance mécanique du matériau en coatgmr voie de conséquence nous informe
sur l'onde transmise. Dans cette étude, nous aYahsle choix d'utiliser une cavité
résonnante a tres fort coefficient de qualité. dlétion dans le plan complexe des paramétres
mécaniques autour de la fréquence de résonnanaee donformation sur le milieu en

fonction de son évolution (en temps, en tempérgiareexemple).

L'élément résonant est un résonateur a quartz dpecAT de forme circulaire et
meétallisé sur ses deux faces. L'angle de coupeyrade 35°) permet de générer des ondes de
cisaillement tout en offrant la meilleure stabiléd fréquence (de I'ordre de ®0dans une
gamme de températures de 0 a 50°C. Naturellememineonous le verrons dans les chapitres
suivants, ce capteur résonant doit étre optimis@depté a nos études. Cela concernera
notamment I'électrode qui permet I'excitation éf@pie, mais aussi le nombre d’électrodes a

utiliser.

Pour mesurer le coefficient de réflexion, nousisagits un analyseur de réseau. A partir
de cette mesure, nous pouvons déterminer I'impédatectrique du quartz autour de sa
fréequence de résonance (autour de 5 ou 6 MHz omdégples impairs de cette fréequence de

résonance, notamment I'’harmonique 3). A partir dgeations de propagation des ondes
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acoustiques, d’une part dans le quartz et d’autre part dans le matériau en contact, on peut
retrouver le lien entre I’impédance électrique de charge Zc et les impédances mécaniques a la
surface de contact. Cette impédance électrique complexe Z. est reliée a I’évolution des
propriétés mécaniques du matériau. Ces propri€tés sont extraites par un modele électrique

développé¢ au laboratoire SATIE [13], selon 1’équation (2), et qui est détaillé en Annexe B.

p(G"1+G") 4 p(G*] = G")

7. X
c 2 J 2

2)
Afin d'assurer le suivi, le capteur est immergé dans une cellule contenant le matériau
¢tudié. L'ensemble "cellule-capteur”" est maintenu a température fixe de fagon a minimiser les
effets indésirables dus a la variation de température. Le principe de mesure est basé sur un
générateur sinusoidal de fréquence variable qui fournit 801 points de mesures (c’est a dire 801
fréquences autour de la fréquence de résonance). Une mesure d'impédance électrique est
réalisée par réflectométrie, un coupleur directif sépare 1’onde incidente de 1’onde réfléchie par
le milieu. Les mesures a intervalle de temps régulier, assurent le suivi de l'impédance
¢lectrique au cours de la formation du matériau. Un ordinateur permet 1’automatisation de la

mesure et I’enregistrement des données en fonction du temps (Figure I-16).

Déposition
de solution
HP 5DB1B Network Analyzer organique

Cellule thermostatée

Figure I-16, Synoptique de la chaine d'instrumentatdu microrhéometre.

A partir des réponses électriques du capteur a vide puis en charge au cours de 1’évolution
du matériau (Figure 1-17), on peut en déduire, en particulier, l'impédance complexe
Ze= Re+j Xe. Les parties réelle Re et imaginaire Xc de 1'impédance ¢€lectrique liée aux effets
viscoélastiques peuvent donc étre isolées pour suivre ['évolution des propriétés
viscoélastiques du matériau. Compte tenu du tres fort coefficient de qualité¢ (Q > 100000), les
valeurs de I’impédance électrique du capteur sont extrémement faibles et risquent d’étre

noyées dans le bruit. Il est possible de s’affranchir de ce probléme en mesurant I’admittance
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complexe du capteur pour plus de visibilité.
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Figure 1-17, Mesures des impédances complexes wétea partir de I'analyseur de réseau. En rouggnal
mesuré d’un capteur vide. En bleu, impédance coremé&énuée apres la charge du capteur.

Grace a la prise en compte des effets électriques dans notre modélisation, les valeurs Rc
et Xc permettent de suivre les premiéres étapes du matériau en formation. Ces variables

permettent d’accéder aux modules élastiques (G’) et visqueux (G”) selon les équations

suivantes :
"= ﬂ 3)
2szmatériau
. R X,
G'=— 4
2szmatériau ( )

K est le coefficient de conversion €lectromécanique et Omatériau la masse volumique du

matériau (ou du milieu) en contact avec le quartz.
La mesure nécessite trois étapes :

Pour la premiére étape, le dispositif doit étre calibré. Pour ce faire nous procédons a une
compensation des pertes et du déphasage entre le capteur et I’analyseur de réseaux. Cette
procédure classique en radiofréquences nécessite d’effectuer trois mesures sans capteur, celui-
ci étant remplacé successivement par circuit ouvert puis par un court-circuit et enfin par une

charge.

La seconde étape consiste a réaliser une mesure a vide (pas de milieu réactionnel) avec le
transducteur piézoé€lectrique non chargé. Elle permet de déterminer les ¢léments é€lectriques

intrinséques du quartz en fonction de la fréquence.

Enfin, la derni¢re étape consiste a réaliser la mesure du quartz chargé par le matériau a
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analyser. La Figure I-18 montre la variation delirattance du quartz, lorsque des solutions
d’eau/glycérol a des pourcentages massiques dérglyeariables sont déposées a sa surface.
Chaque portion du cercle représente cette admétpaar une solution d’eau/glycérol. Entre
la premiére solution a 0 % de glycérol (eau putdg derniere a 80 % de glycérol, le diamétre
des cercles diminue avec un léger décalage declknire montrant une augmentation de

I'amortissement et un décalage en fréquence.

2H‘:H‘:“‘:“‘:“‘!“‘!“‘1‘

—&— 0 %m Glycérol

—&— 20 %m Glycérol
—<— 40%m Glycérol
—a&— 50%m Glycérol
—— 60%m Glycérol

Im (Y) (mS)

0 02 04 06 08 1 12 14
Re (Y) (mS)

05 i

Figure 1-18. Admittance du quartz dans le plan ctaxe chargé avec des dépdts de 200uL de solution
d'eau/glycérol a différents pourcentages massiagigeglycérol autour de la résonance (6 MHz).

Par substitution entre les paramétres électriguasits du modeéle de [a°% étape et
ceux de la 2 étape, nous pouvons modéliser les parametres nggesndu matériau. A ce
stade, nous avons la superposition de deux phérasmgmysiques : I'effet de masse a la
surface du quartz et les effets viscoélastiquemdtériau. Pour discriminer ces deux effets,
une mesure sur un matériau newtonien est effect@nsi les parametres élasticEe et

viscositésG” peuvent étre extraits.
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.7 Conclusion

Dans cette partie ont été présentés les mécanlgmesix maladies conformationnelles et en
particulier ceux liés a la maladie d’Alzheimer. dénominateur commun de ces maladies est
la polymérisation de protéines. Disposer d’'un cphgermettant le suivi de ces matériaux
faisant partie de la matiére molle permettrait degrendre les mécanismes intervenant dans
ces maladies. Les capteurs a ondes de volumeéstikh microbalance ont conduit a
'application des ondes acoustiques dans le domadésebiocapteurs. Configurés en mode
rhéomeétre, ces capteurs a ondes de volume sortyliarement adaptés au suivi des
caractéristiques mécaniques d'un milieu liquides lofune polymérisation. En effet, ils
permettent de mesurer I'impédance d’'un systemeegtrdire les parameétres viscoélastiques
d’'un matériau d’'investigation. L'objectif de cettieese est de démontrer la faisabilité d’'un
outil basé sur ce principe pour suivre la polyn#iis des protéines et particulierement
celles qui sont des marqueurs de la maladie d’Alzée et sera décomposé en différents axes
de travail : lI'optimisation et la fabrication d’'urésonateur ainsi que sa caractérisation
électriqgue et mécaniquéa conception et le développement d’un capteur a ondes a acoustique

de volume multiélectrodes et enfin les essais dectién des analytes biologiques d’étule

vitro.
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Chapitre Il . Conception et fabrication de
transducteurs TSM
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Dans le chapitre précédent nous avons pu expligneguoi la polymérisation des
protéines est un mécanisme pathologiqgue communnzladies conformationnelles et en
particulier a la maladie d’Alzheimer. La compréhiensde ces mécanismes iet fine la
possibilité de traitement sont intimement liee&gistence d'outils permettant le suivi de ces
réactions aux échelles micrométriques. Au vu dedicgiions de diagnostic dans le domaine
de la biologie, les capteurs a ondes de volume satentiellement pertinents car ils doivent
permettre de suivre ces phénomenes dans un vokatistiquement significatif. Si les ondes
utilisées comme vecteurs d'information sont deesmt cisaillement, leurs modifications au
cours de la propagation au sein d'un analyte danaeces aux propriétés viscoélastiques a
tout moment d’'une cinétique. Par ailleurs, la dimecde la formation des plagues qui
découle de la pathologie est alors déterminants.dapteurs TSM (Thickness Shear Mode)
utilisés en tant que biocapteurs peuvent alors girende connaitre 'avancement de la

réaction et les constituants, laissant ainsi |aipdgé d’un contréle dynamique.

La réussite de mise au point d'un tel biocapteppase un contrdle des interactions a la
surface du transducteur, c'est a dire a linterfbed'électrode et du milieu investigué. Ces
interactions déterminent la capacité du capteureasensible et sélectif. Elles dépendent de
I'état de surface des électrodes, de leur constituhécessitant éventuellement leur
fonctionnalisation ou l'utilisation de plusieurse@rodes, et leur forme optimisant la
génération des modes de cisaillement. L'objecti€eehapitre consiste a étudier la sensibilité
de ce type de capteur afin d'optimiser le biocapteag¢. Dans une premiere partie cette étude
se focalisera sur un capteur a une électrode penmtete se concentrer sur |'effet de surface et
de linteraction naturelle des analytes avec Lar.seconde partie développera un capteur
multi-électrodes pour viser une détection multigiienalytes de nature différente.

1.1 Conception du capteur TSM a une électrode

Le capteur étudié est un résonat€8M (Thickness Shear Modslisant un substrat de
cristal de quartz (de coupkT) excité par deux électrodes situées de part eitrdadu
substrat. Afin de le mettre en ceuvre, un retoupidie est réalisé sur la tranche du substrat
pour permettre la prise de contact des deux élesrdu méme c6té du quartz. La Figure 1I-1
illustre une vue en coupe d’'un capteur développes datte étude. On remarque sur le dessus
du systéme [I'électrode recto, sur laquelle serdifdéceiés les dépbts lors des essais
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expérimentaux. La prise de contact, I’alimentation du systeme et la récupération du signal

sont effectuées a I'aide de pointes de touche a ressort.

Electrode Recto ! Substrat en quartz
1
. : /
i

i "~
ﬁ\l/‘ﬁ Electrode Verso

Pointes de contact

Figure 1l-1, a gauche, schéma de principe du captguondes acoustiques, a droite, images de la face
supérieure et antérieure du capteur a ondes acquss.

Nos capteurs ont été réalisés sur un substrat de quartz coupe A7 d’un diamétre de 14 mm
et d’une épaisseur de 270 um. Les ¢lectrodes, quant a elles, sont composées d’une bicouche
métallique de titane (30 nm) et d’or (200 nm). La fabrication a été réalisée dans la salle
blanche du site de /’ENS Rennes en utilisant les techniques classiques en microfabrication
présentée en Annexe D [65][66], permettant 1’obtention de couches minces métalliques, et de
créer les €lectrodes finales au design voulu par les étapes de photolithographie et de gravure.
La Figure II-2 présente ainsi une photo des capteurs obtenus a la fin du procédé de

fabrication.

Figure 11-2, Photo d'un capteur a une électrode sarsubstrat de quartz piézoélectrique coupe ATn{t¥de
diamétre, 270 um d’épaisseur, surface de I'éleardd mm2).

Les capteurs sont ensuite caractérisés du point de vue électrochimique, morphologique,
physico-chimique et mécanique. Ces phases de caractérisation ont pour role de valider le
concept de fabrication des capteurs, mais également de caractériser I’état final des électrodes.
Afin d'étudier les effets de surface, les caractéristiques de nos capteurs développés sont
comparées a celles des meilleurs capteurs commerciaux dédiés au cisaillement de volume.
Les capteurs de référence les plus pertinents sont les capteurs commerciaux de la marque Q-

sense®.
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1.1.1 Caractérisation de la composition chimique

La premiére ¢tude réalisée a été de caractériser la composition chimique des capteurs
réalisés. Pour cela, une analyse élémentaire par spectrométrie de rayons X a été réalisée sur
des substrats métallisés par une couche de 30 nm de titane et une couche de 200 nm d’or,
suivant le protocole expérimental présenté en Annexe D. La Figure II-3 présente une
micrographie MEB de la surface de I’échantillon caractérisé, elle montre une surface

homogene.

Figure 11-3, Micrographie MEB, observation de laumhe supérieure d’or du substrat métallisé.

L’analyse par spectrométrie de rayons X est effectuée a partir de la micrographie
précédente, et le spectre obtenu est présenté a la Figure II-4. Les résultats montrent la
présence majoritaire d’or sans trace de Ti, ce qui permet de conclure que le titane ne diffuse
pas dans la couche d’or et que les dépots sont homogenes.

Spectre 1

Figure II-4, Spectre RX de la couche d’'or de I'éctildlon caractérisé.
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11.1.2 Caractérisation électrochimique

La seconde étude effectuée a été de caractériser électrochimiquement les électrodes du
capteur afin d’évaluer la qualité du signal électrique de 1’¢électrode d’or. Pour cela, un cycle de
voltammétrie cyclique, consistant a la mesure d’une densité¢ de courant a partir d’une variation
de potentiel électrique contrdlée sur 1’¢lectrode, est réalisé [45], [48], [67]. La Figure 1I-5
donne le schéma du montage expérimental pour la réalisation d’une analyse par voltammétrie
cyclique. Il se compose de trois électrodes : (i) 1’¢lectrode de travail qui est constituée par le
capteur, (ii) 1’¢lectrode de référence (calomel saturé en chlorure de potassium), permet de
controler le potentiel appliqué a 1’¢lectrode de travail, (iii) la contre é€lectrode (en platine)
permet de mesurer le courant dans la cellule électrochimique. La tension est appliquée a I’aide
d’un potentiostat et une solution électrolytique, du PBS (Phosphate Buffered Saline), qui est
un tampon phosphate couramment utilisé dans les études électrochimiques, sert pendant les

phases de caractérisation.

Cellule

» g 2 Contre-
électrochimique

électrode

Electrode de

Potentiostat référence

Electrode
de travail

Figure 11-5, Schéma du dispositif expérimental plasr mesures de voltammeétrie cyclique.

Le balayage de potentiel est effectué entre —1 V et 1,5 V, limites d’hydrolyse de 1’eau.
Une série de 5 cycles de balayage est effectuée pour obtenir une bonne réponse de la surface
métallique a caractériser. En effet, le premier cycle servant d’activation de la surface et
d’oxydation de cette derni¢re, les quatre cycles suivants servent a la prise mesure a
proprement parlé de la densité de courant. Le voltamogramme ainsi obtenu est présenté a la
Figure 1I-6. Nous pouvons remarquer que le signal est celui spécifique a 1’or pur sans
matériau ajouté [68]. Nous pouvons également constater 1’absence de pic spécifique au titane,
ce qui nous permet de confirmer ’homogénéité et la bonne qualit¢ de la surface d’or

fabriquée, et ce sans diffusion du titane dans la couche d’or.
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Figure 11-6, Signal de I'électrode en or (électrode travail) obtenu par voltammétrie cycliqgue (bhalge de
potentiel entre - 1 V et 1,5 V, vitesse de balayid@ifemV.3.!

[1.L1.2.1  Comparaison des dépbts d’or obtenus par pulvérisatn cathodique et par
évaporation par effet Joule

Afin de comparer la qualité de I'or obtenu suivéeg deux procédés de dépdts, des
voltamogrammes ont été effectués suivant les mé&meditions expérimentales. Des lames
de verre de microscope ont été métallisées poenoldes couches de titane et d’or avec des
consignes d’épaisseurs répondant au cahier degeshaour la fabrication des capteurs
(épaisseur de 30 nm de titane et de 200 nm d’'@3. dignaux obtenus sont présentés a la
Figure II-7. Nous pouvons remarquer que les degxasix obtenus se superposent. L'absence
de pics spécifiques au titane permet égalemenbdirimer que la conductivité de I'or n’est

pas diminuée par la couche de titane quel qudesprocédé de métallisation.
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Figure 11-7, Signaux de l'or suivant le processisrdétallisation. En bleu, le signal pour I'échaluatil obtenu

par évaporation, et en rouge le signal obtenu palvérisation (balayage de potentiel entre -1 et\1,%itesse
de balayage 100 m\p

11.1.2.2  Effet de la surface et de I'épaisseur de I'électradsur la qualité du signal de
réponse

Afin d’étudier 'influence du design des électrodeeus avons fait varier la surface des
électrodes, mais également I'épaisseur de la codare Dans le cadre de I'étude sur les
épaisseurs, seule I'épaisseur d’'or sera modifiépaisseur de titane restera inchangée pour
ne pas remettre en cause la cohésion des couchesswiomposant le capteur. La Figure 1I-8
met en évidence les signaux obtenus pour ces deudes Dans un premier cas, nous
pouvons remarquer que pour des épaisseurs d'aintate 100 nm a 1 um, une trés faible
variation de densité est observée. Dans le cadrautéaces différentes, a savoir des surfaces
variant entre 1 et 2 cm2. Les signaux ont la méemeldance, cependant, une diminution de
moitié du signal pour I'électrode de 1 cm? est olase par rapport a I'électrode deux fois plus
grande. Ce qui est une conséquence normale deddication de la surface des électrodes,

puisque l'intensité mesurée est proportionnelle surface de I'électrode [69].
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Figure 11-8, Signal de I'or en fonction de I'épagss et la surface de I'électrode. A gauche, signeufonction
de I'épaisseur d’or, a droite, signaux de I'or em€tion de la surface des électrodes (balayageadernpiel
entre -1 et 1,5 V, vitesse de balayage de 100-HV.s

11.L1.2.3  Effet de la vitesse de balayage

Pour identifier I'effet de la vitesse de balayages mesures ont été effectuées en
installant des échantillons métallisés par puhatig;n cathodique dans une cellule de mesure
électrochimique a trois électrodes remplie d'unatsm électrolytique d’héxacyanoferrate de
potassium. La vitesse de balayage va ainsi vanige 42,5 mV/s a 100 mV/s. La Figure 11-9
regroupe les courbes tracées a partir de la soldtltexacyanoferrate de potassium pour les
différentes vitesses de balayages. Quelle qudaseitesse (12,525 ; 50 et 100 mV/s), les
courbes obtenues ont la méme allure mais lorsquetdase diminue les pics sont moins
prononces, la couche de diffusion ayant moins dgs$epour se développer et atteindre une
forme hémisphérique. On retrouve les étapes caistaj@es de réduction et d’oxydation de
’hexacyanoferrate. On vérifie que la réponse dmali du capteur dépend linéairement de la
vitesse de balayage, ainsi comme le montre la eodebdroite de la Figure 11-9, qui donne
I'évolution de I'intensité maximale mesurée pendanbalayage en potentiglic en fonction
de la vitesse de balayage. Cette étude électroghe@npermet de caractériser de maniére
rapide les électrodes fabriquées et vérifier quetkité de la surface de I'électrode est active.
Ces mesures permettent notamment de vérifier rapadel’'indépendance des électrodes dans
le cas d’'un systeme multi-électrodes.
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Figure 11-9, Influence de vitesse de balayage soe électrode d'or ronde de 30 mm? de surface. Aclgau
voltampérogramme en fonction de la vitesse de bgkayA droite, variation de l'intensité Ipic en @ion de la
vitesse de balayage.

11.1.3 Caractérisation morphologique

La qualité de la réponse du signal dépend de l@&@tphologique de I'électrode. En
effet, augmenter la rugosité permettra d’augmelatesurface d’échange entre I'électrode et
'analyte a caractériser mais peut diminuer la catigité. Ainsi la rugosité de I'électrode doit
étre étudiée et un compromis doit étre trouvé elatraigosité de I'électrode et la réponse
électrigue de cette derniere. Dans cette partiens@résentés les résultats concernant la
caractérisation topologique de la surface ainsisquneoptimisation.

11.1.3.1  Méthode expérimentale
La rugositéRa est par définition la moyenne arithmétique dedsues ordonnées du
profil a I'intérieur d’'une longueur de balayagepamée en nm, elle est définie par (5)

1 l
Ra=7 | belax ©)

Expérimentalement, la rugosité est obtenue grase profilométre a pointe diamantée
qui se déplace latéralement sur une longueur @éfile la surface de I'échantillon. Un
capteur, solidaire de la pointe diamantée, déterniordonnée de chaque point balayé en

abscisse. Un traitement du signal permettra aiositenir la valeur de rugosité..

Le profilometre utilisé pour cette caractérisatiest unAlpha-Step IQ(KLA-Tencor).
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Afin d’avoir une valeur de rugosité convenable,l@syueurs de balayage sont comprises sur

une plage allant de 500 pym a 1,5 mm.

11.1.3.2  Etude de la rugosité des échantillons.

Des profils de rugosité sont ainsi établis pourdelstrats de quartz sans métallisation
puis pour les dép6ts des différentes couches nugted composant I'électrode finale sur des
plages de 500 um. Le Tableau 1 présente les vaieoysnnes obtenues dans cette premiere

étude, et sont déterminées a la suite d’une séritOdmesures de rugosité sur les différents

échantillons.
Nature de la surface Valeur de rugosité moyenne (nNm
Nu 0,70
Dépot de titane 0,77
Dépobt d’'or 0,65

Tableau 1, Rugosité moyenne suivant I'état de serfa

Les couches de titane et d’or déposées ont uneitégonoyenne qui varie de 10 % avec

le substrat nu.

[1.L1.3.3  Optimisation de la rugosité

Une des pistes pour 'amélioration de I'état ddfame des électrodes, et donc a terme
I'amélioration de la réponse électrique du captest,le traitement de surface des électrodes.
Leffet escompté des traitements de surface eagiigentation des aspérités de surface des
électrodes, et donc 'augmentation de la surfaéetdinge entre les électrodes et les solutions
biologiques a tester. Pour ce faire, des essamatéfications physiques de surface ont été
mis en place en se basant sur la technologie denrent de surface par plasma [70]. Le bati
de plasma utilisé, baRIE 300W du fabricant VAS, nous permet un contrdle plemmetres
expérimentaux assurant une diversité de conditapgrimentales. Ainsi, il nous est possible
de modifier la source de gaz du plasma, le temgsattement, la pression dans I'enceinte du
bati ou encore la puissance du plasma. Le gaséaitiians cette étude est I'oxygéne.

Une premiere étude a été de vérifier I'influence lalepuissance des plasmas sur la
surface. Pour cela, des traitements de surfacétéméalisés sur des échantillons métallisés en
faisant varier la puissance de traitement entré 808 W avec des temps de traitement de
10 min. Pour quantifier I'effet du plasma, les sgds traitées sont caractérisées par des
mesures de rugosité. La Figure 11-10 présentedsgltats.
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Figure 11-10, Effet des plasmas argon et oxygenelauopologie de surface de quartz métallisés agdes

couches Ti/Au.

Nous pouvons remarquer une augmentation de la itdgbs prés de 0,30 nm avec le

plasma a I'oxygéne. D’autres expériences faisanevie temps de traitement et la puissance

du plasma (Figure 1I-11), ont été menées avecdsnpa oxygene. On voit que pour les deux

valeurs de puissance de plasma, la rugosité desilidns augmente a partir d'un temps de

traitement de 10 min. Les valeurs limites n’ont gasévaluées. Les modifications de surface

observables dans le cas du plasma oxygeéne sora thuséaction chimique engendrée par

I'oxygéne sur la surface d’or.

Rugosité Ra (nm)
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Figure 1I-11, Effet du plasma oxygéne sur la sugfae I'échantillon en fonction du temps et de lsgance du

traitement de surface.

Cependant il a été observé que ces traitementsirfece pouvaient affecter une autre
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propriété physique, a savoir I'énergie de surfatest a dire le caractere hydrophile et
hydrophobe. Afin d’évaluer les énergies d’activatides analyses de mouillabilité avec la
détermination de I'énergie de surface ont étéséas.

1.1.4 Caractérisation physico-chimique : énergies d’actiation

Les modifications de surface par plasma peuventerahgr des changements
topologiques et physiques de la surface des captédin d'évaluer ces modifications
physiques, des mesures d’énergie de surface on¢adtéées qui nous permettront de réaliser
le traitement correspondant a une sensibilité mabardu capteur.

Dans un obijectif de traitement non-invasif et biopatible du substrat, les voies seches
(et particulierement les procédés plasmas) ontpatéégieées dans la mise en ceuvre des

microcapteurs.

[1.L1.4.1  Technique de mesure

Un bati Plasma Cleaner (Harrick) et le bati deRIE, précédemment présenté, ont
permis de générer des plasmas pour traiter et glasesurfaces. Ce sont des techniques de
modification de surface a basse pression ou l'apg@mergie est de type électrique
radiofréquences a 13,56 MHz. Il s’agit d’entretamie décharge basse pression, responsable
de l'accélération des électrons et de l'ionisaties atomes et des molécules du gaz utilisé

[71]. Une torche a plasma atmosphérique frdid$? a également permis de traiter les
surfaces (Collaboration avEECAM Renneys

La mouillabilité désigne le caractere hydrophile grophobe d’'une surface. Afin de
caractériser cette propriété pour un matériau doilng€agit de déposer une goutte d’un
liquide polaire et d’'un liquide non polaire, de wle déterminé, a la surface du substrat a
caractériser, de mesurer les dimensions (diamétteagteur) de la goutte déposée et de
déterminer la valeur de I'angle de contact et dadrgie de surface a partir d’'une régression
linéaire du modéle d’'Owens-Wendt [72]. Ce modedattcompte d'un bilan énergique décliné
par une énergie polaire et une énergie dispersivesi, il est possible de caractériser les
propriétés de la surface déposée par la mesuré&mkrdie de surface apres modification a
laide du plasma. En vue d'une augmentation de elasibilité finale du capteur, une

optimisation de |'état de surface (par exemple pacititer le contact entre le substrat et la

L Avec le plasma Cleaner, les modifications deamrfsont faites par plasma air a puissance coastant
(P = 30 W) et source de gaz constante.
2 Pour la torche, la distance surface-torche,ttzsge de déplacement et le nombre de passaggusiabes.
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couche déposée) devient alors possible par un apprlé d'atomes intermédiaires comme
I'oxygéne [73], [74] ou l'azote [75].

11.1.4.2  Energie de surface pour différents traitements dewsfaces

Afin d’optimiser la sensibilité des capteurs, dessares d’énergies de surface modifiées
avec différents traitements ont été réaliséesesitransducteurs (substrat de quartz 1 pouce,
une électrode ronde sur chaque face de surfacent® rRar rapport a un traitement de
surface patJVe, il apparait clairement sur la Figure 11-12 poeus types de plasma, air et
oxygene (a la méme puissance), que les traitenpdagsnas augmentent I'énergie de surface

et qu’une valeur optimale est atteinte a 11 minutes

75 :
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Figure II-12. Variation de I'énergie de surface danction de la durée de traitement sur transducteur
piézoélectrique pour des traitements de surfacept@sma Q a 30 et 60 W et par plasma air.

La Figure 1I-13 montre la répartition entre énesg@olaires et dispersives (modele
d’Owens-Wendt) pour un traitement plasma Oxygen60aN et a différents temps de
traitement. L'énergie dispersive apparait constagttec'est I'énergie polaire qui varie en
fonction du temps de traitement. C’est cette éeeqgiil convient d’adapter en fonction des
propriétés de surface souhaitées.

3 Une autre possibilité permettant de modifieritésrfaces et leurs énergies de surface est celldiskr une

lampeUV (de type NU-6 KL société Benda). Elle possede dmuwxces d'UV de longueur d’onde de 366 nm
et 405 nm et une puissance nominale de 6W, dans cas.
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Figure 11-13. Répartition des énergies pour un teanent de surface au plasma oxygene a 60 W.

Il apparait ainsi qu’a partir de 10 min de traiternet pour un plasma d’'une puissance de
60 W, les propriétés physiques, représentées paerfjie de surface cessent d’évoluer et
semble avoir atteint un maximum. Ainsi, dans laesde ce travail de thése, afin d’optimiser
'état de surface des capteurs, des traitements ptesma respectant les conditions
expérimentales optimales ci-dessus seront effectués

1.1.5 Caractérisation de la propagation de I'onde acousgue

Lun des points importants pour réaliser des capteal ondes acoustiques est de
caractériser la propagation des ondes dans lezquamt utilisant un systeme de mesure en

vibrométrie laser associée a un traitement de bidg@gdié, les modes de vibrations peuvent

étre déterminés dans le quartz.

[1.L1.5.1 Banc de mesure de vibrométrie laser
La technique de vibrométrie laser permet de réalise balayage de la surface du
transducteur afin de suivre la propagation des ®mdesein de ce dernier, tout en ayant un

aspect non destructif, puisque cette techniquseiiln laser n’affectant en rien la surface du
capteur a caractériser [76], [77].

Le banc de mesure est constitué de différents mgstéour la réalisation des mesures.
En effet, cette technique de mesure, schématis@eFgure 11-14, consiste acannerla
surface du capteur avec le faisceau d’un vibromaser pendant que le quartz est excité par

un générateur d’'impulsion de tension. Le balayagtatceau est réalisé par le montage de la
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cible sur une platine permettant les translations dans le plan (X, Y).

Vibromeétre laser
Miroir Laser

_._Transducteur

Oscilloscope

Générateur d’impulsion -

=]

X translation

...... Poste de contréle

GPIB

'gs)) =1

Figure 11-14, A gauche, schéma du banc de vibroimédiser. A droite, photoéraphle u m

¥

ont519e expérntal.
Chaque partie de ce banc peut étre identifiée suivant sa fonction :

- Déplacement mécanique, qui est assuré par la platine motorisée permettant le balayage de

la surface du quartz dans le plan (X, ¥) ;

- Excitation du quartz, avec le générateur d’impulsion qui autorise l’excitation suivant

deux modes spécifiques, en impulsion et en mode sinusoide permanent ;

- Détection optique du signal. Dans cette partie, un faisceau laser est émis par un
vibromeétre laser, est envoyé sur le capteur puis réfléchi pour étre de nouveau détecté par

le vibrométre laser ;

- Acquisition des données. Cette partie est assurée par 1’oscilloscope qui récupére le signal
transmis par le vibromeétre laser. Grace a I’ordinateur qui contrdle I’oscilloscope, il va étre

possible de récupérer, traiter et analyser les données expérimentales.

A T’issu des mesures, un traitement des données par transformée de Fourier est réalisé
pour pouvoir observer la réponse mécanique du transducteur étudié. Un balayage de la surface
permet 1’acquisition des signaux temporels S(x, y, ¢). En réalisant une transformée de Fourier
1D du signal S(x, y, t), le comportement fréquentiel des ondes de surface W(x, y, ) est évalué.
En réalisant une deuxiéme transformée de Fourier des signaux W(x, y, @), le nombre d’onde

K (kx, ky, o) est extrait (Figure 1I-15).

1D FFT 2D FFT
S(x,yt) ——> W(xy, w) ———> K (kx,ky, w)
t X,y

Figure 1I-15, Traitement du signal associé lorslétude du comportement mécanique du capteur énauti la
technique de vibrométrie laser.
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[1.L1.5.2  Cas d’un capteur a électrodes rondes
Une analyse comportementale du transducteur ar@diest rondes est effectuée. Afin

d’obtenir une analyse complete du capteur, le lbglayest effectué sur un carré de
15 x 15 mm de c6té, permettant le balayage de ttacmi totale. Une largeur complete
comprend 150 acquisitions, chaque acquisition éi@te par pas de 0,1 mm. De plus, la
durée de détection est de 200 us avec un pas tehgmr20 ns ce qui permet d’avoir un

nombre total de points d’acquisition de 10000.

La Figure 11-16 montre 'ensemble des résultatsrpoucapteur possédant des électrodes
rondes. Nous pouvons remarquer grace a I'analys@gosigmporelle la génération des ondes
a partir de la frontiére de I'électrode. Entre 2 us et = 2,25 us, I'onde générée se propage
dans deux directions spécifiques, la premiére darsens de la normale a la frontiere, et la
seconde dans le sens opposé. A partir des rés(iifgtslonnant le comportement spatio-
fréquentiel, nous pouvons observer les différentsles de résonance en fonction de la
fréquence. Les signaux donnant le nombre de I'gpeatmettent d’étudier les caractéristiques
de dispersion des ondes générées et sont présentésde la Figure II-16. On constate ainsi
gue pour les fréquences présentées, les ondesagpnt dans toutes les directions, avec le
méme nombre d’'ondK, puisque nous pouvons voir la formation d’'un eerdéns le plan

présenté.
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Figure 11-16, Comportement mécanique d'un capteundes acoustiques de volume possédant des élestrod

rondes, (a) comportement spatio-temporel, (b) cateprent spatio-fréquentiel et (c) évolution du neenb
d’onde en fonction de la fréquence.

1.2 Optimisation du design pour un capteur a une électrode

11.2.1 Intérét et paramétres optimisés

Apres I’amélioration des caractéristiques du capteur avec 1’optimisation des techniques
de fabrication et de la surface de 1’¢lectrode, un point reste a optimiser : le design de
I’¢lectrode. Des études antérieures [78] ont montré que les formes permettant de maximiser le

déplacement de I’amplitude de 1’onde pour les €lectrodes étaient les formes elliptiques.

En considérant une ¢lectrode elliptique, de demi-petit axe b et de demi-grand axe a
(Figure II-17 a) D’optimisation a été réalisée en faisant varier le paramétre a, tout en

conservant constante 1’aire 40 de ’¢électrode avec une premiére contrainte sur 1’obtention
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d’une amplitude maximale de 1’onde de cisaillement. Cette variation de parametres a été
effectuée avec le logiciel COMSOL Multiphysics 5.2 dont les outils de modélisation ont été
vérifiés préalablement par des confrontations entre le modéle et des expérimentations. Une

idée du maillage est donnée en Figure II-17 b.

Paramétres de controle : (a,b)

Equivalents a (a, A0) car A0 = mab

Figure II-17, A gauche, schématisation de I'élede@vale avec ses paramétres. A droite, modélisaEo
éléments finis du capteur.

11.2.2 Résultats de ’optimisation

La simulation permet de tracer I’'impédance du quartz (R. et X.) en fonction de la
fréquence pour le systéme a vide et d’obtenir le champ de déplacement de la surface du quartz
aux différentes fréquences. La Figure 1I-18 donne I’impédance ¢électrique du systéme entre
17,9 MHz et 18,05 MHz. L’harmonique 3 est clairement identifiée a 17,94 MHz, deux autres
pics correspondant aux deux modes suivants sont également visibles. Les figures (a), (b) et (c)

de la Figure I1-18 donnent également les champs de déplacement pour les différents modes.

Chapitre 1l : page 66



350 — : : , — -450

11 J S ! N, [ . SV S— - [—x] 1 -500

rrtaximiser - ;

£ | >
£ —
O 200 -600 O
g 3
o 150 -650 =

100 {-700

50 i / i =750

17, 17, 95 17 98 18, 02 8,05
Fréquence (MHz)
a = .

Figure 11-18, Parties réelle et imaginaire en foict de la fréquence pour un capteur vide. Champ de
déplacement de la surface du quartz aux différeinéegiences, (a)*3¢harmonique, (b) et (c) modes parasites
liés aux électrodes.

Notons sur la Figure II-18 la variation de fréquence delta f, qui est la variation entre
I’harmonique et le premier mode. Lors de 1’optimisation des dimensions de 1’électrode, la
deuxieme contrainte consistait a maximiser cette variation delta f afin d’éviter toute
superposition des pics correspondant a la fréquence de résonance et les pics des modes
parasites. Afin d’optimiser le paramétre de 1’étude, plusieurs simulations ont été réalisées en
faisant varier les paramétres géométriques des électrodes elliptiques du capteur. Ainsi,
différentes surfaces A0 d’¢lectrodes ont été testées, avec des surfaces comprises entre 6.2 mm?
et 50.3 mm?. Puis, pour chaque valeur de surface 40, le demi-grand axe a varie de 0.5 mm a
5 mm, ce qui confere a I’électrode un aspect vertical pour les faibles valeurs de demi-grand
axe et un aspect horizontal pour les valeurs plus importantes de demi-grand axe. Les résultats

de I’optimisation sont présentés a la Figure I1-19.
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Figure 11-19, Optimisation du paramétre delta_ffemction de la longueur de demi-grand axe a ddijsé.

Nous pouvons remarquer que chaque courbe présente un optimum, c’est-a-dire qu’un
maximum de la valeur de delta f est atteint. Cependant, cet optimum varie fortement en
fonction de I’aire de I’électrode. Ainsi, pour des aires comprises entre 6.2 et 11.3 mm?,
I’optimum de delta_f croit. Le maximum de delta_f est atteint pour une surface d’électrode de
12.6 mm?, puis tend a décroitre pour des surfaces strictement supérieures a 12.6 mm?. Ainsi,
pour présenter un design optimal, les capteurs doivent avoir des €lectrodes de 12.6 mm?, avec
un demi-grand axe a de 2.4 mm et un demi-petit axe b de 1.7 mm. La Figure II-20 schématise

I’¢lectrode aux dimensions optimisées.

Figure 11-20, Transducteur avec une électrode denfo elliptique. A gauche, électrode du dessus, Gitejr
électrode du dessous et retour de piste pour Isepdie contact.

Les dimensions optimales déterminées, la fabrication d’un capteur correspondant aux
caractéristiques optimales est réalisée et la comparaison entre un capteur a électrode ronde et

¢lectrode elliptique est effectuée. Pour cela, il s’agit de charger le capteur avec une solution
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d’eau/glycérol et de mesurer les paraméeRest Xc en fonction de la fréquence pour chaque
capteur en comparant les résultats obtenus pouiffésents designs. La partie gauche de la
Figure 1I-21 donne le relevé de la partie réellefamction de la fréquence pour le capteur
optimisé et le capteur a électrode ronde, chargés ane solution d’eau et de glycérol a 90 %
en masse de glycérol. Une atténuation de I'harmueni) est observable mais elle est moins
importante pour le design optimisé que pour éleermonde. Sur la courbe de droite de la
Figure 11-21, il est présenté la partie imaginake de I'impédance pour les deux types
d’électrodes. Il apparait clairement que les deigs ge fréquence sont plus distincts dans le
cas de I'électrode elliptique, et présentent dgeasix de plus fortes intensités que pour le
capteur possédant une électrode ronde, ce quireanfiobtention d’'un signal de meilleure

gualité pour le capteur dont le design a été opémue pour le design rond.

50 —————1—————— -660“‘/‘””“”‘
ectrodes elliptique —
45 i El‘ec;roge ror!dpefq ] 630 ‘/\///
""""" -700 D
S I - | e e
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Figure 11-21, a gauche, parties réelles des captean fonction de la fréquence pour les designs rend
elliptique d'électrodes chargées par une solutier8% en masse de glycérol (en rouge, électrogwiglie et
en bleu, électrode ronde).A droite, parties imagesdes capteurs en fonction de la fréquence piiftérents
designs d'électrode chargé par une solution de @dtasse de glycérol (en rouge, électrode elligtigtien
bleu, électrode ronde).

[1.2.3  Caractérisation du capteur optimisé

11.2.3.1  Reproductibilité et répétabilité des mesures

La premiére campagne d’essai a été effectuée passuser du caractere répétable et
reproductible des détections du capteur fabriqoér Bela, des dépots et retraits successifs de
différents volumes d’eau (liquide de référence egront été effectués a intervalles réguliers.
La Figure II-22 nous donne le suivi fréquentiel des répétitions de dépobts/retraits a la
surface du quartz. Dans le cadre du volume de 1(@qourbe rouge), aprés un suivi
fréquentiel a vide pendant 2 min, 10 uL d’eau sdéposés sur le capteur a l'aide d'une

micropipette. Ce dépdt est maintenu pendant 20tesna la surface du quartz afin d’avoir
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une stabilisation du systeme. Au bout de 20 migau’ est retirée pendant 5 min, puis un
nouveau dépbt est effectué. Cette opération eétgép! fois de suite afin de vérifier le suivi
fréquentiel en fonction de la charge et au courgedops. Quatre séries de mesures ont été
faites en faisant varier les volumes de dépodtseebr et 250 pL. Cependant, malgré des
résultats moins fins, ces essais ont été réalisés feéquence fondamentale du capteur
(fo=4.98 MHz) afin d’attester de la répétabilité deesures, il n’est pas nécessaire de se
placer a I'harmonique 3f (= 15 MHz). Nous pouvons remarquer que la fréquetdee
résonance varie avec le volume de dépodt jusquap25Qqui est la limite du volume

« infini »). Lors des phases de retrait, la fréqueede résonance revient a la fréquence initiale.
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Figure 11-22, A gauche, suivi fréquentiel de l'aitance de dépéts/retraits de solution d'eau dedbfits
volumes. A droite, variation de fréquence avarapes dépbt de solution de différents volumesesaapteur.

Ces essais de détection permettent de concluret gquarcaractere reproductible et

répétable des mesures.

11.2.3.2  Précision du capteur
Apres avoir fabriqué et caractérisé les transdustel est nécessaire de valider leur
fonctionnement. Pour ce faire, des essais de ddtede solution d’eau/glycérol, dont les

caractéristiques viscoélastiques sont bien condaes la littérature [79], ont été realisés.

Dans le cadre de cette validation, différentestamis d’eau/glycérol sont préparées en
faisant varier le pourcentage massique de cesi@mdutAinsi une gamme de solutions
comprise entre 0 et 80 % massique de glycérol acktésie. Comme présenté dans le
chapitre 1, les essais commencent par un dép6t dlesju'a stabilisation puis lI'eau est
retirée pour pouvoir déposer 200 puL de solutiorad/glycérol. Lexpérience est arrétée au

bout de 30 min de mesure apres atteinte d’'un padiestabilisation. Les valeurs d’élasticité et
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de viscosité moyenne sont déterminées en faisamolgenne sur les 30 derniers points du

palier. Les résultats ainsi obtenus sont présenkgs$-igure 11-23.
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Figure 11-23, Module visqueux de solutions d'ealiytérol a différents pourcentage massique d'eau.

Comme le montre la Figure 1I-23, nous pouvons remar que le module visqueux
diminue avec l'augmentation du pourcentage massitie@u. Les valeurs de viscosité des
différentes solutions d’eau/glycérol de la littérat servant a la comparaison entre le systeme

congu et les capteurs commerciaux sont issuesalesix de Cheng [79].

Il apparait clairement que les valeurs de viséosktraites des manipulations
correspondent aux valeurs de références de laatii®. A partir de ce moment et de ces

observations, le fonctionnement du capteur estlgali

D’autres campagnes d’essais permettant de caisatéei design elliptique, comme des
essais de reproductibilité, de répétabilité ou endmaitant de l'influence de la température
sur les mesures ont été réalisés. Le capteur dipelétant amené a fonctionner a différentes

températures, une étude en température a été menée.

11.2.3.3  Caractérisation en température

La vérification du comportement du capteur en tenajpige est effectuée en faisant des
essais de détection de solutions d’eau/glycérolif@reints pourcentages massiques en
glycérol et a des températures comprises entre #8640°C. Les expériences sont effectuées

suivant le protocole suivant :

- Mise en température du systeme et des solufions
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- Dépbt de 200 pL d’eau jusqu’a stabilisation dunalgle détection
- Retrait de I'eau et séchage a I'azote de la sarflaccapteur
- Dépbt de 200 pL de solution d’eau / glycérol susurface du capteur

- Maintien 30 min apres stabilisation du signal

Cing solutions sont utilisées pour le déroulementdite analyse, ou les pourcentages
massiques en glycérol des solutions sont de ¥ @50 et 75 % en masse. Aprées traitement
de données, les valeurs moyennes de viscositépsésentées a la Figure II-24, avec deux
courbes. La courbe de gauche présente les valeusssdosité moyennes en fonction du
pourcentage massigue en eau des solutions auredifés températures d’étude. A droite, une
comparaison est faite entre les valeurs pratiqu#enaes aprés expérimentations, et les
valeurs de viscosité connues dans la littérature tbrrélation entre les valeurs obtenues et

les valeurs théoriques est observée.
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Figure 11-24, A gauche, module visqueux en fonctlanpourcentage massique en eau des solutionsoifedr
module visqueux pratique en fonction des valeunsmidéule visqueux de la littérature a différentespératures
et différentes solutions d’eau / glycérol.

Nous pouvons remarquer grace a ces courbes queupeusérie de mesure a la méme
température, le module visqueux des solutions évdhes fortement en fonction du
pourcentage massique de glycérol en solution. Eis mtéressant plus particuliéerement a la
série effectuée a 25°C, qui est la températurguele seront fait les essais de détection des
solutions biologiques, et en comparant les valdétsrminées pratiquement avec les valeurs
théoriques, nous pouvons remarquer une tres fadni@ation entre ces deux valeurs. Cette
observation est illustrée a la Figure 11-25, outgeprésentées en rouge les valeurs pratiques

obtenues lors des essais et en bleu les valewsghés.

Chapitre 1l : page 72



3000
—F—y=7,030e+6 * x\(-2,463) R’=1
2500 k
4\ ‘ O G"expérimentale (kPa)
—<— G" théorique (kPa)
2000
& 1500
O
1000
500 X\)
0 W\%
0 20 40 60 80 100

%m HZO

Figure I1-25, Comparaison entre les valeurs de nleslwisqueux des transducteurs a électrode elligtigt des
valeurs théoriques pour différentes solutions d'glygérol a une température de 25°C.

Ainsi, nous pouvons remarquer que nous retrouv@ssvéleurs du module visqueux

conformes aux valeurs de la littérature quelle spiela température.

La Figure 1I-26 montre la variation des partieslle2@t imaginaire du quartz nu a

différentes températures.
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Figure 11-26, Variation de la partie réelle et imiagire du capteur nu en fonction de la température.

Nous pouvons remarquer un décalage de la fréquincésonance vers la droite quand
la température augmente, et qui S'illustre égalémanun décalage vers la droite des parties
réelle et imaginaire du capteur. Comme I'a démohbtrélans ses travaux [80], ce phénoméne
est intrinseque a la coup®&T du quartz, suivant I'angle de coupe, et dont lespipétés

dépendent de la température, et est illustré &laré 11-27.
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Figure 11-27, Dépendance de l'angle de coupe sardeurbes fréquence-température des quartz en cAiipe
La coupe AT (angle autour de 35°10) permet de gérags ondes de cisaillement et offre la meillestadbilité
en fréquence dans une gamme de température d@TCa freprésentée en rouge sur la figure).

[1.2.3.4  Comparaison entre le syst¢éme commercial et le systéme fabriqué et optimisé
Les performances entre le systéme congu et le systéme commercial existant sont
comparées en observant les réponses de ces deux capteurs pour la détection et 1’extraction du
module visqueux pour différentes solutions d’eau/glycérol. Pour cela, une gamme de
solutions d’eau/glycérol est préparée en faisant varier le pourcentage massique en glycérol.
Afin de comparer les valeurs expérimentales, les essais sont effectués a 25°C afin de pouvoir

les comparer avec les valeurs de la littérature.
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Figure 11-28, Modules visqueux : résultats obteau&ide du capteur commercial Q-sense, du captatimisé
comparée aux valeurs de la littérature pour diffées solutions d'eau/glycérol.

La Figure 11-28 montre la comparaison entre legwed du module visqueux déterminées
en utilisant les deux technologies de capteur késcéee la littérature. Il apparait clairement
gue les courbes se superposent, ce qui validendiémnement des capteurs présentant des

électrodes de forme elliptique.

Dans un premier temps, cette partie a permis deodter la faisabilité du
développement d’'un capteur a ondes acoustique®ldeng a une électrode. Une deuxiéme
étude de modélisation confirme que le design optothan transducteur a une électrode est

une ellipse et présente la fabrication et la caresation de ce nouveau transducteur.

Mais lorsqu’il s’'agit de réaliser la détection sitanée de plusieurs analytes, il est
nécessaire de développer des transducteurs awaeyhiélectrodes sur le méme substrat. En
ce qui concerne la maladie d’Alzheimer, la détecte deux biomarqueurs est nécessaire. La
partie suivante sera donc I'objet du développendamt transducteur a trois électrodes, une

pour chaque biomarqueur et une électrode de ré&féren

1.3 Développement d’un capteur multi-électrodes

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par lagmés dans le cerveau de deux types de
fibres biologiques qui conduisent aux dégénéreseneurofibrillaires. Si la faisabilité des

transducteurs a une électrode est largement étébtibsation de ce genre d'outil se limite a
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la détection d’une seule espece dans cette configuration. Le développement d’un outil de
diagnostic se basant sur cette technologie, et permettant la détection simultanée en temps réel
de ces différentes especes, est donc trés intéressant. Si ce genre de technologie est utilisée
dans différents domaines de détection, elle reste cependant peu employée dans le domaine du

diagnostic médical [81]—{83].

11.3.1 Etat de ’art et design d’un capteur TSM multi-électrodes

La fabrication d’un transducteur a une électrode est connue et maitrisée mais celle d’un
capteur multi-électrodes reste méconnue et trés peu détaillée dans la littérature. Ainsi, la
fabrication de ce genre de capteur sera 1’objet d’un fort travail de développement et

d’adaptation des techniques expérimentales de fabrication.

Si certains travaux montrent la faisabilit¢ d’un dispositif a plusieurs électrodes
indépendantes sur un méme substrat [81]{83], ces systémes nécessitent le développement et

I’adaptation des méthodes d’acquisition et de traitement de signaux complexes.
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Figure 11-29, A gauche, photographie d'un montageranfluidique multi-gcm. A droite, vue d'ensembie
systeme mon{&4].

Comme le montre la Figure 1I-29, qui est un exemple de développement d’une
microbalance a quartz multi-électrodes (MQCM), trois ¢électrodes identiques sont fabriquées a
la surface du substrat piézoélectrique, et sont toutes les trois reliées indépendamment des
autres a des oscillateurs et fréquencemetres pour pouvoir récupérer les signaux propres a
chaque ¢électrode. Le systéme est ainsi inséré dans une cellule micro fluidique qui permettra
I’injection de fluide tel que le montre le schéma de droite de la Figure 11-29. Les solutions
injectées seront ainsi déposées successivement sur les trois microbalances. La Figure 11-29
montre le principe de mesure avec 1’association des différents oscillateurs et fréquencemetre
pour la récupération des différents signaux provenant des trois microbalances. Une mesure
expérimentale est donnée a la Figure I1-30. Sur la figure (a), il est présenté le suivi fréquentiel

au cours du temps lors de I’injection de PBS (Phosphate Buffer Saline) dans la cellule micro-
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fluidique. Ces résultats peuvent étre corrélés aux photographies présentées en (b) de la Figure

I1-30, et qui montrent I’avancée de la solution dans le systéme lors de son injection.
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——channel-1
- - =channel-2

————— channel-3

____________________

0 30 60 90 120
Time (second)

Figure 11-30, A gauche, suivi fréquentiel des mimatances lors du dépdt d'une solution de PBS. Atalro
photographies montrant l'injection du tampon daasckllule, avec (i) injection dans le systeme, ifijgction
sur la premiere QCM, (iii) injection sur la deuxier@CM et (iv) injection sur la derniére QCM.

Dans d’autres systémes de capteurs, les électrodes ont un gradient d’épaisseur conduisant

a différentes fréquences de résonnances mais elles sont reliées entre elles facilitant ainsi leur

utilisation et leur mise en application en réduisant 1’instrumentation. Plusieurs processus de

fabrication existent afin d’obtenir un systéme multi-¢lectrodes a des fréquences de résonance

propres. Ainsi, comme le décrit Abe dans ses travaux [85], le gradient d’épaisseur est obtenu

en gravant localement le substrat de quartz par plasma SFs (hexafluorure de soufre). 1l obtient

ainsi un systeme possédant des puits de différentes profondeurs sur lesquels seront déposées

les ¢électrodes. Un schéma de principe du montage est présenté a gauche de la Figure 11-31.
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Figure 11-31, A gauche, schéma de principe d'unteapMQCM. A droite, mesure de la conductance aeant

aprés dép6bt sur la microbalancq8&5].
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Nous pouvons remarquer, grace a la Figure 1I-31 (a droite), la différence du signal avant
et apres un dépdt d’une solution d’eau a la surface de la microbalance 1. Elle présente
¢galement une atténuation du pic correspondant a la microbalance 1 sans pour autant affecter

les caractéristiques des autres balances présentes sur le systéme.

11.3.2 Développement d’un capteur multi-électrodes

La seconde voie de fabrication, qui est celle choisie dans cette étude, est le dépdt et la
fabrication sur le substrat d’électrodes de différentes épaisseurs. L’avantage de cette voie de
développement est 1I’obtention d’un systéme complexe ne nécessitant qu’une seule voie de

mesure lors des expérimentations, simplifiant ainsi les essais.

Le capteur multi-¢lectrodes développé est composé d’un substrat de quartz sur lequel
sont déposées trois électrodes de chaque coté. Comme il a été expliqué plus tot dans ce
travail, la fréquence de résonance du capteur va dépendre des dimensions du quartz, mais
¢galement de celles de 1’¢lectrode. La pertinence des ¢lectrodes de forme elliptiques a été
démontrée, néanmoins, il n’existe pas de systetme multi-électrodes elliptiques dans la
littérature si bien que dans une premicre approche, nous avons préféré développer des

systémes avec des électrodes de forme rondes.

[1.3.2.1  Comportement mécanique du capteur

Cette ¢tude présente dans un premier temps les résultats des analyses de vibrométrie
laser pour un capteur d’un design non optimisé¢, dont le motif est illustré a la Figure 1I-32, et
qui s’inspire des designs de capteur multi €lectrodes présentés a la Figure 11-29. L’apport

d’une connectique circulaire est effectué et permet de relier les trois €lectrodes entre elles.

Figure 11-32, Design de capteur 3 électrodes.

Le capteur développé est composé de trois ¢lectrodes d’épaisseurs différentes qui sont
toutes reliées ensembles. Le motif étant symétrique, les ¢lectrodes de chaque c6té du quartz

sont similaires.

Afin de caractériser la propagation des ondes dans le quartz, des essais de caractérisation
par vibrométrie laser ont été effectués sur les premiers capteurs multi-électrodes. Grace a

I’analyse temporelle, la propagation des ondes dans le quartz peut étre établie. Nous pouvons

Chapitre 1l : page 78



remarquer a I’instar de la Figure II-33 que les ondes de volume observées ne sont générées
qu’a la frontiére des électrodes, tant au niveau des électrodes circulaires qu’au niveau des
connectiques rectangulaires et de I’anneau circulaire extérieur. Nous remarquons également la
production de deux ondes a partir de la frontiére, I’une dans le sens de la normale de la
frontiére, 1’autre dans le sens opposé. Apres t = 21,2 us, les ondes se rencontrent au centre du
quartz, et vont continuer a se propager dans le sens oppos¢. Ce qui nous permet de justifier le
caractére non optimis¢ de ce motif est la superposition des ondes générées par I’anneau
extérieur aux ondes générées par les ¢électrodes, c’est pourquoi, dans les capteurs suivants
I’anneau de contact est supprimé et les connectiques sont minimisées pour réduire les

interférences.

t=20.32 us t=20.38 us

t=212ps t=216us t=22pus

Figure 11-33, Suivi spatio-temporel de la propagatides ondes dans le capteur mutli-électrodes ptimaé.

Le comportement modal des ondes de surface générées sur le capteur est étudi¢ grace
aux signaux spatio-fréquentiels aprés traitement de données par transformée de Fourier. La
Figure II-34 présente les signaux spatio-fréquentiels en basse fréquence et pour les fréquences

de résonance observées.
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f=115kHz f=180kHz f=260kHz

Figure 11-34, Images des signaux spatio-frequergiebasse fréquence.

Par une deuxi¢me transformée de Fourier (2D), on retrouve le nombre d’onde en
fonction de la fréquence, ce qui permet d’étudier les caractéristiques de dispersion des ondes
générées. On constate ainsi que pour les fréquences présentées, les ondes se propagent dans
toutes les directions, avec le méme nombre d’onde K, car nous pouvons observer un cercle
dans le plan présenté. De plus, plus la fréquence va augmenter, plus I’amplitude du cercle va

étre grande.

f=10 kHz f=160 kHz f=320 kHz
-5000

E
<
5000
5000 0 _ 5000
kx (m)
=640 kHz f=1280 kHz f=1885 kHz

Figure 11-35, Images des signaux nombre de I'orrdepdentiels en fonction de la fréquence.

Cette observation est plus visible quand nous nous intéressons a la courbe de dispersion

expérimentale en fonction de la courbe théorique qui est présentée a la Figure 11-36. Ces
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courbes expriment le nombre d’onde en fonction de la fréquence, et on peut noter la présence
du mode de Lamb A0 sur la courbe expérimentale et qui semble proche de la courbe

théorique.

Courbe de dispersion

~30 A(onde de Scholte-Stoneley)

£ 25

n

Nombre d'onde (rad-mm
=

N

8 10 12 14 16 18 20
Fréquence (MHz)

o 1 2 g 4 [ &

Figure 11-36, a gauche, courbe de dispersion thgoe du quartz, a droite, courbe de dispersion erpémtale
pour le quartz multi-électrodes caractérisé.

Ces observations du comportement mécanique de cette version de capteur multi-
¢lectrodes nous ont amené a optimiser le design des ¢€lectrodes. La premiére solution a été de
supprimer I’anneau circulaire extérieur, qui est source de perturbation. De plus les électrodes
sont placées de fagons équidistantes et leurs connectiques respectives sont placées de fagon a
étre paralleles. Pour cela, le contréle du positionnement et de la distance centre a centre est
primordiale. Dans ses travaux, Lu et al. [86] présente une étude sur 1’espacement des
¢lectrodes, et 1’effet de ce dernier sur la qualité du signal obtenu. Ainsi, nous prendrons soin
que les électrodes soient suffisamment éloignées pour ne pas interagir entre elles. Cette étude
compléte de modélisation n’a pas ¢ét¢ menée dans cette thése mais elle est en cours de

réalisation. Ainsi, le nouveau design du capteur est présenté a la Figure I1-37.

el

Recto Verso

Figure 11-37, Schéma des électrodes composantgieca multi-électrodes.

Afin de générer une fréquence propre pour chaque €lectrode, nous avons fait le choix de
créer un gradient d’épaisseur lors de la fabrication des électrodes. Ainsi, le capteur comprend

trois électrodes d’épaisseurs e/, e2 et e3, telles que el < e2 < e3 (Tableau 2).
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Dénomination électrode Epaisseur consigne
el (électrode gauche) 230 nm
e2 (électrode milieu) 500 nm
e3 (électrode droite) 600 nm

Tableau 2, Epaisseur des trois électrodes fabriquée

Une étude d’optimisation des épaisseurs des tlecdrédes a été menée pour trouver la
configuration optimale entre les trois électrodéise « fonction objectif » a été mise en place
pour mener a bien cette optimisation. Elle a giosir objectif d’optimiser :

* Le positionnement des trois pics de résonance,dsfites positionner de facon

équidistante

» D’éviter la superposition des pics de résonancendedes plus complexe avec

les modes principaux.

La Figure 11-38 montre les valeurs optimales d& fanction objectif » en fonction des
épaisseurs des électrodes de gauche, du centeedebite, ou chaque point de la courbe est
une configuration optimisée en épaisseur. |l sagiar la suite de se mettre dans une
configuration répondant a cette optimisation lots développement d’'un capteur multi-

électrodes.
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Figure 11-38, Configuration optimisée des captemrslti-électrodes en fonction des épaisseurs dedrélies de
gauche, du milieu et de droite.

Ainsi, nous remarquons qu’en fixant I'électrodegdeiche a 230 nm, étant I'épaisseur dont le
protocole de fabrication a été optimisé dans lanp¥ee partie de ce manuscrit de these, en

prenant une électrode du milieu de 500 nm et ueetrélde de droite de 600 nm d’épaisseur,
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le systéme sera dans une configuration optimale en €paisseur.

11.3.2.2  Processus de fabrication
Les ¢électrodes sont fabriquées dans 1’ordre de 1’¢lectrode e/ jusqu’a 1’¢électrode e3. Sur
la Figure II-39, les trois grandes étapes de fabrication sont représentées, €¢léments en noir

représentant la partie en cours d’élaboration.

(a) (©)

Figure 11-39, Schéma des grandes étapes du prosefsdabrication pour la création de I'électrode taiface
recto. (a) électrode el et connectiques, (b) fatian de I'électrode e2, (c) fabrication de I'élemde e3.

a) Fabrication de I'électrode d’épaisseur el
Afin de fabriquer 1’¢lectrode el et ses connectiques, il s’agit du procédé classique de

microfabrication en salle blanche. Le protocole ainsi effectué est résumé avec la Figure 11-40.
Comme pour le capteur mono-¢lectrode, la premicre attention a été portée pour le nettoyage
de la surface pour une adhérence maximale. Une métallisation de la surface est ensuite
effectuée par pulvérisation cathodique. La bicouche métallique ainsi créée est donc composée
d’une sous couche de titane, d’une épaisseur de 30 nm et d’une ¢électrode d’or d’une épaisseur
de 200 nm. Avant la photolithographie, un film de résine photosensible de 2 um d’épaisseur
est déposé par spin coating. L’étape finale de ce processus de fabrication est la gravure

chimique des métaux excédentaires puis le nettoyage de la surface.

T T T 1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 pm

Figure 11-40, a gauche, procédé de fabrication deptemiére électrode de la face recto du capteudrdite,
contrdle profilométrique de I'épaisseur de I'élemie créée.

L’¢lectrode obtenue peut étre caractérisée en ¢épaisseur au moyen d’une mesure
profilométrique. Pour cette caractérisation, un profilometre KLA est utilisé. Le principe de

cette mesure est le balayage de la surface par la pointe diamantée sur une longueur /, suivant
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l'axe X, puis l'acquisition des coordonnéd¢X, Z) des points est effectuée, le relevé

topographique est présenté a la droite de la Fige#8. A partir des coordonnées entre la

partie métallisée et la partie nue (non meétallisdegst possible d’obtenir la hauteur de

marche. On remarque ainsi que I'électrode crééar, poe épaisseur consigne de 230 nm, a
en réalité une épaisseur de 221 nm, soit 4 % diempeobablement due a la précision des
bords.

b) Fabrication de I'électrode e2
Lors de la fabrication de la deuxieme électrodeateur, la technique conventionnelle

ne peut étre appliquée, puisqu’elle engendreraé retouvrance de la surface totale du
guartz, modifiant ainsi I'épaisseur de [|'électrodé. De plus, la cohésion entre deux
bicouches métalliques n’étant pas optimum, le tastihal ne serait que tres peu satisfaisant.
Des risques de décollements et un état de surfateanforme au cahier des charges seraient
tres fortement probables. Il devient donc nécessgire la deuxieme phase de fabrication
produise la deuxiéme électrode tout en recouveapattie du capteur déja fabriquée et ne pas

I'altérer.
Ainsi, le protocole expérimental se décompose #érdntes étapes :
- Dépbt d’'une couche de résine photosensible d’'épaissum

- Insolation de la couche photosensible par photmithphie afin de créer le motif de

I'électrode;
- Développement de la résine insojée
- Meétallisation par pulvérisation cathodique

A partir de la courbe de droite de la Figure Il-dhe mesure de hauteur de marche est
effectuée afin de contréler le respect de I'épaissmnsignee2 Nous remarquons que
I'électrodee2 a une épaisseur de 492 nm pour une épaisseurgnende 500 nm. De plus,
cette mesure permet également de confirmer le goteg@xpérimental mis en place pour la

fabrication des électrodes.
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Iof

Largeur 245.17 pm
Hauteur 0.49202 pm
TIR 0.83204 ym

T T u
250 300 350 400 450 500 pm

Figure 11-41, a gauche, protocole expérimentale plabtention de la deuxieme électrode d'épaissfide la
face recto du capteur. A droite, relevé profilongie pour le contrdle de I'épaisseur de I'électréalariquée.

c) Fabrication de I'électrode e3
Suivant le protocole expérimental décrit dans la partie 1.4.2.2, la troisiéme ¢€lectrode de la

face recto du capteur sera fabriquée. La figure illustre le protocole expérimental effectué, avec
les différentes étapes principales pour 1’obtention du résultat final et donne également la
valeur de I’épaisseur de 1’¢électrode fabriquée grace au relevé profilométrique. Nous mesurons
une épaisseur de 592 nm pour une épaisseur consigne de 600 nm. Nous pouvons remarquer
dans les cinquante premiers points pour la partie métallisée, des épaisseurs plus élevées que
par rapport au milieu de I’¢lectrode. Cela correspond a la frontiere entre le substrat de quartz
nu et le début de 1’¢lectrode métallisée et peut s’expliquer par un effet de bord lors de la

fabrication des ¢€lectrodes suivant le protocole utilisé.
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Largeur 270,65 pm

08 Hauteur 0.59268 ym
: TIR 13577pm |

0.6 ——-
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0.2
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0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 ym

2900

U
Figure 11-42, & gauche, fabrication de I'électrodd de I'électrode de la face recto du capteur. ditdr relevé
profilométrique pour le contréle de I'épaisseurl@éectrode fabriquée.

d) Fabrication de I'électrode de la face verso du capt et des connectiques
Une fois ’¢électrode de la face recto totalement produite, la deuxiéme étape majeure dans
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la création du capteur est la production de 1’¢lectrode de la face verso et des connections
permettant le report d’¢électrode. Pour cette électrode, le procédé classique de microfabrication
peut étre utilisé, cependant, des précautions sont a prendre pour protéger ’ensemble
d’¢lectrodes précédemment fabriqué. Pour cela, une couche de résine photosensible de 10 pm

est déposée sur la surface du quartz.

Figure 11-43, A gauche, procédé de fabrication @ektrode verso et des connectiques.

Une fois le capteur entierement fabriqué, une étape de contrdle est effectuée tant au
niveau de I’aspect général du capteur mais €galement au niveau des contacts €lectriques. Un
controle électrique au niveau de I’électrode recto et de 1’¢lectrode verso est effectué. La
Figure 1I-44 regroupe une photo d’ensemble du capteur, mais également des clichés obtenue
grace a un topographe 3D. 1l s’agit de topographies 3D des deux faces du capteur. On voit sur
le cliché du milieu la face verso du capteur, on remarque que 1’ensemble des €lectrodes ont la
méme ¢€paisseur puisqu’aucun gradient n’est observé. Cependant, nous remarquons un
gradient pour le cliché de droite, qui est un clich¢ de la face recto, ou sont présentes les

¢lectrodes el, e2 et e3 et qui confirme les analyses profilométriques.

Figure 11-44, A gauche, Photographie du capteurestut, au milieu et a droite, analyse profilométricii.
11.3.2.3  Comportement électrique du capteur

Le capteur est caractérisé €lectriquement a partir de mesures de son admittance complexe
Re(Y) et Im(Y) avec un analyseur de réseau. Les courbes sont présentées a la Figure 11-45. La
présence de trois pics de résonance a trois fréquences distinctes permet de confirmer le mode
de fonctionnement du capteur multi-électrodes. Ainsi, pour I’¢électrode e/, qui est 1’électrode
de plus faible épaisseur, a une fréquence de 16.65 MHz, ’¢lectrode e2 de 16.81 MHz, et
I’¢lectrode e3 a quant a elle une fréquence de 16.88 MHz. Nous observons une différence de

fréquence plus faible entre 1’¢électrode e2 et e3 que par rapport a el et e2, ce qui s’explique
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par les épaisseurs choisies.
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Figure 11-45, Spectre fréquentiel pour le capteuwrltirélectrodes a vide.

L'état de ce signal électrique dépendra ensuitdahdt effectué. L'objectif de ce capteur
étant la détection simultanée des différentes espdoiologiques de la pathologie
d’Alzheimer, il est nécessaire de vérifier et confr la capacité du capteur a détecter
différentes espéces simultanément. Cela passeepdeépdt sur le capteur de différentes

solutions de référence de glycérol.

11.3.2.4  Répétabilité et reproductibilité des mesures
Le caractére répétable des mesures du quartz efsé¢ e réalisant a trois reprises la
méme mesure (dépobt d’eau). Les résultats sontmgéssdans les courbes de la Figure 11-46.

On remarque que, sur quatre essais, les valewauwds ne different que de 3%.
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Figure 11-46, a gauche, répétabilité des mesureddie du capteur multi-électrodes. A droite, répditds des
mesures apres des dépbts d'eau a la surface dewaptulti-électrodes.

Chapitre 1l : page 87



Les variations de frequence, lors du dépbt de isoisitsur le capteur, pour les différents
pics sont présentées sur la Figure 11-47. On pemarquer que pour chaque solution, nous
avons des variations de la fréquence de résonatergique a 5% prés pour les trois

électrodes.

2000
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Pic 3

X+ O
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Figure 11-47, Variations des fréquences de résomades trois pics pour des dépdts de solutions detade
glycérol.

11.3.2.5  Détection spécifique des électrodes

Lintérét du développement de ce type de capteultiquétections réside dans sa
possibilité a détecter différentes especes cibdemadniére simultanée. Nous avons remarqué,
grace aux études précédentes, que la détectioe éspece était possible en submergeant la
totalité du capteur avec la solution test. Lesstédectrodes étant ainsi chargées, nous avons
une atténuation de I'ensemble du systéme. Cependiams le cas de ce travail de thése, il a
été prouvé que les éléments biologiques ciblestéprtau et peptideAB) n'ont pas les
mémes propriétés physigues et mécaniques, ce gaipermet d’affirmer que lors des essais
de détection en milieu complexe, ces deux analytdsgiques n’auront pas le méme impact
sur les propriétés du capteur. Afin de se rappnodeece comportement et pour vérifier qu’il
n'existe pas d'interférences, des dépots succedsifsO pL d’'une solution d’eau/glycérol a
70% en masse de glycérol sont effectués sur li@ldetde gauche, puis I'électrode du milieu
et enfin I'électrode de droite. Nous pouvons veis késultats obtenus sur la Figure 11-48.
Nous pouvons voir dans le cadre du dép6t sur kélde de gauche, nous avons une forte
atténuation du signal, sans modifier les signa@pms aux autres électrodes. En injectant un
autre volume de solution sur I'électrode du milieme atténuation du pic de résonance
spécifique a I'électrode du milieu est observédirEen chargeant totalement le quartz, nous

remarquons une atténuation compléte du signak elecfacon similaire entre les différentes
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électrodes.

11
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Figure 11-48, Effet du dép6t de solution d'eau yaglrol a 70%m de glycérol sur les différentes étetds du
capteur multi-électrodes

11.3.2.6  Protocole expérimental

Pour permettre la caractérisation du capteur, otopole expérimental est mis en place.
Ainsi, dans un premier temps une mesure a videudutz est effectuée. Puis 200 uL d’eau
sont déposés sur la totalité de la surface du egpte qui implique I'atténuation des trois pics
de résonance sans distinction. La Figure 11-49 neomh exemple des mesures effectuées pour
la caractérisation du capteur. Dans ce cas prdeessolution d’eau/glycérol a 60 % en masse
de glycérol. Nous pouvons remarquer une forte aton entre les mesures a vide et les
mesures en charge, mais également entre la mesuesmondant au dépot d’eau et la mesure
correspondant au dépdét de glycérol. Cette sérimekaure est effectuée pour cing solutions
différentes d’eau/glycérol dont les pourcentagesasse de glycérol sont de respectivement

0, 10, 25, 40 et 60 % en masse.
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Figure 11-49, Partie réelle et imaginaire de I'imgignce du capteur multi-électrodes pour différeffiiargements
a sa surface. En rouge, mesure a vide, en blewnaésl'eau et en vert mesure d'une solution dleglycérol a
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Apres traitement des données, la Figure II-50 montre les valeurs moyennes du module

visqueux G pour chaque solution d’eau / glycérol déposée a la surface du quartz. Elles ont

¢té¢ obtenues apres analyse des données des atténuations des signaux des trois pics de

résonance.
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Figure 11-50, Comparaison du module visqueux pra¢icpbtenu en fonction du module visqueux issu de la
littérature de différentes solutions d'eau / glyaléen fonction du pourcentage massique d’eau.

Les valeurs expérimentales de viscosité tenderterfmant vers les valeurs de la
littérature ce qui confirme la capacité du captelidveloppé a détecter des solutions

parfaitement connues et de caractéristiques céeisol
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1.4 Conclusion

Dans ce chapitre, une étude sur I'optimisation dramsducteur monoélectrode a été
meneée. L'objectif de cette partie était I'améliavatdes propriétés électriques du capteur en
optimisant la géométrie et les dimensions des réldes. La campagne d’optimisation a
permis d'obtenir un design d’électrodes optimisé fdame elliptique. En effet, aprées
caractérisation électro-mécanique du capteur opéimile meilleures performances, et des
amplitudes de signaux plus importantes sont obesrpér rapport aux autres designs testés
sous les mémes conditions expérimentales. De ptusavail d’amélioration de la surface de
I'électrode, et plus particulierement de son éabgraphique, a été effectué, en optimisant
les propriétés physico-chimiques de surface. Célitele a été conduite en effectuant des
modifications des énergies de surface mais égalelaengosité des capteurs. Il en résulte
I'obtention d’'un protocole expérimental de modifioa de surface permettant d’obtenir le

meilleur compromis état de surface/qualité du digeasortie.

Afin d’augmenter la spécificité et permettre dessures simultanément de différents
analytes, des transducteurs a plusieurs électrodegté développés durant ces travaux de
thése. Le choix du nombre d'électrodes est juspfié le nombre d’analytes biologiques a
détecter au cours de notre étude. La solution iEhest composée de trois électrodes, avec
deux électrodes dédiées a la détection et au diévolution des protéinesu et AS, et une
troisieme électrode qui fait office de référencesldes mesures expérimentales. Les procédeés
technologiques pour la réalisation de prototypes éte présentés. Les différentes
caractérisations ont montré la faisabilité d’'unsigdtéme a détecter des analytes, en montrant
le caractére répétable et reproductible des mesiangtsen assurant un caractére indépendant
au fonctionnement des différentes électrodes dtesys Ces résultats sont validés par la
concordance des valeurs expérimentales avec lesurgakconnues de la littérature lors
d’expérimentations sur des solutions dont les pétgs physico-chimiques sont connues.
Dans la suite de ce manuscrit de these, des edsaifetection sont effectués en milieu
biologique complexe pour confirmer la capacité dpteur mono-électrode dans un premier
temps, et multiélectrodes dans un second tempstextdr les protéines d’étude dans leurs

différentes conformation 3D.
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Chapitre Il . Suivi de polymérisation de
protéines avec un capteur une électrode
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Dans ce chapitre, seront présentés les résultatsdé&tections de protéines,
particulierement le suivi de polymérisation des t@irees spécifiqgues a la maladie
d’Alzheimer tau et AR}) avec un capteur a ondes acoustiques en mode éteotmls que ceux
développés et présentés dans le chapitre précéldesitdétections ont été réalisées sans
fonctionnalisation de surface, c’est-a-dire quecdpteur n'aura pas subi de traitement de
surface pour augmenter de facon préférentielleekectivite. Un suivi de la polymérisation
avec un capteur a une électrode sera réalisé &tatue ambiante et comparé aux données
de la littérature. Une étude similaire sera merae puivre la polymérisation de la protéine
AR

1.1 Suivi de la polymérisation de la protéindau

.1.1  Le peptide VQIVYK

Ce travail de these a été effectué en collaboraigt le laboratoire IGDR dans I'équipe
Traduction et Repliement de l'université de Rende¢Christian Delamarche), dont les
travaux de recherches se focalisent sur la polgagon de la protéindau, et plus
particulierement sur une séquence peptidique de pedtéine, I'hnéxapeptid@06-VQIVYK-
311 Il est constitué de I'enchainement de six acidesnés, a savoir Valine-Glutamine-
Isoleucine-Valine-Tyrosine-Lysine. Le choix de ceppde est justifié par le fait qu'il est le
peptide le plus petit capable de générer des fiprésentant des structures identiques aux
fibres hélicoidales (Paired Helical Filament) [8B]. Les origines des dégénérescences
neurofibrillaires, explicitant la structure de lef@inetau et le procédé d’agrégation menant a
la formation des fibres pathologiques, sont pré&snen Annexe C. La facilité de fibrillation
de cet héxapeptide sans I'apport de produit inducte permettre de simuler sous différentes
conditions expérimentales la formation des fibremlubles. Des modeles de la cinétique de

polymérisation ont été établis en fonction de lacemtration en espece réactive en solution.

Les peptides utilisés dans cette étude sont desdpspsynthétiques achetés chez la
sociétéGenepep®ils sont fournis a I'état lyophilisé. Les peptdsont resuspendus dans de

I'eau distillée et apres dosage, le stock obteha ese concentration de 4,7 mM.

La veille des expérimentations, le stock initial peptide est dilué pour avoir une

concentration de 1 mM et conservé a 4°C pour uméedde 10 heures. Afin de préparer les
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solutions de peptides, un tampon de polymérisation (MOPS 10 mM, NaCl 150 mM, pH = 7,2)

mais également de 1’eau distillé sont ajoutés.

[1.1.2  Suivi des paramétres viscoélastiques du peptide VQIVYK a 22°C

Afin de simuler différentes étapes de la polymérisation du peptide VQOIVYK, plusieurs
solutions a des concentrations représentatives de chaque phase de la polymérisation (Figure
ITI-1) sont déposées sur la surface du capteur. Trois phases peuvent ainsi €tre identifices : la
phase de nucléation, d’élongation et la phase de plateau. La phase de nucléation est I’étape de
la formation de noyaux protéiques a partir des monomeéres. L’étape d’élongation marque un
¢tat transitoire dans la polymérisation des fibres biologiques. En effet, les noyaux vont
s’autoagréger pour former des oligomeres puis protofibrilles. Enfin, dans la phase de plateau,
la formation de fibres matures sera le point d’orgue de la polymérisation. On atteint un
équilibre dans la réaction, ou fibres matures polymérisées cohabitent avec des noyaux
protéiques non polymérisés.

__________________

‘4‘ \ ::,.w. )

plateau

’ élongation

oligoméres

__________________

monomeére noyaux

nucléation

Figure 11l-1, Modéle du processus de I'agrégatianmkptide VQIVYK.

Des ¢études biologiques [89] ont permis de mettre en avant les concentrations critiques

des changements de conformation des protéines en effectuant des dosages des solutions
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protéiqgues aux différentes concentrations, et amplemt ces dosages a des analyses par

microscopie électronique par transmission.

Ainsi, le modéle biologique de la cinétique de modyisation est caractérisé par trois

concentrations :

» la concentration critique de nucléatid@gn, ou les peptides libres vont former des

noyaux de nucléation

bY

* la concentration critique d’assembladé;a, qui est la concentration a partir de
laquelle les noyaux de protéine vont s’assemblamr gormer des oligomeres et

protofibrilles;

* la concentratiorCcar qui est la concentration d’assemblage a partitadeelle la
réaction rentre dans la phase de plateau.

Le Tableau 3 donne les concentrations représeesatde chaque stade de la

polymérisation qui ont été choisies pour cette &tud

Concentration (UM) Phase
30 Phase de nucléation
60 Phase de nucléation
120 Phase d’élongation
240 Phase de plateau
480 Phase de plateau

Tableau 3, Concentrations des solutions de pepti@e/YK pour le suivi cinétique de la polymérisation

Pour calibrer chaque expérimentation et afin dessieer du fonctionnement correct du
capteur, une solution d’eau de 200 pL de volumealégbsée a la surface du capteur pendant
140 min jusqu’a la stabilisation du systeme, contemaontre le cas présenté a la Figure 1lI-2.
Puis un dépot de 200 puL de tampon de polymérisasbreffectué a la suite du dépot d’eau
pure. C'est a partir de ce second dépét (voir Eidls2) que les signaux correspondant aux
peptides pourront étre comparés. Dés que le sdynld tampon de polymérisation est stable,
il est retiré du systéme puis un échantillon detigepest déposé et le suivi de la
polymérisation des fibres débute. Le systeme dairagzermet de réaliser un suivi temporel
de 'impédance complexe du capteur en fonctionddgsdts qui sont effectués. C’est a partir
de ces données, et au travers d’'un traitementghalstédié, que I'extraction des parametres

viscoélastiques sera réalisée.
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Figure 11l-2, Suivi temporel de I'impédance du gizafparametres Rc et Xc) en fonction du dépbt. Beld0
min, dép6t de 200puL d'eau, de 140 a 250 min dépdad pL de MOPS et de 250 a 400 min dépbt de la
solution protéique.

Apres extraction des paramétres viscoélastiques des solutions de peptide, nous obtenons
la cinétique de fibrillation du peptide en fonction du temps pour chaque concentration (Figure
III-3). Pour les concentrations les plus faibles, 30 et 60 uM, qui correspondent a des
concentrations en phase de nucléation, nous pouvons remarquer une trés faible variation du
module élastique de ces solutions. Ce qui s’explique par de trés faibles changements de
conformations des protéines d’étude. Pour la solution de 120 uM de concentration, nous
pouvons remarquer une forte variation du module €lastique au cours du temps, qui va étre
spécifique de la formation de protofibrilles au cours de temps, a partir des noyaux protéiques.
Enfin pour les concentrations les plus élevées (240 et 480 pM), nous remarquons une trés
forte augmentation du module ¢€lastique au cours de temps jusqu’a atteindre une valeur palier,
ce qui est spécifique de la polymérisation compléte du systeme et de I’atteinte d’un équilibre

biologique.
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Figure 111-3, Module élastique G’ du peptide VQIV,Yéh fonction du temps et paramétré par la conediom
du peptide pour une température de T=22°C.

La Figure llI-4 présente le module élastique, &diate de la stabilisation du signal, des
solutions de peptides en fonction de leur conceatrall peut étre remarqué que, pour les
faibles concentrations entre 0 et 60 uM, le modldstique varie peu, de 0,1 a 0,2 kPa. Cela
est confirmé par le fait qu’a ces concentrationpdetide est en phase de latence : hormis
'agglomération des peptides libres en noyaux, awure changement de conformation n’est
avéré. Pour la concentration intermédiaire (120 ddiyespondant a I'agglomération des
noyaux en oligomeres puis en protofibrilles, I'éicigé augmente, signe d’un changement de
conformation. Enfin, pour les plus fortes concerres, entre 240 uM et 480 uM, nous
sommes purement dans la phase de plateau. Cela’pkserver par le fait de la trés forte, et
trés rapide augmentation du module élastique ats@hutemps, jusqu’a atteindre un palier a
0,9 kPa.

1
D — P
0,8 s
/
.
< 06 i
& / y = 0.88/(Ltexp(-mL*(xtm2)))
~ / Value
C [ | ml 0,030146 ||
o 0.4 / m2 -92,751
/ r? 0,99939
y
@
0,2 A —
//
0

I
0 100 200 300 400 500

Concentration (UM)

Figure IlI-4, Module élastique des solutions de mp en fonction de leur concentration. Régresséalisée a
partir d’'une sigmoide d’asymptotes G’ = 0 et le£G’ (concentration expérimentale maximale).
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Les données obtenues avec le capteur (Figure BbA) en adéquation avec le modele
biologique connu. Ces résultats permettent de emlid capteur comme outil permettant

d’identifier les différents stades de la polyméimade la protéin¢au.

De plus, le capteur permet de quantifier la polysadion en termes de module visqueux.
Laugmentation du module visqueux peut étre obserega fonction de la concentration
protéique a la Figure 11I-5. Plus la concentratsgma élevée, ce qui correspond a des états de
fibrillation avancée (systtme composé de fibresurea), plus le module visqueux va
augmenter jusqu’a atteindre un palier, correspondalatteinte de I'équilibre du systeme
biologique et de l'arrét de sa polymérisation. Cglexplique du fait du changement de
conformation de la solution d’étude. Aux faiblesncentrations, le systéme présente une
structure quasiment similaire au tampon de polysaéon, du fait de l'unique présence de
peptide libre en solution. Des lors 'augmentatd® la concentration, de la polymérisation
des peptides en oligomeres puis fibres maturesésalter 'augmentation de du module
visqueux. Ces résultats, en conformité avec ceugnois par les biologistes [89], appuient

encore la validité du systeme.

25— 12,5
12 B 12 ] e
+ i i i i
* O 30uM
O 60uM
o 120 pM
@ 118 Cmeml o118
3 < ;
- © &<><><>< MK st XXX XX XXX X X XX :"
O 1 u SITESOTBESTH G TF 88 O 11
o
o 00 oo oo hoo obo oo oo &
10,5 R 10,5 S
V0000000000 &
——y=10,2 +0,00406x i R’= 0,997
20 30 40 50 60 70 80 90 0 100 200 300 400 500
Temps (min) Concentration (UM)

Figure 11I-5, Suivi cinétique de du module visqueles solutions peptidiques (tau) en fonction duptest de la
concentration peptidique et du temps.

Les paramétres viscoélastiques extraits ont pedmietrouver les états du modéle de la
protéinetau. Afin de vérifier les états de chaque solutionas&e sur le capteur, des images
AFM ont été réalisées et sont présentées Figure HIl6 présente un modele de cinétique de
la formation de fibre amyloide en fonction de lan@entration. La cinétigue forme une
sigmoide qui, comme on l'a déja vu Figure lll-4,upétre décomposée en trois phases

majeures, la phase de nucléation (ou phase decégtda phase d’élongation et la phase de
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plateau. Les monomeres vont s’agréger entre eux pour former des noyaux de nucléation.
Pendant la phase d’¢élongation, les noyaux vont continuer a s’assembler pour former des

oligomeres et des protofibrilles. Dés 1’état de fibres matures obtenu, un équilibre est atteint ce

qui nous place dans la derniére phase de croissance qui est la phase de plateau.

Concentration

\
1
\
1
1
\
1
\
1
\
1
\

Agrégation }
; Phase de nucléation \\\ Elongation ‘|

AY

Monomére Noyaux  Oligomeres

Phase de plateau
A \
\

Protofibrilles Fibres matures
Figure 111-6, Modéle de cinétique de la polymérisatde la protéine tau.

Les états initiaux et finaux, correspondant a des états noyaux et des états de fibres
matures sont connus et trés étudiés dans la littérature. Cependant les états intermédiaires
restent trés largement méconnus, puisque qu’ils vont dépendre de la séquence peptidique
d’étude, mais ¢également des conditions expérimentales, comme la température, la

concentration, les milieux de culture, etc.

Les solutions protéiques ont ¢&galement été  vérifiées par des mesures de
spectrophotométrie, méthode d’analyse qui permet de déterminer I’absorbance de solutions
chimiques ou biologiques. L’absorbance (4) qui est la capacité d’une solution a absorber la
lumicre, dépend de la nature et de la concentration de la solution a caractériser, mais
¢galement de la longueur d’onde a laquelle elle est caractérisée. Pour réaliser ces mesures, la
solution est insérée dans une cuve transparente, qui est parcourue par une lumicre

monochromatique d’intensité connue /y. A partir d’une mesure de I’intensité¢ de la lumicre
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transmise /, il est possible d’extraire I’absorbance, telle que I’exprime 1’équation (6) :

A= 10g(Y) ©)

Les mesures sont faites grace a un spectrophotometre double faisceau dont le schéma de

principe est illustré a la Figure I1I-7.

tracé dir spectre

Source IR 1 t 1 (1] ‘
'\—I' référence | — /

/ - | &chantilion —l\

Figure I11-7, Schéma de principe du spectrophotamébuble faisceau.

Les spectres ainsi obtenus sont présentés a la Figure III-8. Nous pouvons remarquer que
plus la concentration en protéine fau est €levée, plus la turbidité des solutions augmente. Nous
pouvons également remarquer a 200 nm un pic propre aux acides aminés du peptide, par
exemple, le pic a 270 nm est la signature de I’acide aminé aromatique. De plus, nous pouvons
remarquer que I’absorbance des solutions augmente avec la concentration des solutions a

350 nm, ceci est observable en comparant les mesures a 30, 120 et 240 uM.

Zoom
0’5 I ‘ T T T T T T T
s | — Tau 30 uM NaCl 150 mM 0.14 d e b yau 30 WM NaCl 150 mM |
' { —— Tau 120 M NaCl 150 mM ’ 5 Tau120 g NaCl 150 m
i i Tau 240 pM:NaCl 0 mM Tau 240 iM NaCl 0 mM
0’4 (NN 1N | o Na p 0’12 - = e
f f f f f 0,1
3; /i | H H H 3; ’
0 0 i i
200 250 300 350 400 450 500 250 300 350 400
A (nm) A (nm)

Figure 111-8, Spectres d’absorbances 200-500 nnsalations de protéine tau a différentes conceruregi

Grace aux mesures de spectrophotométrie, 1’effet de la concentration des peptides peut

étre confirmé. Ainsi, la solution a 240 uM de peptide posséde une absorbance plus élevée que
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les solutions de 30 et 120 uM. Un essai supplénrentaété réalisé pour mettre en avant
I'effet du NaCl sur le peptide. Pour cela, une solution de pefti@d0 UM de concentration
est préparée sandaCl en solution. Nous pouvons remarquer un signal filsle de
'absorbance que pour les solutions de méme coratemt avec du sel en solution. Les deux
meéthodes de caractérisation des solutions ont fmemis de confirmer la teneur de chaque

solution et contribue a la validation du capteur.

De nombreux parametres influent sur les polyméadsat comme la température ou le

taux de sel, ce sont ces variations qui seroneptées dans les parties suivantes.

[11.1.3  Effet de la température sur la cinétique de polymésation

La température est un des parametres importaritsmgronnement pouvant modifier la
cinétique de polymérisation et le comportementatesdines [90], [91]-[93]. Afin de mettre
en évidence I'impact de la température sur la pélysation a la température du corps

humain, une étude a été realisée [94].

La Figure I1I-9 montre le module visqueux et I'éleseé moyenne en fonction de la
concentration de peptides et pour les deux tempé@st22 et 37°C. On peut tout d’abord
remarquer que le module visqueux augmente de fdip@aire avec la concentration
peptidique, et ce quelle que soit la températueg@Brimentation. Cependant, nous pouvons
remarquer une augmentation globale des valeurssgesité pour une méme concentration
entre les deux températures. Il semblerait quetetines, a une température plus élevée,

présentent des viscosités supérieures quelle gemet $eurs conformations structurales.
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Figure 111-9, Modules visqueux des solutions detjgepVQIVYK a différentes concentrations et a des
températures de 22 et 37°C.

En s’intéressant a I'élasticité, il peut étre dataple I'élasticité générale suivant la
concentration en peptide en solution augmente égaleavec la température et ce de facon
plus importante. Cependant, l'allure générale deitgttique de polymérisation reste une
sigmoide, ou I'on retrouve les phases de lateres phases d'élongation et les phases de
plateau. Cependant comme pour le module visquégiasiicité présente des valeurs plus

importantes a 37°C qu'a 22°C.
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Figure IlI-10, Elasticitt moyenne des solutions mkptide VQIVYK a différentes concentrations pounxde

températures expérimentales. Régression réalisépamir d'une sigmoide d'asymptotes G’ = 0 et le
G’ = G’ (concentration expérimentale maximale).
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Il semble clair que la cinétique globale de la pudyisation n’est pas modifiee par
laugmentation de température. Par contre les petr@® viscoélastiques présentent des
valeurs plus élevées montrant une modification dasactéristigues globales liées aux

différences de conformations.

Ainsi, nous pouvons remarquer que la températuredifirao les parametres
viscoélastiques mais ne modifie pas la cinétiqubale de la polymérisation des peptides
VQIVYK Ces résultats constituent une référence cardesmetres viscoélastiqgues sont pour

la premiére fois établis a 37°C.

Cependant ce n’est pas I'unique facteur pouvantifieoda polymérisation des peptides
en fibres matures. En effet, la polymérisation pigstides est induite par I'ajout de sel, qui est

contenu dans le tampon de polymérisation.

[1.L1.4  Effet de la salinité du tampon sur la polymérisatio

L'apport de seNaCl contenu dans le tampon de fibrillation permet darer la réaction
de polymérisation du peptide d’étude. En effetsssal, le peptide reste sous une forme de
peptide libre et sa conformation structurale na pas modifiée dans le temps. Pour cela, des
essais ont été réalisés en faisant varier la coratem deNaCl dans le tampon de fibrillation.
Les solutions de tampon de fibrillation avec descemtrations dé&laCl différentes ont été
réalisées a partir d’'une solution de tampgd@PS sans sel dans lequel ont été rajoutés
différents volumes dblaCl afin de procéder aux bonnes dilutions. Pour lisat#on de cette
étude, les solutions de peptidé®IVYKont une concentration de 120 uM. Le choix de cette
concentration est justifié par le fait que les st a cette concentration pourront former des

oligomeres suivant les conditions expérimentales.
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Figure 111-11, Suivi cinétique des paramétres vilastiques lors de la polymérisation du peptide WX en
fonction de différentes solutions de tampon derpéhysation.

La Figure IlI-11 permet de mettre en évidence iacduNaCl sur la polymérisation du
peptideVQIVYK Nous pouvons remarquer que pour des échantitlenpeptide solubilisé
dans du tampon sans sel, la polymérisation n’estiguite. On peut remarquer cela au fait
qgue le module visqueux et I'élasticité ne varieas$ pu cours du temps. Ainsi, le peptide reste

sous forme de peptide libre.

A partir du moment ou du sel est présent en salutep réaction de polymérisation est
initiée du fait de 'augmentation des parametresaglastiques des échantillons au cours du
temps et de la cinétique caractéristigue de lamétisation. Comme le montre la courbe

correspondant a I'échantillon protéique préparé& avee solution d&laCla 150 mM.

Il apparait clairement que le capteur a ondes déicumes a une électrode en mode
rhéometre permet de suivre la polymérisation dertdéinetau a 22°C, de remonter aux
conformations des protéines et de retrouver leseteadttablis par les biologistes. Le module
visqueux a également pu étre déterminé quel qudesstade de la polymérisation. Dans un
deuxieme temps, l'outil étant validé, il a pu étéalisé un suivi de polymérisation a 37°C
montrant une cinétique similaire a celle réalis&2&C avec des parametres viscoélastiques
plus élevés, ces résultats représentent une réedacée dans la connaissance de cette

polymérisation.

La maladie d’Alzheimer est étroitement liée a laedBon et a la compréhension des
phénomenes de polymérisation de deux protéineprotginetau qui a fait I'objet des parties

précédentes et le peptide AR qui va faire I'obgetadsuite.
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1.2 Suivi de polymérisation du peptideAl}

[11.2.1  Mécanismes d’agrégation du peptidé\s

[11.2.1.1  Production du peptide Ag

La protéine amyloideds, décrite pour la premiere fois en 1984 [95] cométant
responsable de la formation des plaques sénilete essultat du clivage de la glycoprotéine
transmembranair8APP. Deux enzymes, |f-sécrétaseet lay-sécrétasgvont conjointement
cliver SAPP et qui permettront d’obtenir de trois fragment®t@iques, le fragment C-
terminal, le fragmeni-terminalainsi que le peptide amyloidg [15][96]. Dans un premier
temps, lg8-sécrétaseva cliver la glycoprotéingAPP du c6téN-terminalau niveau de I'acide
aminé 671, permettant la libération d’'un fragmenttgique soluble APPs#. Puis lay-
sécrétaseva cliver, du cotéC-terminal la glycoprotéingBAPP au niveau des acides aminés
711 ou 713. Cela aura pour incidence de créer ftagrments protéiques, le peptidg 40 ou
42, suivant le site de clivage dejlsécrétasget un fragment protéique intracellulaire. Le
peptideAs 42 va cependant s’agréger plus facilement, et@dugtion sera inhibée des lors la
maladie déclarée. Cette voie de production desidep#s est dite «@amyloidogénique
[97][98]. Il existe une voie non pathogene, diteoxn-amyloidogénique. Dans cette seconde
voie, l'a-sécrétase clive APP au niveau de l'acide aminé 687, qui sécréteraragnient
soluble dans le milieu cellulairBAPP-a. Puis lay-sécrétaseva cliver le fragment résiduel
encore maintenu dans la membrane cellulaire awanides acides aminés 711 ou 713. Il en

résultera le relargage d’'un fragm@3tnon pathogéne dans le milieu cellulaire [98][99].
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Figure IlI-12. Schématisation de la voie « non-asigbgénique » et de la voie « amyloidogénique aréirgle
la glycoprotéine transmembranaire APP.

Si dans sa forme non clivée, le peptAteassure un réle physiologique non pathogéne,
guand il se retrouve sous forme de peptide librggeut devenir toxique et induire la
formation de plaque sénile entrainant la mort neale En effet, certaines études ont pu
mettre en avant la fonction de lien entre les fragisN-terminalet C-terminalqui eux ont
des roles biologiques bien spécifiques. Ainsi, daf est présent en trés faible quantité le
peptide A8 n’induira pas de dégénérescence. Cependant, temueé du peptide en plus
grande concentration va provoquer des troublesogigpies qui seront a l'origine de la
formation des oligomeéres, puis des plagues séniles.

l11.2.1.2 Cascade amyloide

bY

Si l'agrégation du peptideds conduit a l'apparition des phénomenes de pertes
neuronales et synaptiques avec la polymérisatiola geotéinetau, des études biologiques
ont pu mettre en évidence que I'agrégation du gepi# est le facteur déclenchant des signes
d’apparition de la maladie d’Alzheimer. L'hypothgs#ncipale expliquant 'accumulation des
fragments de peptide et leurs modifications dectitre conduisant aux neurodégénérescences
est la cascade amyloide. Cette cascade décrivéeedents biologiques pouvant a terme étre

a l'origine de la mort neuronale.

L'agrégation dd'amyloidef se passe en plusieurs étapes faisant interver@retits
états structuraux tels que les feuillgtdes oligomeres, les fibrilles et les plaques atgs

[101]. Ces difféerentes conformations ont un impdifférent sur les neurones. Les fragments
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A5 solubles vont s’agréger sous forme de feuillgtsCes feuillesp vont produire les
oligomeéres solubles qui auront un poids moléculpites élevé et qui formeront les fibres

insolubles qui seront a l'origine des dépbts anugdei

A partir des oligomeres, il existe deux voies d#éftes pouvant amener a la mort
neuronale, puis a la démence. Les oligomeres, éyamibxiques, conduisent directement a la
mort neuronale. Cependant, ils peuvent égalemerdume des fibrilles puis des plaques
amyloides, qui sous l'action d'une inflammation deeurones ou le démarrage des

dégeénérescences neurofibrillaires vont conduineeanoort neuronale puis a une démence.

Oligoméres
AB soluble Feuillets p A

Maturation
de la BAPP

Démence s

Mort neuronale } : o
i" S Plaques amyloides
N i

Inflammation

Figure 111-13, Hypothése de la cascade amyldii2].

[11.2.2  Suivi rhéologique de la polymérisation du peptidé\p

La partie précédente vient de montrer I'intéréstii@éresser au pepticd? dans le cadre
de la maladie d’Alzheimer. L'objectif de cette partest de détecter les différentes
concentrations des peptiddg?, et de suivre la polymérisation de ces dernierar da
formation des feuilletyy et des oligomeéres. Pour cela, des solutions dédespAs sont
préparées en realisant des dilutions des solutiwas de I'eau distillée pure pour obtenir les

concentrations voulues.

Les concentrations choisies dans cette étude samprises dans une plage de 30 a
480 uM.
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La Figure IlI-14 montre le suivi cinétique du moeludlastique en fonction du temps
paramétré par la concentration en peptije On peut remarquer pour les faibles
concentrations en peptides une trés faible variadio module élastique car le peptidje est
encore sous forme de peptide soluble. Cependaattia ge 240 UM, nous pouvons observer
laugmentation du module élastique au cours du sen@ela peut s’expliquer par la
polymérisation du peptid&ys en feuillets et en oligoméres. De plus nous pouvons
remarquer I'atteinte d’'un palier a partir duquétdit conformationnel des peptides et fibres
formés, ne sera plus modifié. Grace a la courbdrdige de la Figure IlI-14, nous remarquons
egalement que la polymérisation du pep#idesuit une tendance sigmoidale avec I'obtention

du palier maximale a 9 kPa.
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Figure 111-14, Suivi cinétiqgue du module élasticgrefonction du temps et de la concentration enigepy.

La Figure IlI-15, décrivant I'évolution du moduldsgueux au cours du temps, va
permettre également de confirmer les résultatsépieus. En effet, nous pouvons remarquer
gue pour les plus faibles concentrations, nousamawas de variation de viscosité, ce qui est
significatif de la non modification de I'état sttucal des solutions peptidiques. Pour les
concentrations les plus élevées, nous retrouvoesaugmentation de du module visqueux au
cours de temps, ce qui est révélateur de la foomates fibres, et plus particulierement de

'agrégation des peptides libres entre eux.

Il est a souligner que cette étude constitue uremigre approche en matiere de
sensibilité du capteur car les concentrations ¢ighes testées pour AR sont plus élevées que

celles réellement présentes dans le milieu a tester
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Figure 111-15, Suivi de du module visqueux du pp#R en fonction du temps et de la concentratiopeptide
AB.

Il apparait clairement qu’il est possible avec &pteur & ondes acoustiques a une
électrode ronde de suivre la polymérisation du idepAR intervenant dans la maladie
d’Alzheimer, et d'extraire a chaque instant lesapagtres viscoélastiques. Il a été montré
gu'’il est possible de retrouver la cinétique repréée par des modeles biologiques pour les
deux biomarqueurs que sont la protéiae et le peptideAl3 a 22°C. Grace a cette validation
du capteur, il a pu étre réalisé un suivi de polysaéion de la protéintau a 37°C jusqu’alors
inconnu. Ces suivis de polymérisation des deux argoreurs de la maladie d’Alzheimer ont
été réalisés dans des milieux simples, dans lesduely avait pas d'autres analytes. Or ces
détections visent a étre réalisées en milieu caoxeptel la protéingéau et le peptideds sont

présents parmi un nombre important d’analytes.

1.3 Détection en milieu complexe

Le capteur utilisé permet de mettre en évidencedifférentes conformations des
protéines a l'origine de la maladie d’Alzheimer.sQésultats ont été obtenus in vitro, avec
des solutions ne contenant que les protéines cilesendant, la détection de ces espéeces
cibles doit étre réalisée dans leur milieu physgjmae, a savoir le liquide céphalo rachidien

(LCR)et le plasma sanguin, ils vont étre décrits dammltie suivante.
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[11.3.1  Milieux physiologiques pour les biomarqueurs

Des études actuelles ont permis de mettre en éadarprésence des fibres amyloides et
de la protéingau dans IeLCR et le sang [103][34], [104]-[106], ce qui constitune des
principales voies a explorer pour développer desisoule diagnostic pour détecter
précocement la maladie d’Alzheimer. Dans cetteigakts deux milieux seront décrits puis

des suivis en milieu complexes seront présentés.

I11.3.1.1  Liquide céphalo rachidien

Le liquide céphalo rachidien, aussi appelé liquiédebro-spinal est un fluide biologique
complexe qui se trouve dans les méninges, et d@apu®ll est contenu le cerveau et la moelle
spinale. LeLCR a pour principale fonction d’absorber et d’amolés mouvements et les
chocs qui risqueraient de causer des séquellesragatl. Ld.CR a également une fonction
biologique, ainsi il permettra également le tramsmies nutriments et hormones entre le
cerveau et le systeme nerveux central. Il va gasiiciper a I'élimination des métabolites
cérébraux et également a I'apport de nutriments aaliiles nerveuses et gliales. Ainsi, il
permettra le maintien dpH, de la composition protéique et hormonales devitennement
cellulaire [107][108].
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Figure 1lI-16, Positionnement du LCR dans le cewwvézone bleue sur la coupe) et sens de circulatierce
milieu complex¢109].

Chez I'adulte sain, le volume total HER est de 140 mL +/-30 mL, il est d’'une couleur
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transparente avec un taux de renouvellement deml7@ar jour. Des études ont établi
gu’'avec sa circulation, IeCR ne ferait qu’'un seul passage dans le cerveast t@nmposé a
99 % d’eau puis en moindre proportion en protéi®e$ g/L), en glucose et en chlorures, ce

qui fait que leLCR est proche en composition du plasma sanguin.

Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, la comreioin en peptiddys aura tendance a
diminuer et la concentration en protéia@ a augmenter. Cependant, la concentratiotade
dans le sang est corrélée avec l'intensité de (gmirescence neuronale et du dommage

neuronal établi.

[11.3.1.2 Plasma sanguin

L'intérét de développer des outils de diagnostfmaéir du sang est expliqué par le fait
gue chaque jour un certain volume IdER passe dans la circulation sanguine et que dés le
déclenchement de la pathologie, la frontiere héraat@phalique est altérée, augmentant le
flux de LCR dans le sang. Cependant la difficulté majeure patilisation du sang comme
fluide de détection réside dans les trés faiblesceotrations des protéines cibles de la
maladie d’Alzheimer. Cependant pour le momentglas#ilité des outils de diagnostic baseés
sur ce fluide n’est que de 64 % par rapport amsibdité moyenne de 86 % des outils avec le
LCR

Avec les globules blancs, rouges et les plaqueteegplasma sanguin est un des
constituants du sang, et est, en particulier, lapmsant liquide du sang. Le plasma sanguin
est composé d’eau, d’'ions et de molécules transpartravers I'organisme. On trouvera ainsi
du glucose, des lipides mais également des pratédent les protéines cibles a la maladie
d’Alzheimer), c’est également dans le plasma queulgront les impuretés telles que les

résidus de pesticides ou de métaux lourds, mags Essmedicaments.

[11.3.2  Sensibilité du capteur aux caractéristiques du miéu

[11.3.2.1  Caractérisation des milieux complexes

La premiére étude réalisée concerne la détectiatifgentes concentrations de milieu
complexe, du sérum pour permettre de quantifieester sensibilité du capteur. Pour cela, des
solutions deHSA pourHuman Serum Albumiat deBSA pourBovin Serum Albumisont
utilisées. Afin de faire varier la concentratiorsd&rums physiologiques, ils sont dilués dans
le tampon de fibrillation utilisé pour la polyméton de la protéindau. Ainsi des

expériences avec des dépbts de sérums pour desnt@tions entre 10 % et 100 % ont été
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réalisées. Les résultats sont présentés Figure 81.
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Figure 11l-17, Variation du module élastique (a gdue) et du module visqueux (a droite) moyenne rectitm

du pourcentage de HSA en solution.

Nous pouvons remarquer que le module élastique etddule visqueux augmentent

linéairement avec la concentration. Ce qui concoadec les attentes, puisqu'a des

concentrations élevées, le sérum est plus richer@@ines et éléments biologiques. De plus,

I'effet du tampon lors des dilutions peut avoir desidences néfastes sur la structure des

eéléments compris en solution. Dans le cadre du idme plasma testé, nous pouvons

remarquer les mémes tendances, avec l'augmentdtiomodule visqueux et du module

élastique avec la concentration en sérum, commwtdre la Figure I11-18.
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Figure 111-18, A gauche, variation du module élgse¢ moyenne du sérum BSA suivant différentes
concentrations, a droite, variation de du modukueux de différentes solutions de sérum BSA.

Ces résultats caractérisent la sensibilité du capex variations des parametres de

milieux complexes.
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[11.3.2.2  Détection de protéines en milieu complexe

Des essais de détection de la protéie en milieu complexe ont été réalisés sans
fonctionnalisation de surface avant de réaliser ®€mes expériences avec la
fonctionnalisation. De plus, les solutions proté@gusont diluées dans le sérum HSA, le
comportement étant connu dans le tampon biologO®S, les dilutions peuvent entrainer
des modifications conformationnelles des fibredéques. La Figure 111-19 présente ainsi les
résultats obtenus pour quatre solutions : une isolygure de tampon HSA, une solution de
tampon HSA diluée a 90 % dans du MOPS et deuxisohite protéines a 120 et 480 uM,

préparées dans du sérum HSA a 10 %m massique ddn®RS.

Nous pouvons ainsi remarquer une nette différemte ées deux solutions de tampon
HSA pure et diluée. Nous remarquons ensuite desosites difféerentes pour les deux
solutions protéiques. Cependant, une variation @@ P est observée entre ces deux
solutions, avec une viscosité plus importante plaumprotéine la plus concentrée, qui
s’explique par la présence de fibres protéiquesiraaten solutions, qui ne sont pas encore

présentes dans la solution de 120 puM.
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Figure I111-19, A gauche, suivi du module visqueaxfenction des solutions protéiques au cours dupten
droite, modules visqueux pour les différentes gmist

La problématique de I'étude est le développememn dutil de suivi de polymérisation
des protéines qui sont aux origines des dégénémassgropres a la maladie d’Alzheimer.
Comme il a été spécifie, il existe deux biomargaquotéiques qui peuvent étre synonymes
de cette pathologie. Le développement d’un outilékection simultanée de ces deux analytes
est nécessaire afin de rendre le systeme sélegtie&ible dans un milieu complexe qui en

contient beaucoup, il passe par le développememt tlansducteur multi-électrodes comme
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on I'a vu dans le chapitre précédent. Des prengssais de suivi de différentes concentrations
de protéines ont été réalisés sur les transducteult-électrodes et sont présentés dans le

paragraphe suivant.

1.4 Détection avec le transducteur a trois électrodes

Des essais préliminaires ont été réalisés surdpsears multiélectrodes fabriqgués au
cours de cette these afin de vérifier leurs seliteii Pour cela, des mesures a vide du
systeme sont réalisées, afin de calibrer le syst&eg volumes de 3 pL d’eau, sont déposés
sur chaque électrode. Puis I'eau est retirée et dépdts de solutions de protéirtas aux
concentrations extrémes (30 et 480 uM) sont efésctiDes mesures de I'impédance du
guartz, il est possible d’extraire les parametissoélastiques des solutions. La Figure 111-20
présente le module visqueux au cours du dépoétalesans de protéinemu (a gauche) et ce
méme module visqueux (a droite) en fonction defmdiftes solutions. Il apparait que les
valeurs d’élasticité et de viscosité extraites egpondent a celles réalisées avec un
transducteur a une électrode, validant le systenié électrodes. Cependant, des différences
peuvent étre constatées par rapport aux résultatgés avec le capteur mono-électrode. Ces
différences peuvent s’expliquer par une concemwinatie tampon différente utilisée entre les
deux études. En effet, le tampon MOPS utilisé daate derniere étude était cinq fois plus

concentré que lors des essais antérieurs, modifantinétique de polymérisation des

protéines.
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Figure 111-20, A gauche, suivi du module visqueuxcaurs du temps pour les différents dépbts ddisalde
protéines tau a la surface des électrodes. A draitedule visqueux G” des différentes solutions.
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Une deuxieme série de mesure a ¢été effectuée en modifiant les conditions
expérimentales. Comme le montre la Figure III-21, si dans un premier temps la solution de
30 uM a été déposée sur 1’électrode du milieu et la solution de 480 uM a été déposée sur
I’¢lectrode de droite, les sites de dépots ont été inversés dans le cas de la deuxiéme série de
mesures. Le but de cette manipulation était la vérification du fonctionnement du capteur, mais

¢galement de montrer sa capacité a retrouver les mémes résultats.

480 uM

Référence ("o 480 um Référence,@, 30 uM
/ \ /
Série 1 Série 2

Figure 111-21, Procédé expérimental de détectiorsditions protéiques avec le capteur multi-éledts

Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 4. On remarque tout d’abord une tres
forte similitude des valeurs, avec des variations de viscosité entre 1 et 3 %, entre les deux
séries de mesure. Ainsi, il est possible de conclure que le systéme a trois électrodes a une
sensibilit¢ du méme ordre de grandeur que le capteur a une électrode, validant ainsi le

systeme pour le suivi des parameétres viscoélastiques lors d’une polymérisation de protéines.

Modules visqueux (en kPa)
Echantillon Série 1 Série 2
Référence 92,18 93,79
Protéine 30 uM 99,10 101,79
Protéine 480 uM 235,99 237,98

Tableau 4, Modules visqueux (en kPa) en fonctiencdacentrations en protéines et de la série dairaes
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1.5 Conclusion

Les résultats expérimentaux présentés dans cetihapit permis de démontrer la
faisabilité du suivi des réactions de polymérigaties protéinetau et AR Les premieres
manipulations ont consisté a déposer successivem@ntle capteur des solutions de
monomeéres et de polymeres. A 22°C, elles ont pedrisuivre le module élastique de
différentes solutions de protéinésu représentatives d’une polymérisation. Les résltat
obtenus et leur comparaison aux études realisédsphiologistes dellGDR ont permis de
valider le systeme. En ce qui concerne le modidguaux, plus la concentration en protéines
est élevée, plus le module visqueux va augmensguja atteindre un palier, correspondant a
I'atteinte de I'équilibre du systéme biologiquedet'arrét de sa polymérisation. Ces résultats
s’expliquent par le changement de conformation adesoélution d’étude : aux faibles
concentrations, le systeme présente une structach du tampon de polymérisation, du fait
de l'unique présence de peptides libres en solufiar plus fortes concentrations, le module
visqueux est plus important du fait de la polynetieen des peptides en oligoméres puis fibres
matures. Le suivi du module visqueux valide égatgrteepertinence du systeme pour le suivi
de la polymérisation de la protéimeu. L'outil validé, la cinétique de polymérisation tke
protéine tau a 37°C, non publiée jusqu’alors, @&pa établie et comparée a celle obtenue a
22°C : la température modifie les paramétres vissti@ues mais ne modifie pas la cinétique
globale de la polymérisation de la protéiaa. La maladie d’Alzheimer est étroitement liee a
la détection et a la compréhension des phénomeneslgmérisation de deux protéines : la
protéinetau et le peptide AR. La détection du peptide AR acdégalement été réalisée. Les
résultats obtenus confirment qu’il est possible dilcerner différentes concentrations de
peptides représentatives d’'une polymérisation epaear le module élastique et pour le

module visqueux.

La détectionin fine devant étre réalisée en milieu complexe, une premétude a été
faite dans des sérums humain et bovin. Des exp&seavec des dépbts de sérums pour des
concentrations entre 10 % et 100 % en sérum ontrégksées montrant une sensibilité
suffisante du capteur pour discriminer les deuxiem{ et une similitude entre les deux
sérums : les modules élastiques et les modulesiatisgaugmentent linéairement avec la
concentration. Ces résultats sont en accord avecnledéles biologiques car, a des

concentrations élevées, le sérum est plus richpragrines et éléments biologiques.
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La finalité du capteur concu dans cette étudeaedeétection simultanée des différentes
especes a l'origine de la maladie d’Alzheimer. Afia quantifier les biomarqueurs de la
maladie pour fournir une information quant a I'asament de la pathologie chez les patients,
le développement d’'un systeme de détections medtipkt nécessaire. Apres avoir déemontré
dans le chapitre 2 le caractere répétable et reptide des mesures grace au capteur
multiélectrodes développé des tests de détectisnpdmtéines d’études ont été menés. Les
essais de détection réalisés avec le capteur &c¥rarles pour des solutions protéiques
d’études démontrent la capacité du capteur a diff@er différentes conformatior83D des

protéines.
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Les travaux réalisés au cours de cette these giiest dans un projet plus vaste visant a
la mise au point d’'une thérapie des maladies de tgmformationnelle dans lesquelles figure
la maladie d’Alzheimer. L'objectif de cette thegaitéde démontrer la faisabilité d’'un suivi de
polymérisation de protéines et le développement dgsteme multi-électrodes permettant la
détection simultanée de plusieurs protéines, biqoeurs d'une pathologie a des fins

diagnostiques.

Si une multitude de techniques expérimentales péemtela détection d’éléments
biologiques, seuls les résonateurs de type TSM capébles de déterminer les parametres

viscoeélastiques de solutions biologiques en coensalymerisation.

En adaptant les techniques de microfabricatiometedlant & la qualité des matériaux et
des différentes étapes de fabrication, I'obtentam capteur a ondes acoustiques de volume
présentant des caractéristiques et propriétésrghdae plus élevée par rapport aux capteurs
commerciaux est rendu possible. Le premier captaebriqué a été un capteur mono-
électrode, dont le design de l'électrode a éténupé, afin d’en tirer les meilleures
performances. La caractérisation électromécanigueagdteur fabriqué a permis de valider les
procédeés de fabrication, et une corrélation, eatigropagation théorique et expérimentale a
pu étre établie. Les campagnes de calibration etvaliglation démontrent les bonnes

propriétés du systeme développé.

Si la faisabilité de la détection et le suivi desgriétés des protéines ont pu étre établies
avec des capteurs mono-€lectrode, il est nécesdairmontrer la capacité d’obtenir un
systeme multi-électrodes, permettant la détectiofine, des différents analytes propre a la
maladie d’Alzheimer. Afin de répondre a cette pémivatique, un résonateur TSM composé de
trois électrodes distinctes a été congcu en adajpeanprocédés expérimentaux jusqu’alors
employés dans cette étude. En effet, ce concepystéme repose sur la fabrication de trois
électrodes a épaisseurs variable sur le substrajudgz. La caractérisation des capteurs
congus est passée par I'étude du comportement iméeadu capteur suivant différentes
conditions expérimentales et également par la tiétede solutions tests dont leurs propriétés
sont connues dans la littérature. Il a été confiqué la réponse des capteurs présentait des
valeurs conformes aux valeurs attendues. Une agdiion des épaisseurs des différentes
électrodes a été menée afin de déterminer lesgroafions optimales pour parvenir a la

meilleure qualité des capteurs.

Aprés la validation du fonctionnement des diffésemiapteurs congus, des essais

expérimentaux sur les protéines tau et le peptiglet permis de démontrer la capacité des
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systemes développés a discriminer les différerdss atonformationnels des protéines. En
effet, dans le cas de la protéine tau, les prawigiscoélastiques de solutions, a différentes
concentrations, ont été extraites. Chacune desti@mdu étant représentatives d'un état
conformation de la polymérisation, allant du noyala fibre protéique mature, il apparait

clairement qu’il est possible de les différencier.

Cette étude ouvre la voie du développement de afésonTSM pour des applications de
détection et de diagnostic de maladies conformaébes, puisque la polymérisation de
protéines est un phénomene intervenant dans bobreode mécanismes du corps humain.
En ce qui concerne les maladies conformationnetiette étude apparait comme le point de
départ du développement d'outils de diagnostic guéc de thérapie et de prédiction,
permettant la détection de la pathologie chez lgeplaet également déterminer I'état

d’avancement de la maladie si elle devait étreaitéel et ce en quasi temps réel.

Cependant des améliorations doivent étre apporéées systémes multi-€électrodes
développés en vue de leurs utilisations finaleseff#t, malgré I'optimisation des épaisseurs
des électrodes du capteur, des perturbations gaawsi durant les essais sont observés, la
continuité de l'optimisation topologique, en ax&ed recherches sur le design ainsi que la
disposition des électrodes a la surface du capteur mener a 'amélioration des propriétés
du systéme. La finalisation des travaux de mod#isades capteurs mono-électrode et
également des capteurs multi-électrodes permettlait parfaite connaissance des
comportements électromécaniques des capteurs & andestiques développés afin d’en tirer

les meilleures performances.

De plus, les tests présentés dans ces travauxctierche ont été réalisés en milieu
« simple » composé uniquement des protéines d'stuckpendant, in vivo, ces protéines
evoluent dans le sang ou le liquide céphalo-raehidjui sont deux milieux complexes. I
devient donc nécessaire de rendre sélectif la tigtedu capteur aux biomarqueurs de la
maladie d’Alzheimer. L'apport d’un traitement denftionnalisation de surface au capteur est
donc nécessaire. Si 'amélioration de la surfacendeillage a été effectuée par le biais de
traitement physique par plasma, la sélectivitéadddtection peut étre mise en place par le
greffage de structure PEG-thiol a la surface d’ar ahpteur. Les premieres campagnes
d’essais montrent la possibilité du traitement adase mis en place a permettre I'accroche
préférentielle des protéines en condition in vifo. poursuivant cette étude, la détection des
protéines dans des milieux complexes, type sértiid terme, dans des échantillons issus de

patients, sera possible. Des campagnes sont a&rhexit en cours pour mener a bien cette
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voie d’amélioration.
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Annexe A

A.l Diagnostic actuel de la pathologie

Si la maladie d’Alzheimer s’apparente principaletmpar des troubles de la mémoire,
d’autres troubles apparaissent au cours de I'éamlude la pathologie, comme par exemple
les troubles désorientations spatio-temporellesifile d’orientation du sujet dans le temps et
dans l'espace), I'anomie (trouble du langage symégbar la difficulté du patient a trouver
les mots qu'il recherche), I'apraxie gestuelle @ipacité du patient a effectuer un mouvement)
ou encore la prosopagnosie (trouble de la recosamace et de la différenciation des visages
familiers). Dans certains cas cependant des camitii®@ (absence d’émotions et de désirs),
d’agressivité ou encore de délire peuvent apparailfous ces symptébmes auront pour

incidence de nuire a 'autonomie du patient.

L'association des troubles cognitifs présentésesisds ainsi que les dégénérescences
neurofibrillaires et les plaques amyloides est istepprincipale pour I'établissement du
diagnostic cliniqgue de la maladie d’Alzheimer. QOegent la présence des analytes
biologiques spécifiques a la pathologie n’est paswtomatisme. Ainsi pour le diagnostic de
la pathologie, la recherche s’articule en deux etapla recherche de la présence d'une
démence chez le patient, puis le recentrage ddeendtes des troubles apparentés a la
maladie d’Alzheimer afin de mettre en évidence déealoppement de la pathologie cible.
Cependant, aucun outil précis ne permet le diagnpstcoce de la maladie d’Alzheimer de
fagon certaine, et de ce fait I'évaluation resteoea probabiliste. En effet, a I'neure actuelle,
seules les coupes histologiqueEsst-mortenpermettent, avec certitude, de mettre en avant la

présence des dégénérescences neurofibrillaires gildques amyloides.

Différents critéres ont été développés pour étdBliat démentiel du patient et identifier
l'origine de cet état di a la maladie d’Alzheim®@n trouve ainsi [©OSM IV-TR(Diagnostic
and Statistical Manual ofMental Disorders Revision 4) qui décrit et classe tl®ubles
mentaux, et les critereNINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and
Communication Disorders andStroke — Alzheimer’s Disease andRelated Disorders
Association).

A.1.1Criteres DSM-IV-TR
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Les critereDSM-IV-TRont été mis en place afin de diagnostiquer lectara démentiel
du patient. Six points seront observés pour diggnes au moins la présence d'une
démence. Le premier pointritere A s’intéresse aux déficits cognitifs, avec I'appan de
ces troubles qui peuvent se traduire par une tltérae la mémoire ou I'aphasie, apraxie,
agnosie. Le deuxieme point d’observatiotritere B) met en évidence laltération du
fonctionnement social et professionnel du pati®ans un troisieme temps, teitere C va
permettre d’évaluer le caractére progressif etioardu déclin cognitif. Lecritére D est mis
en place pour montrer que les déficits cognitifs somt pas dus a d'autres pathologies
affectant le systeme nerveux central et qui ergrdides troubles cognitifs progressifs, a des
affections générales pouvant générer une clémemeela prise de substances. De méme, le
critere Epermettra de faire la différence entre la malakii#dzheimer et les troubles cognitifs
dus a un délirium, qui est une conséquence neuquiegsévere liee a un syndrome de
sevrage a l'alcool. Enfin, leritere F permettra d’exclure les troubles de type dépremsif

schizophréne comme étant & I'origine de la démence.
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B Critéres diagnostiques de FOO.xx {294.1x]
la Démence de type Alzheimer

A. Apparition de déficits cognitifs multiples, comme en témoignent a la
fos :

(1) une altération de la mémoire (altération de la capacité a
apprendre des informations nouvelles ou a se rappeler les infor-
mations apprises antérieurement) ;

(2) une (ou plusieurs) des perturbations cognitives sutvantes :

(a) aphasie (perturbation du langage)

(b) apraxie (altération de la capacité a réaliser une activité
motrice malgré des fonctions motrices intactes)

(c) agnosie (impossibilité de reconnaitre ou d'identifier des
objets malgré des fonctions sensorielles intactes)

(d) perturbation des fonctions exécutives (faire des projets,
organiser, ordonner dans le temps, avoir une pensée
abstraite)

B. Les déficits cognitifs des critéres Al et A2 sont tous les deux a l'origine
d'une altération significative du fonctionnement social ou profes-
sionnel et représentent un déclin significatif par rapport au niveau de
fonctionnement antérieur.

C. L'évolution est caractérisée par un début progressif et un déclin
cognitif continu.

D. Les déficits cognitifs des criteres Al et A2 ne sont pas dus :

(1) a d'autres affections du systéme nerveux central qui peuvent
entrainer des déficits progressifs de la mémoire et du fonction-
nement cognitif (p. ex., maladie cérébro-vasculaire, maladie de
Parkinson, maladie de Huntington, hématome  sous-dural.
hydrocéphalie a pression normale, tumeur cérébrale)

(2) ades affections générales pouvant entrainer une clémence (p. ex.,
hypothyroidie, carence en vitamine B12 ou en folates, pellagre,
hypercalcémie, neurosyphilis, infection par le VIH)

(3) a des affections induites par une substance

E. Les déficits ne surviennent pas de fagon exclusive au cours de I'évo-
lution d'un delirtum.

F. La perturbation n'est pas mieux expliquée par un trouble de I'Axe I
(p- ex., Trouble dépressif majeur, Schizophrénie).

Codification fondée sur la présence ou I'absence d'une perturbation clinique-
ment significative du comportement :
F00.x: [294.10] Sans perturbation du comportement : siles trou-
bles cognitifs ne s'accompagnent d'aucune perturbation cliniquement
significative du comportement.
F00.xx [294.11] Avec perturbation du comportement : siles
troubles cognitifs s"accompagnent dune perturbation cliniquement signi-
ficative (p. ex., errance, agitation) du comportement.

Préciser le sous-type :
A début précoce : sile début se situe a 65 ans ou avant
A début tardif : sile début se situe aprés 65 ans

Figure A-1, Criteres DSM-IV-TR pour la déterminatide I'état démentiel du patient.
A.1.2 Critéres NINCDS-ADRDA

Les criteres NINCDS-ADRDA permettent d’affiner le diagnostic en ciblant la recherche
des origines des troubles cognitifs sur la maladie d’Alzheimer [110], [111]. A I’issu de ce test,
une classification va pouvoir étre effectuée en jugeant impossible, peu probable, probable ou

fortement probable la maladie d’Alzheimer comme étant la cause de la démence chez le

patient.
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CRITERES DIAGNOSTIQUES NINCDS-ADRDA DE LA MALADIE D' ALZHEIMER

(AMc Ehann et al., 1984

L Critéres de diagnostic clinigue de MA prohahle

- démence établie 4 lexamen clinigue

- déficit dans an moins 2 dornaines des fonctions cogritives

- aggravation progressive de la mémoire et d'autres fonctions cognittres

- pas d'altération de la conscience

- début entre 40 et 90 ans, le plus somvent aprés 65 ans

- dhsenice de canse systérninue on d'autres affections cérédbrales powant étre rendues responsables des trodbles

IL Elemenis en faveur du diagnostic de MA prohahle

- détérinration progressve des fonctions spécifigues © langage (aphasie), habiletés motrices (apraxie), perception (agnosie)

- perturhation des activités quotidiennes et du comporternent

- notion farailiale de trobles sirailaires

- notraalité des exatens paracliniques | LOR. normal, EEG normal ou non spécifique, atrophie cérébrale au CT scan

OL Autres aspects cliniques compatibles avec le diagnostic de MA probahle

- plateau dans la progression de la maladie

- aggociation de symptomes de dépression, insorrde, incontinence, hallucinations, accés d'agitation werbale oun
cornporternentals, troubles sexmels, perte de poids

- autres symptomes newrologigues chez certains patients, en patticoulier en phase évolude de la maladie (hypertonie,
myroclonies, troubles de la marche)

- crises corndtiales tardives

- CT scan norraal

IV, Aspects rendant improbahle ke diagnostic de K4

- débmt sondain

- gignes newrologigques focanx tels que © hémiplézie, déficit sensitif, altération du charmp wisuel, incoordination, survenant en
debut d'évolution

- crises condtiales et tronbles de la marche survenant trés tét dans 'évolution de la raladie

V. Diagnostic clinigue de MA possihle

- sur labage dun syndrome démentie] et en l'absence d'antres troubles newrologiques, peychdatriques ou systémigues suffisants
pour causer la démence, lorsgue le mode de début, la présentation et laspect évolutif sont atypigques

- en présence dune autre affection systérmigque ou nenrologinque suffisante poar canser la démence, mais considérée comme
r'étant pas la cause de la démence

- lorsgu'an déficit cogratif isolé et sévére s'agorave progresstvertent en labsence d'autre canse identifiahle

VL Critéres diagnostiques de MA certaine

- les critéres de IVIA probable et

- 1a prearve histopathologinue obtenne par biopsis o autopsie

Figure A-2, Criteres NINCDS-ADRDA.

A.2 Evaluation de la maladie :

A.2.1 Evaluation clinique de la maladie d’Alzheimer

Dans un premier temps, une évaluation cliniqueaeséaliser aupres d’'un médecin
généraliste. Le patient, accompagné par un membrsadfamille, ou un proche, afin de
vérifier la véracité des réponses du patient, dee@ondre au mieux aux questions du
médecin concernant ses antécédents medicaux av&aitlements éventuels liés, son niveau
d’éducation et son activité professionnelle. Untdrigue des symptdmes rappelant des
troubles cognitifs ainsi que les changements depostement sur le plan socio-professionnel

est établi.

Une fois I'entretien avec le généraliste, une séeetest aidant au diagnostic de la

Annexe A : page 130



pathologie est effectuée par ce dernier en suil@mtnormes de critereBSM-IV-TR et
NINCDS-ADRDA

Le MMSE (Mini Mental State Evaluation), ou test de Folstein [112], est le tesplus
répandu pour diagnostiquer la maladie d’Alzheintlea pour role d’évaluer les capacités
d’orientation, d’apprentissage des informationsgdpacité de langage, la praxie, la capacité
d’attention ou encore la capacité mnésique du piatiee MMSE consiste en une succession
de 30 questions a réaliser dans un temps impantiérglement une quinzaine de minutes.
Suivant les réponses du patient aux questionscane $inal, noté sur 30, est obtenu et c’est a

partir de ce score gqu’un jugement de I'état de cemee du patient peut étre effectué.

Ainsi avec un score inférieur a 24 sur 30, une démest suspectée chez le patient. Si le

score final obtenu est supérieur a 28 alors lelugzatient est jugé normal.

Cependant, afin de ne pas fausser le résultatrigsies socio-culturelles, le niveau

d’étude ainsi que I'ancienne activité professioledu patient sont a prendre en compte.

e Le test de I'horloge [113][114], qui est une épreuvisuo-graphique dans
laquelle le patient devra dessiner au mieux unbgeret également indiquer une
heure précise donnée par I'examinateur. Différéetas seront jugés a la fin de
ce test, comme par exemple I'exactitude du placehes chiffres dans I'horloge
(liste complete et dans l'ordre), le placement digsiilles par rapport a I'heure
demandé et la structure des aiguilles (taillesédkfites des aiguilles, bon

placement des aiguilles indiquant I'’heure et lesutes).

* Le test des 5 mots de Dubois [115], qui consistgugament de la capacité du
patient & rappeler des mots préalablement acqi@saritage de ce test est sa
facilité et sa rapidité a étre mis en place. Il siste en I'apprentissage par le
patient d’'une liste de 5 mots aléatoire. Pour dalaste de mots lui est présentée.
On lui demandera ensuite de redonner les mots d@riesture des catégories
sémantiques des mots présentés précédemment. Idna fste de mots jugée
acquise, elle est retournée puis un rappel immédiaeffectué en demandant au
patient de répéter les mots qu’il vient de lire.eUapreuve attentionnelle
intercurrente est effectuée pour détourner l'aibendu patient, on lui demandera
donc de réaliser un calcul mental, une organisatéielle de chiffre ou encore
un test de I'horloge. Cette étape prendre entteb@inutes. Enfin, dés I'épreuve

attentionnelle intercurrente terminée, il est dedéaau patient de redonner la

Annexe A : page 131



liste des mots acquis, et si cela lui est impossilels catégories sémantiques des
mots peuvent lui étre redonnées. Le résultat desteest la notation sur dix du
test, qui résulte de la somme du score du premagral immédiat (sur cing) et du

score du rappel différé avec I'épreuve attentidenatercurrente (sur cing).

* Le test de fluence verbale, @et-Test d’lsaacgl16], ou le patient devra donner
une succession de dix mots de quatre catégoriéreiiffes (Couleurs, Animaux,
Fruits et Villes) dans un temps imparti réduit (dedre de quinze secondes par
catégorie). Le score final est le nombre total @¢ésngu’il aura pu fournir a I'issu
du test. En fonction du score final, I'état du pati peut étre déterminé, ainsi,
avec un score supérieur ou égal a 37, I'état eg pormal, entre 34 et 37, la
surveillance du patient est mise en place, entret 33, un bilan complémentaire

est programmé, et en dessous de 30 le score bstgqrtue.

A.2.2 Evaluation paraclinique de la maladie

Quand le diagnostic clinique est posé par le peatjcune évaluation paraclinique est
effectuée. Elle prend en compte un exameriRiEl, ou une atrophie corticale et une atrophie
des hippocampes peuvent étre mises en avant. Deeas de tomographie a émission
monophotoniqueTEMP) et par émission de positonBHP) permettront de mettre en avant,
respectivement, une diminution de I'apport sangians les zones temporales bilatérales et

un sous-fonctionnement de ces régions cérébrales.

Une ponction lombaire est également effectuée denscadre d'un diagnostic
paraclinique. Elle aura pour objectif de doser rfesrqueurs biologiques spécifiques de la
maladie d’Alzheimer dans le liquide céphalo-raahidi(qui est le fluide qui entoure le

cerveau et la moelle épiniére).

Enfin des examens biologiques complémentaires smmammandés. Un dosage de la
thyréostimuline hypophysaird $H, un hémogramme, une calcémie, une glycémie sosit a

réalisés.
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Annexe B

B.1 Micro-rhéologie

B.1.1 Modélisation des fluides viscoélastiques, lien emtrcontrainte et
déformation
A partir de la contrainte, de la déformation, la description du caractére visqueux et
élastique d’un matériau est possible et ce a tsades lois de la mécanique des fluides et de la

mécanique des solides.

Il est possible d’exprimer la conservation de lamjité de mouvement d'un fluide a
partir d'une des équations fondamentales de la rdimee communes aux solides et aux
fluides. Cependant les matériaux complexes étudthiés cette étude présentent des structures
hétérogenes. Il est donc plus convenable d’isate¢élé@ment de volume infinitésimal pour en
exprimer ses déplacements et ses vitesses endomies contraintes associées. La résolution
de I'équation différentielle établie va permettre positionner dans le temps et I'espace
chaque particule élémentaire du fluide complexda @e sera possible que si les contraintes
soumises au milieu sont parfaitement connues. halifé de cette résolution, dans le cadre
d’'une perturbation faible du milieu, sera I'étabiment de I'équation de propagation de

I'onde de pression.

Du point de vue instrumental, 'accés aux valewgs contraintes dans le milieu semble
difficile, seules les contraintes soumises auxtfémas du fluide pourront étre mesurées et
qguantifiées. Pour remédier a ce probleme, I'hypsghde I'homogénéité et de I'isotropie du
fluide est mise en place. Les caractéristiqueslogénies telles que la viscosité et I'élasticité

se déduisent alors des résultats connus de laahdes fluides et des solides.

e Pour un fluide visqueux, le taux de déformation (gtesse de déformation) sera

proportionnel a la contrainte (loi de Newtqn)

*Et dans le cas d'un solide élastique, la déformasiexprimera en fonction de la

contrainte (loi de Hooke).
La détermination de leurs comportements est undut@mison des deux approches.

De nombreux outils existent dans la littérature rpcaractériser et modéliser le
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comportement des matériaux viscoélastiques en eigiamsitoire. Pour réaliser cela, des
modéles, se basant sur la modélisation au trawersssorts et d’amortisseurs, sont établis. Ils
auront pour role d’établir un lien temporel entecbntrainte et la déformation du matériau.
Pour ne citer qu’eux, le modele de Kelvin-Voigt permettre de modéliser le comportement
des matériaux viscoélastiques solides et le matMaxwell est utilisé pour la modélisation
des liquides viscoélastiques.

Modeéle de Maxwell

Figure B-3, Modéle mécanique de Maxwell d'un matériscoélastique isotrope, constitué de n brandes
Maxwell en parallele.

Les matériaux étudiés dans cette étude passenliffiaents états structuraux. En effet,
ils passent d’'une phase liquide (noyaux) a uneelasformation des fibres. Malgré le fait
que I'on trouve ces matériaux dans un fluide commlsang ou liquide céphalo-rachidien),

ils présentent des structures flexibles.

En phase liquide, le matériau peut étre considémnee un fluide homogene du point de
vue comportemental, ce qui impligue donc la caraztion de la capacité de ce fluide a
s’écouler. Tant que les particules constituanthiase sol restent petites, le fluide est considérée
comme newtonien, et sa contrainte sera donc priopoglle au taux de cisaillement. Dans le
cadre d’'un régime dynamique linéaire, l'inertie fthide est le lien entre la contrainte et la

déformation.

Lors de la polymérisation, et donc de la transfdiomastructurale du matériau, la
rigidité du matériau va augmenter. Cela va se o&par le fait que la viscosité dynamique
ne sera plus constante en fonction du taux delleisa&int. Les forces entropiques, qui sont
perpendiculaires au cisaillement, vont tendre #&auesr la forme initiale de la structure du
matériau. Dans le cas des matériaux viscoélastiquesa déformation continue d’évoluer

alors que la contrainte n’est plus appliquée.

Dans le cas des petites déformations et des pettdsaintes, les effets liés a la rigidité
G et a la viscosité se superposent. Le lien eatomhtrainte et la déformation dans ce type de

matériaux viscoélastiques isotropes peut étre tgaril'équation différentielle (7)
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Ou 4,, et B, sont des coefficients constants correspondanectispment a I'ordren et n,

qui n'ont pas de signification physique eévidenteaisnqui permettent d’expliquer les
différents temps caractéristiques représentatssimteractions multiples dans le matérigu.
est la rigidite statiquet le temps elo;; et y,, qui sont les tenseurs de contraintes et de

déformations du second ordre.

Suivant les travaux de P. Rouse pour les matérmmlymeres, le nombre de temps
caractéristiques significatifs est proche de lhnfcar il dépend de I'échelle d’observation
considérée. Ainsi, pour caractériser le fluide utit, il devient plus convenable de considérer
une distribution continue des temps de relaxatldn. module continu de relaxation des
contraintes de cisaillemeg(t) peut étre alors défini par I'’équation (8)

e

g(0) = j G(v)e Td ®

0

Ou G(r)dt = gdr et représente les contributions a la viscositéléaj de tous les

éléments de Maxwell, dont les temps de relaxatiorn sompris entre ett + dr.

Un lien temporel entre la contrainte et la défoiorats’exprime donc sous la forme du

produit de convolution suivant I'équation (9)

ay(t

I) )
P dt (9)

o () = f g(t—t)

La Figure B-4 suivant représente le matériau dardomaine temporel, et dans lequel
g(t) est le module de relaxation.

o)
ol —Tc0=se )

Figure B-4, Représentation schématique du matéans le domaine temporel.

Du fait du caractere causal de cette fonction (¢eluhe de relaxation n’étant généré qui
si une déformation est appliquée au fluide), I'étdd matériau en régime harmonique semble

plus adéquate.
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B.1.2 Module complexe de cisaillement

Lorsque le matériau est soumis a une déformatiomssidale de pulsatiom et
d’amplitude connues, il est possible de réécrirprleduit de convolution tel que le montre
I'équation (10).

[oe)

F(t, w) = jo7(t, w) fg(u)e‘(j‘””)du (10)
0
Grace aux lois de Hooke, le module complexe delleisgent G*(w) peut étre introduit
par I'’équation (11).

[oe)

G () = G'(0) + 6" (@) = jo f g(O)e-Uo0 gt (11)
0
Le module de conservatidH (w), en phase avec la déformation, est associé admsé
élastique du matériau, c’est haodule élastique.Le module de pert&''(w), étant en
quadrature avec la déformation, est associé qudnt au taux de déformation, c’est le

module visqueux

La représentation schématique par une fonctionratesfert reliant la contrainte et la
déformation d’'un matériau viscoélastique est rerphssible, et est illustrée a la Figure B-5.

Cela va donc permettre de modéliser le matériaa Bladomaine spectral.

................. a;?“(m) *
7(t,0) ot &(t.0)=G (0)7(t.0)
— Jo n(w) [——
G(w)

Figure B-5, Représentation schématique du matériacoélastique a caractériser dans le domaine spken
fonction du module complexe de cisaillement.

Dans la modélisation des matériaux viscoélastiqieass le domaine fréquentiel, la

contrainte et la déformation sont liées par le ne@domplexe de cisaillement Gs.

B.2 Principe de mesure du microrhéometre

B.2.1 Instrumentation
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Le capteur est constitué d’un substrat de quartz de coupe AT (coupe orientée a 35,25° par
rapport a I’axe optique du cristal) et la technique de mesure du capteur se base sur celle des
résonateurs a quartz de coupe AT. Le transducteur piézoélectrique, en contact avec le milieu a
caractériser, permet de générer des ondes de cisaillement qui sont mesurées en réflexion a

I’aide d’une instrumentation développée au laboratoire.

Le dépot du fluide a la surface du capteur va modifier ses propriétés mécaniques et
¢lectriques. De par les propriétés piézoélectriques du capteur, les variations des parameétres du
capteur sont disponibles par la mesure en ligne de son impédance complexe au voisinage de
sa fréquence de résonance. Du fait des forts coefficients de qualité de ce genre de capteur, il
est préférable de mesurer et suivre 1’admittance Y. du capteur lors des essais de mesure des
parametres rhéologiques. Cela s’explique par le fait des grandes valeurs de coefficient de
qualité¢ de ce genre de capteur qui engendre des faibles valeurs d’impédance autour de la

fréquence de résonance et qui seront dans 1’ordre de grandeur du bruit électronique.

Déposition
de solution

HP 5061B Network Analyzer organique

Figure B-6, Chaine d’instrumentation du microrhéarae

Le capteur est inséré dans une cellule de mesure et reli¢ a un analyseur de réseau HP
5061B. Afin de s’affranchir des éventuels effets de température, I’ensemble est inséré dans
une enceinte thermostatée. Une temporisation est possible entre chaque mesure d’admittance
ce qui permettra un suivi de ce paramétre en fonction des changements structuraux de la

solution a caractériser.

La Figure B-7 ci-dessous illustre des mesures d’admittance lors de la formation d’un gel
obtenu a partir d’un yaourt. Chaque arc de cercle représente la mesure de 1’admittance du

capteur au voisinage de la fréquence de résonance (de 1’ordre de 6 MHz) a des temps définis.
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Figure B-7, Mesure de l'admittanced( capteur lors de la formation d'un yaourt a pade lait acidifié.
Il est possible d’observer une atténuation de lalm®finale (a t = 30 ks) par rapport a la
courbe initiale (& t = 200 s). Cette atténuatianaséponse de la formation du yaourt (ou gel)

a partir de I'état initial sous forme de lait afigli

Limpédance mécanique équivalente a la surface udrtz) dépend principalement des

interactions mécaniques entre le capteur et lermaaté

B.2.2 Modélisation des interactions entre le capteur el matériau

La modélisation du quartz chargé par le matérigulaagement développée dans la
littérature. 1l est possible ainsi de représeneertrbnsducteur autour de sa fréquence de
résonance comme étant une ligne de transmissiomnigge ou par un circuit électrique
équivalent. Cependant la nature des matériauxter tééfinit la validité des équivalences des
modeles. La détection des protéines a l'originelalanaladie d’Alzheimer est possible,

cependant il faut faire face a deux problématiques

» Leffet d'inertie qui dépend de I'état surfaciquesdélectrodes du quartz et des

propriétés viscoélastiques de la solution a cargete

* Les propriétés électrigues du matériau au courslede formation sont
susceptibles d'évoluer et de modifier les cond#tiale propagation de I'onde

mécanique dans le capteur, affectant de maniéndisajive sa sensibilité.

Le modéle utilisé dans cette étude tient comptecete effets afin d'extraire le plus

précisément possible I'évolution des propriétésoékastiques du matériau en contact.

B.2.2.1 Modélisation du quartz
Afin d’avoir acces aux parametres viscoélastigueadsolution a tester, il est nécessaire
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de modéliser le quartz par un circuit €lectrique ou le quartz, les électrodes, ainsi que la
solution test (ou charge) sont représentés. Le modéle du quartz ainsi obtenu est présenté a la
Figure B-8. Il est défini par une branche statique décrivant le comportement purement
¢lectrique du quartz, et une branche dynamique décrivant le comportement €électromécanique

du quartz.

La branche statique peut étre représentée par une impédance Zo. Cette impédance
regroupe deux effets. L’effet capacitif, Co, 1i¢ aux courants de déplacement effectifs dans le
substrat, et 1’effet de pertes di¢lectriques, Ro, correspondant aux courants de conduction fictifs

dans le substrat.

La branche dynamique, quant a elle, est définie par I'impédance Zney. Leffet de la
charge sur le quartz rajoute une impédance en série dans la branche dynamique Zcharge. C’est a
partir de cette impédance que seront extraits les paramétres viscoé¢lastiques de la solution a

tester.

Figure B-8, Modélisation électrique du résonate@M utilisé dans I'étude.
B.2.2.2 Effet d’inertie

L’effet d’inertie peut s’expliquer a partir de la démonstration de Sauerbrey sur les
microbalances a cristal de quartz chargées par un film mince rigide. Dans ces conditions, on
peut considérer que le mouvement de la couche mince va rester synchrone avec le mouvement
du transducteur et avec la méme amplitude. Ainsi I’impédance mécanique du quartz, aussi
appelée effet de masse par analogie aux microbalances a quartz, ne dépendra que de la masse
volumique du film gim de de 1’épaisseur Agn, de celui-ci et pourra donc s’exprimer par

I’équation (12)
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Zmasse = jwpfilmhfilm (12)

Ces effets inertiels sont également observés danad des fluides. Cependant il existe
deux zones différentes du liquide pour lesqueleagponse a une sollicitation sinusoidale due
a la propagation de I'onde est différente. La pegmizone aura un comportement similaire a
celui d'un film rigide d’épaisseuter, ou le fluide est piégé dans les aspérités darface de
I'électrode. Ici, le fluide se déplacera ainsi damére synchrone et avec la méme amplitude
par rapport a I'électrode. La seconde zone répomdas de propagation des ondes dans les
fluides.

Zone dont le déplacement dépend

de la propagatic-p d'onde Zone d'entrainement

synchrone

--I
VR

lame def quartz électrode

Figure B-9, Effet d'inertie liée aux aspérités déamsas des fluides.

La différenciation, entre ces deux zones, n‘’esendpnt pas évidente a établir, et il est
plus convenable d'estimer I'épaisseur de délinutaticomme étanthe. A I'échelle
macroscopique, cette épaisseur est liée au rapptre le volume total du fluide piégé dans le
relief de I'électrode et de l'aire de I'électrodemergé. A I'échelle de la particule, I'épaisseur
effective va dépendre des liaisons entre les pdesadu fluide qui impliquent un déplacement
homogene identique a celui de I'électrode.

B.2.2.3 Effets des propriétés viscoélastiques du fluide suiimpédance du
quartz

Lors du dépét d’'un fluide viscoélastique a la scefae I'électrode du transducteur, le
cisaillement du capteur va imposer une onde ultrasoau fluide. Dans le cas ou seuls les
effets liés a la propagation de I'onde ultrasorswet considérés, I'impédance électrique est
définie comme étant I'impédance caractéristiquerduériau, telle que le montre I'équation
(13)

Zs = \ PmacG* () (13)

OU pqr €St la masse volumique du matériau déposé searisducteur. Si on introduit

les modules visqueux et élastique, I'équation dewienc :
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. jpmat(|c*(a;)|+c'(w))+j jpmat(IG*(a;)I—G’(w)) a

Si I'on considére un fluide purement newtoniéfw) est nul etz"(w)ne dépend que
de la viscosité dynamiqueet de la fréquence d’excitation. Les parties eéetlimaginaire de
'impédance électrique seront égales. Si le liguidearactériser est faiblement visqueux, les
faibles variations de la fréquence (inférieures% dutour de la fréquence de résonance),
impliquent que l'impédance mécanique dépend esflentient dm conformément aux
résultats observés dans la littérature. Ainsi, pfédance de charge totalad pourra

s’exprimer par I'équation (15) :

Zload = \/pmat(lG*(wZ)l * G’(w)) +j <\/pmat(|G*(w)| — G’(w)) + a)pmatheff) (15)

2

B.2.3De la mesure de l'impédance du quartz aux parametee
viscoélastiques
A partir de la mesure de l'impédance complexe doteza a vide et chargé par une
solution newtonienne, il est possible didentifilgs éléments constitutifs du modele
électrigue exposé préecédemment et de détermimepddance complexBoad QUi permettra

d’extraire les parametres viscoélastiques du naatéxitester.

Le dépbt d’'un liquide purement newtonien, avantéauesure, permettra de calibrer le
systéeme a chaque expérimentation, de vérifier detionnement correct du capteur, tout en
extrayant les effets inertiels. Ainsi le suivi dpsopriétés viscoélastiques du matériau a
caractériser est rendu possible avec le contrdepdgies réelleRoad €t parties imaginaires
Xioad, qui composent les valeurs dimpédance électrijges strictement aux effets

viscoélastiques.

Dans I'exemple montré ci-dessous, le lait aciddre début de manipulation peut étre
considéré comme un liquide newtonien. Le suivi pesameétrefRoad €t Xioad Va permettre de

suivre I'évolution de la structure du lait au codessa transformation en yaourt.
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Figure B-10, Suivi des paramétresaRet Xoas 8 6MHz pour un lait lors de la formation de yaoarfGDL] =
269.L%, avec [GDL] la concentration molaire en glucotidactone.

Il est nécessaire de noter la superposition dempEires complexes jusqu'at = 3 ks, qui

est le temps caractéristique de gélification. Agres3 ks, le lait va commencer a changer de

structure conformationnelle, visualisée par la s#jian des signaux R et X.

Le suivi des paramétres élastigue G’ et visqueuxv&’'étre possible a partir de la

variation des parametrdRoad et Xioad déterminés plus haut. Ainsi les courbes ci-dessous

illustrent cette extraction et la visualisationldevariation des modules élastiques et visqueux

du matériau a caractériser.
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Figure B-11, Suivi des paramétres viscoélastiquegntddule élastique) et G" (module visqueux) ldesla
formation d'un yaourt a partir d'un lait acidifié @MHz.
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Annexe C

C.1  Origine des dégénéerescences neurofibrillaire

La protéingtau et plus particulierement la présence de dégérgmess neurofibrillaires,
qui sont issus de la dégradation de la protdme sont le deuxieme type de lésion
caractéristique. Cependant, I'association de laépre tau en tissus insoluble n’est pas
caractéristique uniqguement de la maladie d’Alzheimeais d’'un ensemble de pathologie
regroupé sous le nom de tauopathie. C'est I'asB8oni@ntre des tissus amyloide et une

dégeénérescence neurofibrillaire qui est spécifefuest synonyme de maladie d’Alzheimer.

C.1.1Structure de la protéinetau

La protéinetau appartient a la famille des MAP, poMiicrotubule-Associated Proteins

La protéinegtau joue un réle important dans le bon fonctionnenuss neurones, en effet, elle
assure la rigidité des axones a travers les mioubds qui sont des structures longilignes. Les
microtubules sont des filaments servant au tramsjes matériaux construits a l'intérieur du
neurone vers les terminaisons nerveuses, ainsudtaasport de l'information [117]. Elles
ont également pour réle d’organiser I'espace nalrdres travaux de Cleveland, ont permis
en 1977, de montrer que la présence de la protéindavorisait la polymérisation des
microtubules et que c’est un des facteurs stahiligan retrouve deux types de protéites
dans I'organisme, les 3R et 4R, qui sont caraéésipar le nombre de point d’ancrage entre

la protéine et les microtubules.

Protéine tau

— microtubule

Figure C-12. Représentation des microtubules fpades protéines tau 3R (& gauche) et 4R (a dyoite
Si le détachement régulier de la protéaedes microtubules, ainsi que leur dégradation

dans l'organisme n’est pas pathogéne, I'accumulatians le corps neuronal des résidus
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provogue les dégénérescences neurofibrillaires tésulte la mort du neurone.

C.1.2Agrégation de la protéinetau

C.1.2.1 Formation des fibres
L'agrégation de la protéinéau est associée a de nombreux troubles neurologiques,
cependant elle n'est pas uniquement synonyme dwualadie d’Alzheimer, en effet, une
trentaine de pathologie sont le résultat de la wégsScence de la protéinau. Ces

pathologies sont regroupées sous le terme de pdthies ».

Pattern of dementia Movement disorder L-dopa 3R : 4R Associated genes
response
Predominantly tau pathology
PSP
Richardsom's syndrome Frontal dysexecutive Aucial rigidity, postural instability, —i= 1:2=4 MAPT H1
bradykinesia, ophthalmoplegia
PSP Late frontal dysexecutive  Asymmetric onset, a«dal rigidity, -+ 1:1=2 MAPT H1
tremor, late falls
Argyrophilic grain disease Limbic dementia Mo —_ 1.2 MAPT H1
Corticobasal degeneration Parigtal, frontal Asymmetric parkinsonism, —_ 12 MAPT H1
dysexecutive alien fimb
Pick's disease Frontal dysexecutive, Rare —_ i MNone
PMFA, 5D
FTDP17 Frontal behaviowral Symmetric rigidity —i= 1:2 Multiple mutationsf
and bradykinesia, 1 deletions of MAPT
ophthalmoplegia =
PEP Rare Symmetric rigidity and bradykinesia, ++ 11 Mone
ophthalmoplegia
PDC Guam Frontal dysexecutive, Symmetric rigidity and bradykinesia, — 1:1 Mone
cortical ophthalmoplegia
Guadeloupean parkinsonism  Frontal dysexecutive Symmetric rigidity and bradykinesia, —is 1:2 Mone
ophthalmoplegia
Associated with amyloid deposition
Alrheimer's disease Amnestic, cortical Rare —_ 1:1 APF, P51, P52
Down's syndrome Amnestic, cortical No — 1 Trisomy 21
Dementia pugilistica Amnestic, cortical Parkansonism —_ 11 ApaEd risk factor
Famnilial British dementia and  Amnestic, cortical ho —_ —_ BRI2
Familial Danish dementia
In association with other pathology
Myotonic dystrophy Frontal behaviowral ho —_ 21 DMPE
Hallevorden=5patz disease Mental retardation (Gait disturbance, extrapyramidal —_ PANEZ
syndrome
MNPC Mental retardation, Crestonia, atasia, ophthalmoplegia — NPC1, NPC2

psychosis

Apo E4, Apolipoprotein E ed; APP, amyloid precursor protein; DMPE, dystonia myotonica protein kinase; FTDP-17, frontotemporal dementia with
parkinsonism associated with chromosome 17; MAPT, microtubule-associated protein tau; NPC, Miemann Pick type C; PAMNE, pantothenate kinase; PEF,
post-encephalitic parkinsonism; PNFA, progressive non-fluent aphasia; PS5, preseniling PSP-P, progressive supranuclear palsy-parkinsonism; 5D semantic
dementia; —, negative response.

Figure C-13, Listes des principales tauopatHiEk3]

Certains facteurs ont pour conséquences de désséidia protéineau des microtubules
et de modifier la structure des protéines. Linaick direct de cette séparation est la présence
de fragment protéique qui s’agregeront entre euxssforme de tissus insolubles

neurofibrillaires, également appeBT pour «NeuroFibrillary Tangles».

Annexe C : page 145



Dégénérescences neuro-fibrillaires

. y
1%
Neurone sain '

Neurofibrillary tangles NFT

Figure C-14, Génération des dégénérescences néunithaires avec la dégradation des protéines tau.

Microtubules
stabilisés par la

protéine tau L.
Dimeéres

o
.
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"y
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Oligoméres

Figure C-15, Production des NFT a partir des fragrnsede protéines tau hyperphosphorylés.

Les protéines libres formeront des paires de filaments en hélice (ou Paired Helical
Filaments, PHF) qui sont composées de 2 filaments protéiques de longueur variable, avec un
pas de 80 nm et un diamétre variant entre 8 et 20 nm. Cette structure se retrouve dans les

NFT.

C.1.2.2 Facteurs d’agrégation
Différents facteurs sont amenés a modifier la protéine tau comme
I’hyperphosphorylation de la protéine fau ou I’action de kinases spécifiques lors de la

polymérisation de la protéine.

La phosphorylation est la principale modification post-traductionnelle de la protéine fau.
Actuellement, il est reconnu que de nombreux sites dans la séquence protéique de la protéine
tau peuvent étre phosphorylés, et que cette opération aura pour role de stabiliser les
microtubules. Cependant une phosphorylation anormale ou une hyperphosphorylation

peuvent avoir de toutes autres conséquences. En effet, cela peut remettre en cause 1’affinité
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entre les protéinemu et les microtubules, et donc permettre le relaggde protéine dans le
milieu complexe et ce en grande quantité. La fi@ale ce relargage sera 'augmentation de la
probabilité d’agrégation de ses fragments libresrpga formation de tissus insolubles. La
distinction entre la phosphorylation anormale byfperphosphorylation réside dans l'origine
du site de phosphorylation dans la protéine. Dansallre d’'une phosphorylation anormale,
des sites, normalement non phosphorylants, le sealars que dans le cadre d'une
hyperphosphorylation, le pourcentage de phospharglasera anormalement élevé par

rapport a un cerveau humain normal.

Les kinases et les phosphatases, qui sont deuxmeszyouent un rble dans la
phosphorylation de la protéiriau. Les kinases vont phosphoryler la protéine, avex lgs
phosphatases auront pour réle de déphosphoralygmotéinetau. Les principales kinases
dans la régulation de la phosphorylation de lagunettau sont laprotéine kinasede Tau 1

(TPK1J) et laTau protéine kinasa.

C.2 Références bibliographiques
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factor essential for microtubule assembly2rbc. Natl. Acad. Sci. U. S. Awol. 72, no.
5, pp. 1858-62, 1975.

[118] D. R. Williams, “Tauopathies: Classificatiamd clinical update on neurodegenerative
diseases associated with microtubule-associateéiprtau,” Intern. Med. J. vol. 36,
no. 10, pp. 652—-660, 2006.
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Annexe D

D.1 Procédé de fabrication

Pour la fabrication des TSM, les techniques ussieleemicrofabrication en salle blanche
ont été utilisées. Ainsi dans cette premiére paittisera détaillé I'environnement de travalil

ainsi que les techniques de fabrication utiliséerpa réalisation des capteurs servant a

I'optimisation.

D.1.1Environnement de travail

Afin de fabriquer des capteurs possédant les redtecaractéristiques, tant au niveau
structure qu’au niveau de leurs réponses élecsiqi®e ont été fabriqués dans une salle
blanche de classe 1000, qui est un environnemanesaropre de toute impuretés. La classe
de la salle blanche assure un nombre maximum deuydas volatiles en fonction de leur

diametre. La Figure D-16 détaille la classificatibes salles blanches suivant leur niveau de

concentration particulaire.

Numéro
de classification

Concentrations maximales admissibles (pa.r'ciculesfm3 d'air)
en particules de taille égale ou supérieure & celles données ci-dessous

IS0

0,1 pm 0,2 um 0,3 um 0,5 um 1pm 5 pm
Classe |50 1 10 2
Classe |50 2 100 24 10 4
Classe IS0 3 1000 237 10 35 8
Classe |50 4 10 000 2370 1020 352 83
Classe |50 5 100 000 23700 10 200 3520 B3z 29
Classe IS0 6 1 000 000 237 000 102 000 35200 8320 293
Classe ISO 7 352 000 83 200 2930
Classe ISO 8 3 520 000 832 000 29 300
Classe IS0 9 35 200 000 8 320 000 2593 000

NOTE : & cause des incertitudes dues au mesurage, les concentrations sont données avec au plus trois chiffres significatifs

Figure D-16, classification particulaire de I'aimesalle blanche suivant la norme ISO 14644-1.

D.1.2 Fabrication

D.1.2.1 Nettoyage des substrats

La premiére étape de la fabrication des capteure eettoyage des substrats de quartz.

Il se compose de trois étapes :
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-Nettoyage par ultrasons
-Nettoyage par solvants
-Nettoyage par plasma

Au cours de cette premiere étape, les quartz sepbsks dans un support, et immerges
dans une solution d’Hellmanex diluée a 2 % dankede. Cet ensemble est ensuite passé aux
ultrasons pendant 1 h a 60°C. L'Hellmanex étantcamposé alcalin, il sera activé aprés

mélange a 'eau, et d’autant plus sous l'actionudiasons.

La deuxieme étape sert a éliminer tous les résjdaisseux et organiques aux surfaces
du quartz. Pour cela, différents bains sont suosasent effectués. Dans un premier temps,
les quartz sont immergés dans un bain de méthamigl,dans un bain d’éthanol et enfin dans
un bain d’isopropanol. Une fois le dernier rincagfeectué, un séchage a l'aide d’'un gaz

neutre est réalisé pour éviter la formation deesaen surface.

La derniére étape du nettoyage est la réalisatiom glasma oxygene sur la surface des

guartz pour modifier I'’énergie d’activation du strasavant I'étape de dép6t.

D.1.2.2 Metallisation des plaques
Les électrodes constituant le capteur sont compadéae bicouche métallique avec une
couche de titane et une couche d'or. Elles somelépaisseur respective de 30 et 200 nm.
L'or n'adhérent pas au verre, une pré-couche dediest déposée sur le quartz. Lors de cette
étape, des dépots successifs de métaux a la sddaqaaques nettoyées vont étre réalisés en
vue de la création des électrodes. Différentesnigaies ont été abordées au cours de cette
phase, avec I'évaporation par effet Joule, et laguisation cathodique :

L'évaporation par effet Joule, consiste a fairepévar un lingot de métal préalablement
disposé dans une nacelle en tungstene par le gadaag courant de forte intensité. Pour
rendre possible I'évaporation, le systéme est pthoes une étuve sous vide. La mise sous
vide de I'étuve aura pour réle d’augmenter le liparcours moyen des atomes de métal.
Ainsi, la pression doit étre assez basse pour gui@e parcours moyen soit égal a la distance

séparant la nacelle et le porte substrat.
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Figure D-17, A gauche, bati d‘évaboration par effetle, a droite, vue intérieur du bati d’évapouati

L’¢épaisseur de métal déposé est controlée par une microbalance a quartz en mesurant la
déviation de la fréquence de résonance de I’oscillateur a quartz. L’épaisseur consigne est
saisie dans le boitier de contréle du bati d’évaporation, et une fois cette valeur atteinte, la
source de courant est arrétée, coupant ainsi le dépot de métal sur le substrat. Etant donné le
niveau de vide dans I’étuve, une contamination de cette derniére est limitée. Cependant des
contaminations dans le dépdt peuvent apparaitre a partir de la nacelle. De plus I’impossibilité
d’évaporer des métaux a hautes températures de fusion, I’impossibilit¢ de déposer des
alliages, et la limitation dans 1’épaisseur finale de la couche déposée constituent les

inconvénients majeurs de cette technique.

Le principe de fonctionnement de la pulvérisation cathodique repose sur la création d’un
plasma d’argon entre une cible du matériau a déposer et le porte échantillon. Les ions du
plasma viennent bombarder la cible de matiére négativement polarisée, ce qui aura pour
incidence d’arracher des atomes de cette derniére. Les atomes, ainsi arrachés, seront déposés

sur le porte échantillon ou la matiére sera condensée, rendant le dépdt définitif.

Figure D-18, a gauche, vue d’ensemble du bati dedpisation cathodique, a droite, dépdt de métakdtir du
bombardement d’'une cible métallique par plasma.

Cette technique de dépdt comporte plusieurs avantages comme la possibilité de

pulvériser des matériaux a hautes températures de fusion, des alliages ou encore des
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matériaux isolants. Il est possible de déposerldg grandes épaisseurs de couche. Malgré
tout, le contréle de la croissance des couchegsesstu difficile et des dégradations de
substrats peuvent apparaitre. Ainsi pour le comti@ I'épaisseur, des abaques sont établis, et

permettent d’estimer en fonction du temps de déjgpiaisseur de ce dernier.

700 5000 /é
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—~ 500 —
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\: 400 \: 3000 /
> >
? ?
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8 8
200
w w | —=&— Epaisseur Au (nm)
@/?/( —&— Epaisseur Ti (nm) 1000
100
{{ —y=13152#32,208x Ri=0,99738 Ty =-9,1094 +2,3007x  RP=0,99983
0 0
0 5 10 15 20 25 0 500 1000 1500 2000 2500
Temps (min) Temps (s)

Figure D-19, Abaques donnant I'épaisseur de titané'or déposé en fonction du temps de dép6t.

La solution de métallisation choisie dans cettel@test la pulvérisation cathodique.

Ainsi un premier dép6t de 30 nm de titane a étkséaur la surface du quartz, puis la
couche de 200 nm d’or est déposée sur le titartee les deux dépots de métaux, le vide est
maintenu dans I'enceinte, ceci pour éviter I'oxyolatde la couche de titane, qui causerait une

mauvaise cohésion entre les couches métalliques.

() e

Figure D-20, Substrat de quartz (en bleu) métaltiaéne couche de Ti de 30 nm d’épaisseur (en geisii'une
couche d’or de 200 nm d’épaisseur (en jaune).

D.1.2.3 Photolithographie
La phase de photolithographie a pour objectif déeGrsur une couche de résine

photosensible, préalablement déposée sur le wadtllieé, un motif défini. Pour se faire, la
résine est insolée a travers un masque puis subiaimchimique afin de révéler le motif
désiré sur le wafer. Il existe deux familles demés photosensibles, les résines négatives, et
les résines positives. La différence entre ces d@é@sines réside dans le comportement
gu’elles auront lors de linsolation et du dévelepynt. Ainsi, pour une résine positive, la
partie insolée va disparaitre lors du développemarnersement, la résine de type négatif

insolée va rester a la surface du substrat.

La premiere étape du procédé de photolithograpkie la création d’'une couche

homogene de résine photosensible a la surfaceattzq®our créer cette couche, la technique
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du spin coating est utilisée. Elle consiste au tiép&ésine au centre du wafer et a la mise en
rotation de ce dernier, sous l'effet de cette rotatla résine va enduire de fagon homogene la
surface du quartz. L'épaisseur du film de résinpedd de la nature de la résine (et plus
particulierement de sa viscosité), mais égalemeniadvitesse de rotation. Afin de créer la
couche de résine de 2 um d’épaisseur, le systémerss en rotation a 4000 tr.minpendant

30 s. Une fois la résine déposée sur le substrastiplacé pendant 1 min sur une plaque
chauffante a 110°C pour réaliser une étape deamiss

Le substrat est ensuite placé dans une bati datieal en vue de structurer et de
déporter le motif de I'électrode sur la résine.t€aitape est réalisée par photolithographie
UV. Cette technique consiste a insoler la résitraers un masque par un rayonnement UV.
La durée du procédé d’'insolation dépend de I'épais$our une épaisseur de résine de 2 um,

I'insolation dure 7.5 s.

Une fois la résine insolée, elle est révélée grasn développeur qui va permettre
d’enlever la partie insolée dans le cas de la eégositive et la partie non insolée dans le cas
de la résine négative. La différence fondamentakeeeces deux types de résines, est la
réaction qu’elles auront lors de I'insolation. Daasas de la résine positive, I'insolation aura
pour incidence de solubiliser la résine, quant &fane négative, I'insolation va induire la
polymérisation de la résine. La nature du dévelappsilisé pour révéler le motif insolé va
également dépendre de la résine utilisée lors ocegsus.

|

i Insolation UV

MHHHHMH

—

:

Néveloppement

Résine positive Résine négative

Figure D-21, Principe de la photolithographie.
D.1.2.4 Gravure des couches métalliques
La gravure des couches métalliques permet de suppies zones métalliques qui ne

sont plus protégées par la résine. Deux grandesedade gravure peuvent étre employées
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pour la réalisation de cette gravure : la gravure chimique et la gravure physique.

Les gravures humides consistent a I’immersion des substrats métallisés dans des bains
chimiques qui attaqueront spécifiquement les métaux non protégés. La gravure humide peut
étre isotrope, avec la gravure uniforme dans toutes les directions, mais peut étre ¢galement

anisotrope ou la gravure humide va se faire dans une direction définie.

lA morce de gravure

K“

Anisotropique cristallin Isotropique

Figure D-22, Effet de la gravure humide.

Les gravures seéches sont la résultante de phénomeénes physico-chimique dus a
I’exposition de plasma sur la surface des substrats. En effet, ces gravures peuvent étre de
I’ordre physique avec I’arrachement d’atomes suite au bombardement de la surface d’un
substrat par un plasma, ou de I’ordre chimique ou les ions a I’origine du plasma vont réagir
avec la surface. Les gravures séches sont réalisées dans des bati de RIE (pour Reactive Ion
Etching, ou Gravure a lons Réactifs), ot un plasma est généré sous ’effet de radiofréquence.

Comme pour la gravure humide, la gravure séche peut étre anisotropique ou isotropique.

g o
A A LI

Isotropie « Faceting » « Bowzng »
« Notching » « Trenching »

Figure D-23, Effets de la gravure séche.

Afin de graver la couche d’or et la couche de titane, 1’utilisation de bain chimique a été
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préconisé. Ainsi, I'or a été gravé par un bain dioket le titane par une solution de TFT HF.

Une fois les gravures effectuées, un bain dansolvarst spécifique est effectué pour
supprimer la couche de résine restée sur la sudiaseibstrat. Un ringage final, couplé d’'un

séchage a I'azote finalisera la fabrication destélode.

= = =

l Nettoyage de surface

Figure D-24, Gravure des couches métalliques ebgate de surface.
D.1.2.5 Création de la face antérieure

Une fois la premiére face réalisée, le travail alaritation consiste a la réalisation de la
seconde face, qui comprend I'électrode située’autreé face du substrat ainsi que le retour de
piste sur la tranche du substrat. Cependant, ape étermédiaire d’enduction est nécessaire
pour la protection de la premiere face réaliséebjectif de cette enduction est d’éviter
l'altération de I'électrode fabriquée précédemméars des phases de fabrication de la
seconde électrode. Pour cela, une couche de 2 pgsithe est déposée par spin coating, qui
est ensuite cuite pendant 1min a 110°C. A lisseecette étape, la présence de résidus de
résine sur la face arriere et sur la tranche dstsatbpeut étre observée. Un nettoyage au
solvant est donc nécessaire et est effectué elanted la conservation de lintégrité de la
couche de résine déposée. Le substrat est ensétigdlisg par pulvérisation cathodique, avec
la création d’'une couche de titane de 30nm d’épars®t une couche de 200 nm d’or. Une
mise en rotation du porte échantillon est effectaiée de métalliser la tranche du substrat. A
terme, la métallisation de la tranche du substeatpttra la création du retour de piste entre

les deux faces du substrat, et autorisera la gasmntact sur la méme face.

Le substrat est ensuite enduit de résine photdsdensi cuit sur une plaque chauffante,
puis est exposé a un rayonnement UV afin d’instderésine en fonction du design de
I'électrode. La résine insolée est ensuite dévaeppfin de révéler le motif, permettant ainsi
la gravure des couches d’or et de titane. Uneléogocessus de gravure terminé, la surface
est nettoyée par un solvant. La Figure D-25 ileise protocole expérimental pour la

fabrication de la seconde électrode.
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Figure D-25, En haut, protocole de fabrication d&dctrode antérieure, et du retour de piste. Es,l@apteur
final obtenu.
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Mise en place d’'un banc expérimental de mesureadgies de contact et des tensions de
surface.

Prise en main et maintenance des machines usadlEs/ironnement de salle blanche.



Titre : Développement d’'un capteur a ondes acoustiquesi@auivi rhéologique de la polymérisation de
protéines. Application a la maladie d’Alzheimer.

Mots clés :Microcapteurs, Parameétres viscoélastiques, Onmmsstiques, Polymérisation de protéines,
Quartz, TSM.

Résume¢: La mise au point de nouveaux systemés microcapteur est basé sur la propagation d'ong
biocompatibles de suivi des phénoménes deoustiques hautes fréquences qui permettent diextr
polymérisation de protéines est un enjeu majeur [@ules propriétés rhéologiques du milieu cible.

compréhension des mécanismes moléculaires en Enemesurant l'impédance complexe du biocapteur,

d'une détection et d'un traitement précoce dasitement du signal dédié permet ['extraction de

pathologies dites conformationnelles telles que parametres viscoélastiques (module élastique etulmod
maladie d’Alzheimer ou les maladies a prions. Degs visqueux).
pathologies, des protéines ou des fragments desegll L'étude et le développement de ce microsysten
perdent leur structure, puis s'assemblent en fibiegpliquent un savoir-faire  pluridisciplinaire  en
ordonnées au sein dagrégats. Les mécanisrmetrumentation:  élaboration et conception ¢
moléculaires du changement de conformation d'umedélisation de biocapteurs, conditionnement dgsasix
protéine et sa polymérisation en fibres amyloidas set résolution des problémes inverses associés.
encore largement inconnus. La compréhension de Test d’'abord, le capteur a été optimisé pour améliga
mécanismes et le diagnostic sont étroitement liés asensibilité et permettre le suivi de polymérisatidum
disponibilité d’'un concept analytique performantpte travail sur la faisabilité du systéme a montrédagibilité
suivi ex vivode ces phénomenes. de discriminer des solutions de protéines de difftas
Pour répondre & cette problématique, un microsysi@ntoncentrations. La finalité du systeme de détecitant la
été mis au point pour la détection et le suivi ditection simultanée des différents biomarqueurs
polymérisation de la protéine tau et du peptide Afdrigine de la maladie d’Alzheimer, un capteur tiul
principaux biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer. électrodes permettant la détection de ces différe
analytes a été développé.

es

nt

Title : Development of an acoustic waves sensor for riggmabmonitoring of proteins polymerization.
Application to Alzheimer's disease.

Keywords : Microsensors, Viscoelastic parameters, Acoust@eges, Proteins polymerization, Quartz, TSM.

Abstract : The development of new biocompatibl®y measuring complex impedance of the biosensor,

systems for monitoring protein polymerization preses dedicated signal processing allows the extractibn g

is a key issue for understanding the moleculdscoelastic parameters (viscosity and elasticityfye

mechanisms of detection and for early treatmerdoaf study and development of this microsystem involve

called conformational diseases such as Alzheimenrgltidisciplinary  expertise in  instrumentation:

disease or prion diseases. In these pathologieteips development and design and modeling of biosensor

or fragments lose their structure and then assemditgnal conditioning and solving associated invers
themselves into ordered fibers within aggregatdse Tproblems.

molecular mechanisms of the conformational chawded-irst, the sensor has been optimized to improve its

a protein and its polymerization into amyloid fibeare sensitivity and allow tracking of polymerization.ovk
still largely unknown. Understanding these mechanison the feasibility of the system showed the abitity
and diagnosis are closely related to the avaitgtili an discriminate protein solutions of  different

efficient analytical concept for thex vivomonitoring of concentrations. Since the purpose of the detectign
these phenomena. system is the simultaneous detection of different

To address this problem, a microsystem has bédomarkers responsible for Alzheimer's diseaseuli-m
developed for the detection and monitoring electrode sensor for the detection of these diftere

polymerization of tau and AR peptide, the masmalytes has been developed. The optimization @f th
biomarkers of Alzheimer's disease. The microsefisorsensor, the microfabrication processes and chemical

based on the propagation of acoustic high frequerstyface treatments are also developed in this work.
waves that extract the rheological properties eftdrget
environment.
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