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Introduction

Introduction

Le diagnostic médical est défini selon Emile latitomme « l'art de reconnaitre les
maladies par leurs symptdbmes et de les distingesr unes des autres ». Il est
fondamentalement élaboré par un médecin selon @msrdeux phases. D’une part a partir de
'amnése (ou histoire de la maladie) qui, permetdenaitre les antécédents du patient, les
symptémes ressentis, l'ancienneté de la maladsoretévolution, d’autre part, le médecin
pratiqgue I'examen physique qui sert quant a lueéhercher des signes physiques liés a la
maladie et ainsi apporter des preuves pour confitneliagnostic. Néanmoins, le diagnostic
seul du médecin n’est pas toujours suffisant, iutpétre complété par des examens
complémentaires. Deux types de diagnostic peuvamdi @tre distingués, a savoir le
diagnosticin vivo, réalisé sur le patient directement comme l'imageriédicale et le
diagnosticin vitro (DIV), réalisé a partir d’'un échantillon de fluid®rporel (sang, urine,
salive...) ou tissus. L’avenement du diagnosticvitro et plus particulierement de la
biochimie et biologie moléculaire a modifié progrieement mais radicalement la conception
du diagnostic en médecine. Aujourd’hui, 60 a 70€% décisions médicales font intervenir le
résultat d’un test de diagnosticvitro®.

by

Dans l'exemple du diagnostic dédié a lidentificati d’agents pathogenes, les
méthodes de détection sont trés variées et difieseselon la nature de la « biomolécule » a
identifier. La microbiologie permet un diagnosticpkénotypique » de microorganismes
cultivables. Cette technique est la plus utilisepard’hui par sa facilité d’utilisation et son
faible colt de revient. Néanmoins, elle ne permas p’identifier les organismes non
cultivables et le délai d’obtention du diagnostit leng (compris en 24 h et 72 h). D’autres
méthodes de diagnostic sont basées sur les interaatntre un anticorps et une protéine
comme la méthode ELISA ainsi que I'ensemble dds s sérologie. Les délais d’obtention
des résultats sont la aussi en général de 24 hauddsheures. Depuis I'avenement de la
biologie moléculaire et tout particulierement dePl@aR (« Polymerase Chain Reaction ») en
1985, le diagnostic « génotypique » est en plesoresn effet, les tests PCR permettent une
détection en un peu plus de 24 h apres une phasddiissement. Malgré I'avantage réel en
termes de rapidité, cette technique est encorepteoputilisée en routine car elle nécessite un
aménagement minimum des locaux et son co(t reste.éDe plus, elle ne cible qu’'un seul
pathogene a la fois. Ces limites poussent a laiplia#ition des analyses par échantillons
conduisant & 'augmentation des codts et du terapslfbtention d’un diagnostic.

La technologie des biopuces a ADN permettant dtiflen un ensemble de
pathogenes simultanément et en une seule analysesdi d'un atout considérable. En effet,
cet outil permet I'analyse simultanée de plusiediaines voire centaines de séquences
nucléiques conduisant ainsi a I'identification dant d’'organismes en une seule analyse. Elle
permet de donner une réponse globale de la multéplides espéeces présentes dans
I'échantillon sans avoir besoin de réaliser obbgament une étape de culture. Initialement

! Source : Le syndicat de l'industrie du diagndstigitro, www.sidiv.fr
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développée pour des travaux académiques, cettendieciie n’est qu'au début de son

avénement dans le domaine du diagnosticvitro. Pour répondre aux criteres socio-

économiques du marché du DIV, elle doit devenireasible aux laboratoires d’analyses

médicales en étant simplifiée, robuste, rapide eet pnéreuse. Il est donc nécessaire de
développer des méthodes alternatives de produddounr cela, nous avons choisi de traiter
deux points clés de la fabrication des biopuce®al A

1. La fonctionnalisation de surface et I'adressagdigbnucléotides ;
2. La méthode de détection de I'hybridation.

L’objectif de cette these Cifre réalisée avec lei&d@ DENDRIS est, dans un premier
temps, de mettre au point un prototype nouveau é&mtdde biomolécules basé sur la
lithographie douce afin de déposer les oligonudéstsondes de fagon multiplexée et selon
des motifs micrométriques. Cette nouvelle technielogera évaluée par rapport aux
technologies de référence de fabrication des beguc seconde partie de la thése consiste a
coupler cette nouvelle technologie pour la détectites événements d’hybridation sans
marquage en utilisant la diffraction de la lumidra.principale différence avec la méthode de
détection par fluorescence repose sur I'adressagesdndes. En effet, le dép6t doit étre
réalisé sous forme de réseaux de lignes nanomeésridgel facon a ce que ces motifs formeés de
molécules sondes diffractent un faisceau de luniigident.

Ainsi, nous présenterons, dans une premiére paatiecechnologie des biopuces a
ADN ainsi que les méthodes de conception et dectiéteexistantes. Puis, nous décrirons le
contexte dans lequel s’inscrit ce travail de thedsgnt de présenter les résultats au travers de
quatre chapitres.

Cette thése a été le fruit d’'une collaborationrifiteiplinaire avec des spécialistes de
domaines aussi variés que la biologie molécul&rehimie, la physique, la microfabrication,
la bioinformatique et les statistiques. Ces travaupliquent, d'une part, les partenaires
académiques du LAAS-CNRS pour la partie physiquglie NBS du professeur C. Vieu),
du LISBP-UMR CNRS (équipe GeT-biopuce de VéronidqgeBerre) et de I'"'TAV-USR
CNRS (équipe Innodiag du Professeur JM Francoig)r pes aspects biologiques et de
bioingénierie et d’autre part des industriels,daiété Dendris (jeune start-up fondée en juin
2009) et la société Innopsys.
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A. De la structure de I'ADN aux biopuces

L’acide désoxyribonucléique (ADN) est une molédalenée par la répétition de sous
unités appelées nucléotides assemblés entre eusdegaliaisons phosphodiesters. Chaque
nucléotide est composé d’'un groupement phosphate,sticre, le désoxyribose, et de l'une
des quatre bases azotées : Adénine (A), GuanineT{@)mine (T) et Cytosine (C) (Figure
la). Les deux brins de la double hélice sont ardllgdes et complémentaires par leur base
azotée, la Guanine avec la Cytosine par 3 liaisgrsogénes (Figure 1b) et '’Adénine se
liant a la Thymine par 2 liaisons hydrogénes (Feglic). Sur ce principe et dans certaines
conditions (température, concentration en sels..)xdeligonucléotides simples brin en
solution dont les séquences sont complémentaigggpartient entre eux pour reformer un
double brin d’ADN. Ce phénomene appelé I'hybridatest le principe sur lequel repose les
biopuces a ADN.

- /4
s N\2/_<N_H _____ 7 \
|

N= /}‘ N‘
Paire de 'N -H====- 0O R
base H
G Guanine Cytosine
THYMINE
c)
GLANNE H\

CYTOSHE N=" )—N
0 R
Adenine Thymine

Figure 1: Schéma représentant a) la structure déADN en double hélice, b) l'interaction par
trois liaisons hydrogénes de la guanine avec la ogine, ¢) l'interaction par deux liaisons
hydrogénes de I'adénine avec la thymine.

La biopuce a ADN est constituée d’'un support solgiméralement une lame de verre
fonctionnalisée avec des molécules qui serviroacatoche. Sur cette lame, sont déposés
plusieurs centaines voire milliers de « spots }gbmucléotides simple brin. Chaque « spot »
est constitué dun ensemble d'oligonucléotides ddamt séquence est connue. Ces
oligonucléotides appelés « sondes » sont choisis feur capacité a s’hybrider avec les
séquences d’acides nucléigues a détecter danshantilon appelées « cibles ». L'utilisation
de la biopuce a ADN consiste a incuber sur la maile spots d'oligonucléotides sondes, les
acides nucléiques extraits de I'échantillon a sswlypréalablement amplifiés et marqués
(généralement avec une molécule fluorescente). d¢rabtte étape, si les séquences cibles

d’intérét sont présentes dans I'échantillon, ellest s’hybrider sur les séquences sondes

e
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immobilisées sur la biopuce. La détection de I'igdétion est ensuite réalisée grace a la
lecture de la fluorescence émise par chacun dés @gigure 2).

La présence de fluorescence sur un spot valigdrittation et donc l'identification
des séquences cibles d’intéréts. Cet outil a peamtage de détecter de multiples ADN cibles
d’un échantillon en paralléle et en une seule aealy

[ Avant hybridation ] [Aprés incubation des oligonucléotides cibles marqués ]

; Hybridation des :
i oligonucléotides cibles sur les ;i Absence d’hybridation:

i sondes complémentaires :i

Oligonucléotides sondes
simple brin

Figure 2 : Principe d’hybridation sur une biopuce aADN.

Les premiers travaux de détection par hybridationéwé réalisés par South&mvec
ces travaux sur la détection spécifique de seéqsentigonucléotides séparées par gel
électrophorése. Puis les biopuces a ADN appel@BN\& microarray », ont été réalisés au
début des années 1990 par Patrick Brodems un laboratoire de Stanford. Cette biopuce a
été réalisée par dépdt d’ADN complémentaires (ADblopés sur une lame de microscope
avec un robot. La lame a ensuite été incubée aescAdRNs marqués en fluorescence.
L’étude de la fluorescence a permis de valider difdation spécifique entre les ADNc
déposés sur la lame et les ARN marqués de I'édlantCes résultats ont mise en évidence
le niveau d’expression des génes correspondanaquehADNc. Le développement et la
conception des biopuces a ADN ont été réalisédapsociété Affymetrix. Leurs travaux ont
permis de synthétiser a haute densité (plusiedi®ers) des oligonucléotides sondes sur une
lame de verr8. Ces travaux ont ensuite été validés par Locklearal.> pour mesurer
I'expression de genes a haute densité. Depuis pétiede, 'activité scientifique sur le sujet a

2 E.M. Southern, Journal of Molecular Biology, 1998, 3, 503-508.

® M. Schena, D. Shalon, R.W. Davis et P.O. Browigi®®, 1995, 270, 5235, 467-470.

* A C Pease, D Solas, E J Sullivan, M T Cronin, Eddmes, et S P Fodor, Proc Natl Acad Sci U S A.4199
91(11): 5022-5026.

® D.J. Lockhart, H. Dong, M.C. Byrne, M.T. FollettiM.V. Gallo, M.S. Chee, M. Mittmann, C. Wang, M.

Kobayashi, H. Norton et E. L. Brown, Nature Biotaomgz, 1996, 14, 1675-1680.
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augmenté de facon spectaculaire : a titre indidatiFigure 3 décrit I'évolution du nombre de
publications référencées sur le site «PubMed » vewot-clé « microarray » entre 1995 et
2012. Depuis ces 6 dernieres années, le référemtepst stabilisé autour de 6 000
publications annuelles.

10000

1000 -

100 -+

10 ~

Nombre de publications par an

1995 2000 2005 2010 2013 2015

Années

Figure 3 : Evolution du nombre de publications scietifiques référencées dans « PubMed » avec
le mot clé « microarray entre 1995 et 2012.

B. Les étapes indispensables de la fabrication d’'uneidpuce a
ADN

La fabrication des biopuces & ADN est un travailtiisciplinaire® On distingue la
conception sur le plan de la biologie moléculas&ldction des sondes, préparation de
I'échantillon...). Cette partie désigne I'applicatioiblée et la conception matérielle de I'outil.
Cette derniéere implique le choix du support, deHanie de surface, ainsi que la méthode de
production et l'adressage des oligonucléotides e®ndt un systéeme de détection de
I'hybridation. L’ensemble de ces étapes décritassda Figure 4 permet de fabriquer I'outil
qui sera utilisé par les biologistes.

©J.-P. Cloarec, Y. Chevolot, E. Laurenceau, M. Rh@outorbe, E. Souteyrand, IRBM, 2008, 29, 2-%5-107.
e
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Conception d’'une biopuce a ADN a fluorescence.

........................................................................................................................................................

.........................................................................................................................................................

........................................................................................................................................................

#Choix du support et de la chimie de surface pour la fixation des sondes.

7 N

»Synthese in situ des oligonucléotides »Adressage d’oligonucléotides sondes
sondes. synthétiques.

Utilisation de la biopuce a ADN.

»Préparation des cibles de 'échantillon a tester (amplification, marquage);
¥ Incubation des cibles sur la biopuce dans les conditions optimales a I'"hybridation
spécifique cibles-sondes.

Transduction des événements biologiques et interprétables des signaux.

»Lecture de la fluorescence pour chacun des spots de la biopuce ;
» Analyse des résultats par des outils bioinformatiques et statistiques;
»Interprétation biologique.

Figure 4 : Grandes étapes de conception d’'une biopa a ADN.

L’ensemble de ces points sera abordé dans cétbelirction bibliographique.

B.1. Sélection des oligonucléotides sondes

La sélection des oligonucléotides sondes consliuwseur de la biopuce. Cette étape
cruciale a pour but de sélectionner les sondesnregssant spécifiquement les entités
biologiques a identifier et dépend du type d’amgilmn souhaité. Les sondes peuvent étre
choisies pour reconnaitre un gene, un transcriirei portion d’'un transcrit d’'un organisme.
Ces séquences nucléiqgues sondes sont des oligotdete courts (quelques dizaines de
nucléotides) simple brin, synthétisés chimiqguement dont la séquence est choisie

précisément pour étre complémentaire a une patiegéhe ciblé. Il est nécessaire de
connaitre les séquences cibles pour déterminesélggences des sondes.

La pertinence dans le choix des oligonucléotidesdes est un point décisif dans la
conception d’'une biopuce a ADN. Les principauxeras que doit satisfaire I'oligonucléotide
sonde sont :

* La spécificité de la séquence ;

e Latempérature de fusion ;

» La composition en bases de la séquence ;
* Les structures secondaires ;
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» La position de l'appariement de l'oligonucléotidende dans la séquence cible.
(préférentiellement dans la partie 5’ de la cible).

B.l.a. Spécificité de la séquence

La spécificité de la séquence représente la congritarité de la séquence de la sonde
envers la séquence ciblée (Adénine complémentaifehgmine et Cytosine complémentaire
de Guanine). Cette complémentarité permet a la esothel s’hybrider avec sa cible
complémentaire dans un échantillon donné sans sterbavec les autres séquences cibles
contenues dans I'échantillon. S’il y a hybridatiavec des cibles non complémentaires, on
parle de « cross hybridation ».

En 2000 Kane eal.,” ont défini deux conditions pour qu’une sonde smiécifique. Les
résultats sont issus d’'une étude sur la spécifitiigonucléotides de 50 bases :

1. La séquence de l'oligonucléotide sonde ne doit pessenter plus de 75% de
similarités avec une séquence non ciblée présamield mélange de I'hybridation.

2. La séquence de I'oligonucléotide ne doit pas cantere sous-séquence de plus de 15
bases consécutives strictement identiques a uneég non ciblée présente dans le
mélange de I'hybridation.

B.1.b. Température de fusion

Les liaisons hydrogenes entre les deux brins ddolsble hélice de '’ADN sont
sensibles a la température. La température derfiiMelting Temperature ou Tm en anglais)
représente la température pour laquelle la mo# aligonucléotides est sous forme simple
brin et l'autre moitié sous forme double brin. Casgage d’'une forme a l'autre peut étre
visualisé en mesurant I'absorbance d’'une soluti®&DN (absorbance, DO) a 260 nm en
fonction de la température car I'absorbance a 26Gangmente au cours du désappariement
(Figure 5).

"M.D. Kane, T.A. Jatkoe, C.R. Stumpf, J. Lu, J.bomas et S.J. Madore, Nucleic Acids Res., 20004282-
4557,
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Absorbance ADN
(DO a 260nm) A

T T

AL g

ADN
simple brin

ADN
double brin

T

Température

Figure 5: Mise en évidence de la température de $ion Tm par I'étude de I'absorbance de
I’ADN a 260nm en fonction de la température.

La température de fusion dépend de plusieurs fecteu

* Longueur du fragment ;

* Composition en Cytosines et Guanines ;

« Concentration en ion Nalu milieu.
La formule la plus employée pour le calcul des Tmireeles sondes et leurs cibles est la
suivante®? ;

- AH
" AS+RIn(C, /4)

+ F([Na*])-273.15

AH : Enthalpie de formation de 'hélice d’ADN ;

AS : Entropie de formation de I'hélice d’ADN ;

R : Constante des gaz parfaits ;

Ct : Concentration de l'oligonucléotide ;

F : Terme de correction en fonction de la concéioimaen sels.

Dans le cas des biopuces a ADN, I'ensemble dedioéacd’hybridation entre la
multitude de sondes constituant la biopuce et leibles complémentaires, se déroule en
méme temps et dans le méme milieu réactionnel (mémpérature, méme concentration en
Na’). C’est pourquoi, tous les couples sondes-cib&égent avoir une température de fusion
proche pour s’assurer que toutes les réactionsbditgtion puissent avoir lieu de facon
optimale dans les conditions fixes de I'hybridati®arfois, tous les couples sondes-cibles ne

8 3.Jr. SantaLucia, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1988 1460-1465.
9 J.M. Rouillard, M. Zuker, et E. Gulari, Nucleic ils Res., 2003, 31, 3057-3062.
_
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peuvent pas avoir un Tm identique dans ces comditibest possible d’ajouter du formamide
ou du dithiothreitol pour que I'hybridation ait lig°

B.1.c. La composition en bases de la séquence

Pour rappel, I'appariement Guanine-Cytosine (G4@plique 3 liaisons hydrogénes
contre 2 pour I'appariement Adénine-Thymine (A-[&. paire G-C possede donc une énergie
de dissociation plus grande : 5.5 kcal/paire coBt&e kcal/paire pour I'appariement A-T.
C’est pourquoi plus le pourcentage de paires Gilesé entre les sondes et leurs cibles,
plus il faudra fournir d’énergie pour dissocier tesux brins. Il est recommandé de limiter les
séquences dites de faible complexité comme lestitiépé de motifs simples (TTTT...,
AAA..., ...).* Ces régions auront une plus faible spécificitles de chances de favoriser
les « cross hybridation ».

B.1.d. Les structures secondaires

Un fragment d’ADN (ou d’ARN) simple brin peut sepler sur lui-méme et
s’hybrider avec ses propres bases en fonction dégeence. On parle de structure secondaire
d’une séquence nucléiglieDans le cas des biopuces & ADN, il est préférdblémiter les
sondes qui posséderaient une structure secondale slans la condition d’hybridation de la
biopuce. Dans le cas contraire, la sonde repliédrait la capacité de s’hybrider avec sa cible
complémentaire.

En conclusion, la sélection des sondes répond aensemble de critéres
thermodynamiques précis. La spécificité des sordesin point essentiel dans la conceptipn
d’'une biopuce a ADN. L’identification spécifiguesleéquences cibles d’'un échantillon sgra
liée en grande partie a leur spécificité. |l exidgenombreux outils informatiques disponibles
sur internet comme ArrayOligoSelectorou ProbeSelett pour la sélection des sonde$.
Néanmoins, les outils bioinformatiques ne sont greictifs. Les sondes choisies doivent
impérativement étre confrontées a la réalité biolog de I'hybridation pour démontrer leuy
pertinence et spécificité.

B.2. Choix du support

Les biopuces a ADN sont constituées d’'un suppdidessur lequel sont immobilisées
les sondes oligonucléotidiques. Le choix du suppiépend principalement du mode de
détection et de I'application visée. Pour des aagteptiques, le verre et le silicium sont des
substrats de choix largement utilisés. Dans ledaase détection par voie électrochimique ou
bien par résonance plasmonique de surface, onrerafdes surfaces recouvertes d’'or. D’'une

95 Russell, L. A. Meadows, R.R. Russell, Microgmechnology in Practice, 2009, livre édité pareiier.
1 3.M. Hancock, Genetica, 2002, 112, 93-103.

12 M. Zucker, Curr. Opin. Struct. Biol., 2000,10, 3880.

137. Bozdech, J. Zhu, M.PJoachimiak, F.E. CoherPWliam, J.L. DeRisi, Genomz Biol, 2003, 4, R9.
1 E. Li, G.D. Stormo, Bioinformatics, 2001, 17, 108776.
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maniere générale, les criteres pris en compte sé€hmmogenéité chimique, la stabilité du
support, les propriétés de surface (polarité, nthillté...), mais aussi I'étendue des chimies
de surface connues, leur facilité de mise en cetMeur reproductibilité.

B.2.a. Les supports a deux dimensions

v’ Le verre

Le verre est une surface de référence pour l'imisalbion de biomolécules, en
particulier les séquences d’ADN. Les avantages eluevsont nombreux. Ce matériau est
inerte, peu onéreux, non polaire et mécaniqguemtatiles Il peut supporter de hautes
températures et ses propriétés de surface resabiesen milieu aqueux.Sa transparence et
sa faible fluorescence intrinseque le rendent @drérement attrayant pour le développement
de capteurs optiques. De plus, un large panel detitmnalisation de surface est connu et
maitrisé pour ce matériau (cf partie B.3). Danlgti@rature, le verre est aussi bien utilisé pour
des synthesas situ d’oligonucléotides sondes que pour des fixaticoigbnucléotides pré-
synthétisés.

v" Le silicium

Le silicium est tres utilisé dans I'industrie desmé-conducteurs pour ses propriétés
électrigues mais aussi pour son excellente résistamux solvants et sa bonne stabilité
mécanique. Sa faible fluorescence intrinséque @alegent un atout pour la fabrication de
biopuces a détection optiglfeLes différentes voies d'activation du silicium com le
plasma oxygene permettent de créer des fonction®©HSiouvrant la voie aux
fonctionnalisations décrites pour le verre.

v' Les polymeéres

Le développement de la microfluidique et des systemminiaturisés a généré un
engouement pour de nouveaux matériaux comme |lgwesplastiques et les polymeres. Par
exemple dans le domaine biomédiCalles polyméres et notamment les matériaux
thermoplastiques sont trés utilisés pour la fabliboade microsystémes. Simple d’utilisation,
ils sont adaptés a la production a bas colt. Lamtques issues de l'industrie des polymeres
(moulage par injection) ou bien de I'industrie desni-conducteurs (lithographie, gravure)
ont ainsi été adaptées aux systémes miniatufidéss polymeéres les plus utilisés sont les
plastiques (polyméres avec additifs) a base de-(oéthyl méthacrylate) (PMMAJ et

15 C. Situma, M. Hashimoto et S.A. Soper, Biomolec&agineering, 2006, 23, 5, 213-231.

8 M. Bras, V. Dugas, F. Bessueille, J.P. CloareR, Martin, M. Cabrera, J.P. Chauvet, E. Souteyrani.
Garrigues, Biosensors and Bioelectronics, 20047920-806.

7 C. Rivet, H. Leea, A. Hirscha, S. Hamiltona etliia, Chemical Engineering Science, 2011, 66, 70149
1507.

18 H. Becker et C. Gartner, Analytical and Bioanalyti€emistry, 2007, 390, 1, 89-111.

19 K. Tsougeni, A. Tserepi, V. Constantoudis, E. Gigs, P. S. Petrou et S. E. Kakabakos, Langm0it02
26, 17, 13883-13891.
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polycarbonate (PC¥ Cependant, ils ont une mauvaise résistance awartsf® Les
polyméres et copolyméres d'oléfines cycliques (GBEOCY présentent quant & eux, une
bonne résistance au solvaht? Enfin, les supports de polystyréne (PS), largensemployés
pour I'immobilisation de biomolécules pour les $eBiLISA, trés résistants aux solvants, ont
également été utilisés comme supports de dépatodéimes ou d’oligonucléotidés?®

B.2.b. Les supports a trois dimensions

v' Les membranes poreuses a base de polymeéres organiqu

Utilisées a l'origine comme support d’immobilisatiode biomolécules pour le
« Western blot », les membranes poreuses a bagwldméres organiques, telles que la
nitrocellulose, ont depuis été adaptées a I'imnisdtion de matrices de biomolécufé$ar
exemple, les lames « FAST slides » commercialipéeda société Whatman sont des lames
de verre recouvertes de nitrocellulose. Néanmdiabsorption non spécifique ainsi que
lauto fluorescence dans le vert souvent élevéed s inconvénients majeurs de ces
supports.

v' Les supports poreux inorganigues

Les supports poreux inorganiques ont été utiliséur pl'immobilisation de
biomolécules. Par exemple, I'alumine poreuse nancisréé® permet d’obtenir une surface
spécifique pour I'accroche des biomolécules en reodua taille des pores. Grassoabt?
ont montré I'immobilisation de molécules d’ADN swme matrice d’alumine poreuse
nanostructurée par une méthode de photolithographie

v Les hydrogels

Un hydrogel est un réseau polymérique a trois dgioes ayant une forte affinité pour
'eau. La polymérisation, qui peut étre photo- bartno- induite, entraine la réticulation des
chaines hydrophiles et crée un réseau insoluble léguel I'eau peut pénétrer, provoquant le
gonflement du gel. On parle d’hydrogel quand leagtichargé d’eau et de xérogel quand la
structure est séche. Hydrophiles, ils sont plus@ppes pour les applications biologiques que
les supports poreux traditionnels, généralement rdpjbbes. Par exemple, les

20M.J. Bafiuls, F. Garcia-Pifién, R. Puchades et Ajuiédra, Bioconjugate Chemistry, 2008, 19, 3, 662-6
ZLH. Becker et L.E. Locascio, Polymer microfluidievices. Talanta, 2002, 56, 2, 267-287.

22 (Pu et al. 2007)

% C. Rivet, H. Leea, A. Hirscha, S. Hamiltona etlitia, Chemical Engineering Science, 2011, 66, 70149
1507.

24 C. Rivet, H. Leea, A. Hirscha, S. Hamiltona etlitia, Chemical Engineering Science, 2011, 66, 70149
1507.

% p. Nahar, N.M. Wali et R.P. Gandhi, Analytical Biemistry, 2001, 294, 2, 148-153.

% A, Perrin, Analytical Biochemistry, 2003, 322 (p)148-155

?’R. Huang R, Journal of Immunological Methods, 2085 1-2, 1-13.

2 A, Campo et I.J. Bruce, Substrate Patterning aotivAtion Strategies for DNA Chip Fabrication. Ddes
livre Immobilisation of DNA on Chips | Topics in @ent Chemistry édité par Springer-Verlag, 2005,1717.

2V Grasso, V. Lambertini, P. Ghisellini, F. Valerig. Stura, P. Perlo et C. Nicolini, Nanotechnolog§06,
17,795.
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hydrogels comme l'agarose et le polyacrylamide si@atits pour la conception de biopuces a
ADN.*

B.3. Adressage et immobilisation des molécules sondes

Il existe deux stratégies pour la conception depimes a ADN, soit les
oligonucléotides sondes sont synthétisés directeswenia puce, on parle de conception par
synthéseén situ, soit ils sont synthétisés au préalable puis aésesur la puce.

B.3.a. Synthese in situ d’oligonucléotides

Dans cette partie, sont traités les grands priscif#e production de biopuces a ADN
par synthésein situ. Ce type de biopuces offrant une trés haute derd# sondes
d’oligonucléotides, représente une grande partiteadeoduction de puces commercialisées
par de grands groupes comme Affymetrix ou Agilebes 3 technologies les plus
représentatives du marché des biopuces a ADN pathésein situ sont présentées ci-
dessous.

v" La technologie Affymetrix

La technologie Affymetrix repose sur le principe e photolithographie ou un
masque portant des motifs en chrome est utilisé activer sélectivement des zones sur une
résine. Cette technique a été adaptée au débandéss 1990 pour la synthésesitud’ADN
et de peptide¥’ La méthode de synthése consiste & utiliser despblosamidites protégés par
un groupement photolabile. La synthése de I'enserdbt sondes de la puce est réalisée en
méme temps par un jeu de masques (un pour chaggeMarl, G, C). Les masques vont
permettre de déprotéger sélectivement les oligéotides en cours de synthése (Figure 6b).
Le procédé est répété pour chaque type de nuae@id T, G, ou C) puis pour chaque
« couche de synthése » des oligonucléotides sqRragpse 6a).

30M.J. Heller, Annu. Rev. Biomed. Eng., 2002, 4,11%3.
31S.P.A. Fodor, J.L. Read, M.C. Pirrung, L. StryefT. Lu, et D. Solas, Science, 1991, 251 (4995Y-783
e
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Figure 6: Schéma représentant a) la synthésen situ d'oligonucléotides sondes par
photolithographie ; b) la lampe, le masque et la pte pendant la synthésén situ (Images issues
des travaux de Lipshutzet al., 1998) ; c) photo représentant un exemple de biopeica ADN
commercialisée par la société Affymetrix (Images abtées du site internet:
http://m.utoledo.edu).

Caviani Peaset al.,** valident le principe de la photolithographie ptaifabrication
de biopuces a ADN. Puis en 1996, Locktetral.,* de la société Affymetrix congoivent la
premiere biopuce a ADN portant des séquences mmais/es de I'ensemble du génome
humain. Cette technologie, commercialisée par tasd Affymetrix, offre 'avantage d’'une
puce de trés haute densité de sondes oligonudtaeisi (jusqu’a 2,5 millions sur 1,28 cri?).
La Figure 6c¢) illustre un exemple de biopuce a ABbmmercialisée par la société
Affymetrix.

v' La technologie NimbleGen

La technique développée par NimbleGen permet dethéyser in situ les
oligonucléotides sans utilisation d’'un masque. Eardtection sélective des zones d’intérét
pour la synthese est obtenue grace a des micrarmibaentables. Ces derniers, dirigent
spécifiguement les faisceaux lumineux vers les oligteotides a déprotéger pour permettre
I'addition du nucléotide suivant (Figure 7a). Lanthese est ainsi obtenue par des cycles
consécutifs de déprotection et d’addition des rmiirlés comme pour la technologie
Affymetrix. La Figure 7 b) illustre les micro-mimsi orientables utilisés pour diriger
spécifiqguement les faisceaux lumineux vers les oligéotides a déprotéger. Cette
technologie permet de synthétiser entre 385 00R,ktmillions de sondes sur la puce a
ADN.**%® En 2007, Roche a racheté NimbleGen et cette téofigoe n'est actuellement
plus disponible.

32 A. Caviani Peaset, D. Solast, E.J. Sullivant, MCFonin, C.P. Holmest, et S.P.A. Fodort, Proc. Nadad.
Sci. USA, 1994, 91, 5022-5026.

%3 D.J. Lockhart, H. Dong, M.C. Byrne, M.T. Follettis!.V. Gallo, M.S. Chee, M. Mittmann, C. Wang, M.
Kobayashi, H. Norton et E.L. Brown, Nature Bioteclugy, 1996, 14, 1675-1680.

3 R.J. Lipshutz, S.P.A. Fodor, T.R. Gingeras et Datkhart, Nature Genetics , 1999, 21, 20-24.

% 3. Singh-Gasson, R.D. Green, Y. Yue, C. NelsorBl&ttner, M.R. Sussman et F. Cerrina, Nat Biotethn
1999, 17, 974-978.
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Figure 7 : a) Schéma représentant la syntheda situ par photolithographie sans masque et a
I'aide de micro-miroirs. b) Photographie de 9 micremiroirs orientables utilisés pour diriger
spécifiguement les faisceaux lumineux vers les oligacléotides a déprotéger.

v' La technologie Agilent

La technologie de synthese situ Flexjet, développée par la société Agilent, repose
sur un systéme d'impression par jet d’er¢r&lle permet de synthétiser directement les
sondes nucléiques sur la surface de la puce saesafapel a un systeme de masque. Les
quatre types de nucléotides sont contenus dans< @estouches » individualisées comme
celles utilisées pour les imprimantes laser coulEigure 8a). Le dépot est réalisé sous I'effet
d’'un courant électrique. Les Figure 8 b) et c) sudtisent I'empilement des nucléotides
déposés par jet d’encre sous forme de spot.

Figure 8 : Schéma du principe de synthésia situ par jet d’encre ; a) schéma du premier dépot
de nucléotides A, C, T, G constituant le premier meau de bases des oligonucléotides ; b) schéma
représentant I'empilement des différentes bases cstituant I'oligonucléotide sonde ; ¢) zoom sur
un spot. (Images adaptées du site internethttp://www.genomics.agilent.com.

% T.J. Albert, J. Norton, M. Ott, T. Richmond, K. Waysir, E.F. Nuwaysir, K. Stengele and R.D. Green,
Nucleic Acids Res, 2003, 31, 7, e35.

3" T.R. Hughes, M. Mao, A.R. Jones, J. Burchard, Midrton, K.W. Shannon, S.M. Lefkowitz, M. Ziman.
Schelter, M.R. Meyer, S. Kobayashi, C. Davis, Hi,¥aD. He, S.B. Stephaniants, G. Cavet, W.L. Walike
West, E. Coffey, D.D. Shoemaker, R. Stoughton, Banchard, S.H. Friend et P.S. Linsley, NaturelBhing
Group, 2001, 19, 342-347.
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B.3.b. Adressage et immobilisation d’oligonucléotides ssnd

Avant I'adressage des oligonucléotides sondesétiques sur la biopuce, il convient
de choisir une chimie de surface pour I'immobiiisatdes biomolécules. Elle permet de fixer
les sondes et de les maintenir fonctionnelles eesmibles pour I'hybridation avec les
séquences cibles. L'immobilisation et I'adressage sbndes sur la puce sont indissociables et
doivent étre efficaces, reproductibles, garante bonne homogénéité des dépbts, présenter
une densité de sondes élevée, un accrochage daideles conditions d’hybridation et une
bonne accessibilité pour I'hybridation. Dans le das biopuces a ADN a fluorescentze,
chimie de surface peut contribuer a limiter I'agidimn non spécifiquell existe différents types
de chimie de surface pour I'immobilisation d’oligaréotides, les principales sont décrites ci-
dessous.

v" Immobilisation par interactions faibles

L’immobilisation par interactions faibles deésignes linteractions de type liaisons
hydrogenes, interactions électrostatiques, intenasthydrophobes et interactions de Van der
Waals. Ces types d’interactions ont été décritsaieiment pour 'immobilisation de protéines
ou d’acides nucléiques sur des membranes poreWsestdrn blot) et validés depuis comme
support de conception des biopute®ar exemple, les oligonucléotides sondes portaat u
charge négative (groupement phosphate), peuvdrdrgear interaction électrostatique a une
surface chargée positivement. Schenalef® ont ainsi immobilisé une matrice d’ADN sur
une lame de verre recouverte d'une couche de pdygihe chargée positivement.
Néanmoins, cette chimie de surface a pour incoewtrde présenter un fort bruit de fond,
résultant notamment d’interactions non spécifiquescibles directement sur le support.

v" Immobilisation par piégeage physique

L’'immobilisation des biomolécules par piégeage s concerne principalement les
supports de type membrane poreuse ou hydrogel.idgegge des biomolécules dans la
matrice a pour avantage de limiter leur dénatunatio les maintenant dans un environnement
aqueux et tamponné. C'est le cas des biopucesééalisur gel d’agaro&¥™ ou gel de
polyacrylamide*** Néanmoins, il est difficile de controler le relagg des molécules cibles
non liées spécifiguement lors des étapes de laaaiges I'hybridation. En 1999, Vasiliskey
al., ** ont mis au point un procédé pour fixer de facomatEnte les oligonucléotides aux
mailles du polymeére d’acrylamide par copolymérmativec des oligonucléotides modifiés.

% R. Huang, Journal of Immunological Methods, 20%85, 1-2, 1-13.

%M. Schena, D. Shalon, R.W. Davis, P.O. Brown, Smée 1995, 270, 5235, 467-470.

“0W. Hong, L. Jiong, L. Heping, L. Quanjun, M. Qia¥. Yihin, Z. Jijun, H. Nongyue, L. Zuhong, Nucleic
Acids Research, 2002, 30, 12, 1228-1229.

LV, Afanassiev, V. Hanemann et S. Wélfl, NucleiddsResearch, 2000, 28 (12), e66.

*2 K.R. Khrapko, Y.P. Lysov, A.A. Khorlin, I.B. Ivawp G.M. Yershov, S.K. Vasilenko, V.L. Florentiev,
Mirzabekov, DNA Sequencing, 1991, 1, 375-388.

3 G. Yershov, V. Barsky, A. Belgovskiy, E. Kirillove. Kreindlin, I. lvanov, S. Pannov, D. Guschin, A.
Drobishev, S. Dubiley, et A. Mirzabekov, Proc. Na&ttad. Sci. USA, 1996, 93, 4913-4918.

“ AV. Vasiliskov, E.N. Timofeev, S.A. Surzhikov, IA. Drobyshev, V.V. Shick et A.D. Mirzabekov,

BioTechniques, 1999,27, 592-606.
e
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Le dextran est également un polymére décrit cononele d'accroch& Il permet un
piégeage physique et une immobilisation des bioocubds simultanémentia les amines, les
thiols, les aldéhydes ou la biotiffeCe polymeére a d’ailleurs initialement été adopoéirples
analyses par SPRpar I'ancienne société Biacore rachetée en 2006paHealthcare.

Le piégeage physique est également mise en jeulelaras des biopuces a ADN sur
membranes de nitrocellulose ou de vinyle PVDF (Polylidene DiFluoride®® Les travaux
menés par Kukaet al, “ont montré que la quantité de biomolécules piégiées les pores
des membranes était bien plus importante que déflesée sur une lame de verre, ce qui peut

étre un avantage dans le cas de tests a hautbibtnsi

v" Immobilisation par liaison covalente

L’'immobilisation covalente est caractérisée par uli@son forte entre les
oligonucléotides sondes sur le support de la biepoous verrons dans cette partie quelques
exemples de liaisons covalentes utilisés pour laception de biopuces a ADN. Dans la
majorité des cas, 'immobilisation covalente impkqune fonctionnalisation chimique de la
surface (généralement lame de verre) et I'utiligati’oligonucléotides sondes modifiés par
incorporation d’'une fonction chimique a leur exti@riors de leur synthése (chimique ou
biologique). L’essentiel des fonctionnalisations darface repose sur la chimie des
groupements amine, acide carboxylique et thiol. lissons réalisées sont majoritairement
des amides, imines, thioéthers, ponts disulfungsidzides et isocyanates.

Liaison par des fonctions Liaison par des fonctions amines
thiols

SH 5

aldéhyde

COOH

NHS

Figure 9 : Principales méthodes d'immobilisation désiomolécules par liaison covalenté

“5B. Johnsson, S. Lofas et G. Lindquist, AnalytBaichemistry, 1991, 198, 2, 268-277.

6 B. Johnsson, S. Léfas, G. Lindquist, A. EdstronMRMiiller Hillgren, A. Hansson, J. Mol. Recogrii995, 8
1-2,125-131.

*"D.G. Myszka, Analytical Biochemistry, 2004, 32934,6-323.

“8B.A Stillman, J.L. Tonkinson, Biotechniques, 20@9, 3, 630-635.

“9T. Kukar, S. Eckenrode, Y. Gu, W. Lian, M. Meggins J.X. She et D. Wu, Analytical, Biochemistry 020
306,50-54.

*® Thése N. Berthet-Duroure, INSA, Toulouse, 2009.
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v Les espaceurs

En 1999, Southerat al.>* montrent que lorsque les sondes sont déposéesedirent
sur la surface, les bases proches de la surfat¢aersmns accessibles pour I'hybridation. Les
auteurs ont montré que I'ajout d'un espaceur dateeirface et la biomolécule réduit cet effet.
Par exemple, pour les biopuces a ADN, il est fréj@déajouter une séquence de polythymine en
position 5’ de la sonde pour jouer le role d’espace

Certains espaceurs peuvent constituer la partégrante de la chimie de surface. Des
macromoléculesirborescentes, comme les dendrimepesmettent également d’augmenter la
densité de fonctions réactives sur la surfaG8A ce titre, @s travaux ont été menés pour la
production de biopuces a ADN utilisant comme chidgesurface des dendriméres aldéhydes
phosphorés? Les résultats ont montré que ce type de chimiesuiéace permettait de
concevoir des biopuces a ADN 10 fois plus sensiples celles sur lames commerciales
(amines, aldéhydes ou époxyd&ste type de chimie de surface permet a la foisréerain
espaceur de plusieurs nanometres entre la surfaeesende mais également d’offrir une
immobilisation orientée et spécifique (Figure 10).

Sonde
’_ 14 oligonucléotidique

b
n n

;\ /’H
Dendrimére —[/ "\ ‘

Figure 10 : Schéma représentant les dendrimeres cone espaceur et de chimie d’accroche des
sondes oligonucléotidiques.

v' Couplage électrochimique

Dans le cas du couplage électrochimique, les biéoutds sont couplées a une
fonction électro-active. L’application d’'une difeérce de potentiel dans la solution contenant
les oligonucléotides activés initie une réactioecttbchimique qui permet leur fixation a la
surface. Parmi les méthodes de greffage électraghande biomolécules, on peut citer en

L E. Southern, K. Mir et M. Shchepinov, Nat. Gen#999, 21 (1 Suppl), 5-9.

2. Beier et J.D. Hoheisel, Nucleic Acids Reseaf®99, 27, 9, 1970-1977.

3 R. Benters, C.M. Niemeyer, et D. Wéhrle, Chem.cBiem., 2001, 2, 686-694.

* E. Trévisiol, V. Le Berre-Anton, J. Leclaire, Grakiel, A-M. Caminade, J-P. Majoral, J.M. FranceisB.
Meunier, New J. Chem., 2003,27, 1713-1719.

V. Le Berre, E. Trévisiol, A. DagkessamanskaiaS&kol1, AM. Caminade, J-P. Majoral, B. Meunier et J-M.
Francois, Nucleic Acids Res. 2003, 31, 16, €88.
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particulier I' « électrogreffage » par oxydation plgrrole®® et la réduction électrochimique de
sels de diazonium”>®

En conclusion, le choix de la chimie de surfaceedépdu matériau support et détermine
I'accrochage des oligonucléotides sondes sur l@.pili@st préférable de choisir une chimije
de surface permettant une fixation covalente eintée des sondes. De plus, I'accrochage gles
sondes doit étre compatible avec I'hybridation esbsondes tout en limitant les interactions
non spécifiques cibles-surface.

L’adressage des molécules sondes se définit pdédét des oligonucléotides sondes
sur le support de la puce de facon précise et @eetr sous forme de motifs prédéfinis. I
s’agit de réaliser une matrice ordonnée de spaidsrmu carrés sur des surfaces planes
fonctionnalisées. Ci-dessous sont décrits les mahes techniques d'adressage
d’oligonucléotides sur des surfaces planes (comemtlles ou non) déja utilisées pour la
réalisation de biopuces a ADN. L'adressage surttéausupports comme des billes ne sera
pas développé.

v/ Adressage par contact

Dépobt par aiguilles

Le dépbt par aiguilles est une technique qui daétgement utilisée dans les débuts de
la conception des biopuces. Les robots utilisast d@uilles permettent de déposer les
oligonucléotides sous forme de spots ronds de HOG um. L'uniformité des spots est
principalement déterminée par les critéres suivants

» laviscosité de I'échantillon déposé ;

» le diametre de la fente de l'aiguille ;

» les propriétés de surface de l'aiguille ;

» les propriétés de surface du support (biopuce) ;

* la planéité du support ;

» le contréle en humidité et température de I'envirement de dépot.

* T, Livache, A. Roget, E. Dejean, C. Barthet, GidBi et R. Teoule, Nuc

leic Acids Research, 1994, 22, 15, 2915-2921.

" M. Delamar, R. Hitmi, J. Pinson, J.-M. SavéanfAd. Chem. Soc.,1992, 114, 5883-5884.

%8 J.C. Harper, R. Polsky, D. R. Wheeler, S.M. DakS.M. Brozik, Langmuir, 2007, 23, 16, 8285-8287.
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La Figure 11 illustre a titre d’exemple un schéreaabot de dépbt pour la fabrication
de biopuces a ADN. Les aiguilles sont maintenués \&erticale par un porte-aiguille dirigé
par un bras robotisé. Le robot permet de déplamiguilles de la microplaque (zone de
chargement des aiguilles) vers le support pourélgdt! D’aprés les travaux publiés par D.
Rose>? les porte-aiguilles peuvent contenir 16, 48, 6@6wiguilles et I'espacement entre les
aiguilles est compris entre 4.5 mm et 9 mm. llagkipté aux microplaques commerciales de
96 ou 384 puits. La densité de spots par puceoespigse entre 400 et 10000 spots/cm? pour
des diametres de spots de 75 a 360 um. Dans e@anraD. Rose rapporte qu'il faut 30
minutes au robot Arrayit ChipMakerTM 2 (TeleChentehmational, Inc., Sunnyvale, CA)
pour déposer les échantillons d’'une microplaqu@8&ik puits avec 32 aiguilles et 6h30 avec
une seule aiguille (temps comprenant le chargenedépbt et le lavage des aiguilles).

Bras robotisé

( | |
/I Porte aiguilles
- /

Aiguilles

[ Z oligonucléotides a déposer

|

Substrat (biopuce)

Figure 11 : Schéma représentant un exemple de robde dépbt a aiguilles pour la fabrication de
biopuces & ADN par contact. (Image adaptée de l&t al,.2004°)

Il existe différents types d’aiguilles généraleméatiriqués a partir de métaux, tels que
I'acier inoxydable, le tungstene et le titane. p&ss simples sont les aiguilles dites « plates »
(Figure 12 a) avec un diamétre variant de 50 a1506' Montée sur une téte mobile pilotée
par un robot, l'aiguille est trempée dans le ligua déposer puis mise en contact avec la
surface sur laquelle une goutte est alors dép®séeré 12 b) et c¢)). En fonction des robots, il
est possible d'utiliser une ou plusieurs aiguiltes parallele dans le but de multiplexer le
dépbt des sondes. Les oligonucléotides-sondesaseiépont généralement disposés dans une
microplague a puits ou chaque puits contient uhgtiea différente de sondes. Ces aiguilles
ne comportant pas de réservoir, il est nécessaimecharger la ou les aiguilles entre chaque
dépbt. Néanmoins, ce systeme possede l'avantaggodeoir déposer des solutions

*¥ Rose, D. 2000. Microfluidic technologies and instemtation for printing DNA microarrays. In: Micraay
Biochip Technology. pp. 19-38. Schena, M., Ed.pBEa&ublishing, Natick, MA.

®to, S. and Tachibana, M. 2004. Spotting Pin. UP&ent 6,835-352 B2.

1 Jr. Mace, M.L. Montagu, J. Rose, S. D. et McGuisnés. M.2000. Novel microarray printing and detect

technologies. In: Microarray Biochip Technology. ﬁE—64. Schena, M., Ed., Eaton Publishing, Nafi¢k,
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visqueuse&’ De plus, le design des aiguilles plates a pountagge de les rendre plus
robustes et plus simples a nettoyer en comparaigen les aiguilles creuses.

b) 1 c)

Solutiona
déposer
i Substrat

h/

a)

Aiguille « plate »

Figure 12 : a) Schéma représentant une aiguille dit« plate », b) et ¢) schéma représentant le
procédé de prélévement de la solution a déposer damn puits et le dépbt par contact sur un
support (Images adaptées de Barbulovic-Naet al.,20063).

Les aiguilles dites « creuses » sont les plus &gguent utilisées pour la conception de
biopuces a ADN. Elles sont formées d’'un canal avecsans réservoir et sont basées sur le
modeéle du stylo a encr&igure 13a). L'avantage majeur par rapport aux aiguillggates » est
gu’il n’est pas nécessaire de recharger la ouitgslles entre chaque dép6ot.

Substrat

a)

b)

Solution a
déposer

4

Aiguilles « creuses » avec
et sans réservoir

Figure 13 : a) Schéma représentant trois aiguilledites « creuses », b) et ¢) schéma représentant
le procédé de prélevement de la solution a dépos#gans un puits et le dépbt par contact sur un
support. (Images adaptées de Barbulovic-Naet al.,20069).

Les Figure 13 b) et ¢) décrivent le principe dergament de 'aiguille avec la solution
a déposer et le dépdt par contact. Tout d’abosaiguille est immergée dans la solution a
déposer contenue par la microplaque (Figure 13mdént cette étape, I'échantillon remplit
par capillarité le canal des aiguilles (de 10 a @0 de diametre). Comme les forces de
tension de surface dominent les forces d'inertiéchelle microscopique, l'effet de la gravité
est négligeablé’ Lorsque I'aiguille touche la surface du supportpetits volumes de I'ordre
du pico ou du nanolitre sont transférés sur laaserf La taille des spots dépend de la
mouillabilité du substrat, du diametre des aigsike du temps de contact. Il a été démontré

62.C. Weibel, Journal of the Association for LaborgtAutomation 2002, 7, 3, 91-96.
83|, Barbulovic-Nad, M.Lucente, Y.S. Mingjun Zhang,R. Wheeler et M. Bussmann, Critical Reviews in

Biotechnology, 2006, 26, 4, 237-259.
R
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gue lorsque la surface du substrat est trés hydeopd taille du spot peut augmenter de pres
de 50%.>

En 2002, Tsaigt al.®® ont développé des aiguilles en silicium pour laception de
biopuces a ADN. Le silicium présente plusieurs tag®s par rapport aux meétaux, il est
possible de fabriquer des aiguilles plus petitesecawdes diametres inférieurs a
50 um. De plus, la production en paralléle est beapi plus reproductible.

Dépbt a I'aide de microleviers : le robot Bioplume

Le principe du robot Bioplume repose sur le dégbtqontact a I'aide de microleviers
a canal, montés sur un systéme de controle deaadépent§® Les microleviers, appelés «
plumes » ou « bioplumes », sont formés d'un camal’en réservoir (Figure 14 a). Le
principe est le méme que pour les aiguilles creukesplumes sont trempeées dans la solution
d’'oligonucléotides a déposer pour un chargement mlames par capillarité, puis ces
derniéres sont mises en contact avec la surfaseipjport pour le dépdt d’'une goutte (Figure
14b). Ce systéme de bioplumes a pour avantage ulepceffectuer 10000 spots (50um de
diameétre) consécutifs sans avoir a recharger lesotaviersS’ Des capteurs piézorésistifs
sont situés au niveau des quatre leviers positang& extrémités de chaque barrette de 12
leviers. Ces capteurs permettent de contrélerf@idde parallélisme des plumes par rapport a
la surface, la force d’appui et le temps de corftact

Plume

a) 120pm
Plume

4—— C(Canal

Substrat
Solution a

déposer avec le 56um
robot

Dépot par contact des plumes sur
le substrat

Chargement des plumes

Figure 14 : Robot de dépbt par contact Bioplume adide de microleviers a) chargement des
plumes dans une goutte de solution a déposer b) déppar contact des plumes sur le support
(lame de verre). (Images adaptées de N. Berthet-Daure et al,. 2008)

% Martinsky, T., et Haje, P. 2000. Microarray Toolsfs, Reagents, and Services. In: Microarray Bipch
Technology. pp. 201-220. Schena, M., Ed., Eatorishibg, Natick, MA.

85 J. Tsai etC.J. Kim, 2002, Engineering in Medicamal Biology, 24th Annual Conference and the Anrkal
Meeting of the Biomedical Engineering Society EMBBIES Conference, 2, 1632-1633.

% p_Belaubre, M. Guirardel, V. Leberre, J.-B. P@lrcC. Bergaud, Sens. and Act. A, 2004, 110, 138-1

®7 N. Berthet-Duroure, T. Leichlé, J.-B. Pourciel,Martin, J. Bausells, E. Lora-Tamayo, F. Perez-Maral.-
M. Francois, E. Trévisiol, L. Nicu, Biomedical Mamlevices, 2008, 10 (4), 479-87.

% T, Leichlé, D. Saya, J.-B. Pourciel, F. Mathieu,Bergaud, et L. Nicu, IEEE NTC Review on Advanaes
Nano/Micro Engineered and Molecular Systems, 200837.
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Ce robot permet également de réaliser de I'élecitoilage et de I'électrochimie grace a une
électrode en or incorporée a l'intérieur du caresl plumes$?

En 2007, sur ce principe, Daisuké Sayaal.,”® ont décrit une miniaturisation de la
méthode en fabriquant des plumes plus petites pavuge anisotrope selon les plans
cristallins inclinés du silicium. Ce systéme apgéénobioplume permet d’obtenir des gouttes
de diametre inférieur a 5 um.

Dépbt a I'aide de la pointe d’'un AFM

Le microscope a force atomique (AFM) est un outilnedgerie a haute résolution
(30A en résolution latérale et 1A en résolutionticate). Le principe de 'AFM est basé sur
I'interaction entre la surface de I'échantillonraabyser et une pointe nanométrique, fixée sous
un micro-levier. La pointe balaye la surface et faitopographie de I'échantillon, donnant
une image tridimensionnelle de la surface analy$éate variation de I'état de surface se
traduit par une déformation du microlevier qui @stegistrée a I'aide d’un laser pointé sur la
face supérieure et dirigé sur une photodiode (Eidg%).

Photodiode
quatre quadrants

Microlevier

Surface
Pointe

Tube piézo-électrique

Figure 15 : Principe du Microscope a Force Atomiqug*

L'utilisation de I'AFM pour le dépdt de biomoléad, nommée « Dip-pen
Nanolithography », est née au milieu des annéef $88s linfluence de Jaschke et Buitt.
1273.145Tout d’abord la pointe de I'AFM est immergée démgoutte de solution & déposer.

9. Tanguy, T. Leichlé, et L. Nicu, Journal of Ajgal Physics, 2007, 101, 044907.

D Saya, T Leichlé, J.-B. Pourciel, C. Bergaud eNicu, Journal of Micromechanics and Microengiiegr
2007, 17,1-5

" http://www.biophyresearch.com/

2 M. Jaschke, and J. Butt, Langmuir, 1995, 11, 1061

R.D. Piner, J. Zhu, F. Xu, S. Hong, C.A. Mirkirgiéce, 1999, 283, 661-663.
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Les molécules sont instantanément séchées sulidte gmar évaporation du tampon. Puis la
pointe est mise en contact avec la surface de d&pdét atmosphére contrdlée en humidité.
Cette derniére va permettre la formation d’'un nauresentre la pointe et la surface lors de
leur contact pour le dép6dt des molécules présestela pointe selon des motifs de quelques
dizaines de nanometres (Figure 16).

a)
DPN-AFM Tip
_}.. s~ P Writing direction
Molecular transport _’
Self- assembled X
Molecules <—— Water meniscus
§§}§§§§§§§5}‘
Sample substrate

Figure 16 : a) Schéma représentant le principe du Rip-pen Nanolithography » b) Image en
fluorescence du dép6t d’oligonucléotides marqués anuge et en vert (Oregon Green 488-X and
Texas Red-X) par DPN. (Images adaptées de Gingeral, 2004°

Dépdbt par microcontact printing

Le dépdt par microcontact printing (LCP) s’inspile principe de l'imprimerie de
Gutenberg. Le tampon encreur est un timbre enaffese (le polydiméthylsiloxane (PDMS))
gue l'on encre avec les molécules d’'intérét a dépdse timbre est ensuite mis en contact
avec le support pour un transfert des moléculesidép surface du timbre vers la surface du
support. Les motifs de dép6t sont déterminés ptamlere qui peut étre structuré de différents
types de motifs nano ou micrométriques. Ce procBdédressage de biomolécules sur une
surface plane a été introduit par G.M. Whitesidesébut des années 90.

Le PDMS, (Sylgard® 184) est un mélange d’'une bas¢enant I'oligomére PDMS et
un agent de réticulation formé de deux composés catialyseur au platine et un oligomeére
hydrogéné (Figure 17a). Lorsque les deux compasdsen contact, les groupes hydrosilane
(Si-H) du polymére contenus dans I'agent de réiboih et les chaines carbonées non saturées
vont se lier de facon covalente grace a la présenaatalyseur au platine. Ce phénomene est
appelé hydrosilylation (Figure 17b). Cette réactionduit a la formation d’'un réseau réticulé
de chaines polysilanes qui donne au PDMS ses ptéprélastomériques. Avec un faible
module de Young (2.5 MPa), cet élastomére obligespecter certaines proportions dans la

" D.S. Ginger, H. Zhang et C.A. Mirkin, Angewandtkebnie International Edition, 2004, 43, 30
K. Salaita, Y. Wang, et C.A. Mirkin, Nature Nancheology, 2007, 2, 145-155

°D.S. Ginger, H. Zhang, et C.A. Mirkin, Nanolithaghy, 2004, 43, 1, 30-45.

T A. Kumar; G. M. Whitesides, Appl. Phys. Lett. 1983, 2002-2005.

25



Introduction bibliographique

taille des motifs pour éviter leur effondrement g@mt le procédé de microcontact printing.
Celles-ci sont trés largement décrites dans krditure.”® "%

a) c)
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Figure 17 : a) Représentation de I'oligomére et dd'agent de réticulation nécessaire a la

fabrication du PDMS ; b) Représentation de la réagon hydrosilylation pendant la réticulation
du PDMS.

Le timbre en PDMS est fabriqué par moulage sur piéee de silicium qui est
structuré topographiqguement de motifs. Les moula® $abriqués et structurés par des
techniques de photolithographie et gravure isseaes dnicroélectronique. Lorsque le PDMS
est réticulé, le timbre est démoulé et peut éfiliséit

Le procédé du uCP se décline en trois étapes. dabbrd, le timbre en PDMS
structuré topographiquement est encré par dépdtedgoutte de la solution contenant des
molécules d’intérét (Figure 18a). Pendant cettpestées molécules vont s’accrocher sur de
petits fragments de PDMS non réticulés constitlmtimbre®! La goutte est ensuite retirée et
le timbre est séché sous un flux d’azote (Figurb).1&nfin, il est déposé au contact du
substrat a fonctionnaliser (Figure 18c). Lors ditecétape, les molécules sont transférees du
timbre vers la surface du support selon les mdtif§mbre.

8 A. Bietsch, B. Michel, J. of Appl. Phys., 200, §84310-4318.

9K.G. Sharp, G.S. Blackman, N.J. Glassmaker, Aotzagind C.Y. Hui, , Langmuir, 2004, 20, 6430-6438.

8 J.A. Rogers, K.E. Paul, and G.M. Whitesides, 1998/ac. Sci. Technol., 16, 1, 88-97.

8L C. Thibault, C. Severac, A-F Mingotaud, C. VieuMe Mauzac, Langmuir 2007, 23, 10706-10714.
s
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Goutte de biomolécules a
==,

Timbre en PDMS a) Encrage du timbre
N, & . .
Timbre en PDMS b) Séchage du timbre

sous un flux d'azote

Timbre en PDMS | c¢) Mise en contact du
Support timbre avec le support

Biomolécules déposées
selon les motifs du timbre A
Support

Figure 18 : Principe du microcontact printing.

Des travaux de 2004 et 2005 ont validé le dépdigdinucléotides pour la conception
de biopuces & ADN par pcéps3

Figure 19 : Images de fluorescence apres hybridatiode biopuces a ADN réalisées par uCP.
(Images adaptées des travaux de Langgt al.,2004 et Thibaultet al.,2005).

Le uCP est une méthode simple et rapide & mettre eneodievlarge choix en matiere
de molécules a déposer et de motifs de dépot thaecessible & de nombreuses applications
comme la fabrication de biocapteurs, selon desfsnmiicro ou nanométriquéé®>8°68788

83, Lange, V. Benes, D. Kern, H. Horber, A. Bernddal Chem, 2004, 76, 1641-1647.

8 C. Thibault, V. Le Berre, S. Casimirius, E. TrésisJ Francois et C Vieu, Journal of Nanobiotedbgy,
2005, 1-12.

8 B. Michel, A. Bernard, A. Bietsch, E. Delamarché, Geissler, D. Juncker, H. Kind, J.-P. Renault, H.
Rothuizen, H. Schmid, P. Schmidt-Winkel, R. StktzWolf, IBM Journal of R&D 2001, 45, 697-719.

8 A. Bernard, E. Delamarche, H. Schmid, B. Michel,Rd Bosshard, H. Biebuyck, Langmuir 1998, 14, 2225
2229.
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De nombreux travaux basés sur ce principe ont é&@éém pour le multiplexage de la
technique, c'est-a-dire le dépot de plusieurs nutgécdifférentes en une seule étape. Trois
sont décrits ci-dessous.

L’encrage d’'un timbre en PDMS sans motif par « Pgn
Nanolithography %%

Microleviers encrés
de différentes
molécules

120um

1

Timbre en PDMS——

Figure 20 : a) Schéma représentant I'encrage multlpxé d’'un timbre en PDMS par contact avec
un ensemble de microleviers du « Dip-Pen » encré sldifférentes molécules (en rouge, jaune et
vert) ; b) image en fluorescence d’'une biopuce muftiexée de différentes molécules a déposer
par un timbre en PDMS encré par « Dip-Pen. (Imageadaptées de Z. Zhengt al,'%)

Les microleviers sont encrés avec différentes bléoubes (un type par levier) puis
par contact, ces microleviers vont venir déposeblemolécules sur le timbre en PDMS pour
'encrer (Figure 20a). Ce timbre est ensuite @jlisomme pour le microcontact printing
décrit précédemment, pour déposer les moléculesirswubstrat. La Figure 20b) illustre le
résultat du dépét par microcontact avec un timbméepar Dip-Pen Nanolithography.

Pointes AFM en élastomére (« Scanning Probe Cofdnting »)* %

Le dépdbt par « Scanning Probe Contact Printingliseiun microlevier possédant une
pointe en élastomére (PDMS). Cette pointe est endses molécules a déposer puis par
contact avec la surface, les molécules sont dépaaéde support a I'aide d’'un microscope a
force atomique (Figure 21b). Ce procédé permettdiibdes dépbts de la taille de la pointe
AFM (< 1pm). Comme pour le « Dip-Pen » il est pbksid utiliser plusieurs leviers en
parallele pour multiplexer le dép6t. La Figure 21lh)stre le dépbt par « Scanning Probe
Contact Printing » d’acide 16- mercapto-hexadécpmiselon des spots et des lignes sub-
micrométriques.

8 A. Bernard, J. P. Renault, B. Michel, H. R. Bosshet E. Delamarche, Adv. Mater. 2000, 12, 10676107

87E. Delamarche, A. Bernard, H. Schmid, B. MicheHeBiebuyck, Science 1997, 276, 779-781.

8 E. Delamarche, A. Bernard, H. Schmid, A. BietsBhMichel et Hans Biebuyck, J. Am. Chem. Soc. 1998,
120, 500-508.

897. Zheng, J. W. Jang, G. Zheng et C. A. Mirkingaw. Chem. Int. Ed. 2008, 120, 51, 10099-10102.

7. Zheng, W. L. Daniel, L. R. Giam, F. Huo, A.&r@si, G. Zheng et C. A. Mirkin, 2009, 48, 41, 76539.
°LH. Zhang, R. Elghanian, N.A. Amro, S. DisawalRetEby, 2004, Nano Letters, 4, 9, 1649-1655.

92 X. Wang, K.S. Ryu, D.A. Bullen, J. Zou, H. Zhar@A. Mirkin et Chang Liu, Langmuir, 2003, 19, 8951-
8955.
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a) b)

Pointe en élastomeére levier
\
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W Melécules encrées
Substrat —pE 1

°
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§ «—— Molécules déposées

Figure 21: a) Schéma représentant le dépot de moldes par AFM avec une pointe en
élastomeére (PDMS) (Image adaptée de X. Wang at, %) ; b) images topographiques de dépéts
par Scanning Probe Contact Printing d’acide 16- merapto-hexadécanoique (Images adaptées de
I 107).

H. Zhang et al.,

Le « Microstamp systeni>

Le microstamp permet de déposer 25 échantillonpagallele et en méme temps.
Fabriqgué en PDMS, le systéme comporte des réssragisi que des microcanaux (Figure
22b). Lorsque ces microcanaux sont en contact kveapport, une goutte de molécules est
rapidement transférée sur la surface (moins derl) gfigure 22a). Le procédé de dépbt
reléve de la microfluidique et des principes régjigésa mécanique des fluid&s.

Stamping
Protein parray

Figure 22 : a) Schéma représentant le « systéme mtstamp » ; b) image issue du microscope
électronique a balayage des microcanaux. (Imagesautées de Linet al,.**)

9 S.C. Lin, F.G. Tseng, H.M. Huang, Yu-Feng CherG.YTsai, C.E. Ho et C.C. Chieng, Sensors and Actsat
B 99,2004, 99, 1, 174-185.

%s.C. Lin, F.G. Tseng, H.M. Huang, C.Y. Huang, € GChieng, Journal of Analytical Chemistry, 200713
2, 202-208.
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v/ Adressage sans contact

Dépbt par jet d’encre

Cette technique de dépét est inspirée de celleimerimante a jet d’encres>%
Chague buse est chargée avec I'échantillon a dega@seaspiration dans une plague de
titration. L’aiguille est ensuite positionnée awssles du support et va libérer par actionnement
une tres faible quantité de solution (de I'ordrepitto et nanolitre) pour former un spot sur la
surface (Figure 23). L'éjection de la solution Jaker au travers des trés fines buses ou de
canaux est réalisée soit par élévation de la tesyé; soit par un actionnement
piézoélectriqué’. L'élévation thermique a pour inconvénient d’augiee I'évaporation des
échantillons de petit volume et de dénaturer aestéachantillons. Ce type de robot permet de
déposer une grande densité de spots dans des relatpsgement courts. Par exemple le robot
Nano Plottel, commercialisé par la société GeSimermet de déposer plus de 2500 spots
par cm? en utilisant 1 a 16 buses en paralleleq@haiguille peut réaliser plusieurs centaines
de spots sans étre rechargée.

Figure 23 : a) Schéma représentant le chargement sléchantillons a déposer par les aiguilles (a
gauche) et du dépdt par actionnement piézoélectrigude la buse; b) photo de 4 aiguilles utilisées
par le Nano Plotter ™ (Images adaptées du site interndittp://www.gesim.de).

De nombreux travaux ont été réalisés avec cettentdogie pour le dépdt de matériel
biologique comme I'ADN? les protéine$°1°**%%u méme les celluld§1%4

% T. Goldmann, J.S Gonzaleza et J. Biochem. Biopgshods, 2000, 42, 105-110.

% J. Xu, M. Lynch, J.L. Huff, C. Mosher, S. Vengadanet G. Ding, Biomed. Microdevices, 2004, 6, 27-1
123.

7 L.R. Allain, M. Askari, D.L. Stokes, et T. Vo-Dintournal of Analytical Chemistry, 2001, 371, 261¥50.
% http://www.gesim.de

9T, Goldmann et , J.S. Gonzalez, J. Biochem. BispMethods, 2000, 42, 105-110.

10 F Turcu, K. Tratsk-Nitz, S. Thanos, W. SchuhmarthaHeiduschka et T. Bolan, Biotechnol. Bioen§94,
85, 1, 29-33.

191 A, Roda, M. Guardigli, C. Russo, P. Pasini et Mradini, BioTechniques, 2000, 28, 492-486.

192 pardo, W.C. Wilson, et T. Boland, Langmuir, 30Q9, 1462-1466.

1033, Merrin, S. Leibler, et J.S. Chuang, PLoS ONE, 2663.

104T . Xu, J. Jin, C. Gregory, J.J. Hickman et T. BdlaBiomaterials, 2005, 26, 93-99.
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Dépot par « electrospray »

Le dépodt par « electrospray » initialement dévefoppr Zelenyet af®® consiste a
€jecter la solution a déposer depuis une aiguéis e support en appliquant une différence
de potentiel entre la solution et la surface dedtddpe liquide nébulisé se dépose sous forme
de fines gouttelettes. Morozet al*®® ont démontré qu'il était possible de structureddpot
par « electrospray » au travers d'un masque poposi#E les molécules selon des motifs
précis (Figure 24).

. . —0 T
Capillaries O ¢O [
Guard \ © - Switeh
ring AilBlIClID
L == L+ To power
Dielectric, .
hield — supply
shied 2 A~ < b [
L]
\: V2R SN
Mask \ :
\—I-/ .
— — —l_

\A};}D \\ / : Electrode

Matrices Substrate

Figure 24 : Schéma représentant le principe de l'ettrospray de solution au travers d'un
masque par application d’une différence de potentieentre la solution et la surface de dépdt’

En 2001, Moermaet al.}°” ont développé une technique plus simple et sarssjmea
de dépot par « electrospray » appelé « ScanningeRviicroscopy » (SPM). Cette technique
utilise une nano-pipette, qui, au lieu de libérarsblution en spray, la libere par goutte
individuelle (Figure 25a). Le dépo6t de la goutteamtrolé par le champ électrique et par la
distance entre la pipette et la surface (Figure.25b Figure 25 illustre un exemple de dép6t
de lactate déshydrogénase par SPM.

1053, Zeleny, The Physical Review, 1914, 3 (2), 69
1%y .N. Morozov et T.Y. Morozova, Anal. Chem. 1999, 3110-3117.
197 R. Moerman, J. Frank, J.C.M. Marijnissen, T.G.Mh&khammer, et G.W.K. van Dedem, Analytical

Chemistry, 2001, 73, 10, 2183-2189.
e
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a) b) o)

Ag/AgCl electrodes

Nano-pipette

[/

« T250-100um

——— | 4
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Figure 25 : Schéma représentant a) le principe deépot par « Scanning Probe Microscopy %,
b) le contréle de libération des gouttes en fonctiode la distance entre la nano-pipette et la
surface ; c) exemple de dépot de lactate déshydrogése par SPM® 1%

Dépbt par activation laser (LIET)

Pour le dépbt par activation laser (en anglais setdnduced Forward Transfer »)
(LIFT), un film mince déposé sur un support activable gsité par un laser. Au point d’impact
du laser sur le support, une goutte de solutiorgjestée du film mince pour étre déposée sur la
surface placée en dessous du filsigire 26a). Le volume de la goutte ainsi déposé, est lié
directement a I'énergie libérée par le ladeigire 2®). Ainsi la taille des spots peut varier de
guelques dizaines de nanometres a plusieurs ceatdamicrometres. Cette technique permet le
dépdt d’'une tres grande variété de matériaux lepiidt méme solides sans les dénaturer :
protéines®®, ADN? cellules souches embryonnairEs polystyréne*? En 2005, Colinat al.*
ont prouve l'efficacité de cette technique poucdeception de biopuces a ADN. La qualité des
résultats obtenus aprés hybridation sont équivalé@nteux résultant d’'un dépdt par robot a
aiguilles Figure 26c¢) et d)).

198 A, Bruckbauer, L.M. Ying, A.M. Rothery, D.J. Zhod.I. Shevchuk, C. Abell, Y.E. Korchev, et D.
Klenerman, Journal of the American Chemical Soc¢i2®p2, 124, 30, 8810-8811.

1093 A. Barron, H.D. Young, D.D. Dlott, M.M. DarfleR.B. Kriman, et B.R. Ringe, Proteomics, 2005, 538
4144.

10p Serra, J.M. Fernadez-Pradas, M. Colina, M. Bsi@tla, J. Dominguez et J.L. Morenza, -Journalasfer
Micro/Nanoengineering, 2006, 1, 3, 236-242.

BIN.T. Kattamis, P.E. Purnick, R. Weiss, C.B. Arrmldpplied Physics Letters, 2007, 91, 171120

12 A, Palla-Papavlu, V. Dinca, |. Paraico, A. Moldayd. Shaw-Stewart, C.W. Schneider, E. Kovacs,ifpért
et M Dinescu, Journal of Applied Physics, 2010,,1@83111-1;033111-6.

3 M. Colina,, P. Serra, J.M. Fernandez-Pradas, ill§et J.L. Morenza, Biosensors and Bioelectren005,
20, 8, 1638-1642.
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a) b)
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Figure 26 : Schéma représentant a) le principe duépdbt par activation laser, b) la taille des spots
déposés en fonction de I'énergie libérée par le ks; image en fluorescence c) aprés hybridation
d'une biopuce a ADN fabriquée par dépdt par activabn laser, d) aprés hybridation d'une
biopuce a ADN fabriquée par robot a aiguilles. (Imges adaptées des travaux de Colingt al.,
2005).

En conclusion, les techniques d’adressage de b@mulgls sur des surfaces planes sont
nombreuses et variées. On distingue deux grandégarges de techniques adaptées a|la
production de biopuces a ADN. D’'une part, cellesnptant le dépot d’oligonucléotides
synthétiques et celles permettant la synthese ligsnacléotides directement sur le suppo
Les critéeres indispensables a la production deugiep a ADN sont : la robustesse de |la
technique, la reproductibilité et le multiplexagesddépodts. Actuellement les méthodes qui
répondent au mieux sont les méthodes de synthesstu Néanmoins, elles ont pou
inconvénient d’étre relativement complexes a medre ceuvre et sont onéreuses. Les
meéthodes de dépdt d’oligonucléotides synthétiqaesip robot a aiguilles ou jet d’encre sont
celles utilisées le plus souvent.

(i

B.4. Hybridation des acides nucléiques cibles

L’étape d’hybridation correspond a I'étape ou legl@s nucléiques cibles issus de
'échantillon a tester, marqués généralement erordkcence, sont incubés sur les
oligonucléotides sondes de la biopuce. L’hybridati@ntre les cibles et sondes
complémentaires est fondée sur les propriétés deplémentarité des bases azotées des
nucléotides. Si deux séquences oligonucléotidicgmd complémentaires et antiparalléles
elles vont s’hybrider de maniére spécifigue par Hasons de faible énergie (liaison
hydrogéne) s’établissant entre leurs bases azdtéesomplémentarité des séquences n’est

pas suffisante pour que I'’hybridation ait lieu. lpgepriétés intrinseéques du milieu réactionnel
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(température, pH, concentration en cation monovatenstituant le tampon d’hybridation)
sont primordiales pour que I'hybridation ait li€d:**

Dans cette partie, nous verrons les points-cléspedsables a I'’hybridation ainsi que
I'utilité de I'étape de lavage de la puce apregbitdation.

B.4.a. Conditions d’hybridation

v Température d’hybridation

Comme évoqué dans la partie B.1.b, la températairiglon (Tm) est un parametre
clé pour I'hybridation. Dans le cas des biopuceSDiN, les couples sondes-cibles choisis
doivent avoir une température de fusion proche p&assurer que toutes les réactions
d’hybridation puissent avoir lieu dans les condaiidixes de I'hybridation. D’'un point de vue
expérimental :

 Si la température du milieu réactionnel est supésieau Tm, les
oligonucléotides cibles et les sondes complémesgaie s’hybrideront pas.

* Si la température du milieu réactionnel est égaldégerement inférieure au
Tm, il y aura hybridation spécifique, entre oligolaotides cibles et les sondes
complémentaires.

» Sila température est tres inférieure au Tm, ilgyaghybridation des cibles et
sondes complémentaires mais aussi des hybridat@mspécifiques (cibles et
sondes non complémentaires).

La température de fusion dépend de la longueuiratyment, de la composition en
Cytosine et Guanine et de la concentration en Mais

* La température de fusion diminue quand la forcegiom du milieu diminue
(concentration en cations). En effet, en neutratisme partie des charges
négatives des groupements phosphates portés pacidss nucléiques, les
cations s’opposent aux forces de répulsion quitexisentre les deux brins.
Les cations stabilisent la double hélice entre dains complémentaires.

e La température de fusion diminue quand le pH augeneBn effet, a pH
alcalin, tous les groupements phosphates exposentlhiarge négative ainsi
les forces électrostatiques de répulsions augmeritarstructure double brin
est moins stable.

« La température de fusion diminue en présence dtagetenaturants
(formamide, urée). Ces derniers agissent commeirdisiteurs compeétitifs
des interactions hydrogenes qui s’établissent eldgse paires de bases

143 Russell, L. A. Meadows, R.R. Russell, Microgtechnology in Practice, 2009, livre édité pareier.

15 AL Reldgio, C. Schwagerl, A. Richterl, W. Ansor@:ﬂ.VaIcérceI, Nucl. Acids Res., 2002, 30, 11, e5
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complémentaires. Ces composants peuvent servinawkr les hybridations
non spécifiques ou a « uniformiser » les Tm de sgges tres différentes.

v' Stringence du milieu

La stringence du milieu réactionnel (tampon d’hgation) désigne les conditions
expérimentales de température, de pH et de forugue permettant I’hybridation entre les
oligonucléotides monobrin. La stringence est liéka é&empérature et a la concentration en
cations monovalents (Napar exemple). Les conditions sont trés stringemfeand la
température est élevée, la concentration enasafaible, tandis qu’elles sont peu stringentes
lorsque la température est faible et la conceotraéin N& est élevée. D'un point de vue
expérimental, les conditions trés stringentes rentleybridation moléculaire plus difficile et
favorisent I'hybridation spécifique alors que lesnditions peu stringentes favorisent les
hybridations non spécifiques. Les conditions idealent un compromis entre les deux.

v" Le temps d’hybridation

Le temps d’hybridation est également un parameé® important pour I'hybridation
des acides nucléiques cibles sur leurs sondes éameplaires® Le temps d’hybridation
dépend principalement des concentrations en magcudondes et cibles et plus
particulierement du ratio entre les deux conceioinat Il est fortement recommandé que les
oligonucléotides sondes soient en fort excés pppa a la concentration en acides
nucléiques cibles au risque que I'encombrementgsi&rempéche I'hybridation spécifique.
Le temps doit étre suffisamment long afin que l@des nucléiques cibles rencontrent leurs
sondes complémentaires. En revanche, des tempbritlagion trop longs favoriseront les
hybridations non spécifiques.

v" La composition du tampon d’hybridation

Lors de I'hybridation des acides nucléiques citdas la biopuce, ces derniers sont
contenus dans un tampon permettant de réunir leditamns expérimentales favorisant
I'hybridation spécifique tout en limitant I'hybritan non spécifique. C’est pourquoi
généralement, les tampons d’hybridation contiennené forte concentration en sel,
détergent... Les plus communs sont décrits ci-de$Saus

e Le chlorure et citrate de sodium (SSC) est unecgode cations monovalents
qui interagissent principalement avec les phosghdts acides nucléiques
pour diminuer les interactions électrostatiques reentes deux brins
oligonucléotidiques et ainsi augmenter la stabdeg doubles brins.

+ Le formamide et le dithiothreitol (DTT) sont desngmosés organiques qui
réduisent la stabilité thermique des liaisons hgdnes entre cibles et sondes.

18 D R. Dorris, A. Nguyen, L. Gieser, R. Lockner, Bublinsky, M. Patterson, E. Touma, T.J. Sendera, R.
Elghanian et A. Mazumder, BMC Biotechnology, 20831-6.

17 Russell, L. A. Meadows, R.R. Russell, Microa@nology in Practice, 2009, livre édité par Eise
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lIs permettent de favoriser les hybridations spgeds en abaissant la
température.

« L’EDTA est un cation divalent chélateur de calci@#* et magnésium Mg.
L’effet de ce cation permet de favoriser I'hybridatspécifique.

e ADN de sperme de saumon, polyA, Denhardt’s sont dgents dits
«saturants » qui permettent de limiter les hybiigest non spécifiques et les
interactions non spécifiques avec la surface.

B.4.b. Lavage de la biopuce apres hybridation

Apres I'étape d’hybridation, la biopuce a ADN eavde. Cette étape indispensable
permet d’éliminer tous les acides nucléiques ndorilgs ou hybridés non spécifiquement.
Elle contribue également a réduire le bruit de foledla puce, c'est-a-dire les interactions
possibles entre les cibles marquées et la surfade puce. Ceci provoque une augmentation
du bruit de fond qui serait préjudiciable pour Bfyse des signaux. Généralement, cette étape
est constituée de plusieurs immersions de la paos des tampons de lavage avec ou sans
agitation. Le premier bain est réalisé dans un tangont la stringence est équivalente a celle
du tampon utilisé pendant I'hybridation. Puis laingience des bains suivants augmente
progressivement. Aprés cette étape de lavagegpbe peut étre lue.

En conclusion, nous avons vu que I'hybridationeuieux acides nucléiques sondes|et
cibles ne reléve pas uniquement de la complémé&htdei leurs séquences. La température| le
temps d’hybridation, ainsi que les éléments cametit le tampon d’hybridation sont des
parametres thermodynamiques et cinétiques indigpésa I’hybridation. D’'un point de vud
expérimental, si les conditions d’hybridation nentsgas optimales, certaines entité
biologiques présentes dans I'échantillon et a iflentne le seront pas. C'est ce que I'g
appelle des résultats « faux négatifs ». De pkscbnditions de lavage de la biopuce ap
I'étape d’hybridation sont également primordialesupne pas fausser l'interprétation de
résultats. Elles ont notamment pour but d’éviter désultats dits « faux positifs » lies a la
présence d’hybridations non spécifiques et de éimé bruit de fond de la puce.

S
n
es
S

B.5. Méthode de lecture

La « lecture de la biopuce » vise a identifier dddes hybridées sur la biopuce pour
interpréter le résultat de I'analyse. Pour celaybridation doit étre identifiée et transformée
en un signal analysable par un «transducteur >eeAour la méthode de détection de
référence pour les biopuces & ADN est la fluoreseelue par un scanner de fluorescence.
Néanmoins, cette méthode de biodétection n'estlpaseule. En effet, il existe d’'autres
méthodes de détection avec et sans marquage deidlation qui seront décrites dans cette
partie.
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B.5.a. Les méthodes de détection avec marquage

v' La fluorescence

La fluorescence est la méthode de détection laydilisée pour les biopuces a ADN.
C’est une méthode trés sensible et non destrucivaque oligonucléotide cible incubé sur la
puce a préalablement été marqué par un ou pludieorsphores. Les deux fluorophores les
plus employés sont principalement la Cyanine 3 j@y3a Cyanine 5 (Cy5), car ils possedent
des rapports quantiques élevés et peuvent étrepm@s aux biomolécules cibles, par
couplage chimique ou bien pendant une amplificappan PCR en utilisant des amorces
marquées® Comme ils possédent des spectres d'absorptioiémission distincts, ces deux
fluorophores peuvent étre utilisés simultanémenir pm double marquage, particulierement
intéressant pour les tests multiparamétriques.

Lorsqu’un fluorophore est excité par une sourceiheorse d’'une longueur d’onde
identigue a celle de sa longueur d’onde d’excimgtial se retrouve dans un état
électroniquement excité. Son retour a I'état foretatal se traduit alors par une émission de
fluorescence selon le diagramme de Jablonski (Eigua).

La Figure 27b) illustre un exemple de lecteur dmréscence commercialisé par la
société Innopsys pour la lecture de biopuces adkaence au format d’'une lame de verre.

a) b)
53 . ; ! T -
——  excited / § |
S, higher energy ; ;
triplet states ‘ ,‘
o 51— e
g‘ absorbed
[ =4 I._t
. excliér;..gt emitted = ‘
fluorescence triplet
light states
S '\‘J phosphorescence
0
ground state

Figure 27 : a) Diagramme de Jablonski décrivant ledifférents processus de désexcitation
possibles suite a I'excitation d’un composé par abgption d’'un photon. Les processus non-
radiatifs sont représentés par des fleches onduléekes processus radiatifs par des fleches
droites.*® b) Photographie d’un scanner de fluorescence commaalisé par la société Innopsys.
120

Toutefois, méme si cette méthode de détectioncdsellement trés largement utilisée,

elle nécessite un appareillage complexe et co(peux I'excitation et la détection du signal

18 M. Bally, M. Halter, J.V6rés, H. M. Grandin, Suckaand Interface Analysis, 2006, 38, 11,1442-1458.

19 site internehttp://web.uvic.ca
120 sjte internehttp://www.innopsys.com/

37



Introduction bibliographique

emis. De plus, les phénomenes de photo-blanchimentenching » ainsi que la fluorescence
intrinseque du support peuvent poser probleme paudétection de I'événement de
I’hybridation.

v" La chimiluminescence

Cette méthode de détection repose sur une réagtiarique ayant pour conséquence
la production de lumiére. La molécule produite lparéaction se trouve dans un état excité et
lors de son retour a I'état fondamental elle émet ande électromagnétique. La réaction la
plus connue est l'oxydation du luminol (5-amino-@iBydrophthalazine-1,4-dione) en
présence de peroxyde (Figure 28)'#

o] y *
olola]
NH
rLH catalyseur / co-coxydant @: i N + Hy0
Y cCoor
NH, © NH,
Luminol l
COoOr
CE + hv
Y coCr
NH; Emission de lumiere

Figure 28 : Mécanisme d’oxydation du luminol en saition aqueuse.

Cette méthode de détection a largement été détaris la littérature pour la détection d’une
hybridation entre deux oligonucléotidgs, >+ 12° 126

v" La colorimétrie

La détection par colorimétrie est trés utiliséerdes tests dit « Point of Care » (POC).
Simple d'utilisation et peu colteuse, elle permetddnner un premier résultat en quelques
minutes. De nombreux « immuno-tests » sont coldriques comme par exemple le test de
grossesse ou encore certains tests de détectmle er bactérienne (VIKIA® Rota-Adeno,
HIV-1/2).2%

Il existe deux approches pour la détection par roulketrie : soit le marquage est
réalisé par une particule colorée soit par une mezgatalysant la production d’'un produit

1211 0.Albrecht H.O., Chemie- international journékesearch in physical chemistry & chemicalphysi@28,
136, 321-330

122Blum L.J., Bio- and chemi-luminescent sensors g iédité par World Scientific en 1997

123 M.S. Urdea, B.D. Warner, J.A. Running, M. Stempi&nClyne et T. Horn, Nucl. Acids Res., 1988, 18,
4937-4956.

124 A Jayne, A. Batki, C. Hynd et , L.J. Krick, Angéibal Biochemistry, 1985, 151,1 205-209.

125 J. Cheek, A.B. Steel, M.P. Torres, Y-Y. Yu, et¥ang, Anal. Chem., 2001, 73, 24, 5777-5783.

126 \W. Fang, M. Chao, Z. Xin, L. Chuanyan, D. Yan etMbngyue, Journal of Biomedical Nanotechnology,
2012, 8, 5, 786-790.

127 hioMérieux, www.biomerieux.fr
.
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coloré. La plupart de ces tests POC colorimétriguegggsent sur un marquage par des
nanoparticules d'of?®!?*13% Concernant les détections par une enzyme catalylsan
production d’un produit coloré, Peterserakt en 200%! puis Cretich etl. en 20162 ont
respectivement utilisé des marqueurs enzymatiquesr pa détection d’hybridations
oligonucléotidiques sur gel d’agarose et sur ndllotose. Ce type de supports poreux est
particulierement adapté a la détection par coldrieéar ils permettent de retenir le précipité
coloré formé sur le support. Néanmoins, ces tectesigde marquage sont fréquemment
associées a des problémes de bruit de fond endanque de sensibilité, ce qui peut s’avérer
particulierement problématique pour la conceptierbebpuces a ADN.

v Les méthodes magnétiques

La détection par méthodes magnétiques implique aipagjue oligonucléotide cible
incubé sur la puce soit marqué par une particulgnét@gue généralement nanométrique.
L’identification de I'hybridation est faite par ldétection du champ magnétique généré par
cette particule. La lecture s’effectue a I'aiderdazapteur de champ magnétique suffisamment
sensible pour mesurer le champ crééCette technique de détection a déja été décrite lpo
détection de I'hybridatiof®*13>13¢

B.5.b. Les méthodes de détection sans marquage

Certaines méthodes de détection dites sans marqegeettent de s’affranchir du
marquage des cibles pour l'identification de I'hnglation. Dans cette partie seront décrites les
méthodes de détection sans marquage de I'hybridhtisées sur des principes mécaniques et
optiques.

v Les méthodes mécaniques

Deux meéthodes de détection mécanique sans margsage développées: la
microbalance a quartz et les micro-poutres.

» Détection par microbalance a quartz

Le principe de détection par la microbalance a tgué@CM) est basé sur le
phénomeéne de résonance mécanique. Un cristal diz doeatériau piézoélectrique) est placé
en résonance meécanique par application d’'une teraiernative grace a deux électrodes de

128 Mao, Y. Ma, A. Zhang, L. Zhang, L. Zeng et GulAnalytical Chemistry, 2009, 81, 4, 1660-1668

129 3. Aveyard, M. Mehrabi, A. Cossins, H. Braven etViRlson, Chemical Communications, 2007, 41, 4251-
4253

130R. Aveyard, B.P. Binks et J.H Clint, Analytical @histry, 2003, 75, 16, 4155-4160

131 petersen J. et al., Analytical Biochemistry, 20860, 1, 169-171.

132 M. Cretich, V. Sedini, F. Damin, M. Pelliccia, Bola et M. Chiari, Analytical Biochemistry, 20107 1,
84-88.

133 C R. Tamanaha S.P. Mulvaney, J.C. Rife, L.J. Whitman, Biosessamd Bioelectronics, 2008, 24, 1-13.
1345 Katsura, T. Yasuda, K. Hirano, A. Mizuno eff&naka, Supercond. Sci. Tech., 2001, 14, 1131-1134.

135 J.C. Rifea, M.M. Millera, P.E. Sheehana, C.R. Taatma, M. Tondrab et L.J. Whitman, Sensors and
Actuators A: Physical 2003, 107, 3, 1, 209-218.

136 M.M. Miller, P.E. Sheehan, R.L. Edelstein, C.Rniemaha, L. Zhong, S. Bounnak, L.J. Whitman et R.J.
Colton, J. Magn. Magn. Mater. 2001, 225, 138-144.
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contact. Ce quartz est utilisé comme support aeeFaction biologique et sa fréequence de
résonance dépend de sa masse totale. Lorsqu’ie emr résonance, l'adsorption de
biomolécules a sa surface va entrainer un changedeha masse totale du quartz et la
fréquence de résonance va diminuer. Lorsque lezjeat fonctionnalisé avec des molécules
sondes, cette technique de détection sans margeaget de détecter une interaction ou une
hybridation cibles-sondes. Cette technique a laeggneté décrite pour la détection de
'hybridation entre oligonucléotides sondes et &#l et la conception de
biocapteurg?’138:139.140.141.142148 a handant le multiplexage de I'analyse est réaluitombre

de chambres microfluidiques (4 ou 6).

La Figure 29 a) représente un exemple d’une mit¢aoba a quartz a 4 cellules fluidiques qui
peuvent étre utilisées en série ou en parallele Eigure 29 b) est un schéma représentant un
guartz vu de dessus et de dessous.

a) b)

Quartz vu de dessus Quartz vu de dessous

N

=

—

Figure 29: a) Photographie d'une microbalance a ocartz (Q-SENSE E4); b) schéma
représentant un quartz vu de dessus et de dessoles électrodes sont représentées en jaune et le
guartz en gris. (Images adaptées du site interndttp://www.g-sense.com.

» Détection par micro-poutre

Le principe de détection par micro-poutfésepose sur la mesure de la déflexion
d’'une poutre lors de I'accrochage des molécules sugace. Dans le cas ou les biomolécules
sondes sont immobilisées a la surface des pouirdgsraction cible-sonde entraine un ajout
de masse sur la poutre qui modifie sa fréquencéstmance (Figure 30a). La déflection de la
poutre peut étre mesurée soit par un élément @gistif “**(Figure 30b) qui délivre une

137y, Okahata, Y. Matsunobu, K. ljiro, M. Mukae, A.uvakami et K. Makino, J. Am. Chem. Soc., 1992, 114,
21, 8299-8300.

138 F Caruso, E. Rodda, D.N. Furlong, K. Niikura etOkahata, Anal. Chem., 1997, 69, 11, 2043-2049.

139y, Okahata, M. Kawase, K. Niikura, F. Ohtake, Hiriisawa et Y. Ebara, Anal. Chem., 1998, 70, 7, 1288
1296.

10FE Hook, A. Ray, B. Nordén et B. Kasemo, Langm2@01, 17, 26, 8305-8312.

114, Tai Hwan, K. Sunhee, L. Geunbae et K. Kwan sBitsors and Bioelectronics, 2004, 20, 2, 15, 388-38
142 C.Yaoa, T. Zhub, J. Tang, R.Wu, Q. Chen, M. Ch&n,Zhang, J. Huang et W. Fu, Biosensors and
Bioelectronics, 2008, 23, 6, 879-885.

1437, Zwang , K. Singh, M.S. Johal, et C.R. SetaskiMed. Chem., 2013, 56, 4, 1491-1498.

144 5K Vashist - J. of Nanotechnology, 2007 - azonzom.

145G.Y. Kanga, G.Y. Han, J.Y. Kang et I-H. Cho, H4Park, S-H. Paek et T.S. Kim, Sensors and Actudors

Chemical, 2006, 117, 2, 332-338.
e
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tension proportionnelle a la déformation soit parfaisceau laser pointé sur la poutre et a un
photodétectedf® (Figure 30c).

a) b) c)

lasere
photodétecteur «
élément piézo-résisitif

Lot~ o

Figure 30 : a) schéma représentant la déflection da micropoutre lors de la fixation ciblesA-

sondesA ; schéma d'une poutre dont la déflection emesurée b) par un élément piézorésistif ; ¢)

par un photodétecteur™*’

Cette méthode de biodétection est décrite dangtéaature notamment pour la détection de
I'hybridation entre oligonucléotide§®149150-151

v" Les méthodes optiques

Les méthodes de détection optigue sans marquageildes sont trés nombreuses.
Dans cette partie seront présentées: le systemessimance plasmonique de surface,
I'ellipsométrie, la réflectométrie, I'interféeroméret la diffraction.

» La détection par résonance plasmonique de surface

La résonance plasmonique de surface (SPR) esteghaiue optique permettant la
détection en temps réel et sans marquage desdtibe biomoléculaires. Le support sur
lequel sont immobilisées les molécules sondes restsurface recouverte d’'une fine couche
meétallique généralement de I'or ou de l'argent.suaface en argent est tres rare a cause de
son oxydation. a cause de son oxydation. Lorsquiumgere monochromatique incidente est
réfléchie sur la face arriére de la couche métadlig 'angle de réflexion total, une partie de
'énergie de cette onde est transmise a traversolehe métalligue sous forme d’onde
évanescente dans le milieu diélectrigue généraledfmemé par le milieu et les sondes
biologiques (Figure 31). L’interaction cible-songeovoque une modification de l'indice

optique du diélectrique et modifie ainsi les coiodis de réflexion totale.

16 K.Y. Gfeller, N. Nugaeva et M. Hegner, Biosensamgl Bioelectronics, 2005, 21, 3, 528-533.

1473.C. Cau, Thése INSA, Toulouse, 2009

148 R. Mukhopadhyay, M. Lorentzen, J. Kjems et F. Béseher, Langmuir, 2005, 21, 18, 8400-8408.

19R. Raiteri, M. Grattarola, H-J Butt et P. Skladsénsors and Actuators B: Chemical, 2001, 79, 213,126.
%05 M. Yang, C. Chang, T.I. Yin et P.L. Kuo, Sensamsgl Actuators B: Chemical, 2008, 130, 2, 674-681.

151 C-W Huang, H-T Hsueh, Y-J Huang, H-H Liao, H-H T$&Z Juang, T-H Lin, S-S Lu, C-T Lin, Sensors
and Actuators B: Chemical, 2013, 181, 867-873.
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Chambre réactionnelle e Molécules cibles
3 ° *
& i

Onde évanescente
—— Molécules sondes

Couche métalligue ——»
Couchede verre ——»

Faisceau incident polarisé
Capteur

Figure 31 : Représentation schématique d’'un dispa#i SPR (Genoptics).

La détection est mesurée soit par I'étude de vanatde I'angle de résonance au cours

du temps, (Résonance Plasmonique de Surface (SRRRyathssique»), soit par I'étude des
variations de réflectivité induites par la variatid’angle au cours du temps (Résonance
Plasmonique de Surface par imagerie (SPRIi)). Qetthnique de biodétection largement
décrite pour la détection de I'hybridation oligotéatidique®*>*>*>*peut &tre multiplexée®,
a basse et moyenne densité. Le multiplexage détéectibn sur un seul prisme est réalisé soit
par l'utilisation de canaux fluidiques sur le prisifFigure 32a), soit en déposant les sondes
sous forme de spots directement a la surface dmpr{Figure 32b). De plus, cette technique
permet de déterminer les constantes d’affinitéecles molécules.

a) b)

Figure 32: a) Représentation schématique de la tek fluidigue du ProteOn XPR36"°; b)
Photographie représentant un prisme recouvert de sys de différentes sondey’.

152K A. Peterlinz R.M. Georgiadis, T.M. Herne et MT&rlov, J. Am. Chem. Soc., 1997, 119,14, 3401-3402
153 A J. Thiel, A.G. Frutos, C.E. Jordan, R.M. Corédl. Smith, Anal. Chem., 1997, 69, 24, 4948-4956.
154B. P. Nelson, T.E. Grimsrud, M.R. Liles, R.M. Goaah, et R.M. Corn, Anal. Chem., 2001, 73, 1, 1-7.
135 C. Corne, J-B Fiche, D. Gasparutto, V. Cunin, &a8iti, A. Buhot, J. Fuchs, R. Calemczuk, T. Livaet
A. Favier, Analyst, 2008,133, 1036-1045.

156 \www.bio-rad.com

157 These Flavien Pillet, thése INSA, Toulouse, 2010.
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* La détection par ellipsométrie

Le principe de l'ellipsométrie consiste a éclail@rsurface de I'échantillon par une onde
monochromatique polarisée et de détecter les noatiifins de la polarisation de I'onde

réflechie (Figure 33). Des modeles sur les intevastonde-matiére permettent de déduire les
indices et les épaisseurs des couches constituanbktrat.

Différents travaux sont décrits dans la littératsig la détection de I'hybridation entre

oligonucléotides sondes et cibles par ellipsomé&tfi&?1°°

Source 2
Détecteur

. Analyseur X‘\:

\ Polariseur P
polarisation t P / Pol_ar:j&?tion
aléatoire / @ linéaire

\ /
I‘I"\ .f/
-

Polarisation Polarisation
linéaire Echantillon elliptique

Figure 33 : Schéma représentant le principe de I'ifhsométrie.
» La détection par réflectométrie

Le principe de la réflectométrie est basé surééiexions multiples de la lumiere d’'un
substrat composé de multicouches. Lorsque le substmposé d'une superposition de
couches d’indices optiques et d’épaisseurs diftéresst éclairé avec une lumiére blanche,
cette derniére est partiellement réfléchie par oshampuche. L’onde réfléchie par le systéeme
multicouches correspond a l'interférence d’ondgshd8ées les unes par rapport aux autres.
Son amplitude dépend de la longueur d’onde utilisag ce principe, il est possible de
détecter une hybridation entre deux oligonucléstitfe'®21%%En effet, lorsque le support est
fonctionnalisé avec des oligonucléotides sondéyblidation des cibles sur ces sondes va
entrainer I'ajout d’'une couche modifiant ainsi pestre de réflexion (Figure 34).

1% G, Demirel, M.O. Cglayan, B. Garipcan et E. Rin, Surface Science, 2008, 602, 4, 952-959.

1%9N. C. Hoai Le, V. Gubala, R.P. Gandhiraman, C.|€o$. Daniels et D.E. Williams, Anal Bioanal Chem,
2010, 398, 1927-1936.

180y, V. Vlasov, A. N. Sinyakov, D. V. Pyshnyi, S. WRyhlitskii, V. N. Kruchinin, E. V. Spesivtsev, A.
Pyshnaya, E. V. Kostina, E. D. Dmitrienko et V.Bessmel'tsev, Optoelectronics, Instrumentation Badh
Processing, 2011, 47, 5, 472-481.

181 M. Sauer, A. Brecht, K. Chariss¢, M. Maier, M. &er, |. Stemmler, G. Gauglitz et Ernst Bayer, Anal
Chem., 1999, 71, 14, 2850-2857.

182 G. Proll,, L. Steinle, F. Proll, M. Kumpf, B. Modd, M. Mehlmann et G. Gauglitz, Journal of
Chromatography A, 2007, 1161 2-8.

13T, Gao, J. Lu et L.J. Rothberg, Anal. Chem. 205,6622-6627
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Figure 34 : a) Schéma représentant le principe d'uphénomeéne de réflectométrie ; b) spectre
obtenu avant (en trait plein) et aprés hybridation(en trait discontinu). (Images adaptées des
travaux de G. Proll et al.,2007)

» La détection par interféerométrie

Ce principe de détection est basé sur l'interfézedre différentes ondes lumineuses.
Si I'on s'intéresse a I'exemple de l'interférométie Young'®* chaque guide d’onde (canaux)
fonctionnalisé avec des biomolécules sondes se amdengn sortie comme deux sources
lumineuses qui émettent dans I'espace libre etrgeiferent entre elles sur un écran. Dans le
cas ou il y a interaction de molécules cibles ssrduides d’'ondes fonctionnalisés avec des
biomolécules sondes, la figure d’interférences sadifiée (Figure 35).

y
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Figure 35 : Principe de détection représentant unapteur basé sur l'interférometre de Young
composé de plusieurs branches et donc mesurant pilesrs interactions. (Images adaptées de A.
Ymeti et al.,2007).

» La détection par diffraction

Une structure périodique (comme un réseau de ljgéesirée par une onde plane
monochromatique transforme cette onde en un faiscgbechi et en des faisceaux diffractés
suivant des ordres caractérisés par des anglesedjémces différents appelés figures de
diffraction (Figure 36). L’'amplitude de ces ordrésant dépendante de l'arrangement

184 A, Ymeti, J. Greve, P.V. Lambeck, T. Wink, W.F.en, A.M.Tom, R.R. Wijn, R.G. Heideman, V.
Subramaniam et J.S. Kanger, Nano Lett., 2007, 4339 .
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périodique du réseau (période p, largeur | et hatades lignes), toute variation de structure
modifiera la figure de diffraction. Sur ce princjp@ybridation d’acides nucléiques cibles sur
un réseau de sondes modifiant I'arrangement pépiedde ce réseau changera la figure de
diffraction.

Ordre de diffraction

Ordre de diffraction

Figure 36 : Schéma représentant le principe de diffiction d’une source lumineuse par un réseau
de lignes périodiques.

Les premiers travaux sont décrits par Tetgl.°®> en 1991. IIs réalisent un réseau de
lignes micrométriques d’anticorps « actifs » a ipadtune couche homogéne d’anticorps.
Pour cela, les auteurs inactivent des lignes dtars par illumination avec un rayonnement
ultraviolet a travers un masque, ce dernier posgéala enchainement périodique de lignes
opaques et transparentes. Puis le réseau est iagebd’antigene spécifique de I'anticorps.
En mesurant l'intensité diffractée a l'ordre 1 avamis apres l'interaction, un signal de
diffraction initialement absent apparait apresclibation (Figure 36). L'empilement des
molécules cibles sur les lignes d’anticorps actifsréé un réseau de lignes diffractant la
lumiére. Ces travaux valident ce principe de dé&ade l'interaction sans marquage.

15y, G. Tsay, C. I. Lin, J. Lee, E. K. Gustafson, Appelqvist, P. Magginetti, R. Norton, N. Teng, @t
Chariton, CLIN.CHEM,, 1991, 37, 9, 1502-1505.
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Figure 37 : Principe de biodétection sans marquagear diffraction optique développée par Tsay
et al.1991.

Ce principe de détection fut également adaptédétaction de bactéridsscherichia
166,167

coli et Renibacterium Salmoninaruarpartir de motifs périodiquebkanticorps.

Par ailleurs, a partir des années 2000, J.B. GAlN, Roo, P.L. Tam et M.C. Goh ont
largement contribué au développement de ce prindgedétection pour lidentification
d’interactions protéiques. Dans un premier temgss auteurs ont montré que la détection par
diffraction de plusieurs analytes simultanémenit @assible’®® Pour cela, deux réseaux de
lignes (micrométriques) de molécules sondes difité&® ont été fabriqués par microcontact
printing sur lames de verre. Ces réseaux sont papés avec une rotation de 90° l'un par
rapport a l'autre (Figure 38a). Cet angle permetlidsocier les deux figures de diffraction
émises par les réseaux et ainsi de quantifieelisité de diffraction de chaque réseau (Figure
38b). La comparaison des intensités de diffrachwant et aprés interaction a permis de
détecter une interaction protéique.

En 2001, les avancées technologiques ont condaitigation de la société Axela, qui
a commercialisé un systeme dédié a la détectiomntirsctions protéiques en temps réel par
diffraction optique.

186 F Morhard, J Pipper, R Dahint et M Grunze, SenaacsActuators B: Chemical, 2000, 70, 1-3, 232-242.

16735.W. Howell, H.D. Inerowicz, F.E. Regnier, et Reifenberger, Langmuir, 2003, 19, 2, 436-439.

168 3.B. Goh, R.W. Loo, R.A. McAloney et M.C. Goh, Afsioanal Chem, 2002, 374, 54-56.
e
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Figure 38: a) Schéma représentant la réalisation el deux réseaux de molécules sondes
superposés avec une rotation de 90° I'un par rappbm I'autre par microcontact printing ; b)
schéma représentant le principe de détection desgfires de diffraction des deux réseaux.
(Images adaptées des travaux de J.B. Gah al. 2002).

A partir de 2003, les auteurs ont ajouté un prigtene cellule fluidigue au systéme
de détection (Figure 39a). Le prisme est positisurda face arriére de la lame qui comporte
le réseau et permet de se placer dans une cortfgude réflexion totale interne (TIR, total
internal relection) pour collecter plus de 95% 'dednsité du laser (Figure 39b). Ce systeme
permet d’augmenter la sensibilité de la détectioi?

169 3.B. Goh, P.L. Tam, R.W. Loo, M.C. Goh, Analyti@bchemistry, 2003, 313, 2, 262-266.
170 3 B. Goh, R.W. Loo, M.C. Goh, Sensors and ActaBr2005, 106, 243-248.
e
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Figure 39 : a) Schéma représentant le systéme conggodu prisme positionné sur la face arriere
de la lame comportant les réseaux de molécules sasdet la cellule microfluidique ; b) Schéma
représentant le systéme complet de biodétectionnfages adaptées des travaux de J.B. Gehal.
2005).

A ce jour et & notre connaissance, aucun travaucetoant la détection d’'une
hybridation entre deux oligonucléotides par diffiat n'a été recensé dans la littérature sans
avoir ajouté un marquage aux acides nucléiquesssilsbmme dans les travaux de Baiey
al.'™ oul les auteurs détectent une hybridation ADN-ADA giffraction grace au marquage
des cibles avec une nanoparticule d’or.

C. Les principales applications des biopuces a ADN

Les biopuces a ADN ont été développées initialenfnir des applications de
recherche académique.

C.1. Etudes du transcriptome

L’étude du transcriptome permet d’obtenir le prafiexpression des génes étudiés
c'est-a-dire la variation de leur niveau d’expr@ssn fonction de différents parameétres. De
tres nombreuses études ont été réalisées suredifééorganismes pour identifier les genes co-
régulés dans certaines conditions expérimentakaseemple, les travaux de K.S. Kigb
al.'’? ont permis de réaliser une étude globale du tramteme dEscherichia coli0157 en
réponse a un antibiotique issu de la plante Honituyordata. Cette technologie trouve
également de nombreuses applications dans le dendairdiagnostic médical. Elle permet
notamment d’obtenir un profil d’expression de I'emble des génes de cellules cancéreuses a

un instant donné et de le comparer a celui deleslkaines’?

C.2. L’étude des réarrangements génomiques : CGH-array
Le « Comparative Genomic Hybridization-array » (G@iray), permet de comparer
deux échantillons et de détecter les variationm@mbre de copies de certaines régions de

1R.C. Bailey, J-M Nam, C.A. Mirkin et J.T. Hupp,Am. Chem. Soc., 2003, 125, 44, 13541-13547.

172K S. Kim, Y.J. Park, H-J Jung, K.S. Ahn, S-G L&eH Kim, S-K Jung et H-J Jang, BioChip J., 201034,

237-246.

I3 E. Segal, N. Friedman, N. Kaminski, A. Regev eKbller, Nat. Genet., 2005, 37, 38-45
e
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'ADN génomique entre les deux échantillons. Paenegle dans le cas d'un cancer, il est
fréquent d’observer des aberrations chromosomigagsne une augmentation du nombre de
copies des oncogénes et une diminution du nombrgédes suppresseurs de tuméiis.
Cette méthode est utilisée pour comparer deux gésodiorganismes proches afin
d’identifier leurs différences. Par exemple, la eamaison des genes d'une souche
microbienne pathogéne avec ceux d’'une souche nilogeene permet d’identifier les génes
de virulence. C’est comme cela qu’en 1999, Betal.,'”> ont identifié 'agent responsable de
la tuberculose, la bactérdycobacterium tuberculosis.

C.3. La détection des SNP
Les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) représenie forme la plus abondante
de variations génétiques dans le génome humastadit de mutations ponctuelles (variations
d'une seule base) tout au long de 'ADN du génofes variations sont associées a la
diversité des individus de la population mais égallet a la difference de sensibilité a
certaines maladies ou a la réponse aux médicarhénts.

C.4. La méthode du « ChiIP-on-Chip »

Au sein des cellules, il existe de nombreusesaotems entre 'ADN et des protéines
comme par exemple entre 'ADN et 'ADN polymérases| de la réplication de 'ADN. La
méthode du « ChIP-on-chip » (ChromatinimmunoPréatijpin on chip) permet d'identifier
les sites de fixation de protéines d'intérét sADIN génomique-’" 178179

D. Comment rendre la technologie des biopuces a ADN @ssible
au diagnosticin vitro?

D.1. Etat de 'art sur le diagnostig vitro

L’industrie du diagnostién vitro (DIV) fait partie des industries de santé ; el& e
constituée par I'ensemble des sociétés qui congpiveléveloppent, fabriquent et
commercialisent les réactifs, matériaux et instmitsmigermettant la réalisation d’analyses de
biologie médicale a partir d’échantillons variéang, urine, peau, cellules, eau...). Il est
estimé que 60 a 70% des décisions médicales ftarvenir le résultat d’'un test de diagnostic
in vitro.*®® L’ensemble des tests réalisés pour la grande ité@jau sein des laboratoires
d’analyses médicales privés et hospitaliers permet

174 p.G. Albertson, C.Collins, F. McCormick et J.W.a9r Nat. Genet., 2003, 34, 369-376

> M.A. Behr, M.A. Wilson, W. P. Gill, H. Salamon, KG.Rane et P.M Small, Science, 1999, 248, 1520-1523
176 J.N. Hirschlorn, P. Sklar, K. Lindblad-Toh, Y.M.ih, M. Ruiz-Gutierrez, S. Bolk, B. Langhorst, S.
Schaffner, E. Winchaster et E.S. Lander, Proc.Nedld. Sci, USA, 2000, 97, 12164-12169.

7B, Ren, F. Robert, J.J. Wyrick, O. Aparicio, EJ8nnings, |. Simon, J. Zeitlinger, J. SchreiberHinnett, E.
Kanin, T.L. Volkert, C.J. Wilson, S.P. Bell et R.¥%oung, Science, 2000, 290, 2306-309.

'8 3.D. Lieb, X. Liu, D. Botstein et P.O. Brown, N&enet. 2001, 28, 327-334.

"9M.J. Buck, et J.D. Jieb, Genomics, 2004, 83, 389-3

180 50urce : Le syndicat de l'industrie du diagnastigitro, www.sidiv.fr
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* L’identification de pathogenes: maladies infecties; agroalimentaires, contréles
sanitaires ;

* L'identification des pathologies non infectieusedosage et identification de
biomarqueurs ;

e La prise en charge et le suivi thérapeutique dueplt mesure des paramétres
biologiques individuels ou le monitoring ;

* La prévention des maladies : dépistage dans leslgtogms a risques ;

 La prédiction : analyse des facteurs prédictifs mkthologies (biomarqueurs,
anticorps).

Dans I'ensemble de cette thése, nous nous foaatisesur le domaine du DIV dédié a
I'identification de pathogenes. Nous verrons quelantages peuvent apporter les biopuces a
ADN au diagnostidn vitro. Les méthodes de détection de ces agents patlsogene tres
variées et differentes selon la nature de la «biéoule » a identifier. Par exemple, la
microbiologie permet un diagnostic « phénotypiqude> microorganismes cultivables. |l
existe aussi des méthodes de diagnostic baséésssimteractions entre un anticorps et une
protéine comme la méthode ELISA ainsi que I'ensemiids tests de sérologie. Depuis
'avenement de la biologie moléculaire et tout jgatierement de la PCR (Polymerase Chain
Reaction) en 1985 le diagnostic « génotypique » egstplein essor. Les méthodes de
diagnostic actuelles les plus employées pour llifieation de pathogenes sont :

. La culture dans des milieux chromogenes permettantnise en
évidence directe de certaines propriétés des noigyanismes recherchés (activité
enzymatique caractéristique, propriétés biochimgjjurace a ces milieux de culture,
les résultats sont obtenus entre 24 et 72 heusdte @chnique reste la plus utilisée
aujourd’hui car elle est facile d’utilisation etud codt de revient faible, mais presente
'inconvénient majeur de n’identifier que les esgee cultivables ».

. Les tests immuno-enzymatiques (ELISA ou EFLA apl@&sphase
d’enrichissement). Les délais de réponse sont eérgede 24 a 48 heures. Cette
technique est moins utilisée en routine car elleesgite I'utilisation d’'un automate
pour traiter des volumes importants, ce qui indutinvestissement initial puis des
obligations d’entretien et de métrologie qui netgmas toujours compatibles avec les
budgets des laboratoires d’analyses.

. Les tests PCR (Polymerase Chain reaction), peentetine détection
en quelques heures aprés la phase d’enrichissebssntésultats sont obtenus dans un
délai de 6 a 24 heures, car il est parfois néaesdaffectuer une culture au préalable.
La PCR a pour avantage d’étre plus rapide queugesatechnologies et de pouvoir
détecter des espéces non cultivables. Néanmoiesesl encore trés peu utilisée en
routine car elle nécessite un aménagement minimesgnlataux et surtout elle reste
encore chere.
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D.2. Les contraintes et attentes du marché du DIV

L’ensemble des tests dédiés au marché du DIV réporaks contraintes socio-
économiques trés précises. Ces contraintes lisiédsssous régulent I'essor de nouvelles
technologies :

e La fiabilité du résultat ;

e Le délai d'attente du résultat ;

» Faible colt d'utilisation ;

e Leur facilité a mettre en ceuvre.

Sur le plan technologique, la biologie moléculatde développement de la PCR et
gPCR améliorent sensiblement les méthodes de ditign®ar exemple, dans le cas du
diagnostic des infections bactériennes initialemdentifiees par culture sur des milieux
chromogénes, lidentification par PCR permet de mdwnun diagnostic plus rapide et
spécifiqgue. De plus cette technique a pour avantigeouvoir eégalement identifier les
bactéries non cultivables. Néanmoins, les limitegiprincipales des méthodes de détection
restent le délai d’obtention des résultats maiseégent le fait qu’elles ne ciblent qu’un seul
pathogene a la fois. Ces contraintes poussentrauli@plication des analyses par échantillons
et donc a 'augmentation des co(ts et du temps @élinrer un diagnostic. C’est pourquoi le
développement d’outils permettant d’identifier ursemble de pathogénes en méme temps et
en une seule analyse devient un atout considérabléechnologie des biopuces a ADN
(décrite dans la partie A) répond sur le principeette attente. Cet outil permet I'analyse
simultanée de plusieurs dizaines voire centaines sdguences nucléiques et donc
l'identification d’autant d’organismes en une sealealyse. Cette technologie s’inscrit en
complément de la PCR en apportant 'avantage dallyae multiplexée. De plus, elle permet
de donner une réponse globale de la multiplicite epeéces présentes dans un échantillon
sans avoir besoin nécessairement de passer paétape de culture. Le tableau ci-apres
compare les différentes méthodes de diagnostielesuselon les paramétres de spécificité,
la sensibilité, le multiplexage de I'analyse, lelail&d’obtention du résultat, la détection
d’espéces non cultivables et le codt.
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Tableau 1: Comparaison qualitative des méthodes d#étection des microorganismes : culture
cellulaire, PCR et biopuces a ADN. *Néanmoins le &b de la détection par espéce identifiee est
trés inférieur a celui obtenu par PCR.

Méthodes de détection
Culture PCR PCR+ biopuce & ADN
Spécificité Bonne Elevée Elevée
Sensibilité Bonne Elevée Elevée
' . Elevé
Multiplexage Tres faible \eve .
(nombre mesures par 1 (de 1 a plusieurs
. . (de 1-4) .
échantillon) centaines)
Délai 24h & 48h < 24h < 24h
Espgces non Non Oui Oui
cultivables
Coat Faible Moyen Elevé*

D.3. Les biopuces commercialisées par domaines

Actuellement peu de biopuces a ADN sont dédiéamaahé du diagnostia vitro. Le

Tableau 2 répertorie quelques applications dadsheaine médical et agroalimentaire.
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Tableau 2 : Exemples de biopuces a ADN commerciadiss dans le domaine du diagnostio

vitro.
Nom de la biopuce ,Do”.‘a'”.e Entités détectées Société
d’'application
PapilloCheck® Médical 24 pathogenes du Papilloimasv Greiner bio-one
Cytolnspect” Médical Mycoplasma Greiner bio-one
oy Agents pathogénes associés a la . .
ParoCheck® Médical . Greiner bio-one
parodontite
LPLchip Médical Mutation du ggne de la lipoprotéine Progenika
lipase
250 mutations du LDLR, apoB et
LIPOchip Médical PCSK39 Progenika
(Hypercholestérolémie familiale)
variantes alléliques des groupes
Bloodchip ® Médical sanguins et 12 antigenes Progenika
plaquettaires
Agroalimentaire| Huit espéces animales: cheval, boguf,
CarnoCheck®

chévre.

porc, ane, dinde, poulet, monton €

t Greiner bio-one
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D.4. Verrous technologiques de la technologie biopuc&DiN
pour le diagnostim vitro

Les biopuces & ADN ne sont qu'au début de leur ewemt dans le domaine du
diagnosticin vitro. Afin de répondre aux critéres socio-économiquesna@rché du DIV, la
technologie doit étre fiable, robuste, rapide et p@éreuse pour devenir accessible aux
laboratoires d’analyses médicales.

Tout d’abord, simplifier la technologie des biopsiéeADN passe par la réduction de
la densité de sondes oligonucléotides. En effefy’elst pas nécessaire de produire des
biopuces de haute densité (> a 1000 analyses atlgey comme c’est le cas pour les
biopuces dédiées a la « recherche ». Prenons lf@redune puce dédiée a la détection de
bactéries pathogénes responsables de maladiesatesps. Dans ce cas le nombre de
bactéries a identifier serait inférieur a 100. Un@puce de basse ou moyenne densité serait
suffisante. Simplifier la technologie implique égralent la simplification de son utilisation et
de sa conception pour en réduire le colt. L'adgssi@s molécules sondes et la détection des
signaux de I'hybridation sondes-cibles sont deuwotes technologiques qui doivent étre
levés pour rendre la technologie plus « attractie¢ moins colteuse dans le DIV.

1. L’'adressage des biomolécules sondes :

L’adressage est une étape clé et incontournable ldanonception d’une biopuce a
ADN. Comme décrit dans la Partie B, les procédési@d’'ssage des oligonucléotides sondes
sont complexes et colteux. En effet que ce soitddpbt d’oligonucléotides sondes
synthétiques ou la synthésesitu, le colt des outils de fabrication augmente cgduia puce
en elle-méme. Le Tableau 3 compare les procédé@red'sage d’oligonucléotides-sondes
présentés dans la partie B et donne une estimaiiantitative de leur colt. Ces derniers sont
compares selon trois criteres :

* Le multiplexage du dép6t c'est-a-dire le dépotidsipurs sondes en paralléle ;

» La densité des biopuces produites, c'est-a-direoiebre de spots d’oligonucléotides
sondes réalisé par biopuce ;

* Le codt de l'appareillage.

Tableau 3 : Récapitulatif et comparaison des procéts d'adressage d’oligonucléotides sondes. *
Source : Frédéric Bonté LVMH Recherche (Puces a ADN

. Densité des
Procédés d’adressagd Multiplexage par puce* . : Colt
g piexage parp biopuces produites

Moyenne densité Basse et moyenne

o +4++
densité

Robot a aiguilles
(< 3000 sondes par cm3)

Basse et moyenne

o ++
densité

Robot Bioplume Peu applicable
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Pointe AFM Peu applicable Basse densité +++++
Depot pa_r rmcrocontact Oui mais faible Basse densité +
printing
Moyenne densité
Robot Jet d’encre (< 10 000 sondes par Haute densité ++++
cm?)
Moyenne densité
Electrospray (< 10 000 sondes par Basse densité ++++
cma)
Depot par activation Peu applicable Basse densité ++++

laser

Synthése in-situ des| Haute densité (>300 000

Haute densité +++++
sondes sondes par cm?)

La technologie d’adressage des sondes choisigdunitettre un dépbt multiplexé des
oligonucléotides de maniére reproductible a moirodrégt. Parmi les technologies présentées
dans la partie B.3.b, le microcontact printinguesbon candidat. Néanmoins, il est nécessaire
de développer le multiplexage du dépét et de lad&alpour la conception d’'une biopuce a
ADN.

2. Lalecture et transduction de I'information biolgge :

La « lecture de la biopuce » permet de traduireeb@ment biologique en un signal
physique mesurable et interprétable. D’'un pointvde technique le but est d’identifier les
spots d’oligonucléotides sondes hybridés avec d#ssccomplémentaires. Pour la majorité
des biopuces a ADN, cet événement est détectélymescence. Néanmoins, ce mode de
lecture implique l'obligation de marquer les oligmiéotides cibles, ajoutant une étape
expérimentale dans I'utilisation de la biopuce. Le®cédés de marquage des acides
nucléiques supposent l'utilisation de réactionschimiques onéreuses. De plus, le colt de
I'appareil de lecture de la fluorescence augmemtinsequement celui de I'utilisation de la
biopuce. En effet, le lecteur nécessite un disposfitique complexe et onéreux (lasers,
photodiodes, photomultiplicateurs, filtres...). Stafichir du marquage des cibles pour la
détection est une voie de développement qui paupeximettre a la fois de simplifier la
technologie mais également de réduire son co(t.

Dans leTableau 4, les méthodes de détection deatées la partie B.5 sont comparées a la
détection par fluorescence d’un point de vue cai#Hiit

La sensibilité est évaluée par la limite de débectiomme :
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e trés sensible: <nM ;

» sensible: nM ;
* moyennement sensible : pM.

La densité des analyses est évaluée comme :
» faible < a 10 analyses en paralléle ;
* moyenne < a 100 analyses en parallele ;

e trés élevée > a 10 000 analyses en paralléle.

Tableau 4 : Comparaison qualitative des différentesnéthodes de biodétection optique.

. Nombre "
Methode de Marquage Sensibilité d’analyse en Codtde la
détection quag y\ détection

paralleles
Fluorescence Oui Tres sensible Tres élevé Moyen
Photochimie Oui Trés sensible Faible Moyen
Colorimétrie Oui Moyenne Faible Faible
Billes magnétiques Oui Trés sensible Faible Moyen
Microbalance a Non Sensible Faible Elevé
quartz
Micro poutre Non Tres sensible Moyenne Moyen
e M t .
Résonance Non oyennemen Moyenne Elevé
plasmonique de sensible
surface
. . M t . .
Ellipsométrie Non oyenn_emen Faible Elevé
sensible
Réflectométrie Non Tres sensible Faible Elevé
Interférométrie Non Sensible Moyenne Elevé
Diffraction Non Sensible Moyenne Faible

56




Introduction bibliographique

La technologie choisie doit étre sensible, préfiéeleament sans marquage, peu onéreuse
et permettant une détection multiplexée des événemde I'hybridation. La méthode de
détection sans marquage par diffraction présergeciigeres recherchés pour la détection
d’'une hybridation sans marquage.

Les travaux présentés ici ont été réalisés darmtadee d’'une these CIFRE avec la
société Dendrid®! une jeune start up Toulousaine spécialisée dardialgnostic par la
technologie des biopuces a ADN en partenariat dgetlSBP et I'ITAV. lls visent a
démontrer l'intérét de la technologie du microcohfainting et de la diffraction optique pour
la conception de biopuces a ADN. Outre le fonctemant de ces technologies que je viens
de décrire, les connaissances établis a ce joudgmtravaux antérieurs réalisés au sein des
équipes NBS du LAAS-CNRS et du LISPB de I'INSA seoapportées ci-aprés. Ceci me
permettra de clarifier les objectifs de la présehése.

E. Positionnement des travaux de these

Dans ces travaux de thése, trois aspects pournieeption de biopuce a ADN sur support
fonctionnalisé par des dendriméres seront traités :

1) La fonctionnalisation de surface avec des dendemaldéhydes phosphoré G4 ;

2) L’automatisation de l'adressage des oligonucléstidendes par microcontact
printing ;

3) La détection d'une hybridation sans marquage baseka diffraction optique de la
lumiere.

E.1. La chimie des dendriméres pour la conception dpuues a
ADN

Les premiers travaux sur l'utilisation des dendrnesealdéhydes phosphorés G4 pour
la conception de biopuces & ADN ont été menés 8820 Les résultats ont montré que les
lames de verre fonctionnalisées avec ces dendravagreelées dendrilames, permettaient de
créer des bhiopuces a ADN 10 fois plus sensiblessguedes lames commerciales (amines,
aldéhydes ou époxydey Les dendriméres d’environ 7 nm de diamétre jousntdle de
lien et d’espaceur entre la surface de la lame ateevet les oligonucléotides sondes. lls
permettent ainsi d’offrir une immobilisation covale, orientée et spécifigue comme décrit
dans la Figure 40.

181 \www.dendris. fr

182 £ Trévisiol, V. Le Berre-Anton, J. Leclaire, Gralviel, A-M. Caminade, J-P. Majoral, J.M. FrangetsB.
Meunier, New J. Chem., 2003, 27, 1713-1719.

183y, Le Berre, E. Trévisiol, A. DagkessamanskaiaS&kol1, AM. Caminade, J-P. Majoral, B. Meunier et J-
M. Francois, Nucleic Acids Res. 2003, 31, 16, 88.
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a) b) CHO
OHC CHO
Cr CH n
NH; NH: I
2 2 Dendriméres i g
—SIi—O—si— \ _SE_O_SE_
Lame de verre amine R-NH Lame de verre amine
2 R-N
0
p7 x> ,
R-NH, + R-C 2 +—= C-R

C) Sonde

OHC CHO
Spots "
d'oligonucléotides

sondes

Lame de verre ami ) Lame de verre amine

Figure 40 Schéma représentant la chimie des dendrénes phosphorés aldéhydes G4 pour
'immobilisation des oligonucléotides sondes sur wlame de verre. a) Silanisation de la lame de
verre (APTES), b) fonctionnalisation de la lame anme avec les dendriméres aldéhydes
phosphorés G4, c¢) adressage des oligonucléotidesides modifiés par une fonction amine a
'extrémité 5’ (liaison covalente mais sensible a I'hydrolyse erdrles sondes et les dendrimeéres),
d) réduction de la lame avec du borohydrure de sodim (NaBH,) (liaison covalente entre les
sondes et les dendriméres).

La Figure 40 décrit comment les sondes sont imhséls sur la puce par liaison
covalente avec les dendrimeres phosphoreés aldél@gle®ans un premier temps, la lame de
verre est fonctionnalisée avec des fonctions ampuees utilisation d’'un aminosilane (3-
aminopropyl triethoxysilane, (AminoPropylTriEtoxy&ie-APTES) (Figure 40a). Ces
fonctions amines permettent I'immobilisation desndléméres sur la surface par leurs
fonctions aldéhydes (Figure 40b). Les oligonuctigi sondes modifiés a leur extrémité 5’
par une fonction aminsont adressés sur la dendrilame ou ils vont se fixe fonctions
aldéhydes des dendrimeres par une liaison iminalente mais sensible a I'hydrolyse. De ce
fait, les liaisons imines sont stabilisées par cédu en liaisons amines en utilisant le
borohydrure de sodium (NaBJ Apres cette étape, la puce est préte a étresadil
Actuellement, la société Dendris détient une lieeegclusive du brevet d’invention sur ce
principe de fabricatiofi®. Elles sont fabriquées par « trempage » c'estefhir incubation
des lames dans des bains successifs et I'adredsagdigonucléotides sondes est réalisé par
un robot de dépét a aiguilles.

184 Supports solides fonctionnalises par des dendeisnghosphores, leur procéde de préparation etcafiplis
— WO 03091304, du 6 novembre 2003.
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Le chapitre 1des résultats de cette thése est consacré a ikaat€@in du procédé de
fonctionnalisation des lames avec les dendrimélesprésenterai notamment un nouvegu
procédé de fonctionnalisation de surface applicaldke conception de biopuces a ADN avéc
la chimie des dendriméres.

E.2. La technologie du microcontact printing pour I'agsage des
biomolécules sondes

En 2004, Langeet al.!®® décrivent la fabrication d'une biopuce & ADN par
microcontact printing avec un timbre en PDMS chimgiopent modifié (traitement au plasma
oxygene) sur des lames silanisées. Puis en 2005hiBault et al,*®® démontrent qu'il est
possible de concevoir des biopuces a ADN sur desedafonctionnalisées avec des
dendriméres aldéhydes phosphorés par microconteting et sans modification chimique
du timbre. La Figure 41 issue de ces travaux iust’'adressage de sondes
oligonucléotidiques pour la production de biopuaesDN par microcontact printing. En plus
de fournir un large choix de motifs, les résultdés '’hybridation prouvent que les sondes
déposées sont accessibles pour I'hybridation asecibles complémentaires.

Figure 41: Images de fluorescence obtenues apreybhidation d’'une biopuce a ADN a
fluorescence réalisée par microcontact printing (Inges adaptées des travaux de Thibaudt al
2005)

La Figure 42 également issue des travaux de Thikaal., présente une comparaison
des signaux de I'hybridation pour une biopuce falsde par microcontact printing ou par la
meéthode du robot a aiguilles. Elle représente ésnsités de fluorescence mesurées aprés
hybridation de cibles fluorescentes sur différem@scentrations en sondes en fonction de la
technologie d’'adressage des sondes (ULCP ou robmudles). Les résultats montrent que
pour de faibles concentrations en oligonucléotstesles (<a 10 uM) déposés sur la puce, la

1853 A. Lange,V. Benes, D.P. Kern, J. K. Heinrich bt et A. Bernard, Anal. Chem., 2004, 76, 16417164
186 C. Thibault, V. Le Berre, S. Casimirius, E. TréeisJ Francois et C Vieu, Journal of Nanobiotedhgy,

2005, 1-12.
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conception par microcontact printing permet d’obtaes signaux de fluorescence plus
importants apres I'hybridation que lors de la catiom par robot a aiguilles. Ce résultat
signifie que le procédé de microcontact printingessite des concentrations en sondes plus
faibles pour une réponse aprés hybridation équitaleCe résultat est trés important car il
permettrait d’augmenter la sensibilité de la biapatainsi réduire son colt de fabrication.

10000 -
£ 8000 -
t.'
€
£ 6000 - =
.a —8— spotter
§ 4000 -
S 2000 A
=] 'E_'__i
— 5 —
0 T T T T T ]

0.1 05 1 25 5 10

concentration (nlV)

Figure 42 : Comparaison des signaux de I'hybridatin pour une biopuce fabriquée par
microcontact printing ou par la méthode conventionelle du robot a aiguilles. (Image adaptée
des travaux de Thibaultet al)

Ces résultats trés encourageants laissent a pgmsde microcontact printing est une
technologie qui pourrait répondre a notre problémoat d’adressage pour la fabrication de
biopuces & ADN & moindre colt. Cependant, cesurargalisés de facon purement manuelle
demandent a étre développés pour I'adressage mex#ipes sondes sur la biopuce.

Les premiers travaux sur le multiplexage du micndact printing ont été menés par
une équipe du LAAS-CNRS en 2089.1ls ont permis de développer le dép6t multipleré d
molécules par microcontact printinga un timbre en PDMS particulier appelé le macrotienbr
ou macrostamp. Ce timbre est formé d’'un ensemblé4elots aux dimensions d’'une
microplaque de 384 puits (Figure 43b). L'encrages @& plots du timbre se fait par
immersion des plots dans les puits de la microgacpntenant les échantillons a déposer.
Puis, le macrotimbre est mis en contact avec lpaupour déposer 64 molécules difféerentes
en une seule étape. L’extrémité de chacun des plais étre micro ou nanostructuré de
motifs en fonction de I'application souhaitée. €ettchnologie est brevetée par la Société
Innopsys et le CNRE?®

Au cours de cette thése, et au sein du projet ANRdiag, Cau et &l ont développé
un robot, I'lnnostamp 40 (Figure 43 a) utilisant macrotimbre magnétique. Le robot utilise

187H. Lalo, J.C. Cau, , C. Thibault, N. Marsaud, €v&ac et C. Vieu, Microelectronic Engineering, 200
86,1428-1430.
%8 Brevet : fr 2921 002-A1-2007
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un champ magnétique pour mettre en contact le érable support avec une pression d’appui
homogéne et contrblée. Pour cela le timbre en Ppd&eéde une semelle constituée de
PDMS et de poudre de fer et des aimants sont posiés sous le support pendant I'étape de
dépbt. Un exemple de dépot de molécules fluoressarst montré dans la Figure 43 c.

b)

Semelle en PDMS remplie

/ de poudre de fer

——— Pilier en PDMS sans poudre de fer

Figure 43 : a) Schéma représentant I'lnnostamp 40v&c 1) Zone de préhension du timbre, 2)
Plaque de titration pour I'encrage, 3) Zone de sécye, 4) Zone de dépbt sur les lames, 5) Zone
de relargage du timbre, 6) Zone de lavage, 7) Zorte déchargement du timbre : b) Photo d'un
macrotimbre avec une semelle constituée de PDMS @& poudre de fer et de 64 piliers ; Image
en fluorescence de dépbt de molécules fluorescentwg lame de verre avec I'lnnostamp 40.
(Images a) et b) adaptées des travaux de Catal,'")

—

Le chapitre 2 est consacré a la validation de ginaate de dép6t par microconta¢
printing pour la production de biopuces a ADN aseaset moyennes densités. Dans ges
travaux nous chercherons a répondre aux questiivenses :

- Cet automate de dépbt est-il adapté au dépdpdimiicléotides sondes ?

- Le dépbt permet-il une bonne fixation des sorsieda surface de la biopuce ?
- Les sondes sont-elles accessibles pour I'hybadat

- Quelle est la reproductibilité des dépots en canaigon avec une autre technologie de dépot
(robot a aiguilles) validée pour la production deplices a ADN ?
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E.3. Intégration du procédé d’'adressage des moléculadeso
pour la détection par diffraction

La biodétection par diffraction est basée sur lpacd#é d'un réseau de lignes
constituées de biomolécules sondes a diffractdaisoeau incident de lumiére. Un réseau de
diffraction est un dispositif optique composé d'wérie de fentes paralléles périodiques.
L’espacement régulier entre les structures lignedentes est appelé le pas. La diffraction
d’'une source lumineuse sur un réseau périodiquedes s’apparente a la diffraction de la
lumiere au travers de N fentes (décrites dans €aarl). Lorsqu’un faisceau lumineux éclaire
a incidence normale le réseau périodique sur upastiransparent, le faisceau lumineux est
diffracté par le réseau dans différentes directicarsctérisées par des angles discrets. Cette
dispersion du spectre lumineux selon différentgegdiéfinit une figure de diffraction qui
peut étre collectée soit en réflexion, soit engnaission. Si le support n’est pas transparent, le
signal est exclusivement collecté en réflexiong(iFe 44)

Figure 44 : Schéma représentant la diffraction d'unfaisceau incident par un réseau de lignes
périodiques sur un support transparent. La figure ¢ diffraction est définie par l'indice de
réfraction de la matiére qui compose le réseau, P@isseur des lignes e, la largeur des lignes | et
la périodicité du réseau p.

La période entre les lignes du réseau et la longdiende (fixe) du laser incident vont
déterminer selon quels angles précis les différertses seront diffractés et donc déterminer
le positionnement précis du capteur afin de récttedre de diffraction souhaité. Dans le cas
de la diffraction en réflexion, I’équation suivamésgit ce principe :

p. [(sin(B6i) + sin(Bmax)] = n.

Avec p : la périodicité du réseadi, : 'angle d’incidence du faisceaBmax : I'angle de diffraction du
faisceau, n : I'ordre de diffraction &t la longueur d’onde du faisceau incident
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L’intensité de diffraction dépend d’'un ensemble p@ametres liés non seulement a la
source lumineuse mais également aux caractéristiqiie réseau de diffraction. Les
principaux sont listés ci-dessous :

* Lalongueur d’onde incidente de la source;

* L'angle d’incidence;

» L'arrangement périodique du réseau (périodicit@jsgeur, et la largeur des lignes);
* L’indice de réfraction des composants constituastignes du réseau.

En conclusion, pour une longueur d’onde incidentéader et I'angle d’incidence fixe,
toute modification de périodicité du réseau (péaivél entre les lignes, épaisseur, largeur et
hauteur des lignes) se traduira par la modificatiorspectre de diffraction.

La diffraction d’'un réseau de N fentes méne a dphgnomenes superposes
l'interférence des ondes provenant d’'une méme femeelée diffraction et I'interférence des
ondes émises par les diverses fentes considéréemeatrs sources ponctuelles, appelée
interférence. L'intensité de diffraction collectaéd’ordre 1 varie si I'épaisseur des lignes du
réseau varie (variations du terme de linterférg¢mtesi la largeur des lignes varie (variations
du terme de la diffraction). Pour étre plus préaigmentation de la hauteur des lignes d’un
réseau de molécules sondes, lié aux interactiomdesecibles entraine une augmentation de
lintensité diffracté par le réseau. Ainsi, la e& de la diffrapuce consiste a comparer les
intensités de diffraction avant et apres |'étapd’ltgoridation. La Figure 45 décrit les étapes
de conception et d’utilisation de la diffrapuce.

Fabrication de la diffrapuce (conception des réseaux
de lignes d'oligonucléotides sondes)

U

Mesure de l'intensité initiale de diffraction de chaque
réseau de la diffrapuce (lp)

U

Incubation des molécules cibles complémentaires sur _|  Calcul du gain en termes de
la diffrapuce signal de diffraction
Mesure de lintensité finale de diffraction de chaque Interprétation du résultat
réseau de la diffrapuce (l4) B {? ou %
Présence Absence
d’interaction d’interaction

Figure 45 : Les grandes étapes de la conception’@terprétation du résultat de la diffrapuce.

Les variations d’intensité de diffraction des résesont quantifiées grace au calcul du
gain selon la formule suivante :

63




Introduction bibliographique

li-lo

Gain (en %) = X100

lo

Avec |; = l'intensité de diffraction a I'ordre 1 d’'un réseau mesurée aprés interaction avec les
molécules cibles moins le bruit de fond autour dugseau et = 'intensité de diffraction a I'ordre

1 d’'un réseau mesurée avant interaction avec les hécules cibles moins le bruit de fond autour
du réseau.

Pour l'interprétation des résultais, fing chacun des réseaux posséde un gain de diffraction
(%) représentant la variation des signaux de difiva du réseau avant et aprés |'étape
d’'incubation des molécules cibles. Ce gain pewt pusitif, négatif ou nul en fonction des
variations d’intensités des signaux de diffracti8nl’on considére que I'hybridation résulte
de I'accrochage des molécules cibles sur le datessisignes de molécules sondes constituant
les réseaux de la diffrapuce alors :

* Si hybridation sondes-cibles => Augmentation dehdateur des lignes du
réseau=> Augmentation de l'intensité diffractéelpagseau (Flo) => le gain
est positif

» Si absence d’hybridation sondes-cibles => Abserceattiation de la hauteur
des lignes du réseau=> Absence de variation deetigite diffractée par le
réseau (i1Flp) => le gain est nul

Trois théses sur le sujet ont déja été soutendesalo (2009¥° JC Cau (20095 et
A. Egea (2012, Jean Christophe Cau a développé pendant sesixrdeathése le principe
d’'une biopuce dont la détection est realisée pffiradtion optique. Cette puce sera appelée
diffrapuce ou biopuce diffractante. Grace a desukitions théoriques développées dans le
chapitre 4 de sa these, il a montré que les inierecde molécules cibles sur un réseau de
biomolécules sondes pouvaient augmenter la hade=utignes du réseau et ainsi modifier la
figure de diffraction résultant du réseau. Une ipaimportante de ses travaux de thése a
permis de mieux appréhender le design optimal [zoorise au point d’'une part du lecteur de
diffraction et d’autre part des réseaux molécutaae travers de simulations.

Je souhaite décrire ici les contraintes technoleggqqui ont conduit au design du
scanner de diffraction et des réseaux de diffractjae jai utilisé pour mes travaux de
recherche. Les travaux précédents comme ceux gqdévgoppe dans cette these ont pour
objectif la mise en place d’'une technologie peuremse susceptible d’étre mise a la
disposition de simples laboratoires d’analyse naddicLe scanner de détection de la
diffraction est plus simple et moins onéreux que deanners de fluorescence. En effet, un
laser et une diode balayant la surface de la larfissant. De plus, la fabrication des réseaux

1894 Lalo, Thése INSA, Toulouse, 20009.
190 3 C. Cau, Thése INSA, Toulouse, 2009.
1 A, Egea, Thése INSA, Toulouse, 2012.
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de biomolécules sondes peut étre envisagée pateaheique simple et abordable qu’est la
lithographie douce.

D’un point de vue du « design » du scanner et datifsrde diffraction, la contrainte
est d’avoir un signal de diffraction a incidencemale suffisamment écarté de I'ordre zéro
d’'une part et présentant un bon rapport signalbsuit d‘autre part. En utilisant une diode
laser a bas colt de longueur d’'onde 630 nm etékEaux de lignes de 500 nm au pas de 1
pum, le premier ordre de diffraction fait un angle 89.4° avec l'ordre zéro a incidence
normale. Cette configuration est suffisante poacet une diode en silicium pour la détection
du signal diffracté comme pour les scanners adlsmence. Par ailleurs, les simulations de JC
Cau ont mis en évidence que le signal de diffracétait maximum pour un rapport largeur
de ligne sur pas entre les lignes de 50%. La fatioic de lignes de 500 nm au pas de 1 um
sur un moule en silicium reste réalisable par gtaphie optique et ne nécessite pas
I'utilisation trés onéreuse de lithographie élecigoe. C’est pourquoi le choix a été de
réaliser un scanner de diffraction adapté aux sigréanis par des réseaux de lignes de 500
nm au pas de 1 um. C’est avec cet outil et ce igulesde motifs diffractants que jai
travaillé durant ma these concernant les travaéggntés dans les chapitres 3 et 4.

La thése de H. Lalo a permis d’améliorer la comendion et l'utilisation de la
technique de lithographie douce adaptée au phérmemiffraction avec la fabrication de
réseaux de polyméres a empreintes moléculaires )(Mtiisant la diffraction comme
méthode de transduction de l'interaction entre & Mt sa cible. Enfin la troisieme thése,
celle d’A Egea, a permis de concevoir un prototgpescanner avec la société Innopsys et de
I'utiliser sur des biopuces pour la détection dnaictions protéines-protéines. De maniére
sommaire, le lecteur de diffraction développé peérme

1. dilluminer des réseaux de lignes de diffraction sne lame de verre avec une source
laser monochromatique;

2. de capter le signal de diffraction de I'ordre 1réflexion;

3. de traduire ce signal optique quantifiable sousime d’'une image TIFF représentant
l'intensité de diffraction point par point de chaatdes réseaux de I'échantillon.

La Figure 46 illustre le lecteur de diffractionusde ces travaux ainsi que le type d’image
obtenue. Les caractéristiques techniques du scannedécrites dans I'annexe 2.
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a)

Réseau de lignes de
500nm au pas de 1um

[ Lamedeverre |

55000UA

imm = = J OUA

Figure 46 : a) Schéma représentant un réseau de tigs sur une lame de verre, b) photo du
scanner de diffraction, c) Image de 15 réseaux ddffdaction issue du logiciel Diffraware de
traitement du signal de diffraction capté par le sanner. La gamme de couleur symbolise la
gamme des intensités de diffraction de I'image. (Réaux de lignes oligonucléotides sur lame
époxyde_Go, P 4mW).

Les chapitres 3 et 4 sont dédiés a la validatiomadechnique de détection par diffractioL
pour l'identification d’'une hybridation entre deacides nucléigques. Pour cela, les travaux
développés dans le chapitre 3 sont consacrés @nkzeption de réseaux d’oligonucléotides
sondes adaptés a la biodétection par diffractiote ethapitre 4 a pour objectif de valide
expérimentalement la détection d’'une hybridation giffraction. Les principales question$
abordées pour répondre a cet objectif sont lesastes :
- Les techniques d’adressage de biomolécules $lestadaptées a la production de résegux
de lignes sub-micrométriques ?

- Les motifs sont—ils compatibles avec le procéel€hd/bridation cibles-sondes ? -
L’outil de détection est-il suffisamment sensibleup la détection d’'une hybridation entr
deux oligonucléotides sondes parfaitement compléares ?

- Cette méthode de détection est-elle adaptablecankaintes de I'hybridation dans des
conditions de diagnostic ?

=

1%

66



Chapitre 1 : Nouveaux procédés de lithographie eqauir la structuration de surface

Chapitre 1 : Nouveaux procedes de
lithographie douce pour la structuration
de surface

Image AFM de structuration de surface avec desrileaces réalisée par un nouveau procédé de litpbgralouce.
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Chapitre 1 : Nouveaux procédés de lithographie eqauir la structuration de surface

Le procédé de « trempage» actuellement utilisé [@ofonctionnalisation de lames de
verre avec des dendriméres est réalisé par incubates lames dans une solution de
dendrimeres dans le tétrahydrofurane (THF) penplusieurs heures (le protocole est décrit
en détails dans la Partie 5). Il a pour principabnvénient d’étre long (5 heures) et colteux
en matiere de solvant (500 mL pour 30 lames) atatwiriméres (900 mg dans 500 mL). De
plus, il conduit a la fonctionnalisation compléeld lame sur ces deux faces ce qui n’est pas
nécessaire pour les applications souhaitées. Pallierpa cela, le développement d’'un
procédé plus rapide et flexible permettant de foncialiser uniquement la zone d’intérét sur
la lame, c'est-a-dire la zone utile au dépot degoolcléotides sondes, a été mis en place et
constitue le principal objectif de ce chapitre.

Dans ce chapitre, le procédé dit de « confinemeaaihsi que les principes physiques
mis en jeu seront détaillés. Par la suite, lescpaux avantages de notre procédé pour la
conception de biopuces a ADN et 'augmentation gsigsaux de I'hybridation seront mis en
evidence. Enfin, nous montrerons que ces travawconduit & développer et a mettre au
point un procédé innovant de co-fonctionnalisattn surface adapté a la conception de
biopuces a ADN.

A. Nouvelle technique de structuration de surface pardes
dendrimeres pour 'augmentation des signaux de fluescence

Dans cette section, le nouveau procédé de lithbgggpour la fonctionnalisation de
surface avec des dendriméres est présenté.

A.1l. Le procédé de structuration de surface par « cemfant »

A.l.a. Description du procédé

Le procédé de «confinement» permet de fonctiaseralune surface avec des
dendriméres avec ou sans motifs topographiques.deta, une solution de dendrimeres dans
du THF est « confinée » entre une structure en PEBMe surface amine. Cette structure en
PDMS peut étre structurée de motifs topographiqueson. Afin de contréler les dépéts, le
robot semi-automatique de lithographie douce dmtété Gésii?, décrit dans la partie B.6
du Matériel et Méthodes, a été utilisé. Au seircdeobot, le confinement est assuré par un
ensemble formé d’'une membrane en PDMS portée gapigce en plexiglass (Figure 47).

192 \mww.gesim.de/en/contact-printers
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Chapitre 1 : Nouveaux procédés de lithographie eqauir la structuration de surface

Vue de face Vue de dessous

[:1}7 Porte timbre en plexi-glass —»

Membrane en PDMS structurée
topographiguement ou non

Figure 47 : Schéma représentant les timbres utilisépour le procédé de structuration de surface
par « confinement ». Ces timbres en plexiglass eDMS sont utilisés avec le robot GeSIM p-CP
3.0, commercialisé par la société Gésim et dédiélas applications de « soft lithography ».

D’un point de vue expérimental, le procédé se décén 3 étapes décrites dans la
Figure 48. Nous avons choisi de présenter ici lecppe avec des motifs de diffraction par
soucis de cohérence avec le reste de nos travaux.

TIMBRE
Porte timbre en plexi-glass
Etape 1 : Fabrication du timbre en PDMS Membraneen PDMS
structuré to pographlq uement structuréetopographiquement

ounon

Etapes 2 : Piégeage de la goutte de la
solution de dendriméres entre le timbre et
une lame silanisée

Solutionde dendriméres
(58 UM dans du THF)

Lames silanisée (APTES 5%)

Etapes 3 : Confinement de la solution de
dendriméres jusqu’a évaporation du

solvant (5 min). Les dendriméres sont

contraints de s’assembler sur la lame selon Structuration topographique
les motifs présents sur le timbre dela lame avec|es
dendrimeres.

Figure 48 : Schéma représentant le principe de staiuration de surface par le procédé de
« confinement ». Le protocole précis est décrit dara partie B.3 du Matériel et Méthodes.

Dans cette figure, nous utilisons un timbre en PDad8pté au robot de Gesim mais il
serait également possible d’envisager une struanti@érement en PDMS. Dans ce dernier
cas, le moule en silicium devrait comporter deweaux de lithographie : les motifs et tout
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autour une structure de confinement plus hautety@e de moule a double niveau est déja
décrit dans la littérature’?

Lors de I'étape de piégeage de la solution enttaribre et la surface, la goutte est
maintenue grace au porte timbre en plexiglass.|®auite, la totalité de la solution est
confinée sur la lame de verre amine lors du ragmoent du timbre avec la surface et ce
jusqu’au contact. Le procédé est considéré commmirté lorsque le solvant est
completement évaporé (5 minutes) a travers le gnelor PDMS perméable au THF mais pas
aux dendriméres dont le diametre est de 7nm. PeénkEtape de confinement, les
dendrimeres sont contraints de s’assembler sant& lselon les motifs présents sur le timbre.
Comme dans le travaux publiés par Thibatlal!® les motifs obtenus correspondent &
'inverse de ceux du timbre. En revanche dans ntdee le timbre n’est pas encré avec des
dendriméres, il sert uniquement a les confiner.

La Figure 49 est constituée de photographies ilnste procédé de « confinement ».
Dans cette figure, le piégeage de la goutte puieidinement ont été filmés par une caméra
située en dessous de la lame de verre aminée.dcédi a été réalisé par le robot GeSim
HCP-3.0 avec un timbre en PDMS comportant des sntatfographiques submicrométriques.

‘;IL Bras robotisé
U ot ||

-—Porte lame [ ]

e m

Timbre

Robot Gésim

Goutte de la solution de dendrimeres

Timbre Timbre

v

Etapes de « confinement » de |a solution de dendrimeéres par le robot Gésim

193 3. Chalmeau, C. Thibault, F. Carcenac et C. Viapanese Journal of Applied Physics, 2008, 472815

5225.

194 C. Thibault, C. Severac, E. Trévisiol, C. Vieu,diielectronic Engineering 83(2006), 1513-1516
e
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Figure 49 : Film photographique représentant le preédé de « confinement » avec le robot
Gésim.

Dans la premiére photo, la goutte de solution mégeus la membrane en PDMS
(entourée en rouge) peut étre observée. Puis,ueisgtimbre est rapproché de la surface par
le bras robotisé, la goutte est « confinée » slarntee.

A.1.b. Exemple de motifs micrométriques de dendriméresnoist par
confinement

La Figure 50 illustre quelques exemples de motifm&s de dendriméres réalisés par
le procédé de « confinement » d’'une solution deddereéres dans du THF sur une lame
amine.

Sans motif

Figure 50 : Exemple de motifs formés de dendriméra®alisés par le procédé de « confinement »
d’'une solution de dendrimeres (58 uM) avec un timke en PDMS structuré sur lame de verre
silanisée (APTES 5%). Images en champ sombre (objéx10).

Les avantages que procure la méthode de confinesnahtésumeés dans le Tableau 5
ou sont comparés les procédés de fabrication pempage » et par « confinement » en
termes de durée de fonctionnalisation et de qéadétdendrimeéres utilisée.
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Tableau 5 : Comparaison des procédés de fabricatiqrar « trempage » et par « confinement ».

Fonctionnalisation par « trempage » Fonctionnalisation par « confinement »
Fonctionnalisation de surface avec des Fonctionnalisation de surface avec des
Temps de L . L . . L
dendriméres 1 jour (possibilité de dendriméres 5 min (fonctionnalisation de

fonctionnalisation . . : . . N . .
fonctionnaliser plusieurs lames en paralléle|) plusieurs lames en paralléle non développge)

80 uglcn? 50 pgl/cnt
L ol Cependant, la fonctionnalisation par trempage La quantité de dendrimeres utilisée dépend
imeé ilisé . ' N de la taille de la zone a fonctionnaliser et est
dleneliinieizs LiliEes a0 entraine I'accrochage des dendrimeres sur les . N ; . o
lame directement liée a la taille du timbre utilisé.

deux faces de la lame s8itmg de

dendriméres par lame'®s Cette technique permet de limiter la

fonctionnalisation a la zone utile.

Le procédé de fonctionnalisation par «confinemenpermet de réduire
considérablement le temps de fonctionnalisatiosiajoe la quantité de dendriméres utilisée
par cm2. Le temps de fabrication devient comparabbetemps utilisés pour des techniques
de lithographie conventionnelles.

En conclusion, ce procédé de fonctionnalisationpaur avantage de réduir
significativement le temps de fonctionnalisationr surface par des dendrimeres (5 minufes
au lieu de plusieurs heures). Il permet aussi deirg la quantité de dendriméres consommgée
en fonctionnalisant seulement la zone d’intérét lsupuce contrairement au procédé de
fonctionnalisation par «trempage ». De plus, cec@dé a pour avantage de structurer
topographiquement la fonctionnalisation selon ugdachoix de motifs.

A.l.c. Quels sont les principes mis en jeu dans le procddé
« confinement » ?

Afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jaceati procédé de
« confinement », l'influence de la taille des matidles molécules confinées et du solvant sont
étudiées dans cette section.

1. Variation des motifs du timbre en PDMS :

Dans un premier temps, les résultats du confinememtendrimeres phosphorés dans
du THF selon des motifs submicrométriques (ligne$@0 nm de largeur et hauteur au pas de
1 um) et des motifs micrométriques (lignes de 2@jentargeur et hauteur au pas de 40um)
ont été analysés par AFM.

195 5ource : Société Dendris
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a)
Height Range : 550nm -325 nm
Timbre formé de lignes de 500
nmaupasde1lpm
209 L NN NN _EEE .\
\\\\\\\\\ Aprés évaporationdu THF
—-—
!
2om Tum R = =
X Range: 10pm -225 nm

Height range : 816 um

Timbre formé de lignes de 20
um au pasde 40 pm

J L S WS\
/yﬂy/ Aprés évaporationdu THF

Il

N

Z2opm ' Y

C ]

Timbre formé de plots de 20
um au pas de 40 pm

- gm g
= gEm gu—

-
-

20um B

X range : 100um Opm

Figure 51 : Images obtenues par microscopie a foragomique des motifs formés de dendriméeres
(58 pM) réalisés par le procédé de « confinement(® minutes), a) pour un timbre formé de
lignes de 500 nm au pas de 1 um, b) pour un timbfermé de lignes de 20 um de largeur et de
hauteur au pas de 40 um et c) pour un timbre formée plots de 20 um de diamétre et de hauteur
au pas de 40 um. Ce procédé a été réalisé avec gotution de dendrimeres contenue dans du
THF de 60 pL a 58 pM pendant 5 minutes sur une lamsilanisée (APTES 5%), AFM_Bruker
Catalyst_Mode Scan Asyst_Air_fo : 50-90 kHz k : OM/m.
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Pour un timbre formé de lignes de 500 nm au pdk g, les motifs obtenus sont des
lignes de quelque centaines de nanomeétres de hhaetede largeur correspondant a un
empilement de dendriméres aprés évaporation du (Hitfure 51a).A contrarig avec un
timbre formé de motifs micrométriques (lignes deu2f de largeur et hauteur ou plots de 20
pum de diamétre au pas de 40 um), les dendrimérgs«sempilés » le long des parois des
motifs du timbre et « dessinent » le contour desifsmen PDMS (Figure 51b et c). Pendant
'étape de confinement, le volume de la solutiomupe I'ensemble de I'espace entre les
structures topographiques du timbre. Lorsque levastl est évaporeé, les dendrimeres
« comblent » I'espace entre les lignes du timbresda cas d'un timbre formé de motifs
submicrométriques. En revanche, ce n’est pas lgpoas les motifs micrométriques car la
guantité de dendriméres contenue dans le volumsohigion confinée semble insuffisante
pour « combler » I'espace entre les motifs.

Le tétrahydrofurane (THF) utilisé comme solvant plausolution de dendrimeres est
un solvant organique connu pour pénétrer dans IBI®RBt le déformet®® La Figure 52
compare la taille des motifs en PDMS avant et apeeprocédé de « confinement » en
utilisant soit une solution de THF contenant desddeneres soit une solution de THF sans
dendrimere. Le timbre en PDMS utilisé est structigélots de 20 um de diamétre au pas de
40 pm.

a) THF + Dendriméres b) THF sans Dendriméres
o 224
M: 17,7 M:19,3 M: 18,7 M: 17,7 M: 16,7 M: 18,2 M: 17,3 M: 16,4
22
5 T
5 20 | s e :
b —4 —gr— H
©° i i §
[=5 i : | ) i
E | H : 184 ——
v B N S— S | | ol AN
; — —
L ! ] - WD N G— 000 a
£ | : | Eih __§
2 ' i 161 i i ;
a 164 ; 5 = = - 1
14 | 5 144
T T T T b T T T T
Avant Apres Aprés 30min  Aprés 1h sous Avant Apres Aprés 30min  Apres 1h sous

confinement  confinement sous vide vide confinement confinement sous vide vide

Figure 52 : Variation du diametre des plots du timlbe en PDMS avant et aprés confinement a)
d’'une solution de dendriméres dans du THF (58 uM),b) d'une solution de THF sans
dendrimeres (I'étude a été réalisée a partir de 10@lots en PDMS). M représente la valeur
médiane des diameétres des 100 plots par condition.

La comparaison des médianes entre les conditiomsrenque le diametre des motifs a
augmenté aprés le procédé de « confinement » danvi,6 pum (soit environ +8 % du
diamétre initial). Puis, lorsque le timbre a étécgl sous vide pour forcer I'évaporation du
THF pendant 30 minutes et 1 heure, la médiane idesattes mesurés diminue pour atteindre

19 3 N. Lee, C. Park and G.M.Whitesides, Anal. Ch@®03, 75, 6544-6554.
_
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sa valeur initiale (3" et 4™ boxplot). Ces travaux répétés plusieurs fois ptir

« confinement » d’'une solution de THF sans dendenunt permis d’obtenir des résultats
similaires (Figure 52b). Ces résultats valident lgu€HF pénétre dans le timbre en PDMS et
le déforme pendant le procédé de « confinement ».

2. Changement des molécules.

Cette section a pour but de comprendre si le peocksd« confinement » est molécule-
dépendant. Pour cela, le procédé de « confinemengté réalisé avec un autre type de
molécules, le polybutadiene 1, 2-BlBblubilisé dans le THF (Figure 53).

Height range : 946 um 950um

|6} 4 600nm

nm

X range : 100um Oum ITIETIET ";"“m %00

Height range : 246 um 250um

" d) F s
140nm

nm

X range : 100pm Oum 500
um

Figure 53: a) Image AFM de motifs formés de dendméres réalisés par le procédé de
« confinement » (solution de 60 pL a 58 uM) avec utimbre constitué de plots de 20 um de
diameétre et de hauteur sur une lame silanisée (APTE 5%) (5 min),; b) représentation
graphique de la coupe moyenne des hauteurs de lgidre a) ; ¢) Image obtenue par microscopie
a force atomique de motifs formés de polybutadiéne2-NH, (de 60 pL a 1 mg/mL) réalisés par
le procédé de « confinement » avec un timbre const® de plots de 20 um de diametre sur une
lame époxysilane (5 min), d) représentation graphige de la coupe moyenne des hauteurs de la
figure c). AFM_Bruker Catalyst Mode Scan Asyst_Air fo : 50-90 kHz k : 0,4N/m. ;

La Figure 53 montre que le procédé de « confinemeest réalisable avec une
solution de THF contenant du polybutadiene. Lesifsnabtenus (Figure 53c)) sont tres
similaires & ceux obtenus a partir d’une solutiom BHF-dendrimeres (Figure 53a)).
Néanmoins, les représentations graphiques des saupgennes des hauteurs des motifs
e
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illustrent une différence de hauteur entre les fTm@600 nm pour les dendrimeres et 140 nm
par le polybutadiéne). La concentration et la @¢aidles molécules étant différentes, ces
résultats ne permettent pas d’expliquer les raistmsette différence. Pour autant, cette
expérience montre que le procédé de confinemerd ldafHF peut étre utilisé avec d’autres
molécules que les dendrimeéres pour peu gu’ellesnsa@olubles dans le THF. Il serait
intéressant de reproduire cette expérience avecobgds, comme des nanoparticules,
dispersées dans le THF.

3. Changement de solvant

Cette section a pour but d’évaluer I'importance gespriétés du solvant utilisé pour
pénétrer dans le PDMS. Pour cela, le procédé dmiinement » a été réalisé avec du toluene
et de I'éthanol respectivement connus pour pénétienon dans le PDMS. Les travaux ont
été réalisés avec un timbre constitué de plotsGd@rd de diametre dans les deux cas. La
Figure 54 compare les motifs obtenus aprés le géodé « confinement » pour une solution
de polybutadiene contenu dans du toluéne et du THF.

Toluéne

600um 250um

20pm Oum 20um

® '

Xrange: 100um X range: 100pum

Pas entre les structures

o
A

50
400 \4 \

a0 | | | | [\ / |

nm

200| | - - 4

10| | ]\ ! |

0.0

0.0 20 0 60 80 100
pum

Figure 54 : a) Image AFM de motifs formés de polybiadiéne dans du toluéne (de 60 pL a 1
mg/mL) réalisés par le procédé de « confinement svac un timbre constitué de plots de 20 um de
diamétre sur une lame époxysilane (5 min) ; b) Imagobtenue a partir du microscope a force
atomique de motifs formés de polybutadiéne dans diHF (de 60 pL a 1 mg/mL) réalisés par le
procédé de « confinement » avec un timbre constitwe plots de 20 um de diamétre sur une lame
époxysilane (5 min) (AFM_Bruker Catalyst Mode ScarAsyst_Air_fo : 50-90 kHz k : 0,4N/m) ;
) représentation graphique de la coupe moyenne désuteurs de la figure a) en rouge et b) en
vert.
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Les Figure 54a) et b) montrent que le « confinemedés molécules a bien eu lieu
dans les deux cas selon des motifs de forme «dridme creuse » le long des parois du
timbre en PDMS. En revanche, le diamétre des strestobtenues est de 35 um avec le
toluéne alors qu'il n'est que de 20 um avec latsmiude THF (Figure 54c)). Cette différence
de taille de structure semble étre liee au solantle toluene pénetre et déforme plus le
PDMS que le THRY Ainsi, plus le solvant « gonfle » le PDMS, plus Imotifs du timbre
seront grands par rapport a leur taille initialéaNmoins, la Figure 54 montre que le pas entre
les motifs reste inchangé entre le procédé de finement » avec le THF ou le toluene. Ceci
signifie alors que le toluéne ne déforme pas lalitétdu timbre en PDMS. Il pénétre et
déforme préférentiellement les microstructures fortnmla topographie du timbre. Il est
intéressant de noter que dans le cas du toluénganiie le plus les motifs, les molécules
accumulées forment des motifs a la fois plus épigdus hauts qu’avec le THF.

Enfin, la Figure 55 illustre le résultat obtenu parprocédé de « confinement » réalisé
avec une solution de dendriméres contenue dan®tti@riol. Contrairement au THF et au
toluéne, ce solvant pénetre peu dans le PDMS.

Height Range : 40nm 40nm

X Range : 100pm -10nm

Figure 55 : Image AFM de la fonctionnalisation de grface avec une solution de dendrimeres
PAMAM (10% dans de I'éthanol) réalisée par le procdé de « confinement» (15 min en
chauffant a 80°C). Ce procédé a été réalisé avec timbre constitué de plots de 20 um de
diamétre sur une lame verre (AFM_Bruker Catalyst Male Scan Asyst Air_fo : 50-90 kHz k :
0,4N/m).

L'image AFM montre que le procédé de confinemet pas eu lieu car aucun motif sur
la surface fonctionnalisée ne peut étre distinguétdisant de I'éthanol.

L’ensemble de ces travaux montre que le procédé denfinement » conduit a un
assemblage dirigé des « objets » le long des pdessmotifs du timbre en PDMS. Nous
avons également montré que notre procédé est fentedépendant de la nature du solvant

197 3.N. Lee, C. Park and G.M.Whitesides, Anal. Ch@®03, 75, 6544-6554.
e
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utilisé. Si ce dernier ne pénetre pas dans le PME& le procédé n'est pas réalisalfle.
contrario, il semblerait gu’il ne soit pas dépendant de &ure des molécules car |l
fonctionne parfaitement avec une solution de demehés et de polybutadiéne.

Ces travaux laissent a penser que plusieurs phéremphysiques sont mis en jeu au
sein du procédé. Afin de I'expliquer, le mécanisuant est proposé:

1) La pénétration du solvant dans le PDMS «crée »volume d’air génerant la
formation d’une ligne triple (interface air /liq@disolide). De plus, elle conduit a une
surconcentration des « objets » au niveau desgdesi motifs en PDMS. Ces derniers
sont concentrés au niveau de la ligne triple.

2) La géométrie des motifs formés autour des paroi¥BMS laisse a penser a un
phénomene d’assemblage convectif vertical des etobj contre le PDMS. Cet
assemblage serait réalisé pendant I'évaporatioe @¢placement de la ligne triple le
long des maotifs (Figure 56).

AQuissse avpeAUD?)

Figure 56 : Schéma représentant I'assemblage capille de nano objets. Image adaptée des
travaux de Malaquin et al.*®

1981, Malaquin,T. Kraus H.Schmid, E. Delamarche et H. Wolf, Langmuir, 2083, 11513-11521.
R ————————
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La Figure 57 décrit le mécanisme proposé pour guph I'assemblage dirigé des
dendriméres pour les motifs micro et nanométriques.
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Figure 57 : Schéma représentant I’hypothése d’assdniage convectif des dendriméres contre les
parois des motifs du timbre en PDMS pendant I'évap@ation du solvant en fonction de la taille
des motifs.

Dans le cas des motifs micrométriques, lorsque diaitisn de dendrimeres est
confinée, le THF pénéetre dans le PDMS et s’évapdiestré par les fleches). Les
dendrimeres sont alors concentrés au niveau deyre lriple. Le déplacement de cette
derniere du haut vers le bas des motifs conduiassémblage convectif des dendriméres
contre les parois en PDMS. Lorsque le timbre en BDddt retiré, les dendriméres restent
assemblés entre eux sur la surface. Notons néasnmpia les dendriméres ne sont pas
assemblés selon une monocouche car la largeur défs mn dendriméres obtenue est
comprise entre quelques nanometres pour le somesetndtifs et plusieurs micromeétres a
leur base (Figure 53).

Pour les motifs nanométriques le principe est lenméNéanmoins, la concentration
des dendrimeres utilisée (58 pM) est suffisammemindge pour que les dendriméres
« remplissent » 'ensemble des cavités entres tgggen PDMS.
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La concentration en dendrimeres peut moduler legfsnobtenus en fonction de la
taille des motifs en PDMS utilisée.

En conclusion, le procédé de fonctionnalisationsdgface par « confinement » permet de
structurer des motifs nano et micrométriques selorprincipe impliquant des phénomeéngs
d’absorption du solvant par les motifs en PDMS ‘aissemblage convectif vertical. Le
propriétés du solvant sont a la base de ce pro€léi-ci doit impérativement pénétrer dars
le PDMS pour que le processus ait lieu.

U7

A.2. Un_ procédé de fonctionnalisation de surface pour
'augmentation des signaux de I’hybridation

Afin de savoir si le procédé de « confinement »rpgadabrication de dendrilames est
compatible avec la conception de biopuces a ADS$l)Jdmes fabriquées par « confinement »
ont été comparées aux dendrilames fabriquées paethode de « trempage » déja décrite
dans la littératuré®® Le procédé de confinement a été réalisé avec whgtion de
dendrimeres en utilisant un timbre en PDMS sanscsire (timbre plat) sur des lames
« amino-silanisées » (APTES 5%).

La biopuce a été réalisée par dépot d’oligonudiéstisondes de 20 bases avec un
robot & aiguille$® Puis aprés réduction des fonctions imines, leepunt été hybridées
avec les oligonucléotides cibles complémentairesjogs avec un fluorophore.

19°E. Trévisiol, V. Le Berre-Anton, J. Leclaire, Gralviel, A-M. Caminade, J-P. Majoral, J.M. FrancetsB.
Meunier, New J. Chem., 2003,27, 1713-1719.

200 http://biopuce.insa-toulouse. fr/
e
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18000

Dendrilame fonctionnalisée par "trempage"
M Dendrilame fonctionnalisée par "confinement"
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10000 -+
8000 +
6000 ~
4000 -
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10uM 20uM
Concentration en sondes

Intensité de fluorescence (UA)

Figure 58 : Intensités de fluorescence médianes & I'hybridation d’oligonucléotides marqués

en fluorescence pour différentes concentrations diigonucléotide sonde. Les oligonucléotides
sondes (5'-[NH]-AAT-ATG-TTT-CCG-GTC-GTC-TC-3' utilisés dans un ta mpon phosphate

0.3M, pH 9) ont été déposés avec un robot a aigedl sur trois types de supports différents :
dendrilame fonctionnalisée par trempage (procédé assique), dendrilame fonctionnalisée par
confinement et lame silanisée (APTES 5%) sans dendreres avec 63 réplicats par lame et par
concentration. L’hybridation des puces a été réalée avec un oligonucléotide cible parfaitement
complémentaire (5’-[Cy5]-GAG-ACG-ACC-GGA-AAC-ATA-TT -3’) a 100 nM dans un tampon

SSC 5X, 0,1% SDS, pendant 30min a 37°C. Parametrds scanner de fluorescence (Innoscan
700) : PMT A a 532 nm et PMTA a 635 nm = 50%.

La Figure 58 montre que les intensités médianedluteescence obtenues apres
hybridation sur une dendrilame fonctionnalisée gaonfinement » (en gris foncé) sont 2,5
supérieures aux signaux obtenus sur une dendril@nedonnalisée par « trempage » (en gris
clair) pour des concentrations faibles en sondpgd/jlet environ 1,3 fois supérieure pour de
plus grandes concentrations en sondes (20/M)pntrarig les signaux obtenus sur la lame
silanisée non fonctionnalisée, servant de témomgmatifé(en noir), sont tres inférieurs aux
intensités obtenues sur dendrilame (procédé classig par confinement). Le procédé de
« confinement » d'une solution de dendrimeres est Beulement compatible avec la
conception de biopuces a ADN par robot a aiguithass il permet également d’augmenter les
signaux de I'hybridation. Ces résultats peuverd ékpliqués de la maniére suivante :

La densité et/ou l'accessibilité des oligonucléetidsondes fixés sur la surface est/sont
supérieure/es dans le cas dune fonctionnalisatide la lame par le procédé de
« confinement ».

La fonctionnalisation par trempage peut étre cargiel comme une monocouche de
dendrimeres. En effet, lors de la fonctionnalisaties fonctions aldéhydes des dendrimeres
réagissent avec les fonctions amines de la larariséle mais ne réagissent pas entre elles. De
plus, le lavage des lames apres réaction aveceedrichéres permet d’éliminer I'excés de
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dendrimére®™. En opposition, pour le procédé de «confinementensemble des
dendriméres de la solution piégée est confiné alarhe. Dans ce cas, la fonctionnalisation
peut étre considérée comme une multitude de coudbedendrimeres agrégés. Ces deux
considérations laissent a penser que le procédécdafinement » entraine une densité de
dendriméres plus importante sur la lame augmerdardi la quantité d’oligonucléotides
sondes fixés et/ou leur accessibilité sur la setfac

Néanmoins, nos résultats ne nous permettent pdsdeter sur la densité de sondes
fixées ou encore leur accessibilité. Pour conclsue cette hypothése, il est nécessaire
d’effectuer une étude de la densité de sondestia parsondes radiomarquées.

En conclusion, ce procédé est parfaitement adapaépéoduction de lames pour |
conception de biopuces a ADN. Les lames fonctiaeéas par ce procédé de « confinement »
apportent un signal d’hybridation meilleur compaaé celui obtenu avec la méthod
traditionnelle de production des dendrilames. It etonc envisageable d'utilise
préférentiellement a l'avenir ce procédé au détnimdu trempage d’autant plus que
guantité de dendrimeéres nécessaire est réduitesdeis.

B. Le «tout en un» pour la simplification du procédé de
fonctionnalisation et 'augmentation des signaux déuorescence

Les travaux sur la fonctionnalisation par « confieat » décrits précédemment ont
amené a développer et a mettre au point un procéa¥ant de co-fonctionnalisation de
surface. Ce procédé que nous appellerons le «ouin » permet de fonctionnaliser un
support solide avec des dendriméres par confinemiedtadresser en une seule et méme
étape des biomolécules (oligonucléotides) Cettenigae permet également de structurer la
co-fonctionnalisation selon des motifs micro ouaragtriques en quelques minutes.
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B.1. Description du procédé du « tout en un »

Le procédé du « tout en un » se compose de traiglgs étapes décrites dans la Figure 59.

Etape 1 : Encrage des
biomolécules sur le timbre.

Etape 2 : Elimination des
molécules du dessus des
motifs par uCP.

Etape 3 : Confinement de Ia
solution de dendriméres
jusqu'a évaporation du TFH.

Figure 59 : Schéma représentant le principe de caifictionnalisation de surface par le procédé

du « tout en un ».

Dans un premier temps, le timbre est encré avecsahgion de biomolécules, dans
notre cas, d’oligonucléotides sondes modifiés 5%NPuis, la couche de biomolécules sur les
motifs protubérants du timbre est éliminée afin gqas biomolécules soient uniquement
déposées sur les dendrimeres lors de I'étape definement » et non sur toute la surface de
la lame. Pour cela, le timbre encré est mis enambraivec une lame de verre afin d’éliminer
les biomolécules qui seront en contact avec le atipgs de ne garder que celles présentes
dans les creux des motifs (Figure 60). En fonctien’adressage souhaité, cette étape n’est

Timbre en PDMS
structuré

r Encrage 1 min, séchage 1 min.

P
/\3%
e /)

e
S
e

Solution de dendriméres 58

UM dans du THF confinée sur
@ une lames APTLS 5%

_—~ Lame structurée avec les
“— dendrimeres et les sondes

LB R B oo en méme temps

84



Chapitre 1 : Nouveaux procédés de lithographie eqauir la structuration de surface

pas nécessaire. En effet, si 'on souhaite un adgessur toute la surface fonctionnalisée par
les dendrimeres, cette étape n’est pas indispensabl

Zone du timbre sans
biomolécule

= ==l =

Timbre encré Mise en contact avec une
lame de verre pour un

transfert des biomolécules
en contact avec la lame

Elimination des
biomolécules sur le
dessus du timbre

Figure 60: Schéma représentant I'élimination des wilécules du dessus des motifs par
microcontact printing.

Enfin, une goutte de solution de dendriméres phargshaldéhydes dans du THF est
ensuite piégée sous le timbre précédemment endribamlécules et la totalité de la solution
est confinée sur la lame de verre « amino-silanisg@sgu’a évaporation du solvant. Pendant
I'étape de confinement, les dendriméres sont comsrale s’assembler sur la lame selon les
motifs du timbre. Simultanément, les biomoléculesrées sur le timbre sont transférées sur
les dendrimeres.

Ce procédé permet donc en une seule étape de ciisfumaliser avec ou sans motifs
un support amine avec des dendrimeres tout ensaaiiedes biomolécules sur ces derniers.
La Figure 61 illustre quelques exemples de motifeious pour le dépbt de dendriméres et
'adressage d’oligonucléotides marqués en fluorese@ar le procédé du « tout en un ».
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Figure 61 : Image de fluorescence illustrant quelges exemples de motifs obtenus lors du dépot
de dendriméres et I'adressage d'oligonucléotides mgués en fluorescence par le procédé du
«tout en un». Les timbres en PDMS utilisés sont:a) sans motifs et non encrés
d’oligonucléotides fluorescents, b) sans motifs awemolécules fluorescentes, c) plots de 160 pm
au pas de 300 um, d) lignes de 20 um au pas de 40, |e) lignes de 500nm au pas de 1um. La
solution de dendriméres a été utilisée a 58 uM dardu THF et I'oligonucléotide marqué en
fluorescence (5'-[NH-ATA-CTC-CGG-GAA-ACT-GAC-ATC-TAG-[Cy5]-3) a 5 uM d ans du
tampon phosphate 0,3 M, pH 9. Les images a), b), €) d) ont été réalisées avec un scanner de
fluorescence (Innoscan 900) : PMT. a 532 nm et PMTA a 635 nm = 10% et I'image f) a été
réalisée avec un microscope a fluorescence (LSM 5000 Zeiss), Laser : 633 nm, objectif : x
40 a immersion).

Les images a) et b) illustrent les résultats olgeawec un timbre en PDMS sans motif
et les images c), d) et €), montrent des motifsométriques ou submicrométriques.

En conclusion, ce procédé innovant de co-fonctdisation de surface, appelé |
«tout en un», permet de fonctionnaliser un suppotide avec des dendrimeres par
confinement et d’adresser des biomolécules suderssers en méme temps. Cette technique
rapide permet en quelques minutes de structurdodale fonctionnalisation selon des motifs
micro ou hanometriques.

11%
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B.2. Un procédé compatible avec la production de biopuge
ADN

Dans le but de valider la compatibilité de ce pdécpour la production de biopuces a
ADN, une comparaison avec le microcontact prininété réalisé&’. Pour cela, les signaux
de fluorescence, aprés hybridation avec les cilcl@®plémentaires marquées, ont été
compareés entre les deux méthodes de production.

30000,0

m Adressage des sondes par le procédé du "tout en un"

Adressage des sondes par microcontact printing
25000.0 -
20715,5

20000,0 A

15000.0 -+

10000,0 -

Intensité de fluorescence (UA)

5000,0
21753

1901.5
R
0,0 - T .
1pM 2uM SuM

Concentration en sondes

Figure 62 : Intensités de fluorescence médianes a® hybridation d’oligonucléotides marqués en
fluorescence pour différentes concentrations en gonucléotides sondes. Les oligonucléotides
sondes ont été adressés sur la puce soit par le pgdé du « tout en un » (en gris foncé) soit par
microcontact printing (gris clair) sur dendrilame. Quel que soit le procédé les dépots ont été
réalisés avec un timbre en PDMS sans motif. L'oligaicléotide sonde (5'-[NH2-TAA-TAT-GTT-
TCC-GGT-CGT-CTC) a été utilisé dans un tampon phospate 0.3 M pH 9 et les
oligonucléotides cibles (5'-[Cy5]GAG-ACG-ACC-GGA-AAC-ATA-TT-3') ont été hybridés a
100 nM dans un tampon SSC 5X, 0,1% SDS, pendant 30ma 37°C. Parametres du scanner de
fluorescence (Innoscan 700) : PMT a 532 nm et a 635 nm = 50%.

La Figure 62 montre que les biopuces produitesi@grocédé du « tout en un »
(dendriméres + sondes en une étape) permettent augenentation des signaux de
fluorescence apres hybridation des cibles compléures. En effet, les signaux sont environ
2 fois supérieurs pour de faibles concentrationsardes (1 et 2 uM) et 10 fois supérieurs
pour une plus forte concentration (5uM) dans lediaprocédé de co-fonctionnalisation de
surface en comparaison avec le microcontact pgnfirCP). Cette différence significative
dans le cas du procédé du «tout en un » poureiplgjuer par une densité et/ou une
accessibilité des sondes adressées et fixées surféece supérieure par rapport au procéde de

202 ¢ Thibault, V Le Berre, S Casimirius, E TrévisidlFrancois and C Vieu, Journal of Nanobiotechnglog
2005, 3:7 (2005),1-12
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microcontact printing. Cette augmentation pourégialement étre la conséquence d’'un effet
optique lié a la couche de dendrimeres adresséadame pendant le procédé du « tout en
un ».

Pour veérifier cette hypothese, la quantité de senadressées sur la puce a éte
comparée pour le dépdt d'oligonucléotides sondemjmés en fluorescence pour les deux
procédés. L'intensité de fluorescence a été comspapées adressage puis aprés |'étape de
réduction de la puce (avant hybridation) avec whetisn agueuse de borohydrure de sodium
(NaBH,, 3.5 mg/mL). Ces travaux ont été réalisés a paetiimbres sans motif.

Procédé « tout en un » Microcontact printing

Apres dépot Apreés réduction Apres dépot Aprés réduction
Int : 20 080 UA Int:5112 UA Int: 1168 UA Int : 200 UA
Encrage du timbre
avec des
oligonueléotides
marqués en
fluorescence

Int: 41 UA Int:39 UA Int:39 UA Int: 38 UA

Encrage du timbre
gans oligonucléotides
marqués en
fluorescence

Figure 63 : Images de fluorescence obtenues apreadressage d’'un oligonucléotide marqué en
fluorescence soit par le procédé tout en un (a gaue) soit par microcontact printing (a droite).
L'intensité de fluorescence médiane de chaque imag@st inscrite sur I'image en unité arbitraire
(UA). L'oligonucléotide (5-[NH,-ATA-CTC-CGG-GAA-ACT-GAC-ATC-TAG-[Cy5]-3) a été
utilisé a 5 uM dans du tampon phosphate 0,3 M, pH.9.es images sont issues du scanner de
fluorescence (Innoscan 900) : PMTR a 532nm et PMTA a 635nm = 60%, lumiere : 50, Contraste

: 15, Balance: 0.

La Figure 63 montre que l'intensité médiane deriisoence obtenue par le procédé
du « tout en un » est environ 20 fois supérieupelle obtenue par le procédé uCP. Cette
différence est identique aprés I'étape de réductiena puce. L'intensité de fluorescence
chute aprées I'étape de réduction car celle-ci pedtaiminer tous les oligonucléotides non
fixés spécifiguement aux dendrimeres. De pluspi®tydrure de sodium (NaBMHest connu
pour altérer le composé fluorescéfit.Ces résultats montrent que la densité de sondes
adressées et fixées sur la surface est supériansele cas du procédé du « tout en un » par
rapport a celui de la méthode de microcontact ipgntA noter que I'hétérogénéité de la
fluorescence apres le dép6t des oligonucléotideguga s’explique par I'encrage hétérogene
des molécules sur le timbre discuté dans le cleapitr

203K, Kundu, S.F. Knight, N.Willett, S.Lee, W. R. Tlay, et N. Murthy, Angew. Chem. Int. Ed., 2009, 289-

303.
e
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Cependant, il reste a comprendre pourquoi cettesitdemmle sondes déposées est
supérieure dans le cas du procédé du «tout en Bour les deux méthodes de dépbt, le
timbre utilisé est encré dans les mémes conditames les oligonucléotides sondes. Si I'on
considere qu’initialement la quantité encrée estivente dans les deux cas, alors nous
pouvons suggérer que dans le procédé du «tounhenle relargage des biomolécules du
timbre vers les dendriméres est amélioré suiteféet' du solvant qui pénetre dans le PDMS
et qui le « gonfle ».

C. Conclusion

Dans la premiére partie de ce chapitre, jai dgwedole procédé de « confinement »
pour la fonctionnalisation de surface. Ce procédeémpt de réduire considérablement le
temps de fonctionnalisation d’une surface par degldmeres (5 minutes au lieu de plusieurs
heures) ainsi que la quantité de dendrimeres coms&® en fonctionnalisant seulement la
zone d'intérét sur la puce. Ce procédé présentéerdégat pour avantage de structurer
topographiqguement la fonctionnalisation selon urgdachoix de motifs. Adapté a la
production de lame pour la conception de biopucgBH, il permet d’augmenter les signaux
de fluorescence apres I'hybridation. Il semblecgié le principe repose sur les phénoménes
d’absorption du solvant par le PDMS et d’assemblegevectif vertical. Les propriétés du
solvant semblent étre a la base de ce procédélarce doit impeérativement pénétrer dans le
PDMS pour que le processus ait lieu. De plus, cev@au procédé a également pour avantage
de structurer des motifs non réalisables par déautchniques de lithographie douce avec des
facteurs de forme incompatibles avec I'élasticiléRDMS®* comme des « cylindres creux »
de 20 um de diametre, 600 nm de hauteur et deuangirieure & 5 um. De plus, il permet
de structurer la fonctionnalisation de surface ades molécules solubles dans des solvants
organiques déformant le PDMS et peu compatibles Eveicrocontact printing.

Ces travaux ont également conduit a la mise aut ghbim procédé innovant de co-
fonctionnalisation de surface, appelé le « toutier. Il permet de fonctionnaliser un support
solide avec des dendriméres par « confinement d'aglresser des biomolécules sur ces
derniers simultanément. Cette technique rapide lisacolt permet de structurer la double
fonctionnalisation selon des motifs micro ou nanwigees en quelques minutes. De plus, il a
pour avantage détre plus performant que le miantaxd printing pour le dépobt
d’oligonucléotides sondes. Ainsi, les signaux tiglridation en sont augmentés. Ces travaux
sont innovants et font I'objet de la rédaction dhrevet d’invention.

Les techniques de « soft lithography » largementeldppées par les travaux de
Georges Whitesidé® regroupent tous les procédés de structurationudace & partir de
timbre en PDMS comme le microcontact printing, Iierotransfert molding », le « replica
molding », le «micromolding in capillaries» ou cere le «solvent assisted
micromolding $°¢. Le procédé du « tout en un » que nous venonséemier n'a jamais été

204 A Bietsch, B. Michel, J. of Appl. Phys., 2000, §34310-4318.
25D, Qin, Y. Xia et G.M. WhitesideNature protocols, 2010, 5, 3, 491-VOL.5 NO.3 2090-502.

2%y Xija et G.M. Whitesides, Angew. Chem. Int. EQ98, 37, 550-575.
e
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décrit dans la littérature. Dédié a la structuratite surface a partir de timbre en PDMS, |l
peut ainsi étre considéré comme un nouveau procddé lithographie douce.
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Chapitre 2 : Developpement d’un
automate de microcontact printing pour
la conception de biopuces a ADN

Images de dépdts d'oligonucléotides fluorescents aw robot a aiguilles (barre d’échelle : 300um
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Les premiers travaux de conception de biopuces A fABr uCP et sur dendrilames
ont été menés par Thibawt al?®’. Il a été montré que pour de faibles concentratiems
oligonucléotides sondes (<a 10 uM) déposés surut,pla conception par pCP permet
d’obtenir des signaux de fluorescence plus imptstaprés I'hybridation que ceux obtenus
lors de la conception par le robot a aiguilles. f&ssiltats trés encourageants laissent a penser
gue le uCP est une technologie qui pourrait répoadnotre problématique d’adressage pour
la fabrication de biopuces a ADN a moindre colUtpé&®lant, ces travaux, réalisés de facon
purement manuelle, demandent a étre développéd’adressage multiplexé des sondes.

Ce chapitre est consacré a I'évaluation des pedoces d’'un nouveau robot de
microcontact printing (LCP), I'lnnostamp 40 pour danception de biopuces a ADN.
L’objectif est de valider les précédents travauxTtiéaultet al avec cet automate de uCP.
Ce dernier a été concu par la société Innopsys léaredre du projet ANR Innodiag pour le
dépb6t multiplexé de biomolécules. Ce robot, détaits I'introduction bibliographique, utilise
un champ magnétique pour mettre en contact le @&nmbagnétisé et le support avec une
pression d’appui homogéne et controlée. Les traymésentés ici ont été réalisés en étroite
collaboration avec Julie Fredonnet, ingénieureutiés a I'Institut des Technologies Avancé
en science du Vivant (ITAV USR 3505) engagée spriget Innodiag.

A. Adressage de biomolécules par uCP avec I'lnnostand

Pour débuter, nous étudierons les conditions oftende dépot d’oligonucléotides
sondes sur dendrilame. Puis, I'lnnostamp dans saoveprototype sera comparé au robot a
aiguilles pour la production de biopuces a ADN. &mclusion, nos recommandations en
termes de protocole d'utilisation et d’amélioratatun prototype seront formulées et réesumées.

A.1. Différences entre le yCP manuel et le yCP aveod$amp
40

Les caractéristiques techniques de I'outil de p@®s$tamp 40 sont décrites en détails
dans la partie B.7 du Matériel et Méthodes. Le tgpanacrotimbre sera néanmoins préciseé.
Puis, nous mettrons en évidence les différencese dat uCP manuel et le uCP avec
I'Innostamp 40.

Dans le but d’évaluer cet automate pour la prodactie biopuces a ADN a basse et
moyenne densités (<150 analyses en paralleles$, avans choisi d’'utiliser un macrotimbre
constitué de 4 colonnes de 16 piliers en PDMS awvecsemelle en PDMS contenant de la
poudre de fer (50% en masse) (Figure 64a). Lesrpitlu macrotimbre sont microstructurés
d’'une matrice de plots de 160 um de diameétre, 10dgrhauteur au pas de 300 um. Ces
motifs sont proches de ceux réalisés par la métkameventionnelle » du robot a aiguilles.
De plus, leur dimension micrométrique est parfagetradaptée a la résolution du lecteur de
fluorescence utilisé (Innoscan 900, Innopsys). dwetact entre le timbre chargé de poudre de
fer et la lame de verre a fonctionnaliser est séalgrace a l'application d’'un champ

207 C. Thibault, V. Le Berre, S. Casimirius, E. TrésisJ Francois et C Vieu, Journal of Nanobiotedbgy,
2005, 1-12
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magneétique produit par 3 aimants positionnés salanhe (Figure 64b). La force de contact
entre le timbre et la lame est définie non seuldrpan la quantité de poudre de fer dans la
semelle du timbre mais aussi par la position denbat par rapport a la lame. Plus I'aimant
est proche de la lame, plus la force de contagreside.

Matrice de plots de 160 pm
au pas de 300 pm

a) b)

Pilier en PDMS sans Y4

i P nnnnie

} Macrotimbre

Lame de verre |

Aimants

Semelle en PDMS remplie
de poudre de fer

Figure 64 : a) Schéma représentant le principe deontact entre le macrotimbre et la lame par
'application d’'un champ magnétique ; b) photo du macrotimbre constitué de 64 piliers
microstructurés de plots de 160 um au pas de 300 um

Le Tableau 6 illustre les différentes techniquesesle uCP manuel et le uCP avec
I'Innostamp 40. Les étapes d’encrage et de dépittess différentes avec I'lnnostamp 40 par
rapport au uCP manuel. Les travaux qui vont sypemenettront de vérifier si ces différences
ont un impact sur la qualité des dépots.

Tableau 6 : Comparaison entre le uCP manuel et |eGP avec I'lnnostamp 40

HCP manuel HCP avec I'lnnostamp 40
Timbre Timbre en PDMS Macrotimbre en PDMS magnétisé
Dépbt d’'une goutte de solution sur les Encrage du macrotimbre par immersion

Encrage : . . .

motifs du timbre. dans une microplaque a puits
Séchage Manuel par un flux d’azote Automatique par une roftrine

LA Contact avec une pression manuelle sur , -

Dépots P "~ Contactvia une force magnétique

I'arriere du timbre
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A.2. Analyse des conditions dencrage et de dépobt
d’oligonucléotides sondes sur dendrilames

Dans un premier temps, nous nous sommes intéra¢aédnise au point des conditions
de dépbt pour lI'adressage d'oligonucléotides somsdesiendrilames. Pour cela, nous avons
utilisé exclusivement des oligonucléotides sondes2f bases modifiés par une fonction
amine a I'extrémité 5’ et marqués avec un fluorophip leur extrémité 3’ (24 bases [MNbI-
TAT-ACT-CCG-GGA-AAC-TGA-CAT-CTA-G-[Cy3 ou Cy5]-3" dués dans du tampon
phosphate 0,3 M, pH 9). L’intensité de fluoresceacété utilisée pour valider la qualité et
’lhomogénéité des dépots.

A.2.a. Quelle est la force de contact optimale entre lemiambre et
la lame ?

Sur I'lnnostamp 40, la force de contact entre leno@mbre et la lame est déterminée
par la quantité de poudre de fer dans la semellgéntlhure et la distance de I'aimant sous la
lame avec la semelle du timbre en contact sur feelaLa distance entre la semelle du
macrotimbre et les aimants permet de moduler leefexercée par le champ magnétique sur
la semelle du timbre. Plus les aimants sont prodada lame, plus la force est importante. Le
déplacement des aimants sur le robot est matéripéis des pas-moteurs (allant de 40 PM a
100 PM voir partie B.7 du Matériel et Méthodes)usPlle nombre de pas-moteurs est
important, plus les aimants sont proches de la kind®nc plus la force de contact est grande.
Dans cette section, nous cherchons a détermindlegest la position optimale en pas-
moteurs pour que I'ensemble des motifs du macratmsbit en contact avec la lame sans étre
« écrasé ». Cette position doit également permaettrdépdt homogéne des oligonucléotides
sondes. Pour évaluer cette homogénéité, la digmedsis signaux de fluorescence en fonction
de la position en pas-moteurs des aimants a éféétu
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a) Concentration de l'oligonucléotide a 1 uM

b) Concentration de loligonucléotide a 5 puM
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Figure 65: Intensités médianes de fluorescence efonction des pas-moteurs (PM) de
positionnement de I'aimant sous la lame. Dépdt d’'gonucléotides marqués (5’-[NH-ATA-CTC-
CGG-GAA-ACT-GAC-ATC-TAG-[Cy5]-3") dilués a) a 1 pM, b) & 5 pM, c) & 10 uM et d) & 20
UM dans du tampon phosphate 0,3 M, pH 9. Conditiongle dépdt : encrage 60 s dans une
microplaque ; séchage 100 UA pendant 60 s, dép6t 60sur dendrilame avec un seul et méme
macrotimbre. 200 spots par condition. Le chiffre erpourcentage représente les spots détectés en
fluorescence. Parametres du scanner de fluorescen¢enoscan 900) : PMTA a 532 nm et PMTA

a 635 nm = 100%. (L'interprétation d’'un « boxplot »est décrite dans la partie E.1 du Matériel et

Méthodes).

La plus faible dispersion des signaux de fluoreseesst observée pour une position
des aimants de 100 pas-moteurs et ce quel quelas@bncentration d’oligonucléotides

fluorescents déposés (Figure 65). De plus, a 18ammdeurs, 100% de spots sont déposes.
Ceci signifie que la totalité des motifs sont entect avec la lame pendant le dép6t. En plus
d’étre réduite a 100 pas-moteur, la dispersion sigraux est plus faible pour le dépét
d’oligonucléotides a 20 uM en comparaison avecéts a 1, 5 et 10 uM.

Dans le but d'évaluer la force réelle de contadreete timbre et la lame, un
dynamometre est utilisé (Figure 66).
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Figure 66 : Force d'aimantation en fonction des pamoteurs de positionnement de I'aimant.

Valeurs mesurées par un dynamometre pour un macratibre constitué de 64 piliers en PDMS et
d'une semelle en PDMS et poudre de fer. Dépét d'gionucléotides dilués a 20 uM dans du
tampon phosphate 0,3 M, pH 9. Les conditions de dépsont : encrage 60 s dans une
microplaque a puits ; séchage 100 UA pendant 60adp6t 60 s sur dendrilames. Les parameétres
du scanner de fluorescence (Innoscan 900) sont : HM. a 532 nm et PMTA a 635 nm = 100%.

La Figure 66 indique que pour 100 PM, la force detact entre le macrotimbre et la
lame est d’environ 11,58 Newtons. L'image obtenndlgorescence montre que pour cette
force de contact aucune zone en dehors des metiisasente de fluorescence. Les motifs ne
se sont donc pas effondrés pendant le contact.

En conclusion, le dépot d’oligonucléotides sondasréscents avec I'lnnostamp 4
est « optimal » pour une force de contact d’envitd;58 Newtons entre le macrotimbre et |a
dendrilame. Cette force correspond a un positiommemes aimants de 100 pas-moteurs pour
I'utilisation d’'un macrotimbre constitué de 64 pits en PDMS et d’'une semelle en PDMS
contenant de la poudre de fer. Cette condition pefanmeilleure homogénéité de dépbt aviec
une dispersion des signaux de fluorescence minirba@eplus, la concentration préférentiell
en oligonucléotides a utiliser est de 20 uM.
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A.2.b. Etude de la contamination croisée

Chacun des piliers du macrotimbre étant encré dammuits différent, il est nécessaire
de vérifier 'absence totale de contamination &eigui pourrait avoir lieu pendant I'étape de
séchage du timbre. Apres I'étape d’encrage dangulés de la plaque de titration, une
« gouttelette » de solution d’encrage reste présartextrémité de chaque pilier en PDMS
(Figure 67a). De facon a limiter la contaminatiooigee, I'lnnostamp est équipé d’'une grille
de séchage (Figure 67b) qui doit permettre d’élenies « gouttelettes » résiduelles restantes
sur les extrémités des piliers en PDMS.

a)

Macrotimbre
aprés I'encrage

Gouttelette de la
solution encrée

y

Déplacement horizontal

]

. -I v I —I -I —I -. } Grille de séchage
A 1

\ !

AT
Vg
\Y

.} Moto turbine de séchage

Figure 67 : Schéma représentant a) le macrotimbrepmes I'étape d’encrage avec une gouttelette
de la solution encrée a I'extrémité de chaque pileen PDMS et b) le processus de séchage du
macrotimbre avec une moto-turbine au travers d’ungyrille.

b)

Pour vérifier 'absence de contamination croisege |'utilisation de cette grille de
séchage, les piliers du macrotimbre ont été enpass des oligonucléotides marqueés
alternativement dans le vert (Cy3) et dans le roi@). Puis, apres I'étape de séchage au
travers de la grille de l'lnnostamp 40 dans un eassans la grille dans l'autre, les
oligonucléotides séchés ont été déposés sur damdrifvoir conditions dans la Figure 68).
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a) Avec grille b) Sans grille

VA VS

Contamination croisée

Figure 68 : Images de fluorescence de dépbts d'adigucléotides marqués en fluorescence Cy3 en
vert et Cy5 en rouge : a) images obtenues apres dépavec un séchage du macrotimbre au
travers de la grille, b) images obtenues aprés dépévec un séchage du macrotimbre sans grille.
Les oligonucléotides (5-[NH-ATA-CTC-CGG-GAA-ACT-GAC-ATC-TAG-[Cy5]ou[Cy3]-3))

ont été utilisés a une concentration de 5 yM dansudtampon phosphate 0,3 M, pH 9. Les
conditions de dép6t sont : encrage 60s dans une glee de titration; séchage a 100 UA pendant
60s, dépbt 60s a 100 pas moteurs sur dendrilame.dienages ont été réalisées avec un scanner de
fluorescence (Innoscan 900) selon les conditionsvantes: PMT A a 532nm = 100% et PMTA a
635nm = 100%, luminosité : 50, contraste : 10 et lance : 50.

Comme le montre la Figure 68, il 'y a pas de cmimation croisée dans le cas de
l'utilisation d’'une grille de séchage. En revanckans la grille une contamination croisée est
observée entre les piliers. Cette derniere maitmlen jaune correspond a la présence de
fluorescence verte sur les motifs d’oligonucléatidmarqués Cy5 (rouge). La grille de
séchage s’avére donc étre nécessaire et suffigaube éviter toute contamination croisée
entre les 64 piliers d’'un macrotimbre.

A.2.c. Lavage du macrotimbre

Dans un souci de réutilisation des macrotimbresfitacité de différents protocoles de
lavages a été testée. Pour cela, la fluorescergelg@nucléotides déposés sur dendrilame a
éteé quantifiée avant et apres les protocoles dagkav
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Figure 69 : Résultats obtenus apres les différentsrotocoles de lavage du macrotimbre utilisé
pour le dépbt d'oligonucléotides fluorescents (5’'NH,-ATA-CTC-CGG-GAA-ACT-GAC-ATC-
TAG-[Cy5]-3"), utilisés a 5uM dans du tampon phosphte 0,3 M, pH 9); Lavage avec a) un bain
d’eau DI, b) un bain d’isopropanol, ¢) un bain d’éhanol, d) I'application de Scotch®, e) par
dépdbts successifs sur une lame. M représente la neate des valeurs de fluorescence de chaque
« boxplot » avec 196 valeurs d'intensités médianede fluorescence par « boxplot». Les
conditions de dépbt sont: encrage 60s dans une glee de titration; séchage 100 UA pendant
60s, dépbét 60s a 100 pas moteurs sur dendrilame. d.eparametres du scanner de
fluorescence (Innoscan 700) sont : PMT a 532nm et PMTA & 635nm = 100%.

Les graphiques de la Figure 69 illustrent la disiper des intensités de fluorescence
obtenue apres le dép6t des oligonucléotides flaerds avant et aprés différents lavages du
macrotimbre. Quel que soit le protocole de lavégenédiane des valeurs de fluorescence de
chaque « boxplot » indique que lintensité de fasmence est fortement diminuée apres
chaque lavage (proche de zéro). Les deux lavageplles efficaces sont le nettoyage par
application de Scotch® et le lavage par incubatians un bain d’éthanol (5 minutes) avec
une perte de plus de 99,5% de la fluorescence. RV, le Scotch® « arrache » les
oligonucléotides accrochés au timbre en PDMS @Hfiité Scotch®-oligonucléotides est
plus forte que laffinité oligonucléotides-PDMS edoque I'éthanol, connu pour précipiter
'ADN, « décroche » les oligonucléotides du PDM3lblement en les précipitant. Le
nettoyage par application d’un Scotch® est plusdepéanmoins, il n’est efficace que pour
'extrémité des motifs (Figure 70). Ce nettoyagatpionc étre source de contamination pour
les dépbts futurs si les molécules accrochées esircbtés des motifs se détachent et
contaminent la solution d’encrage suivante.
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a)
Avant lavage Bain d’éthanol Aprés lavage dans un
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scotch application d’un scotch
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Figure 70 : Schéma illustrant les différences delage pour a) un lavage par incubation dans un
bain d’éthanol ; b) un lavage par application d’'unscotch® sur les motifs en PDMS.

La Figure 71 illustre deux dépdts d’oligonucléeidnarqués en fluorescence avec un
macrotimbre. Chacun des piliers a d’abord été eace€ les molécules marquées en Cy3 ou
en Cy5. Par la suite, I'encre est déposé (dépdx suid la dendrilame. Aprés ce dépot, les
piliers sont nettoyés par application d’un Scotcl®@r la suite, les piliers sont de nouveau
encrés par un oligonucléotide marqué difféeremmaerprécédent.

Dépat N°1

DEPSL N°2

2mm

Figure 71 : Images de fluorescence de deux dépbt®ldjonucléotides marqués en fluorescence
Cy3 (fluorescence verte) et Cy5 (fluorescence rougkes deux dépbts ont été réalisés avec 8
piliers d'un méme macrotimbre. Entre ces dépébts, lenacrotimbre a été nettoyé par I'application
d'un Scotch®. Les oligonucléotides fluorescents @NH,-ATA-CTC-CGG-GAA-ACT-GAC-
ATC-TAG-[Cy5]ou[Cy3]-3’) ont été utilisés a 5uM dars du tampon phosphate 0,3 M, pH 9. Les
conditions de dépbt sont : encrage 60s dans une glee de titration; séchage a 100 UA pendant
60s, dépodt 60s a 100 pas moteurs sur dendrilamesd.images ont été obtenues avec un scanner
de fluorescence (Innoscan 900) selon les conditiasisvantes: PMT A a 532nm = 100% et PMTA

a 635nm = 100%, luminosité : 50, contraste : 10 éalance : 50.
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La Figure 71 montre gu'’il n’y a pas de contaminatibun dépot a l'autre lorsque le
macrotimbre est nettoyé par I'application d’'un 8b®. Nous avons donc utilisé le Scotch®
comme méthode de lavage pour la suite des tra@@ixesultat signifie soit qu'il n’y a pas ou
peu d’oligonucléotides encrés sur les parois vagg du pilier et en tout cas en trop faible
guantité pour contaminer la solution suivante.

A.2.d. Durée de vie du macrotimbre

Dans cette section, le nombre d’utilisations pdesildu macrotimbre a été évalué par
le changement d’intensité de fluorescence issu @aépo6ts successifs d'oligonucléotides
marqués. Entre chaque dépdét, le timbre a été metsoyt par incubation dans un bain
d’éthanol soit par application d’'un Scotch® avarét® de nouveau encré de molécules
marquées (Figure 73).

a)Nettoyage par application d’un Scotch® b) Nettoyage pour incubation dans une
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Figure 72 : Nombre d'utilisations possibles du maatimbre pour le dép6t d’oligonucléotides
marqués en fluorescence Cy3 aprés lavage a) aprégpphlcation d'un Scotch®, b) aprés
incubation dans un bain d'éthanol pour le nettoyer.L’oligonucléotide (5-[NH,-ATA-CTC-
CGG-GAA-ACT-GAC-ATC-TAG-[Cy3]-3’) a été utilisé a 5uM dans du tampon phosphate 0,3
M, pH 9). Les conditions de dépdt sont : encrage §@ans une plaque de titration; séchage 100
UA pendant 60s, dép6t 60s a 100 pas moteurs sur deilames. (200 spots pas dépot). Les
intensités de fluorescence aprés dépbt ont été meSes avec un scanner de
fluorescence (Innoscan 900) selon les conditionsvantes: PMT A a 532nm = 100% et PMTA a
635nm = 100%.

La médiane des intensités de fluorescence (ilaspar un trait noir dans chaque
« boxplot ») en fonction du nombre d'utilisatiorism@macrotimbre neuf nettoyé entre chaque
dépdt chute significativement apres {8 tiépot lorsque le timbre est nettoyé au moyen d’un
Scotch®. En revanche, cette médiane des intenséédiminue qu'a partir du £8° dépot
pour le lavage par incubation dans un bain d’éthabette forte diminution des intensités de
fluorescence signifie que le macrotimbre est densi@n moins efficace jusqu’a devenir
inefficace pour le dépdt d'oligonucléotides. Lestproles de lavages semblent donc avoir
détérioré la qualité des macrotimbres.
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En 2007, Thibaultet al. ?®® ont démontré que lorsque le PDMS était nettoyé en
utilisant un soxhlet, il perdait ses propriétésndiage et de dép6t de molécules nécessaires au
UCP. lls ont également suggeré que l'adhésion d#écues sur le PDMS était accomplie
par de petites chaines de PDMS non réticulées. Nougons donc interpréter la détérioration
des propriétés d’encrage et de dépdt du PDMS ahrégue lavage comme provenant de
I'élimination a la surface et a proximité de lafage du timbre des petites chaines de PDMS.
Lorsque ces dernieres ne sont plus en nombre aniffelors le timbre perd son efficacité
Selon cette hypothese, le nettoyage par applicafiom Scotch® éliminerait plus rapidement
ces petites chaines de PDMS non réticulées qumteqole de lavage par un bain d’éthanaol,
réduisant ainsi son nombre d’utilisation.

A.2.e. Reproductibilité du dépbt pour un méme macrotimbre

En vue d'un processus de fabrication de puces pematisation du UCP, il est
important de vérifier que le dépot des sondes egmtoductible et homogéne. Pour cela, un
macrotimbre a été encré avec une gamme de contenticroissante d’oligonucléotides
fluorescents et utilisé 8 fois de suite et nettpgé application d’'un scotch® entre chaque
dépbt.

208 ¢ Thibault , C. Severas-F Mingotaud, C.Vieu et M. Mauzatangmuir 2007, 23, 10706-
10714.
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a) Concentration de I'oligonucléotide a 1 uM b) Concentration de I'oligonucléotide a 5 uM
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Figure 73 : Intensités médianes de fluorescence pole dépbt d'oligonucléotides marqués en
fluorescence Cy3 en fonction du nombre de dépbts feftués par un seul macrotimbre.
L'oligonucléotide fluorescent (5'-[NH,-ATA-CTC-CGG-GAA-ACT-GAC-ATC-TAG-[Cy3]-3)

a été utilisé a 1uM, 5uM, 10uM et 20uM dans du tamgn phosphate 0,3 M, pH 9. Les conditions
de dépbt sont : encrage 60s dans une microplaquepaits, séchage 100 UA pendant 60s, dépot
60s a 100 pas moteurs sur dendrilames (50 spots pdeépdt). Le chiffre en pourcentage
représente les spots détectés en fluorescence. Lgmramétres du scanner de
fluorescence (Innoscan 900) sont : PMT a 532nm = 100% et PMTA a 635nm = 100%.

Les médianes des intensités de fluorescence cade¢matérialisées par un trait noir
au sein de chaque «boxplot») de chaque dépdét wést variables entre les dépodts
indépendamment de la concentration en oligonudésti utilisée. Les dépobts
d’oligonucléotides sur dendrilames avec un mémerotiatbre sont peu répétables. De plus,
la taille des «boxplots » met en évidence une tgEmde dispersion des valeurs de
fluorescence au sein d'un seul dépét. Celle-ci dst, plus, exaltée pour les faibles
concentrations (1 et 5 uM). Ces résultats indiqgeetla quantité d’oligonucléotides déposés
n’est pas homogene entre les spots d’'un dépot.
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A.2.f. Reproductibilité entre les macrotimbres

Afin d'étudier la reproductibilité du dépbt entes timbres, 8 macrotimbres issus de
deux lots de production ont été utilisés pour Igpaiéd’oligonucléotides marqués en
fluorescence sur dendrilames (Figure 74).
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Figure 74 : Intensités médianes de fluorescence pole dépbt d'oligonucléotides marqués en
fluorescence Cy3 avec deux séries de 4 macrotimbrdsoligonucléotide fluorescent (5'-[NH,-
ATA-CTC-CGG-GAA-ACT-GAC-ATC-TAG-[Cy3]-3) a été uti lisé a 5uM dans du tampon
phosphate 0,3 M, pH 9. Les conditions de dép6t sonencrage 60s dans une microplaque a puits;
séchage 100 UA pendant 60s, dép6t 60s a 100 pasaudt sur dendrilames (50 spots par dépot).
Les parametres du scanner de fluorescence (Innosc&@0) sont : PMTA a 532nm = 100% et
PMT A a 635nm = 100%.

Grace a la représentation en « boxplot » de lpedison des intensités médianes de
fluorescence, nous constatons que les quatre dégdlisés indépendamment avec quatre
macrotimbres du lot 1 montrent une grande dispersialonc une faible homogénéité au sein
de chaque dépdt. De plus, la médiane des valeuflial®scence est trés différente d’'un
dépbt a l'autre, indiquant une faible reproduciti®ilentre les macrotimbres. En revanche,
pour les quatre dépbts realisés avec quatre madnas du lot 2, la dispersion des intensités
est plus faible au sein de chaque dép6t et la médentre chacun des dépdts est
approximativement equivalente. Ce lot de producsemble donc plus homogéene et de bonne
qualité. En conséquence, nos resultats suggérentlequrocédé actuel de fabrication ne
permet pas d'assurer la qualité de production deacratimbres pour le uCP
d’oligonucléotides sur dendrilames.

A.2.g. Bilan des conditions idéales pour le dép6t d’oligoléotides

Le Tableau 7 liste les parametres retenus qui peFnied’effectuer des dépbts
d’'oligonucléotides avec l'Innostamp 40 sur dendnds conduisant a une dispersion
minimale des signaux de fluorescence.
R
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Tableau 7 : Parametres optimaux de dépot d’oligonuéotides avec I'lnnostamp 40 pour une
dispersion minimale des signaux de fluorescence.

Parameétres retenus

Encrage : 60 s dans une microplaque a puits.
Vitesse de relevage du macrotimbre : 5000 pm/s.
Séchage avec moto-turbine : 100 UA pendant 30tsamers d’une grille.

Application d’'un scotch® ou incubation de 5 min slam bain

Lavage des macrotimbres : ,
9 d’'éthanol.

100 pas moteurs soit environ 11,5 Newtons de fentee le

Position des aimants : )
timbre et le support.

_ Préférence pour des concentrations en oligonudéstie 20

Concentration en oligonucléotides UM aux dépens de 1, 5 et 10 M.

Néanmoins, les résultats obtenus pour les condittn dépot sélectionnées ne sont
pas satisfaisants. En effet, la dispersion desasigrde fluorescence obtenue au sein des
dépobts et entre les dépodts traduit une grandedgégéite (> a 30%) dans I'adressage des
oligonucléotides sur dendrilames. Cette inhomodéngarait en I'état peu compatible avec
l'utilisation du macrotimbre pour la fabrication ddebiopuces. L’analyse des résultats

précédents souléve deux questions :

1) Le procédé d’encrage du macrotimbre dans une niamap a puits est-il adapté pour
I'obtention d’un encrage homogéene des biomolécsiliede timbre ?

2) Le contact entre le timbre et la dendrilame soastion d’'un champ magnétique est-il
homogene et suffisant lors de I'étape de déepbt ?

A.3.  Améliorations du procédé de dépbt par macrotimbre

A.3.a. L’'encrage dynamique du PDMS

Le procédé d’encrage du macrotimbre dans une niamgap a puits n’est pas optimal
pour I'obtention d’un encrage homogéne des pilierdgimbre. Lors de I'entrée et de la sortie
de chaque pilier du macrotimbre dans chaque peittadmicroplaque, la ligne triple de la
solution d’encrage va balayer les motifs des pliem PDMS comme décrit dans la Figure 75.
La ligne triple représente I'ensemble des pointcal@act ou se rejoignent les trois phases
solide-liquide-gaz c'est-a-dire I'interface entagr| le PDMS et la solution d’encrage.
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Pilier du Pilier du
Pilier du ‘timbre en timbre en
timbre en PDMS PDMS

PDMS
Ligne triple

afw

Puits Puits Puits Puits

Pilier du
timbre en
PDMS

Solution d'encrage

\\
Retrait du macrotimbre en PDMS de la plaque a puits aprés I'encrage P
.7

Figure 75 Schéma représentant le déplacement du méque lors du retrait du macrotimbre de
la microplaque a puits.

Considérons que I'encrage est la cause de I'hétéég des dépdts. Dans ce cas,
nous pouvons émettre I'hypothese suivante :

Le déplacement de la ligne triple lors du retrait chacrotimbre de la plague a puits est
responsable de I'hétérogénéité de I'encrage demblécules sur le timbre.

La vitesse de déplacement du ménisque dans leec#itndostamp 40 est liée a la
vitesse de retrait du macrotimbre de la microplagyoeiits. Afin de vérifier cette hypothese,
comparons la qualité des dépodts d’oligonucléotele$onction de la vitesse de déplacement
du ménisque (Figure 76).

Concentration en

oligonucléotides a) b) c) d)
fluorescents (Cy3) V: 750 pm/s V: 1500 pm/s V' : 2500 um/s V : 5000 um/s

oum

20 uM

10 uM

5uM

1uM

OumM -~

Figure 76 : Images de fluorescence de 4 dépdts deurgamme d’oligonucléotides marqués en
fluorescence en fonction de la vitesse de retraitudmacrotimbre de la microplague a puits. V
représente la vitesse en pum/s. L'oligonucléotide mgué (5'-[NH,-ATA-CTC-CGG-GAA-ACT-
GAC-ATC-TAG-[Cy3]-3") a été utilisé dans du tamponphosphate 0,3 M, pH 9 a 0, 1, 5, 10 et
20uM. Les conditions de dépobt sont : encrage 60€chage 100 UA pendant 60s, dépdt 60s a 100
pas moteurs sur dendrilame. Les parametres du scaen de fluorescence (Innoscan 900) sont :
PMT A a 532nm = 50% et PMTA & 635nm = 100%, luminosité : 50, contraste : 10 éalance :
50.
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Les images de fluorescence de 4 dépo6ts d'oligontidEs marqués en fluorescence en
fonction de la vitesse de retrait du macrotimbrelalenicroplaque a puits montrent des
variations dans la qualité du dép6t (pour les 3i2rgi d’'un macrotimbre). Lorsque la vitesse
de retrait du macrotimbre est la plus faible (758/¢), certains motifs sont absents en
fluorescenceA contrario, lorsque la vitesse est au maximum (5000um/s)3&motifs du
macrotimbre ont été transférés sur la dendrilanes. r€sultats laissent a penser que la qualité

d’encrage du PDMS serait liée a la vitesse de dépiant de la ligne triple.

Dans le but de confirmer ces résultats, nous acongaré 'homogénéité de dépbts
d’oligonucléotides marqués en fluorescence a umeeamdration de 1 uM dans le cas ou
'encrage est réalisé avec ou sans controle duadéplent de la ligne triple. Pour cela, un
timbre en PDMS structuré de plots de 160 um de élisarau pas de 300 um a été encré soit
par dépbt d’'une goutte de solution, soit par «yzaja » avec contrdle du déplacement de la
ligne triple. La goutte est immobilisée sur le tmmtentre deux lamelles hydrophobes avec un
angle de contact de 49°. Puis, le timbre est déptaton un axe horizontal et une vitesse
contrélée (2,5 mm/s). Ceci permet de controlerdglacement de la ligne triple de la solution
d’encrage sur le timbre. La Figure 77 illustre tEux procédés d’encrage du timbre en
PDMS.

Encrage par dépot d’une goutte Encrage par balayage

a)

micropipette

. Lamelles hydrophes = réservoir d’ADN
e micropipette -

AN

® o P ‘ \

ADN

Encrage par dépot d'une goutte Retrait de 'ADN restant

d’ADN sondes (60s) )
.
et®

—— L Fluxd’azote (= = == R = === = = =
DIV Déplacement

Séchage avec flux d'azote 2500pm/s

L’avant du ménisque L'arriere du ménisque

Encrage par balayage

Figure 77 : a) Schéma descriptif de I'encrage paré&p6bt d’'une goutte de solution (a gauche) ou
par balayage (a droite) ; b) photographies représdant le retrait de la solution lors de I'encrage

par dépbt d'une goutte ou par balayage en controlane déplacement de la ligne triple sur les
motifs du timbre en PDMS.
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Encrage par dépdt d’une goutte Encrage par halayage

Déplacement du ménisque

16000 - 14 mm
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Figure 78: Intensités médianes de fluorescence @iues aprés dépdt d'oligonucléotides
fluorescents. Les « boxplots » en rouge représentdas résultats de 8 dépbts dont I'encrage a été
réalisé par dépot d’'une goutte de solution sur lesiotifs du macrotimbre (absence de contréle
dans le déplacement du ménisque). Les « boxplotsem bleu représentent les résultats de 8
dépbts dont I'encrage a été réalisé par balayage utie goutte de solution entre deux lamelles
hydrophobes sur les motifs du macrotimbre (avec cdrble du déplacement du ménisque) ; a) et
b) images issues du scanner de fluorescence d’'unpdé d'oligonucléotides sur dendrilames.
L'oligonucléotide marqué (5'-[NH,-ATA-CTC-CGG-GAA-ACT-GAC-ATC-TAG-[Cy3]-3") a
été utilisé dans du tampon phosphate 0,3 M, pH 9 B1M. Les conditions de dépdt sont : 60s sur
dendrilames. Les parameétres du scanner de fluorestee (Innoscan 900) sont : PMT a 532nm =
100% et PMT A a 635nm = 100%, luminosité : 50, contraste : 10 bklance : 50.

La dispersion des intensités de fluorescenceigsifisativement supérieure dans le
cas ou le déplacement de la ligne triple est aeffeqiar pipetage par comparaison avec
'encrage par balayage. Cette difféerence d’homoigérde I'encrage est également illustrée
par les images de fluorescence a) et b). Le dépkacede la ligne triple lors de I'étape
d’encrage joue donc un rble sur la qualité de Fage des biomolécules. Ces travaux ont
donné lieu & une publication scientifique dansderfjal Microelectronic Engineerirfg?
L’optimisation de I'encrage des piliers du macrdineouvre la perspective d’'une plus grande
homogénéité des dépbts de sondes pour la fabrnodéi® biopuces.

209 J. Fredonnet, ]. Foncy, S. Lamarre, J-C Cau, E. Trévisiol, J-P Peyrade, ].M. Francois, C. Séverac,

Microelectronic Engineering, 2013, 111, 379-383.
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A.3.b. La maitrise du contact: un point clé!

Identifie comme potentiellement responsable de tétogénéité de dépbt
d’oligonucléotides sur dendrilames, le contactestgrtimbre et la lame de verre sur le robot
Innostamp 40 est contrdlé par I'application d’'uramip magnétique. Dans ces conditions, le
contact entre le macrotimbre et la lame pendadépst est-il homogéne ?

Les premiers travaux sur I'lnnostamp 40 réalisésJp@. Catet al.?*° ont permis de
quantifier la force magnétique exercée pendanbigact en fonction de la distance entre la
partie magnétique du timbre et les aimants (Fig@je

Macrotimbre

7mm

Distance between
magnet and stamp

Magnetic force (u.a)

i

\—J X position (mm)

La force magnétique La force magnétique
diminue surles bords du diminue surlesbords du
macrotimbre macrotimbre

Figure 79 : Mesure de la force magnétique en fonain de la distance entre la partie magnétique
du timbre et les aimants. Les zones en rouge repeggent les zones ou la force de contact est plus
faible (Image adaptée des travaux de Caet al.,2013).

Les macrotimbres utilisés dans nos travaux sonstiads d'une semelle en PDMS
remplie de poudre de fer et de 64 piliers en PDMS hauteur des piliers est de 7 mm,
I'épaisseur d'une lame de verre de 1 mm et le suplame de 2 mm. Nous considérons
gue la force magnétique en fonction de la poskiaihla courbe de réponse pour une distance
de 10 mm. Cette courbe montre que la force n’eshpanogene en fonction de la position sur
les aimants. Celle-ci diminue jusqu'a un factewsuR les bords des aimants (a gauche et a
droite). Dans notre cas, le macrotimbre ayant tgjane position centrale sur les aimants,

210 3.C Cau, L. Lafforgue, M. Nogues, A. Lagraulet, Raveau, Microelectronic Engineering, 2013, 11(@-20
214,
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les extrémités de celui-ci (matérialisées en rougyd)issent une force de contact moins
importante que le reste du macrotimbre. Pour rédeet effet, la Figure 79 nous montre que
les conditions de contact les plus homogenes dteihi@s lorsque la distance entre la partie
en poudre de fer et les aimants est de 1 a 3 mim.ddméliorer I'hnomogénéité de la force
exercee sur le timbre, plusieurs modificationsisetaa envisager :

1) Utiliser des aimants plus grands pour que le mewhoe ne soit pas impacté par
I'effet de bords des aimants ;

2) Réduire la hauteur des piliers pour diminuer ldatise entre la partie magnétique et
les aimants et ainsi tendre vers des résultateapti illustrés par la courbe N°1 ;

3) Ajouter de la poudre de fer dans les piliers paorimuer la distance entre la semelle
magnétique et les aimants. En effet, si la poudrefed est présente dans tout le
macrotimbre sauf a I'extrémité des piliers sur 12omm alors la distance poudre de
fer-aimant se rapproche des conditions idéales.

Par précaution, les travaux présentés auparavantoojours été réalisés sur les 8
rangées centrales du macrotimbre. Les variatioasidmaux de fluorescence identifiées dans
les résultats antérieurs ne peuvent donc pasa&tenséquence d’un mauvais contact entre le
macrotimbre et la dendrilame. La Figure 80 est inmege issue du scanner de fluorescence
d'un dépbt doligonucléotides marqués avec les Bgéas de 4 piliers centraux du
macrotimbre par I'lnnostamp 40. Chaque pilier pdrae déposer une matrice de spots de
160um au pas de 300um. Cette image montre claitebhétérogénéité de la fluorescence
entre les matrices de spots mais également estsplts d'une méme matrice alors que dans
cette zone du macrotimbre la force de contact@sigene.

Macrotimbre

L ]

Figure 80 : Image de fluorescence d'un dép6t d'ol@nucléotides marqués en fluorescence avec
les 8 rangés de 4 piliers centraux du macrotimbregr I'lnnostamp 40. L'oligonucléotide marqué
(5°-[NH »-ATA-CTC-CGG-GAA-ACT-GAC-ATC-TAG-[Cy3]-3’) a été ut ilise a 5uM dans du
tampon phosphate 0,3 M, pH 9. Les conditions de dépsont: encrage 60s; séchage 100 UA
pendant 60s, dépbt 60s a 100 pas moteurs sur derddmes. Les paramétres du scanner de
fluorescence (Innoscan 900) sont : PMTA a 532nm = 50% et PMTA a 635nm = 100%,
luminosité : 50, contraste : 10 et balance : 50.
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En conclusion, I'Innostamp 40 permet le dép6t midsié d’oligonucléotides par uCH
sur dendrilames. Le principe de dép6t par uCP d$effet d'un champ magnétique est
validé. Néanmoins, ces travaux ont mis en évidelesevariations dans la répétabilité et |a
reproductibilité des dépbts. A ce titre, il sembierque la qualité des macrotimbres gt
I'efficacité du procédé d’encrage soient les ppates causes de ces variations. Le
déplacement controlé de la ligne triple pendantafé d’encrage est la clé d’'un dépot
homogeéne. Ces travaux ont également montré quadeotimbre peut étre nettoyé afin d’étre
réutilisé. Ce procédé de dép6t par I'lnnostamp 4Q@essiterait des optimisations visant
notamment a contrbéler le déplacement de la ligi@etrpendant I'étape d’encrage des
macrotimbres.

B. Comparaison de I'lnnostamp 40 au robot a aiguillepour la
production de biopuces a ADN

Dans cette partie, I'lnnostamp 40 dans sa versiotofype a été comparé au robot a
aiguilles Qarray (société Genetix) pour la conaeptde biopuces a ADN. La Figure 81
représente les résultats de I'hybridation pourdpdd des sondes sur dendrilames avec ces
deux robots.

a) Qarray (Genetix) b) Innostamp 40 (Innospsys)
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S) : >
Q
S 40000 — — = —
[T} =
3 :
< N g e o 8
R g . : g —
[] © s
D 20000 — ] —
k= g
& g
8 ; i
£ 10000 — 8 = S ] !
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Concentration en oligonucléotides sondes Concentration en oligonucléotides sondes

Figure 81 : Dispersion des intensités de fluorescem aprés hybridation de cibles marquées en
fluorescence en fonction de la concentration en sdes déposées. a) dépbt des sondes avec un
robot a aiguilles creuses (Qarray_Genetix) sur 7 aelrilames (350 spots par conditions) b) dép6t
des sondes par UCP avec l'lnnostamp 40 sur 2 denkinmes (100 spots par conditions).
L'oligonucléotide sonde (5'-[NH]-AAT-ATG-TTT-CCG-GTC-GTC-TC-3") a été utilisé a 0, 1, 5,

10 et 20uM dans du tampon phosphate 0,3 M, pH 9. dligonucléotide cible (5'-[Cy5]-GAG-
ACG-ACC-GGA-AAC-ATA-TT-3’) a été hybridé a 100nM dans un tampon SSC 5X, 0,1% SDS,
pendant 30min a 37°C. Les conditions de dép6t desrgles sont : encrage 60s dans une plaque de
titration; séchage 100 UA pendant 60s, dép6t 60s E00 pas moteurs sur dendrilames. Les
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parametres du scanner de fluorescence (Innoscan 9Gbnt : PMT & a 532nm = 60% et PMTA a
635nm = 100%.

Lorsque les sondes sont déposées par le robotidledgles signaux de fluorescence
(autour de 40 000 UA) sont tres largement supé&siaurcontrole négatif (0 UM de sondes) et
ce guel que soit la concentration en sondes (FigLa¢. En revanche, lorsque les sondes sont
déposées par lI'lnnostamp 40, la valeur médiane 'idéerisité de fluorescence apres
'hybridation est tres faible et ce quel que sat doncentration. Toutefois, pour les
concentrations supérieures a 1 uM, la présenceutldrs » (caractérisés par les points en
dehors du boxplot) sont représentatifs d’'une hwiesh. Dans ces conditions, lorsque les
sondes sont déposées par wWaPl'Innostamp 40, I'hybridation n’a pas lieu. Lestaux de
la partie Ade ce chapitre ont montré que les conditions détdéfiisées sont parfaitement
adaptées a l'adressage d’oligonucléotides sondes dsadrilames. Il semblerait que
I'hybridation n’ait pas lieu car les sondes ne sued en large exces par rapport a la quantité
de cibles et/ou les sondes en trés faibles quanfi@si la faible quantité de cibles hybridées
se traduit par un faible signal de I'hybridation.

L'efficacité de dépbt par I'lnnostamp 40 et parddot a aiguilles ont été comparées
en utilisant des oligonucléotides marqués en flsmeace (Figure ci-dessous).

a) Qarray (Robot a aiguilles) b) Innostamp 40 (Robot de UCP)
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Figure 82 : Intensités de fluorescence aprés dépdatoligonucléotides sondes marqués en
fluorescence a) dép6t des sondes avec un robot gudiles creuses (Qarray_Genetix) et 8 aiguilles
sur 7 dendrilames (1456 spots par conditions), b)égdt des sondes par UCP avec I'Innostamp 40
avec 7 macrotimbres sur 7 dendrilames (1400 spotapconditions). M représente la médiane
des valeurs de fluorescence pour chaque boxplot. dligonucléotide fluorescent (5'-[NH-ATA-
CTC-CGG-GAA-ACT-GAC-ATC-TAG-[Cy3]-3") a été utilisé a 0, 1, 5, 10 et 20 uM dans du
tampon phosphate 0,3 M, pH 9. Les conditions de dépsont : encrage 60s dans une plaque de
titration; séchage 100 UA pendant 60s, dépbt 60s E00 pas moteurs sur dendrilames. Les
paramétres du scanner de fluorescence (Innoscan 90ébnt : PMT A a 532nm = 100% et PMTA

a 635nm = 100%.
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L’intensité de fluorescence augmente avec la cdretgon en sondes pour atteindre
un palier entre 5 et 10 uM de sondes lorsque Ipétdé@nt été réalisé avec le robot a aiguilles
(Figure 82a). Pour les dépbts avec l'Innostamp l4@ensité de fluorescence augmente
également avec la concentration en sondes. Néasnp®ie ne semble pas atteindre de palier
pour les concentrations utilisées. De plus, quel spit la concentration en sondes adressées,
l'intensité de fluorescence collectée est plusiéaittans le cas ou elles sont déposées par
'lnnostamp 40. Cette différence d'intensité de oflescence signifie que la quantité
d’oligonucléotides sondes adressées par I'lnnosténest plus faible que celle déposée par
le robot a aiguilles. Ce dernier permet de déposergoutte de solution de quelques picolitres
alors que dans le cas du pCP, la quantité de salégesées sur la surface est dépendante de
I'affinité sondes-PDMS (pendant I'encrage), puisides-dendrimeéeres (pendant le dépbt).
Dans ces conditions, la quantité de sondes adsess#ela puce peut étre inférieure a la
concentration de la solution utilisée pour I'eneraly timbre. De plus, I'étape de réduction de
la dendrilame (avant I'hybridation) élimine une tpardes sondes non fixées de facon
spécifigue aux dendrimeres. Il est probable qudréssage par HCP (a sec) ne soit pas
propice aux liaisons entre la fonction amine des¢émde et les fonctions aldéhydes des
dendrimeres. Pour confirmer ces résultats, il senétressant de comparer la quantité de
sondes apres I'étape de réduction en fonction declanique d’adressage (Innostaugrsus
robot a aiguilles). Cette étude pourrait étre séaien utilisant des oligonucléotides sondes
radio-marqués.

Les affinités sondes-PDMS et sondes-dendriméres-edles efficaces pour la
conception de biopuces a ADN par uCP? Pour répandedte question, I'lnnostamp 40 a été
utilisé pour la conception de biopuces a ADN surdiidgames et parallélement sur une autre
chimie de surface a savoir les lames époxy. Lealteds des hybridations obtenues en
fonction de la chimie de surface de la biopuceeetabsence ou non de I'étape de réduction
sont présentés Figure 83. Notons que les lamesyépermettent également une fixation
orientée des oligonucléotides par leur extrémite.
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Hybridation sur dendrilame Hybridation sur lame époxy
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Figure 83 : Dispersion des intensités de fluorescem apres hybridation de cibles marquées en
fluorescence en fonction de la concentration en stes déposées. Dépbt des sondes par UCP avec
I'lnnostamp 40 sur a) et ¢) dendrilames et sur b)ted) lames époxy (Schott Nexterion). Dans les
conditions a) et b), les lames ont été réduites daorohydrure de sodium avant I'hybridation
(NaBH,4 3.5mg/mL pendant 3h). M représente la médiane desaleurs de fluorescence pour
chaque boxplot. L'oligonucléotide sonde (5'-[NH-AAT-ATG-TTT-CCG-GTC-GTC-TC-3') a

été utilisé a 0, 1, 5, 10 et 20uM dans du tampon @géphate 0,3 M, pH 9. L'oligonucléotide cible
(5’-[Cy5]-GAG-ACG-ACC-GGA-AAC-ATA-TT-3") a été hybr idé a 100nM dans un tampon
SSC 5X, 0,1% SDS, pendant 30min a 37°C. Les conditis de dépbt sont : encrage 60s dans une
plague de titration; séchage 100 UA pendant 60s, pét 60s a 100 pas moteurs. 200 spots par
conditions. Les parametres du scanner de fluorescea (Innoscan 900) sont : PMTL a 532nm =
60% et PMT A & 635nm = 100%.

Comme lindiquent les Figure 83 a) et b), les signee I'hybridation sont entre 2 et
10 fois supérieurs sur lames époxy que sur demugda Pour les deux cas, la chimie
d'immobilisation des sondes permet une fixationewiée des oligonucléotides par leur
extrémité, nous pouvons ainsi considérer que I'sgibdité des sondes n’est pas mise en
cause. Par conséquent, ces résultats suggérerh queantité de sondes déposées sur lame
époxy est supérieure a celles déposées sur dendrdanduisant & une meilleure hybridation
des cibles. Lorsque pour les deux chimies de saitfétape de réduction est supprimée, les
signaux de I'hybridation sont jusqu’a 11 fois sugérs sur lame époxy que sur dendrilame
(Figure 83 c) et d)). Cette différence d’efficaadité I'nybridation peut étre expliquée par une
meilleure affinité de transfert des sondes du tambur la lame époxy que sur la surface
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aldéhydes des dendrimeres et/ou que la densiteodesons époxy par cmz2 est supérieure a
celle des fonctions aldéhydes sur dendrila@ette hypothése pourrait étre vérifiée par le
dépbt d'oligonucléotides radiomarqués par I'Innogiad0 sur ces deux types de chimie de
surface.

Enfin, les signaux de I'hybridation sont supérielossque I'étape de réduction est
supprimée et ce quel que soit la chimie de surfitiisée. Ce résultat confirme donc que cette
étape élimine une partie des sondes adressées surface. Les résultats de la Figure 83 d)
laissent a penser qu’en absence de réductionptetes adressées par I'lnnostamp 40 sont en
exces pour I'hybridation a partir de la concentmatiSsuM. En effet, les intensités de
fluorescence collectées sont équivalentes et eeinatun palier pour les concentrations en
sondes de 5, 10, 20 et 50 uM.

En conclusion, les conditions de dép6ts utiliséed’nostamp 40 ne permettent pgs
la conception de biopuces a ADN sur dendrilantas effet, il semblerait que I'affinité de
transfert des sondes depuis le timbre vers la kortemeilleure pour des surfaces époxy gue
pour des surfaces aldéhydes (dendrilames). Ceauxanontrent que le parametre d’affinit
sondes-PDMSversus sondes-surfaces doit étre pris en considératiors da choix de la
chimie de surface pour la conception de biopuc@dD8l par uCP. Les résultats de cetLe
section suggérent donc de changer de chimie dacsufbour la fabrication par uCP d
biopuces a fluorescence.

Dy

C. Conclusion

Les travaux menés sur I'lnnostamp 40 ont permisvaé@ler le dépdt multiplexé
d’oligonucléotides par cette technologie basédesuCP. Les parameétres optimaux de dépot
avec un macrotimbre constitué de 64 piliers en PDB[®sant sur une semelle en PDMS
remplie de poudre de fer sont recensés dans ledaldl.

116



Chapitre 2 : Développement d'un automate de miartae printing pour la conception de biopuces a ADN

Tableau 8: Parametres optimaux de dépot d’oligonuéotides avec I'lnnostamp 40 pour une
dispersion minimale des signaux de fluorescence.

Parametres choisis

Encrage : 60s dans une microplaque a puits.
Vitesse de relevage du macrotimbre : 5000um/s.
Séchage avec moto-turbine : 100 UA pendant 30samears d'une grille.

Application d’'un scotch ou incubation de 5min dansain

Lavage des macrotimbres : P
9 d’éthanol.

7 fois pour le protocole de lavage par applicatum scotch
Nombre d'utilisations possibles ; 10 fois pour le protocole de lavage par incubatierbmin
dans un bain d’éthanol

100 pas moteurs soit environ 11,5 Newtons de fentee le

Position des aimants : .
timbre et le support.

Préférence pour des concentrations en oligonudéntie

C trati li léotid
oncentration en oligonucléotides 20uM aux dépens de 1: 5 et 10uM.

Néanmoins, ces travaux ont mis en évidence delgsavariations dans la répétabilité
et la reproductibilité des dépbts par HCP. A ceetiil semblerait que la qualité des
macrotimbres et l'efficacité du procédé d’encrageerst les principales causes de ces
variations. Le déplacement contrdlé de la lignglérpendant I'étape d’encrage est la clé d’'un
dép6t homogéne. Pour améliorer I'homogénéité depbtdé d'oligonucléotides avec
I'lnnostamp 40, il semble donc nécessaire de d@peloun nouveau procédé permettant le
contrble du déplacement de la ligne triple pentlatape d’encrage des macrotimbres.

Concernant les résultats de I'hybridation, ils natgas en accord avec ceux publiés
par Thibaultet al.,?** car lorsque les oligonucléotides sondes sont @&spssr dendrilames
par I'lnnostamp 40, I'hybridation ne fonctionne p&ks travaux ont montré que I'absence
d’hybridation n’est pas liée au robot de dépdbt naaiaffinité entre les sondes, le PDMS et la
chimie de surface. De plus, il existe des difféemnkiées a la technologie de I'lnnostamp 40
par rapport au pCP manuel (Tableau 9). En effetiéthodes d’encrage du timbre en PDMS
et de contact sont différentes et peuvent contribumette différence de résultat.

21 C. Thibault, V. Le Berre, S. Casimirius, E. TrésisJ Francois et C Vieu, Journal of Nanobiotedbgy,
2005, 1-12
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Tableau 9 : Comparaison entre les uCP manuel et |€CP avec I'lnnostamp 40

n

HCP manuel HCP avec I'lnnostamp 40
Timbre Timbre en PDMS Macrotimbre en PDMS
Dépbt d’'une goutte de solution sur les Encrage du macrotimbre par immersic
Encrage : . . .
motifs du timbre. dans une microplaque a puits
Séchage Manuel par un flux d’azote Automatique pour une ovioirbine
LA Contact avec une pression manuelle su . ”
Dépots P "~ Contactvia un champ magnétique

I'arriere du timbre

Ces travaux suggerent soit de changer de chimsaidace soit de modifier le rapport
des concentrations sondes-cibles. Ce rapport peumddifié en augmentant la concentration
en sondes ou en diminuant la concentration en<ithla concentration minimale en cibles
étant contrainte par la limite de détection dduarescence par I'outil utilisé.
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Chapitre 3 : Nanostructuration de
réseaux moléculaires diffractants en vue
d’'une biodétection sans marquage

Images de lignes de dendriméres (500nm au pas ) Tpnctionnalisées avec des oligonucléotides
fluorescents.
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Plusieurs theses et leurs résultats principauxisswaétection par diffraction ont été
présentés dans le chapitre 1 : Introduction Bikpiique. Jean Christophe Cau a développé le
principe d’'une biopuce dont la détection est réalipar diffraction optique. Grace a des
simulations théoriqgues que nous développerons tarshapitre 4, il a montré que les
interactions de molécules cibles sur un réseauaedbécules sondes pouvaient augmenter la
hauteur des lignes du réseau et ainsi modifiegladé de diffraction résultant du réseau. Une
partie importante de ses travaux de these a patenimieux appréhender le design optimal
pour la mise au point d’'une part du lecteur et tlapart des réseaux moléculaires. La thése
de H. Lalo a elle permis d’améliorer la compréhenset I'utilisation de la technique de
lithographie douce adaptée au phénoméne de difradEnfin, celle d’A. Egea, a conduit a la
conception d’'un scanner avec la société Innopsys et validation pour la détection
d’interactions protéines-protéines.

L'objectif de ce chapitre est de concevoir des aggede lignes sub-micrométriques
d’oligonucléotides sondes dans le but d’'identifiae hybridation ADN-ADN par diffraction
ce qui n'a jamais été fait. Pour cela, nous chemiwa valider les points suivants :

1. Choix de la chimie de surface. Elle doit permettrdixation des oligonucléotides
sondes sous forme de réseaux sur la lame de verre ;

2. Adressage des sondes oligonucléotidiques selon rdssaux de lignes sub-
micrométriques diffractants sur lames de verretionoalisées ;

3. Détection des signaux de diffraction par le lec@iffrascan d’'Innopsys ;

4. Evaluation de lintégrité des réseaux de lignesesples étapes nécessaires a
I'hybridation d’'une biopuce (lavage, séchage) darsut de détecter les signaux apres
les étapes de I'hybridation.

Les caractéristiques optiques du lecteur de diffvacdécrites dans l'introduction
bibliographique impliquent la conception de résedaxignes d’oligonucléotides sondes de
500 nm au pas de 1 um. Le microcontact printinglile en termes de motifs de dép6t et peu
onéreux a été choisi pour l'adressage des sondedeafépondre au mieux a cette contrainte
de fabrication. Néanmoins cette technologie est-atlaptée a la conception de biopuces
diffractantes?

Dans un premier temps, nous verrons comment sali$és les moules nanostructurés
de réseaux de lignes sub-micrométriques pour ldyaton de timbres en PDMS et comment
les dupliquer & moindre colt. Puis nous verronguam les réseaux d’oligonucléotides sondes
réalisés par microcontact printing ne sont pas t@dagpla détection par diffraction. Enfin nous
montrerons que les nouveaux procédés de lithogragduice développés dans le chapitre 1
répondent aux prérequis de la détection par diffvac

A. Reéalisation de moules nanostructurés de réseaux fitdctants

L’ensemble des moules utilisés et décrits dan® ¢béise a été realisé par la centrale
RTB du LAAS-CNRS. Les moules en silicium nanostwés constituent la base de la
fabrication de timbres en PDMS. Cette partie démriévement les étapes de structuration
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topographique d’'un substrat de silicium (wafer) pdabtention d’'un moule fonctionnel
(Figure 84).

Enduction du silicium
d’unerésine |
i B B Résine électro ou photo sensible
Développement
- mm Waferensilicium
Gravure “ mmm Résineinsolée pendantlalithographie
- mmm [raitementanti-adhesif
betuaes | [l
Traitement anti-adhésif “

Moule fonctionnel a la
production de timbre en PDMS

Figure 84 : Schéma représentant les étapes de laustturation topographique d’'un substrat de
silicium (wafer) pour I'obtention d’'un moule utile a la production de timbres en PDMS.

Al. Enduction du silicium, lithographie et développemen

Les étapes d’enduction du silicium, de lithograptiede développement permettent de
déterminer les zones a graver sur le wafer enwiticDans un premier temps, le wafer est
enduit d’'une couche de résine photo- ou électrgibEnen fonction du type de lithographie
choisie pour obtenir les motifs (Lithographie éentque pour les motifs inférieurs a 400nm ;
Lithographie optique par projection ou par contactsupérieur a 400nm). Par la suite,
l'insolation dirigée (photolithographie) sur cettesine va modifier la nature chimique de la
résine, rendant les zones insolées solubles (régipesitive ») ou insolubles (résine
« négative ») dans le développeur. L'étape de depeiment permet, quant a elle, de
dissoudre les régions qui ont été exposees, daraslel’'une résine positive, ou les régions
non-exposées dans le cas d’'une résine néegativei, s zones du wafer sans résine (sans
protection) seront sensibles a la gravure alors lggezones encore recouvertes de résine
protegeront le silicium de la gravure. Ces motifgé&sine sur le wafer permettent une gravure
sélective du silicium. Il existe plusieurs typeslittiographies avec ou sans masque recensées
dans la Figure 85. Dans notre cas, la lithograjplaie projection a été privilégiée pour sa
résolution compatible avec la taille des motifs lstés. La lithographie électronique est
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également adaptée en termes de résolution; néasmmammcodt éleve et le temps d’exécution
beaucoup plus long ont été rédhibitoires dans déxch

| }

‘ Lithographique optique i Lithographique électronique
i Faisceau de photons au travers d’un masque l Faisceau d'électrons sur une résine
sur une résine photo sensible électro sensible (sans masque)
Lithographique Lithographique
optigue en contact optigue par projection

Avec masque posé sur le wafer  Avec masque a proximité du le wafer

Lithographie

Lithographie optique &lectronique

En contact Par projection -
Résolution minimale = 1um = 350nm = 10nm
Temps + + +H+++
Colt + ++ -+

Figure 85 : Schéma représentant les principales teniques de lithographie disponible au LAAS-
CNRS avec les principaux critéres de choix (résolign, temps et co(t)

A.2. Gravure et délaquage

L'étape de gravure consiste a graver physiquemenmnatiere afin d’obtenir des
structures topographiques en relief sur le « wafen silicium. Il existe deux grandes familles
de gravure : les gravures dites « humides » egjlagures dites « séches ». Dans le cas des
gravures dites « humides », la gravure est réajiséeune solution chimique qui va venir
attaquer les parties non protégees du « wafersilielum. Pour les gravures dites « seches »,
le principe repose sur la formation d’un plasmadaoa énergétique qui bombarde la surface
de I'échantillon. Les vitesses de gravure de lamesst du silicium étant différentes, les motifs
en résine vont servir directement de masque deugga¥our notre application, la gravure
seche, a savoir la gravure ionique réactive (Readtin Etching_RIE), a été choisie pour son
anisotropie. Le plasma qui bombarde la surfaceagmrune attaque physico-chimique des
matériaux. Apres la gravure, I'étape de délaquagésée dans un bain de détergents adaptés
a la résine permet d’éliminer la résine résidusliele wafer.

A.3. Traitement anti-adhésif

Le traitement anti-adhésif permet de limiter I'agilo@ ultérieure du PDMS sur le
moule lors de la fabrication du timbre. Cette étapdispensable permet d'assurer le
démoulage des motifs du timbre sans « déchirelPPIEIS. Le traitement anti-adhésif le plus
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utilisé est realisé par une silanisation avec @xthdécylTrichloroSilane (OTS) en phase
liquide.

A4. Duplication de moules nanostructurés

Bien qu'il soit difficile de s’affranchir totalemedes procédés de fabrication robustes
et résolus pour la production de moules nanostréistil est possible de les dupliquer a
moindre colt. Afin de minimiser les co(ts et sirfiptila mise en ceuvre, nous avons orienté
nos travaux vers la duplication de moules en vdiliarespecter les criteres suivants :

* Procédés simples et rapides a mettre en ceuvre(ppas de matériel spécifique);
* Réplication fidéle des motifs nanométriques;
* Matiére premiére a bas codt.

La restriction de nos criteres nous a rapidemeaent#s vers la duplication de moules
par nano-impressioft??!* Cette technique de lithographie douce permet geodeire a
I'identiqgue des motifs micro et nanométriques. Beglications sont nombreuses et dans des
domaines trés différents? Dans le domaine du diagnostic par exemple, |a Hrapoession
est trés utilisée pour réduire les colts de fabanades systemes de micro- et nanofluidique.
En effet, la plupart des dispositifs fluidiques tstabriqués a partir de matériaux a base de
silicium en utilisant des procédés standards deariabrication (la photolithographie, la
lithographie par faisceau d’électrons, la gravutenide ...) mais ces techniques restent
colteuses et difficilement accessibles au plus dgraombre. La nano-impression a ainsi
permis de surmonter ces limites dans le domaine La@dson-Chip, notamment pour la
fabrication de dispositifs & usage unique et pditerx dédiés au diagnostic méditalLes
grandes étapes de la nano-impression sont dédatesla Figure 86.

#2g Y, Chou, P. R. Krauss, P. J. Renstrom, Vacuuense and Technology, 1996, 14, 4129-4133.

23| Jay Guo, Adv. Mater., 2007, 19, 495-513.

241 Jay Guo, J. Phys. D: Appl. Phys., 2004, 37, RR241.

215 3.0. Tegenfeldt, C. Prinz, H.Cao, R. L. HuangHRAustin, S. Y. Chou,E. C. Cox et J. C. Sturm. Ana
Bioanal Chem 378 (2004) 1678-1692
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Moule mére

Moulaged’un timbre en
PDMS sur le moule mére a
dupliquer

+«—— Résine
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Impression du timbre en PDMS l
réticulation de celle-ci
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| Moule dupliqué (Moule fille) |

Figure 86 : Schéma représentant les étapes de lapdication d’'un moule structuré par nano-
impression.

Les travaux de Egeat al.,?*° décrivent la duplication d’'un moule nanostructavéc
des motifs similaires aux nétres par nano-imprestiermique assistée par UV (Thermal soft
UV NIL). Les étapes pour la duplication sont idgogs a celles de la nano-impression
décrites dans la Figure 86. Au détail pres queékine utilisée (Su8) réticule sous un
rayonnement UV pendant I'étape d’'impression du temBans la résine. D’autres travaux
avec différents types de résine décrivent la dapbo de moules micro et nanostructurés par
thermal soft UV NIL? Pour simplifier la mise en ceuvre et s'affranctéi'dppareillage UV,
nous avons choisi d'utiliser un polymere qui réiicua température ambiante: le
polyuréthane. Les travaux de Sadil al décrivent ce polymere pour l'impression de motifs
micrométriques dédiés a la microfluidiqtié En plus de réticuler & température ambiante, le
colt de la matiere premiéere est de 5 a 10 foigieié aux colts des résines de type époxy
utilisées pour la nano-impression.

A.4.a. Comparaison des moules répliqués avec le moule reare
silicium :

La duplication par nano-impression dans du polyiaé¢ est-elle adaptée aux motifs
sub-micrométriques ? La fidélité de réplication desifs est-elle équivalente a la duplication
déja décrite par soft UV-NIL ? Dans le but de réjrera ces questions, un moule en silicium
structuré de réseaux de lignes de 500 nm au pdaspde et d’'une hauteur de 250 nm a été
dupligué par nano-impression dans du polyuréthadars une résine époxy par thermal soft

2% A Egea et C. Vieu, Microelectronic Engineering,2088, 1935-1938.

27C.-C Wu, S. Lien-Chung Hsu, Lo et Lin, JournaNafnoscience and Nanotechnology, 2010, 10, 6446-6452

218 33lil P. Desai, Dennis M. Freeman and Joel Voldiramon Chip, 9 (2009), 1631-1637.
e
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UV NIL puis comparé au moule original. Les résultagcrits dans cette section ont fait
I'objet d’'une communication (poster) et d’'une puhtion dans le journal Microelectronic
Engineering®® Ces travaux ont été réalisés en partenariat aveBotiété Innopsys et la
duplication des moules a été faite par J.C Caunséds protocoles décrits dans cette
publication.

La comparaison des moules répliqués avec le moeie ra été effectuée selon le
respect de différents critéres listés ci-dessous :

» la fidélité de réplication des motifs sur les mauféles par rapport au moule mere
(hauteur, largeur et profondeur des lignes du tfsea

* la capacité des réplicas a permettre la fabricatlentimbres en PDMS (appelés
timbres filles ou de ¥ génération) avec des dimensions conformes & ailiesoule
initial;

La Figure 87 compare les dimensions des motifs dulenmére par rapport aux moules filles
en termes de largeur, pas et hauteur de lignes.

29 julie Foncy, Jean-Christophe Cau, Carlos BartualgMi, Jean Marie Francois, Emmanuelle Trévisiol,
Childérick Sévérac. Microelectronic Engineering120110, 183-187
e
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Figure 87 : Images obtenues par microscopie électmmue a balayage (MEB_Hitachi S-4800_de
0.8 a 15 keV) et par microscopie a forme atomiqueAFM_Bruker catalyst Mode Scan
Asyst_Air_fo : 50-90 kHz k : 0,4N/m) du moule meréa), du moule dupliqué en résine époxy par
thermal soft UV NIL (b) et du moule dupliqué en poyuréthane par nano-impression (c).

Les images AFM et MEB issues de la Figure 87 montcgie les dimensions des
motifs (la hauteur, la largeur et le pas entrditg®es) sur les réplicas sont similaires a celles
du moule initial en silicium. Les variations de mes sur les images au MEB sont liées a
'approximation de I'outil de mesure. On peut damsidérer que ces répliques sont fidéles
aux motifs du moule meére. La réplication par nampsiession dans du polyuréthane est donc
adaptée a la production de moules nanostructu Iz, la simplicité de la technique ainsi
que le faible colt de la matiere premiére sont vemtage de taille pour une production a
grande échelle (Tableau 10).
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Tableau 10 : Tableau récapitulatif des conditions pératoires utilisées pour la réplication du
moule mére de 2 cm par 6 cm de coté formé de 20 e@six de lignes de 1,3 mm de c6té. Chaque
réseau est formeé de lignes de 500 nm au pas de 1.pum

Thermal Soft UV NIL avec une Nano-impression avec du

résine époxy polyuréthane (Smoth Cast 310)
(Delo-Katiobond 4552)
Matériel nécessaire Lampe UV -
Temps de réticulation 5 min sous UV 1h & température ambiante
Colt de la matiere premiél 15 euros 1,5 euros

pour 1 réplique

Dans un second temps, la largeur de lignes etdadpachacune des images AFM ont
été mesurés. Les résultats sont répertoriés darableau 11.

Tableau 11 : Caractéristiques des répliqgues du moalmére en termes de largeurs des lignes et
du pas.

Timbre en PDMS

. . N Moule fille Moule fille
Moule mére issu de moule mere

en silicium et utilisé pour la =10 (e en
IS€ pour €poxy polyuréthane
nano-impression
Pas entre les lignes 965 nm 957 nm 955 nm 957 nm
Pourcentage de variatic
du pas avec le moule me - -0.82% -1% -0.82%
en silicium.
Largeur moyenne de 580.1 nm 565.1 nm 563.4 nm 564.7 nm
lighes (£ 7 nm) (£ 5 nm) (£ 5 nm) (£ 5 nm)
Pourcentage de variatic
de la largeur des ligne i -258% 289% 26 %

avec le moule mere e
silicium.

La taille des motifs diminue de 1 a 3% entre lgmds du moule mere et celles des
moules filles. D’aprés les travaux de A.A.Tsenal.??° cette variation peut s’expliquer par
la rétractation du PDMS pendant la réticulation.l&meur des lignes du timbre en PDMS
utilisé pour la nano-impression diminue en moyedee2,58 % par rapport au moule mere.
Cette variation de quelques pourcents est alorsreéfee sur la production des moules en
résine époxy et polyuréthane pendant la nano-irsmesPour notre application, ces faibles
variations de l'ordre de quelques nanometres nigps@nproblématiques. Pour s’affranchir de
ces variations sur les moules filles, il est sim@at nécessaire d’anticiper la rétractation du
PDMS, en augmentant de 3% la largeur des lignesalde mere lors de sa fabrication.

220 A A.Tseng, K. Chen, C.D. Chen, K.J. Ma, IEEE Tami®ns on Electronics Packaging Manufacturing, 26
(2003), 141-149.
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Les différents réplicas sont-ils adaptés a la pctdn de timbres en PDMS (timbres
filles) ? Les motifs en PDMS sont-ils fideles augtifs des différents moules ? Dans le but de
répondre a ces questions les trois moules onttéigés pour la fabrication de timbres en
PDMS.

I 400nm | 400nm I 4C0nm
m i m
anm

Jnm 0m

250r‘|m 2‘0nm 250nrr

Figure 88 : Images obtenues par microscopie a formatomique (AFM_Bruker catalyst Mode
Scan Asyst_Air_fo : 50-90 kHz k : 0,4N/m) des timhkgs issus du moule mere (a), du moule
dupligué en résine époxy par thermal soft UV NIL (B et du moule dupliqué en polyuréthane par
nano-impression (c).

Les images AFM de la Figure 88 ainsi que les coagssciées montrent que quel que
soit le moule utilisé, les motifs du moule sontreotement réalisés sur le timbre en PDMS
car la hauteur et la largeur des lignes sont étgntes entre les timbres. Les moules répliqués
sont donc efficaces pour la production de timbme$BMS. Nous avons également vérifié
I'efficacité des timbres pour le dép6t de biomolésupar microcontact printing. Pour cela,
chacun des timbres a été utilisé pour le dépbtgalicléotides margués en fluorescence.

a) b) c)
Figure 89 : Images de fluorescence du microcontagrinting d’oligonucléotides fluorescents sur
lame époxysilane (Schott nexterion) avec les timbiissus (a) du moule mére en silicium, (b) du
moule fille en résine époxy et (c) du moule en palggthane. L'oligonucléotide fluorescent (5'-
[NH,]-TAT-ACT-CCG-GGA-AAC-TGA-CAT-CTA-G-[Cy5]-3]) a ét é utilisé & 0,5 uM dans du
tampon phosphate 0,3 M, pH 9. Les conditions de dépsont : encrage 30 s, séchage 30 s, dépbt

30 s. Les images de fluorescence ont été réalisée®c le microscope Zeiss LSM 510 NLO
_objectif : X 63 en liquide, laser HeNeA =543 nm.
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Les images obtenues par microscopie a fluoresadmde Figure 89 illustrent le dépot
d’oligonucléotides marqués en fluorescence selan lidmes de 500 nm au pas de 1 um
représentées en rouge. Que quel soit la timbrisjtilefficacité des timbres moulés sur les
réplicas du moule mere n'est pas altérée. Les émissus des moules répliqués sont donc
efficaces pour le dépdt de biomolécules par mianta printing. La technique de réplication
de moules nanostructurés de réseaux de lignesnfhfu pas de 1 um) dans du polyuréthane
est donc aussi efficace que la technique de softNUMdéja décrite dans la littérature.

En conclusion, la nano-impression de motifs danpalyuréthane est une solution ge
réplication de moule parfaitement compatible aves motifs sub-micrométriques. Le failjle
colt de la matiere premiere est tres avantageugoarparaison avec les résines utilisges
habituellement pour le soft UV-NIL. De plus, sailiéde de mise en ceuvre rend ce proc¢de
avantageux et tres compétitif. Notons qu’il peue &técessaire de compenser la rétractgtion
du PDMS pour s’affranchir des variations et ce qued soit le procédé de nano-impression.

B. Nanostructuration par microcontact printing

Cette section est consacrée a la réalisation éaugde lignes de 500 nm au pas de 1
pm d’oligonucléotides marqués en fluorescence piarogontact printing comme illustré
dans la Figure 90. Le marquage a pour but d’évdiugualité des réseaux de lignes pour la
mise au point des conditions optimales de dép6t.

QOligonucléotides sondes
fluorescents ;

Timbre en PDMS

I B, I, I, I, | Jmm e m e
Timbre en PDMS L i Conditions de dépét par UCP : E
1 Encrage30s, séchage 30s, |

1 dépét30s

]
G T

Timbre en PDMS |
Lame de verre

500nm
-«

Lame de verre

Figure 90 : Schéma représentant la fabrication deéseaux de lignes d’oligonucléotides sondes
fluorescents par microcontact printing.

Dans un premier temps I'objectif a été de détermimehimie de surface adaptée a la
réalisation de réseaux de lignes d’oligonucléotatasies détectables au lecteur de diffraction
par microcontact printing. Trois types de surfameséte testés.
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Figure 91 : Images obtenues au scanner de diffraci et au microscope a fluorescence des
résultats du microcontact printing d’oligonucléotides fluorescents sous forme de réseaux de
lignes de 500 nm par pas de 1 um. a) Lame de verogydée au plasma O2 (5min a 800W), b)
dendrilame, c) lame époxysilane. Conditions de dépbdencrage 30 s, séchage 30 s et dépbt 30 s.
L'oligonucléotide fluorescent (5’-[NH2]-TAT-ACT-CCG -GGA-AAC-TGA-CAT-CTA-G-[Cy5]-

3’) a été utilisé a 0,5 uM dans du tampon phosphat@,3 M, pH 9. Les parametres des images
issues du scanner de diffraction (diffrascan) sont puissance laser 4 mW et gain 2. Les
parameétres des images obtenues au microscope a flescence sont : microscope LSM 510 NLO
Zeiss, Laser) : 633 nm, objectif : x 40 a immersion.

Les images obtenues par microscopie a fluoresaméze Figure 91 montrent que quel
gue soit le type de surface utilisé, les lignes diEseaux d’oligonucléotides fluorescents
matérialisées en rouge ont été correctement réaligér microcontact printing. En revanche,
seuls les réseaux réalisés sur lame de verre oxgtdéme époxysilane sont détectables avec
le scanner de diffraction (matérialisés par un é&aur les images issues du scanner de
diffraction). Sur la dendrilame [lintensité de did€tion émise par les réseaux
d’oligonucléotides sondes n'est pas suffisante e détectée par I'outil de lecture. Ces
résultats laissent a penser que le bruit de fonld dendrilame est supérieur a celui des deux
autres lames empéchant de dissocier lintensité&sempar les réseaux de celle du bruit de
fond.
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Dans le but de vérifier cette hypothese, les intéasle diffraction liées uniquement
au bruit de fond des différents types de surfadettnmesurées avec le scanner de diffraction
et comparées.

25000
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Figure 92 : Intensité collectée du bruit de fond dine lame époxysilane, d’'une dendrilame et
d’'une lame de verre oxydée pour une puissance lasge 4mW en fonction du gain électronique.

La Figure 92 montre que lintensité de diffractiide au bruit de fond de la
dendrilame vierge est supérieure a celle collestides autres supports quel que soit le gain
de diffraction choisi.

De plus, I'étude de la rugosité des différentetases réalisées a partir d'images AFM
montre que pour une image de 1 um x 1 um la rugaistla dendrilame est 3 fois plus
importante en comparaison avec la lame époxyséatelame de verre oxydée.

Le bruit de fond détecté en diffraction certainetréna la rugosité de la surface est
rédhibitoire pour la dendrilame car il empéche desatier les faibles intensités diffractées
par les réseaux d’oligonucléotides.
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Figure 93 : Moyenne des rugosités de surface (Rgdwr une lame époxysilane, une lame de verre
oxydée et une dendrilame. Cette étude a été réakse partir d'images AFM de différentes tailles
de facon a vérifier la linéarité de la rugosité erionction de la résolution des images (1 pm x 1
pm, 10 pm x 10 pm, 20 um x 20 um et 40 um x 40 urdeuls les résultats de rugosité des images
de 1 um x 1 um sont présentés dans le but de compata rugosité des surfaces a I'échelle du pas
et de la largeur des lignes des réseaux. (AFM_Brukeatalyst Mode Scan Asyst_Air_fo : 50-90
kHz k : 0,4 N/m).

En conclusion, méme si l'efficacit¢ de la chimies déendriméred: #2223 g été
démontrée pour la conception de biopuces a ADNi@grdscence, elle ne semble pas adaptée
a la conception de biopuces diffractantes par roamtact printing. Le bruit de fond de |
lame géne la lecture des signaux de diffractiofad®es intensités. La lame de verre oxydée,
largement utilisée en microcontact printing, estlégent non compatible avec la conceptipn
de biopuces a ADN car les liaisons électrostatiqergse les oligonucléotides sondes et [la
lame ne permettent pas de maintenir les sonde®sfiXeé la lame lors des étapes de
I'hybridation et de lavage. La surface époxysilgoant a elle semble la plus appropriée pgur
notre application. Ces lames commerciales déjaitdécpour la conception de biopuces|a
ADN?** permettent de lier de facon covalente des oligigmtides sondes fonctionnalisés par
une amine (5’-NHK) aux fonctions époxy de la lame. De plus, le bdatfond en termes de
signaux de diffraction ne semble pas géner latealas signaux.

21g Trévisiol, V. Le Berre-Anton, J. Leclaire, G.ariel, A-M Caminade, J-P Majoral , J. M. FrangetsB.
Meunier, New J. Chem., 2003,27, 1713-1719.

222\, Le Berre, E. Trévisiol, A. Dagkessamanskaia,S8kol, AM Caminade, J Pierre Majoral, Bernard
Meunier3 and Jean Francois, Nucleic Acids Res. 2(81316): e88.

22 supports solides fonctionnalises par des dendesnghosphores, leur procéde de préparation etcafiptis

— WO 03091304, du 6 novembre 2003.

22435 D Conzonea, C.G. Pantano, Materialstodaz, 2%,20—26.

133




Chapitre 3 : Nanostructuration de réseaux moléasdaliffractants en vue d’une biodétection sansjmrege

B.1. Lecture au scanner de diffraction des réseaux
moléculaires

Dans le but de mesurer I'impact de la longueuraédes nucléiques sur la diffraction,
les signaux de diffraction de réseaux composés adimhe nucléique « court » de simple brin
(26 bases) ou «long » et double brin (319 paiedakes) ont été comparés. La taille de
I'oligonucléotide court simple brin étant caractéique de celle d’'un oligonucléotide sonde et
celle de l'acide nucléique «long » et double lian fragment PCR pouvant étre assimilé
aux ADN cibles caractéristiques des biopuces.

Ces travaux ont pour but de vérifier que la sehigbde I'outil de lecture de la
diffraction permet de discriminer ces deux typesrdseaux en termes de signaux de
diffraction.
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Figure 94 : Intensités moyennes de diffraction deifférents réseaux réalisés par microcontact
printing. Avec de gauche a droite, I «boxplot» timbre non encré, ¥ «boxplot» timbre encré du
tampon phosphate 0,3 M, pH 9, 3" «boxplot» timbre encré de I'oligonucléotide « cour» et 4™
«boxplot» timbre encré de l'acide nucléique « long. Les acides nucléiques ont été utilisés a
0,5uM dans du tampon phosphate 0,3 M, pH 9. 15 rémex ont été réalisés par condition. Les
conditions de dépbt sont : encrage 30 s, séchages3et dépot 30 s sur lame époxysilane et les
parametres du scanner de diffraction (diffrascan) ent : puissance laser 4 mW et gain 2.

La Figure 94 montre que lintensité de diffractionesurée pour les réseaux
d’oligonucléotides est significativement supériearex deux contrdles négatifs (WCP sans
encre et LCP avec du tampon seul). De plus, I'sitémédiane de diffraction des 10 réseaux
d’ADN « long » est environ 1,2 fois supérieure iaténsité médiane de diffraction des 10
réseaux d’oligonucléotides « courts ». La sensébiliu scanner de diffraction est suffisante
pour la détection et discrimination de réseaux ides nucléiques « courts » et «longs »

réalisés par microcontact printing.
R ———————
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L'étude AFM des différents réseaux montre que latéwar des lignes des réseaux
constituées d’acides nucléigues «longs » est @mvar fois supérieure a celle des réseaux
constitués d’acides nucléiques « courts ». Cefférdhnce de hauteur de ligne peut tout a fait
expliquer les variations en termes de signaux flediion entre les deux types de réseaux.
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Figure 95 : Images AFM des lignes de deux réseausadides nucléiques de tailles différentes. a)
Lignes d'acides nucléiques « courts », b) lignesatides nucléiques « longs », ¢) représentation
graphique de la coupe moyenne des hauteurs de 1@ries (en rouge les lignes d’ADN « courts
» et en bleu les lignes d’ADN « longs »). Les cotidns de dépbt sont : encrage 30s, séchage 30s
et dépbt 30s sur lame époxysilane. (AFM_Bruker calgst Mode Scan Asyst_Air_fo : 50-90 kHz
k: 0,4N/m).

Chaque ligne du réseau est constituée d'un enaieevént d'oligonucléotides, la
différence de hauteur de ligne mesurée entre leg tges d’'acides nucléiques peut étre
expliquée par leur différence de taille et/ou uralieure efficacité du microcontact printing
pour des ADN «longs » que pour des ADN « courtBléanmoins ces deux hypothéses
restent difficiles a vérifier.
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En conclusion, l'outil de lecture de la diffracti@st suffisamment sensible pour |
détection de réseaux de lignes formés d’ADN. Lardisnation de réseaux caractéristiques
de réseaux d'oligonucléotides sondes et d’acideiiques cibles montre que leur taille a yn
impact sur l'intensité diffractée. Ceci laisse ang® que la détection des événements |de
I'hybridation en conditions réelles est possible.

B.2. Robustesse des réseaux moléculaires aux étapes de
I’nybridation

La fixation des oligonucléotides sondes sur la baapest un point essentiel pour que
'hybridation ait lieu. Il I'est d’autant plus darle cas des biopuces diffractantes dont le
principe de lecture est basé sur les caractéregigopographiques et la périodicité des
réseaux d’oligonucléotides sondes. Les réseauisé8apar microcontact printing sur lame
époxysilane sont-ils suffisamment robustes poupa® étre détruits pendant les étapes de
I’hybridation (incubation, lavage, séchage) ?

Pour vérifier cela, les lignes d’'un réseau d’oligoiéotides sondes ont été imagées par
microscopie a force atomique avant et apres lgeétd'une hybridation.

a) Avant hybridation b) Aprés hybridation

Height Range: 134 nm 50n Height Range: 104.9 nm 50nm
: { X 2 TP e - ] E1
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Figure 96 : Images AFM des lignes d’'un réseau d’gonucléotides sondes déposé par UCP sur
lame époxysilane avant (a) et aprés (b) les étapdaine hybridation : incubation du tampon
d’hybridation constitué de SSC 5X, et SDS 0,1%, deulavages de 3 min (SSC 2X et SDS 0,2%),
un lavage de 3 min (SSC 0,1X) puis séchage de lanka sous un flux d’azote.(AFM_Bruker
catalyst_Mode Scan Asyst_Air_fo : 50-90 kHz k : 0,Al/m).

La Figure 96 montre que les lignes constituéesigbalcléotides sondes sont en
grande partie détruites apres les étapes d'incubagt de lavage indispensables a
I'hybridation. Il en résulte gu’aucun signal n’a gtre collecté avec le scanner de diffraction.
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A I'échelle sub-micrométrique, la fixation des seadur la chimie de surface époxysilane ne
permet pas de maintenir la structure topographigs réseaux d'oligonucléotides sondes
apres I'étape d’hybridation. Les lignes des rése@atisés par uCP étant constituées d'un
enchevétrement d’oligonucléotides, il est possifle les sondes n’étant pas en contact avec
la surface ne soient pas fixées a la lame et séleninées pendant d’hybridation conduisant
a la distribution des lignes.

En conclusion, la fabrication des réseaux doligi@otides sondes constitue un
verrou pour la biodétection par diffraction. La etdton en diffraction d’une hybridation ne
peut avoir lieu si les réseaux sont dégradés. bacttion des réseaux d’oligonucléotides
sondes doit étre repensée afin qu'ils soient pbsistes et résistent aux étapes indispensables
a I'hybridation.

C. Nanostructuration de réseaux diffractants de dendmnéeres

Pour contourner le verrou technologigue mis @defce dans la section précédente,
nous avons choisi de nanostructurer la lame avebitaie de surface selon des réseaux de
lignes puis d’adresser les oligonucléotides sorgigsces réseaux. Le couple dendrimeres
phosphorés aldéhydes G4 et oligonucléotides sdsieldsl, a ainsi été retenu car la fixation
des sondes sur les dendrimeéres est covalente(liaigne).

C.1. Fabrication des réseaux de lignes de dendrimenes pa
microtansfert molding

La nanostructuration de la lame de réseaux dedidoenées de dendrimeres a été
réalisée par microtansfert molding. Le dépoét afatiéa partir de timbres constitués de 12
réseaux de 1 mmz2 composés de lignes de 500 nmgdaifeet hauteur au pas de 1 um sur des

lames silanisées (APTES 5%).
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Figure 97 : Images AFM des lignes de dendriméres lfaiquées par microtansfert molding sur
lame silanisées (APTES 5%). a) Vue d’ensemble degries de dendriméres, b) zoom sur 5 lignes
de dendriméres c) représentation graphique de la ape moyenne des hauteurs de 5 lignes. Le
dépobt a été réalisé par I'outil GESim pCP 3.0 seldes conditions : encrage 1 min d’'une solution
de dendrimere a 58 uM contenus dans du THF, sécha@® s et dépot 1 min. AFM_Bruker
catalyst_Mode Scan Asyst_Air_fo : 50-90 kHz k : 0,A/m).

Les Figure 97a) et b) montrent que lors du dépodetedrimeres par microtansfert
molding, les motifs obtenus sur la lame ne corredpat pas rigoureusement aux motifs du
timbre. En effet, les « lignes » de dendrimeregminés n’ont pas les dimensions attendues,
soit 500 nm au pas de 1 um. Il semble que les dwadrs encrés sur les bords des motifs (a
la verticale) soient déposés en méme temps que dieestement en contact avec la lame
comme illustré dans la Figure 97c). Ces résultats féférence au "edge printing" de
dendriméres déja décrit par C. Thibault et?al.dans ses travaux sur le microtransfert
molding de dendriméres phosphorés aldéhydes G4.

222 C, Thibault, C. Severac, E. Trévisiol, C. Vieu,ciielectronic Engineering 83(2006), 1513-1516
e
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En conclusion, le microcontact printing de dendrese n’est pas adapté a g
production de réseaux de lignes de 500 nm au pdside Les motifs obtenus ne sont pas
rigoureusement ceux du timbre utilisé. L'arrangetm@riodique des réseaux étant a la bgse
du principe de biodétection par diffraction, il escessaire d’utiliser un autre procédé ge
nanostructuration de surface plus efficace podélgdt de dendrimeres.

C.2. Fabrication des réseaux de lignes de dendrimérds pa
procédé de « confinement »

Décrit dans le chapitre 1 comme un procédé innodaribnctionnalisation de surface,
nous avons choisi d'utiliser le procédé de « camfient » d’'une solution de dendriméres pour
la réalisation de réseaux de lignes. Les travauxétinréalisés avec l'outil GeSim uCP 3.0
avec des timbres constitués de 12 réseaux de Icomposés de lignes de 500 nm de largeur
et hauteur au pas de 1 um et avec une profondéerles lignes de 500 nm. Pour rappel, une
goutte de solution de dendriméres est piégée émttienbre nanostructuré et une lame de
verre silanisée. Puis la solution est confinédalmme jusqu’a évaporation totale du solvant.
Pendant I'étape de confinement, les motifs de o®bré contraignent I'assemblage des
dendriméres selon des lignes de 500 nm au pasg.de (Figure 98).
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des réseaux de lignes de 500 nm
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Figure 98 : Schéma représentant le principe du pra&mé de « confinement » d’'une solution de
dendriméres avec un timbre en PDMS sur une lame aihisée.
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Les motifs obtenus par la nanostructuration deaserfle réseaux de lignes de 500 nm
au pas de 1um formées de dendriméres par le proegd&onfinement » sont présentés dans

la Figure 99
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Figure 99: a) Image obtenue par microscopie a foec atomique des lignes de dendriméres
fabriquées par confinement des dendrimeres sur lamsilanisée, b) coupe moyenne des hauteurs
de 20 lignes de dendrimeéres. Le procédé de « cordment » a été réalisé par I'outil GESim uCP
3.0 selon les conditions suivantes : solution de ririmeres a 58 uM contenus dans du THF,

confinement pendant 5 min sur une lame APTES 5%. AM_Bruker catalyst Mode Scan
Asyst_Air_fo : 50-90 kHz k : 0,4 N/m.

L'image AFM de la Figure 99 montre I'arrangementipéique trés régulier des lignes
de dendriméres réalisées par le procédé de « eomdéint ». La hauteur des lignes est
d’environ 120 nm. Dans le but de vérifier la rémste des réseaux a I'étape de I'hybridation,
ils ont été soumis aux différentes étapes d'indobaet de lavage nécessaires a celle-ci
(réduction de la lame, incubation du tampon d’hyétion, lavage et séchage de la lame).
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Figure 100 : Images AFM des lignes formées de derinréres issues d’'un réseau réalisé par le
procédé de «confinement» (a) avant et (b) aprégsl étapes nécessaires a I'hybridation. c)
Représentation graphique de la coupe moyenne de @res de dendriméres avant (rouge) et
aprés (bleu) incubation du tampon d’hybridation selt Le procédé de « confinement » a été
réalisé par I'outil GESim uCP 3.0 selon des condiths suivantes : solution de dendriméres a 58
UM contenus dans du THF, confinement pendant 5 mirsur une lame silanisée (APTES
5%).AFM_Bruker catalyst Mode Scan Asyst_Air_fo : 5090 kHz k : 0,4 N/m.

La Figure 100 montre que les lignes d’'un réseauntastaapres les étapes nécessaires a
I'hybridation ne présentent pas de différencesiBggtives au niveau de leur arrangement
périodique (hauteur, largeur, épaisseur). Le pa#d coupes moyennes des lignes avant (en
rouge) et aprés les étapes nécessaires a I'hyibnid@n bleu) est trés similaire (Figure 100 c)
comme le montre le graphique. Ainsi, ce procédéstiecturation de surface permet de
fabriquer des réseaux de lignes sub-micrométrifprasées d’'un empilement de dendrimeres
robuste.
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En conclusion, le procédé innovant de « confinemesst adapté a la production (Je
réseaux de lignes de dendrimeres de 500 nm au @as gm. De plus, le choix de
nanostructurer la surface avec la chimie utiliséerp'accroche des oligonucléotides sondgs
(dendriméres aldéhydes phosphorés G4) et non pacslas sondes directement, semble étre
une solution alternative beaucoup plus robuste.

C.3. Adressage des oligonucléotides sondes sur lessligne
des réseaux de dendrimeres

Cette section est consacrée a I'adressage desotigotides sondes sur les réseaux
de lignes de dendrimeres. Ces réseaux étant dédiks biodétection il est fortement
recommandé de limiter 'adressage des oligonudéstisondes entre les lignes du réseau.
Dans le but d’évaluer l'efficacité de la fonctiofieation par microscopie a fluorescence,
nous avons choisi d’utiliser un oligonucléotide g@marqué par un fluorophore (3'-Cy5). La
Figure 101 résume les deux stratégies utilisées padressage des molécules sondes qui
seront développées.

Structuration de la lame Adressage des Résultat expérimental
avec les dendrimeéres oligonucléotides sondes attendu

4 J

i : :

3 i :

Z i i

[ [ i

= 1 ]

e Lame APTES 5% i Lame APTES 5% i Lame APTES 5%

= . :

i : ) ,

73] ! Incubation d'une goutte de '
! solution de sondes H
: 4

o i '

DZ ! Timbre en PDMS !

o i i
] ]

% Lame APTES 5% : Lame APTES 5% . Lame APTES 5%
] ]

= ' '

(73] ! WCP des sondes avec un timbre plat !
: encré avec les sondes .

mm=  Lignes de dendriméres aldéhydes phosphorés (largeur 500 nm_pasde 1 um_hauteur + 120 nm)
mmm  Oligonucléotides sondes de 24 bases (3'-Cy5 et 5'-NH,)

Figure 101 : Schéma récapitulatif des deux stratégs développées pour la fonctionnalisation des
réseaux de lignes de dendrimeres obtenus par conféiment avec des oligonucléotides sondes.

La premiere stratégie développée a consisté a émcuime goutte de solution
d’oligonucléotides sondes directement sur les ésee lignes de dendrimeres pendant 30
min. Lors de la mise en contact, les oligonuclé@sidondes 5’-NHmodifiés vont se lier aux
fonctions aldéhydes des dendrimeres (liaison inomalente et réversible dans I'eau). Cette
fonctionnalisation est adaptée a notre applicatenlement si la présence de dendrimeres
entre les lignes des réseaux est limitée. Dansdecontraire, les sondes seront accrochées
dessus, entre et sur les cotés des lignes.

Afin de vérifier au préalable s'il y a des dendrieedéposés entre les lignes des réseaux, la
rugosité de surface a été comparée entre la ldaressie, le dessus des lignes et la zone entre
e
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les lignes de dendriméres. Cette étude a été ééadispartir d'images AFM de différentes
tailles dans le but de vérifier la linéarité deugosité en fonction de la taille des images (50 x
50 nm, 100 x 100 nm, 150 x 150 nm et 300 x 300 8BYIs les résultats obtenus avec les
images de 300 x 300 nm sont présenté ci-dessous.

m Dendriméres par confinement plat  m Dessus des lignes
M Lames APTES 5% M Entre les lignes
B Aptes 5%+ confinement THF seul

4,00

3,50

3,00

2,50

2,00

1,50

Rugosité (Rg) en nm

1,00

0,50

0,00

Figure 102 : Moyenne des rugosités (Rq) des diffares surfaces en fonction de la taille des
images AFM. L'étude a été réalisée a partir de 3 iages AFM de 300 nm x 300 nm pour
chacune des surfaces (AFM_Bruker catalyst Mode Scaksyst Air_fo : 50-90 kHz k : 0,4 N/m).

La Figure 102 indique que la rugosité de surfacesumée _entre les lignede
dendriméres (en rouge) est équivalente a cellenabteur une surface silanisée (APTES 5%)
apres le procédé de « confinement » d’une sold®iTHF sans dendrimeres (en violet). La
rugosité de surface mesurée sur le dessus des ligndendrimeres (en vert) est comprise
entre celle obtenue sur une surface silanisée APPRS%en bleu foncé) et celle obtenue sur
une surface de dendrimeéres réalisée par le prade@déconfinement » sans motif (plat) (en
bleu clair). Ces résultats montrent que le proail& confinement » utilisé pour I'obtention
de réseaux de lignes semble limiter le dép6t delnitegres entre les lignes. Ainsi lors de
'adressage des sondes par incubation, nous powanssdérer que I'accrochage des sondes

entre les lignes de dendrimeres est égalementélienitadsorption non spécifique APTES-
sondes.

Pour la seconde stratégie, les oligonucléotidesesont adressés sur le dessus des
lignes de dendriméres par microcontact printingcawetimbre plat (sans motif). Dans ce cas,
le dépbt des sondes se fait préférentiellementlesutessus des lignes. Néanmoins, il est
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impossible d’affirmer catégoriquement qu’il n'y ag d’oligonucléotides sondes entre les
lignes. En effet, le facteur de forme des lignesidedrimeres n’est pas en adéquation avec
I'élasticité du PDMS (module de Young du PDMS: 2WPa). Le facteur de forme
correspond au rapport h/s avec h représentanulairades structures et s la largeur entre les
motifs. Ainsi, lorsque h/s < 0,2 le timbre en PDKI&ffondre. Ce phénomene lié a I'élasticité
du PDMS est nommé « roof collapsé&$*?’ Dans notre cas, les lignes de dendriméres ont
une hauteur toujours140 nm, avec une largeur de 500 nm au pas de llquifacteur de
forme est donc de 0.28. Donc le timbre plat en PDM®$eut pas s’effondrer entre les lignes
de dendriméres et ainsi entrainer un dép6t d'oligtéotides sondes entre les lignes. De plus,
la Figure 102 montre que la présence de dendrinegrtes les lignes des réseaux est restreinte
'accrochage des sondes entre les lignes est dhité & 'absorption non spécifique APTES-
sondes.

De plus, dans le cas de la chimie des dendrimgress alépot des oligonucléotides
sondes, les lames sont réduites. Cette étapedraresta liaison imine (covalente et réversible
dans I'eau) entre les sondes et les dendrimerdmisan amine (covalente et irréversible).
Cette étape contribue a éliminer les oligonucléstidon fixés aux dendrimeres et a inactiver
les sites non occupés sur les dendrimeres (forcteldéhydes libres transformées en
fonctions alcools). Ainsi, l'accrochage des sondesd covalent et cette étape limite
I'accrochage non spécifique (APTES-sondes).

Adressage des oligonucléotides sondes marqués en fluorescence sur les
lignes de dendriméres

Lignes de dendrimeres

Adressage parincubation o Adressage par microcontact printing i

b) c)

Figure 103 : Images en fluorescence a) des ligne® dlendrimeres ; de l'adressage des
oligonucléotides marqués en fluorescence b) par inbation (30 min) avec une goutte de solution
d’oligonucléotides sondes, c) par microcontact pritmg avec un timbre plat (encrage 1 min,
séchage 30 s, dép6t 1 min). L'oligonucléotide fluescent (5’-[NH2]-TAT-ACT-CCG-GGA-AAC-
TGA-CAT-CTA-G-[Cy5]-3’) a été utilisé a 5 uM dans du tampon phosphate 0,3 M, pH 9. Les
images ont été obtenues avec le Microscope LSM 5800 Zeiss, Laseri : 633 nm, objectif : x
40 a immersion.

226 A Bietsch, B. Michel, Journal of Applied Physi@€00, 88, 7, 4310 — 4318.

227 B, Michel, A. Bernard, A. Bietsch, E. Delamarché, Geissler, D. Juncker, H. Kind, J.-P. Renault, H.

Rothuizen, H. Schmid, P. Schmidt-Winkel, R. StitzWolf, IBM J. RES. & DEV, 2001 45, 5.
.
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Les images de la Figure 103 b) et c) montrent gges$ d’oligonucléotides marqués
en fluorescence (en rouge) aprés I'étape d’adressadjes-ci sont absentes pour le contréle
négatif. Les oligonucléotides sondes marqués erdicence ont donc été adressés sur les
lignes de dendrimeéres quel que soit la méthodereisadge utilisée (incubation ou uCP). De
plus, le fort contraste entre les intensités derflacence du dessus des lignes et entre les
lignes indique que la présence d’oligonucléotideslss entre les lignes est limitée.

En conclusion, nous avons montré que le procédé amfinement » est adapté a
conception de réseaux de lignes sub-micrométrigdesglus, il semble limiter la présence de
dendrimeéres entre les lignes. Ainsi I'adressage siesles réalisable par incubation d’'une
goutte ou par microcontact printing avec un timgaas motif (plat) conduit a I'accrochag
préférentiellement des sondes sur les lignes déruheares.

D. Le procédé «tout en un» pour la fabrication de réeaux
diffractants de lignes fonctionnalisées avec desgbnucléotides

Décrit dans le chapitre 1, le procédé « tout em @st une approche innovante pour la
double fonctionnalisation de surface. Cette tealmigpermet de co-fonctionnaliser une
surface avec des dendrimeres et des biomoléculeseseule étape. Les temps et les codts
de fonctionnalisation sont fortement réduits. Deaispl nous avons montré qu’il une
augmentation des signaux de I'hybridation. Ce pécénnovant semble en trés bonne
adéquation avec les objectifs de cette these ardavproduction de biopuces a ADN sans
marquage a bas colt. Dans cette partie, nous tithele vérifier son adéquation pour la
production de réseaux de lignes formées de dend¥gred d’oligonucléotides.

Pour rappel, le principe repose sur I'encrage obte en PDMS avec les molécules
d’intéréts (ici des oligonucléotides sondes fluoezds) avant de l'utiliser pour confiner la
solution de dendrimeres. Lors du confinement desld@eres, les oligonucléotides fixés sur
les structures du timbre en PDMS sont transféréslesudendriméres. Dans le cas de la
fabrication de réseaux de lignes de dendrimeredtifomalisés, il est préféerable de limiter la
guantité d’oligonucléotides entre les lignes deddieneres. Pour cela, les biomolécules sur le
dessus des motifs doivent étre éliminées avanlisation du timbre pour confiner la solution
de dendrimeéres (Figure 104).
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Encrage du timbre structuré  Elimination des biomolécules sur le
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Figure 104 : Schéma représentant le procédé « toen un » permettant de nanostructurer les
dendriméres et d'adresser les oligonucléotides soeslen méme temps.
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Lignes de dendriméres fabriquées avec un
Lignes de dendriméres fabriquées avec un timbre encré de tampon phosphate +les
timbre encré de tampon phosphate oligonucléotides sondes marqués en
fluorescence

Figure 105 : Images en fluorescence a) des lignes dendriméres réalisées avec un timbre en
PDMS nanostructuré de réseaux de lignes encrés damnipon phosphate (0,3 M, pH 9), b) de
lignes d’oligonucléotides fluorescents adressés sdes lignes de dendrimeres réalisées avec un
timbre en PDMS nanostructuré de réseaux de lignesnerés d’'une solution d’oligonucléotides
sondes marqués en fluorescence (5-[NH2]-TAT-ACT-CG-GGA-AAC-TGA-CAT-CTA-G-
[Cy5]-3’) utilisés a 5 uM dans du tampon phosphat®,3 M, pH 9. Le procédé a été réalisé selon
les conditions suivantes : encrage des timbres peatt 1 min, séchage pendant 30 s, confinement
d’'une solution de dendriméres a 58 pM dans du THF gndant 5 min. Les images ont été
réalisées avec un microscope LSM 510 NLO Zeiss, laas. : 633 nm, objectif : x 40 a immersion

La Figure 105a) montre I'absence de fluorescencelesi lignes de dendrimeres
obtenues par le procédé «tout en un» avec unrdimbn encré avec l'oligonucléotide
marqué. Alors que la Figure 105b) montre que laestpi timbre est encré de sondes
fluorescentes I'adressage de ces derniéres s'effexttr les lignes de dendrimeres pendant le
procédé «tout en un ». Pendant le procédé « touine», les oligonucléotides sont donc
transférés du timbre en PDMS vers les dendriméossstituant les lignes du réseau. De
surcroit, le fort contraste entre les intensitédlderescence entre et sur les lignes laisse a
penser que la présence d’oligonucléotides entriggiess de dendriméres est limitée.

En conclusion, le procédé de co-fonctionnalisatiersurface « tout en un » permet de
réaliser des réseaux de lignes de dendriméresagiredser des oligonucléotides sur ces
dendrimeres en une seule étape. La rapidité deugtiod de ces réseaux est un atout
considérable dans la conception de biopuces a ABN snarquage. Néanmoins, pour
envisager la production de biopuces a ADN par cedqité « tout en un », 'adressage des
oligonucléoitdes doit étre multiplexé. Ce pointtesité dans la section suivante.
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E. Fabrication multiplexée des réseaux de lignes de midrimeres
fonctionnalisées

Dans le but de multiplexer le procédé « tout em mous avons choisi de combiner les
travaux réalisés dans le chapitre 2 sur le dépdittiptaxé d'oligonucléotides avec un
macrotimbre et le procédé «tout en un ». Pour,cetais avons choisi d'utiliser un
macrotimbre constitué d’'une semelle en PDMS comtied@ la poudre de fer (50% en masse)
et une série de piliers, chacun des piliers étanostructuré d’'un réseau de lignes de 500 nm
au pas de 1 um (Figure 106).

Macrotimbre (4x16 piliers)

Réseau de lignes de
500nm au pas de 1um

Pilier en PDMS Semelle en
sans poudre de PDMS remplie de
fer poudre de fer

Figure 106 : Photo représentant un macrotimbre dontles piliers sont nanostructurés avec des
réseaux de lignes de 500 nm au pas de 1 pum.

Le macrotimbre a été encré dans une plague a [{8B4 puits) avec des
oligonucléotides sondes, puis aprés séchage soubnpurl’azote, il a été utilisé pour la
réalisation du procédé «tout en un ». Chaquerpilie macrotimbre permet de réaliser un
réseau de lignes de dendrimeres « fonctionnaliségsligonucélitdes en une seule étape
comme décrit dans le schéma de la Figure 107.
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Confinement d’une solution de dendriméres avec Réseaux de lignes de dendrimeéres
un macrotimbre dont les piliers sont encrés avec fonctionnalisées

des molécules différentes
[ |

Solution de .
dendriméres dans Macrotimbre

du THF (58uM)
— e

—
Lame APTES 5% Lame APTES 5%

Pilier encré Pilier encré
d’oligonucléotides d’oligonucléotides
marqués avec dela marqueés avec de

cyanine 3 la cyanine 5

Figure 107 : Schéma représentant le procédé du «iben un» avec un macrotimbre dont
chaque pilier est encré d’'une molécule différenteahs une plaque a puits.

La Figure 108 présente les résultats de I'adresdageoligonucélotides fluorescents
(Cy3 ou Cyb5) et I'arrangement périodique des résééaalisés avec un macrotimbre par le
procédé « tout en un ».
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Figure 108 : a) Images en fluorescence du résultalu procédé « tout en un » réalisé avec un
macrotimbre dont les piliers ont été encrés ou noavec des oligonucléotides marqués avec de la
cyanine 5 ou 3 b) image obtenue par microscopie arte atomique des lignes de dendrimeres
fabriquées par le procédé « tout en un » avec le m@timbre, c) coupe moyenne des hauteurs
des lignes de dendrimeres associée a l'image AFMe4 oligonucléotides marqués (5-[NH2]-
TAT-ACT-CCG-GGA-AAC-TGA-CAT-CTA-G-[Cy5 ou Cy3]-3') ont été utilisés a 5 uM dans
du tampon phosphate 0,3 M, pH 9. Les images AFM ordté obtenues avec un AFM Bruker
catalyst (Mode Scan Asyst_Air_fo : 50-90 kHz k : @ N/m). Les images en fluorescence ont été
réalisées avec un scanner de fluorescence (Innos@0) selon les conditions suivantes : PMA :
532 nm etk : 635 nm : 50%, balance 50, contraste 30, lumiégo.

La Figure 108a) montre une série de dépbts de mleenarquées Cyanine 3 (en
vert) et Cyanine 5 (en rouge). Chaque carré flummsau sein des dépots représente un
réseau de lignes de dendrimeres composées d’obmtides marqués, structuré par un des
piliers du macrotimbre. Les Figure 108b) et c) datit la présence de lignes constituant les
réseaux formés de dendrimeres. Pour les plots mné® avec des biomolécules, on distingue
une « auréole » verte liée a l'autofluorescenceddemiriméres confinés sur le support mais
aucun réseau fluorescent n'est présent a l'intérilest aussi intéréssant de noter que la
présence de motifs périodique au bout des piliets @voir un impact sur I'encrage.
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En conclusion, le procédé « tout en un » est makable grace a l'utilisation d’'un
macrotimbre. Chaque pilier nanostructuré d’'un resga lignes et encré d’'une biomolécu
permet de réaliser des réseaux de lignes de dedrdsnet d’adresser les biomoléculcs sur ¢
lignes en une seule étape. Ainsi le macrotimbrecésau procédé « tout en un » permet
créer une série de réseaux, chacun fonctionnalisé ane molécule différente. Ces traval

ouvrent la voie au possible multiplexage de lac&ie par diffraction.

e
es

F. Conclusion

Cette partie a été entierement consacrée a I'étepeonception de la biopuce
diffractante (la diffrapuce) en vue d’'une biodétection sansquage. Les problématiques
initiales ainsi que les résultats et interprétatia@n retenir sont listés dans le tableau ci-

dessous :

Tableau 12 : Objectifs du projet initialement fixéset points clés identifiés

Questions méthodologiques

Résultats et interprétations

Stratégie N°1 :

Réalisation des réseaux d'oligonucléotides sondes.

- Choix de la chimie de surface compatible ave
la fabrication de biopuces a ADN.

¢ La chimie de surface peut géner la lecture d¢
signaux de diffractions de faibles intensités.

1%

C

- Adressage des sondes oligonucléotidiques s¢
des réseaux diffractants de lignes sur lame de
verre époxysilane par microcontact printing et
validation de la détection par le scanner de
diffraction

BI?_nadressage des sondes oligonucléotidiques s
des réseaux diffractants de lignes par
microcontact printing est efficace.

elon

- Détection des signaux de diffraction

Le signal de diffraction émis par les réseaux
fabriqués par HCP est détectable avec le scar
de diffraction et |a taille des acides nucléiques

un effet sur 'intensité des signaux collectés

nner
5 A

- Vérification de I'intégrité des réseaux de ligne
apres les étapes nécessaires a I'hybridation d’
biopuce (lavage, séchage) pour la détection du
signal final de diffraction

Manque de robustesse des lignes des résea
s d'oligonucléotides pour résister aux étapes d
Lidybridation. Impossible de mesurer un signal
diffraction aprés ces étapes
= >Verrou technologique dans la fabrication
des réseaux

ux
e
de

Stratégie N°2 :

Réalisation des réseaux d’oligonucléotides sondearpnanostructuration de la surface avec la

chimie de surface et adressage des oligonuclé

otides

- Réalisation de réseaux de lignes sub-
micrométriques formées de dendriméres

Nous avons développé un procédé innova

4
appelé « confinement » pour la nanostructuration

de surface.

- Adressage des oligonucléotides pour I'obtent

alisé

on’'adtessage des oligonucléotides peut étre rés
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de réseaux de lignes d’oligonucléotides.

par incubation ou par microcontact printing av

un timbre sans motif. Dans les deux cas nou

avons montré que la présence d’oligonucléotig
était limitée entre les lignes des réseaux.

S
les

-Vérification de l'intégrité des réseaux de ligne
apres les étapes nécessaires a I'hybridation d’
biopuce (lavage, séchage) pour la détection du
signal final de diffraction

La nanostructuration de surface avec des
dendrimeres n’est pas détruite par les étape
Jnnécessaires a I'hybridation. De plus cette chin
e surface permet de lier les oligonucléotides
les réseaux de lignes de dendrimeres par liais
covalente. Ceci permet I'obtention de résead
d’oligonucléotides robustes.

5

ie
sur
50N

Stratégie N°3:

Réalisation des réseaux d'oligonucléotides sondearpge procédé « tout en un ».

Réalisation des réseaux d’oligonucléotides sor

Le procédé « tout en un » permet de réaliser

une seule étape les réseaux de lignes de

dendrimeres fonctionnalisées avec des
oligonucléotides.

des

en

Réalisation des réseaux d’oligonucléotides sor
multiplexés

Le macrotimbre initialement dédié au dépbt
degamultiplexé d’oligonucléotides est adapté a Ia
production multiplexée de réseaux de ligneg

d’oligonucléotides sondes.

L’ensemble de ces travaux a permis de réaliserésaux d'oligonucléotides en vue
d’'une biodétection sans marquage. Le choix de tstreicla lame avec la chimie de surface
pour y adresser les oligonucléotides s’avere |s pldapté a notre application. Le procédé
« tout en un » couplé a l'utilisation du macrotimlpermet d’envisager pour la premiere fois
la production de biopuces a ADN sans marquage,ipieRe et a bas codt. De plus, nos
travaux de réplication de moule par nano-impresslans du polyuréthane contribuent a

limiter le colt de ce procédé.

Néanmoins, peut-on identifier une hybridation ses céseaux d’oligonucléotides par
la méthode de détection sans marquage basée difirdation optique de la lumiere ? Cette

guestion est abordée dans le chapitre proc

hain.

153



154




Chapitre 4 : Intégration des techniques d’adressade structuration de surface pour la biodétactans
marquage

Chapitre 4 : Intégration des techniques
d’adressage et de structuration de
surface pour la biodétection sans

marquage

* Culture del_egionella pneumophila
B ———————————————

155




Chapitre 4 : Intégration des techniques d’adressade structuration de surface pour la biodétactans
marquage

156



Chapitre 4 : Intégration des techniques d’'adressade structuration de surface pour la biodétactans
marquage

Les biopuces a ADN permettent en une seule analysa parallele la détection de
multiples entités biologiques d’'un échantillon. leomplémentarité entre les chaines
oligonucléotidiques de I’ADN constitue leur prineigle base. Les oligonucléotides sondes
sont sélectionnés pour leur spécificité et sent@mlux séquences des acides nucléiques cibles
a détecter. Dans le cas de la biopuce diffractappelée diffrapuce, le principe biologique est
le méme, seule la détection de I'hybridation e$tedénte. Contrairement aux biopuces a
fluorescence, le principe de lecture sans marqeagdasé sur la diffraction optique de la
lumiere.

Cette biopuce a ADN est constituée dun ensemble rélgeaux de lignes
d’oligonucléotides sondesapables de diffracter une source lumineuse intéden fonction
de leur arrangement périodique et de l'indice deacéon des matériaux qui les composent.
Les travaux de thése de Jean Christophe?€ant montré que l'interaction entre molécules
cibles et molécules sondes constituant les ligries déseau peut modifier l'intensité de
lumiére diffracté. Ainsi, la_détection est réaliggsr I'étude des signaux de diffraction des
réseaux avant et aprés interacti@® principe de biodétection brevétépermet d’identifier
sans marquage préalable des cibles dans un étbraatilester.

La diffraction d’'un réseau de N fentes conduit anxd@hénoménes Superposés :
l'interférence des ondes provenant d’'une méme femeelée diffraction et I'interférence des
ondes émises par les diverses fentes considéréaneaes sources ponctuelles (62 E.3 de
lintroduction bibliographique). L’intensité de #i&ction collectée a l'ordre 1 varie si
I'épaisseur des lignes du réseau varie (variatibnerme de I'interférence) et/ ou si la largeur
des lignes varie (variations du terme de la diffoa) mais également si I'indice de réfraction
des lignes augmente.

Ce chapitre est consacré a lintégration des pexédiadressage et la
nanostructuration de surface développés dans Ipitoha3 dans le but de valider
expérimentalement la détection d’'une hybridation NABDN par diffrapuce. Dans un
premier temps, seront décrites les principalesestaje la biodétection sans marquage par
diffrapuce ainsi que l'impact potentiel de I'hybamitbn cibles-sondes sur les signaux de
diffraction. Dans un second temps, les procédésatmstructuration de réseaux de lignes
d’oligonucléotides sondes seront validés pour taai®dn d’une hybridation entre deux acides
nucléiques de méme taille et parfaitement compléames. Enfin, ayant validé ce concept
sur un cas « d’école » d’hybridation, nous chermhgra transposer les travaux réalisés sur
une biopuce a ADN dédiée a la détection de bastérneironnementales par fluorescence, a
la détection par diffrapuce.

2283 C. Cau, Thése INSA, Toulouse, 2009
22 procédé de recherche d'au moins un analyte damslien susceptible de le contenir

WO 2010029139, du 18 mars 2010
e
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A. Principe de la biodétection sans marquage basé sula
diffraction optique de réseaux moléculaires

Les grandes étapes de conception d’'une diffrapoicedgcrites dans la Figure 109.

Fabrication de la diffrapuce (conception des réseaux
de lignes de dendriméres fonctionnalisées avec les
molécules sondes)

J

Mesure de lintensité initiale de diffraction de chaque
réseau de la diffrapuce (l;)

U

Incubation des molécules cibles complémentaires sur | Calcul du gain en termes de

la diffrapuce signal de diffraction
Mesure de lintensité finale de diffraction de chaque Interprétation du résultat
réseau de la diffrapuce (l,) | [Q ou %
Présence Absence
d’interaction d’interaction

Figure 109 : Récapitulatif des étapes de la conceph a linterprétation du résultat de la
diffrapuce.

1. La fabrication de la diffrapuce (vert) : c’est lsmmble des procédés conduisant a la

production des réseaux de molécules sondes ;

L'utilisation de la diffrapuce (bleu) : cette partregroupe I'étape d’incubation des
molécules cibles de I'échantillon a tester sur iffrapuce ainsi que les étapes de
lavage nécessaires a I'élimination des moléculagamt pas interagi avec les réseaux
de molécules sondes sur la biopuce ;

Lecture des signaux de diffraction a I'ordre 1 &tual du gain (rouge) : contrairement
aux biopuces a fluorescence ou le signal est megués I'hybridation, le signal de
diffraction est collecté pour chacun des réseauantaet aprés I'étape d’incubation
des molécules cibles a détecter. Toute modificadier’arrangement périodique des
réseaux notamment l'augmentation de la hauteur lige®s du réseau liée aux
interactions des molécules cibles sur les réseauralécules sondes entraineront des
variations dans l'intensité du signal diffracté.sGariations seront ensuite quantifiées
grace au calcul du gain selon la formule suivante :
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Gain(en %)= ——2 x 100

Avec |; = l'intensité de diffraction a I'ordre 1 d’'un réseau mesurée apres interaction avec les
molécules cibles moins le bruit de fond autour dugseau et = 'intensité de diffraction a I'ordre

1 d’'un réseau mesurée avant interaction avec les hégules cibles moins le bruit de fond autour
du réseau (le calcul des intensités est décrit dal@ssection D.2 du Matériel et Méthodes).

4. Interprétation des résultatdn fine, chacun des réseaux possede un gain de
diffraction (%) représentant la variation des signde diffraction du réseau avant et aprés
'étape d’incubation des molécules cibles. Les ateohs de hauteur, de largeur ou de
l'indice de réfaction des lignes vont modifier témsité de diffraction émise par réseau ce
qui se traduit par un gain positif, négatif ou riids travaux de JC. Call ont montré que
plus la hauteur de lignes augmente plus le gaipa@sitif. En revanche si I'élargissement
des lignes est trop important, le gain peut étreirtlié (si les creux entre les lignes sont
remplis de molécules cibles). Dans le cas d'uneitighon d’oligonucléotides, on peut
considérer que I'hybridation des molécules ciblesulte de I'accrochage des molécules
cibles sur le dessus des lignes de molécules somtegu’elle ne modifie pas
significativement la largeur des lignes. Nous rediens plus en détails sur ce point dans
ce chapitre. D’'un point de vue théorique, s'il lpydoridation sondes-cibles alors la hauteur
des lignes augmente et donc l'intensité diffragigele réseau augmenteXlb). Le gain
sera alors positif. Dans le cas ou il n'y a pag/bitfdation il n'y aura pas de variation de
la hauteur des lignes du réseau et les intensitffactées par le réseau avant et apres
hybridation seront équivalentes. Le gain sera alats

A.1l. Résultats des simulations théorigues de I'impaaind’
hybridation sur le signal de diffraction d’un régea

L’hybridation ne peut pas étre considérée uniquérpan la présence ou absence de
cibles sans tenir compte des hybridations non Bgées. Pour cela, la Figure 110 illustre
différents cas possibles d’hybridation ainsi quer lanpact sur les signaux de diffraction
lorsque les oligonucléotides sondes sont adrességsiament sur le dessus des lignes du
réseau. L'impact des hybridations sur les signaendiffraction est adapté des travaux de
simulations de JC Cad!

20 3.C. Cau, Thése INSA, Toulouse, 2009
#13.C. Cau, Thése INSA, Toulouse, 2009
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Avant incubation des Aprés incubation des cibles Evolution des intensités diffractées

cibles Avant incubation Aprés incubation

Cas N°1 des cibles des cibles

Gain d'intensité du signal
de diffraction nul

4=l
0

Gain d'intensité du signal
de diffraction positif

Intensité de
diffraction (UA)

E

Molécules sondes

11>>lg |4

Intensité de
diffraction (UA)

E
=

0

Gain d'intensité du signal
de diffraction proche de 0 ou négatif

Chimie de surface

-~

|1"'|0

Intensité de
diffraction (UA)

E

Gain d’intensité du signal

olécules cibles de diffraction négatif

Intensité de
diffraction (UA)

E
El

10 l4<lo

Figure 110 : Schéma représentant 4 cas possiblesigbridation de cibles sur un réseau de lignes
formées de chimie de surface et de molécules sondeBessées sur le dessus des lignes. Avant
incubation des cibles, les lignes du réseau diffreamt sont composées de la chimie de surface
(vert foncé) et des molécules sondes (vert claidprés incubation des cibles, ces dernieres sont
matérialisées en rouge.

Le cas N°1 représente I'absence d’hybridation aprésbation des molécules cibles.
La hauteur et la largeur des lignes du réseau ne s modifiées, conduisant a aucune
modification de la « géométrie » du réseau. Lemnisités de diffraction finales (I11) et initiales
(10) du réseau sont équivalentes. Le gain de diifsa obtenu est nul.

Le cas N°2 illustre I'hybridation spécifigue de leib sur le dessus des lignes
constituées de molécules sondes conduisant ati'djone « couche ». Cet événement peut se
produire si les molécules sondes sont adresséese stessus des lignes et en absence
d’interaction non spécifique entre les lignes. €etinfiguration représente I'hybridation entre
des acides nucléiques cibles d’'une taille supéricurcelle des sondes (c’est-a-dire une
séquence d'oligonucléotides plus grande). Dansase la hauteur des lignes du réseau est
augmentée conduisant a une intensité de diffradinabe (11) supérieure a l'intensité initiale
(10). Le gain obtenu est alors positif.

Le cas N°3 représente I'hybridation spécifique deslécules cibles sur des lignes
constituées de molécules sondes et la présenderd@ions non spécifiques entre les lignes
du réseau. L'intensité de diffraction du résealectée avant hybridationgflest équivalente
acelle collectée apres hybridation)(car la profondeur des motifs (hauteur effecties d
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lignes) reste inchangée. Le gain en intensité goiaside diffraction résultant est proche de 0.
Notons que, si l'interaction non spécifiqgue enge lignes du réseau est supérieure en termes
de hauteur a I'hybridation spécifique sur les lgnalors le gain sera négatif. Cette
configuration ne permet pas de détecter une hytiwid@ar I'étude des signaux de diffraction

avant et aprés incubation des acides nucléiquésscib

D’un point de vue expérimental, deux conditionsv@e aboutir & ce type d’interaction
entre les lignes du réseau :

1. La présence de molécules sondes entre les ligneséskau conduisant a une
hybridation spécifique sondes-cibles entre lesdign

2. L’adsorption non spécifigue des cibles entre |lgmds directement sur le support
(interaction non spécifique cible-support). L'eff@ité des lavages de la diffrapuce
aprés hybridation sera primordiale pour éliminer @maximum cet événement
d’adsorption non spécifique.

Enfin, le cas N°4 illustre la présence d’interaatioon spécifique uniqguement entre les
lignes du réseau. L'intensité de diffraction dueads collectée aprés hybridation) (est
inférieure &celle collectée avant hybridatiory)lcar la hauteur des lignes est diminuée. Le
gain obtenu est négatif. Cette configuration pdreg éssimilée a I'incubation de cibles non
spécifiqgues aux sondes constituant le réseauariissant entre les lignes directement avec
la surface.

Les procédés de conception des réseaux doligootins sondes mis au point dans le
chapitre 2 conduisent dans certains cas a I'adgessaligonucléotides sondes sur le dessus
et les c6tés des lignes. Dans ce cas il est néeesaprendre en compte la hauteur mais
egalement la largeur des lignes du réseau apresulbation des ADN cibles comme décrit
dans la Figure 111.
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Avant incubation des Apres incubation des cibles Evolution des intensités diffractées
cibles
| X | Avant incubation Aprés incubation
| Molécules sondes 3 des cibles des cibles
' Cas N°1 ‘
‘ T Gain d'intensité du signal
53 de diffraction nul
o c
B3 -
R 11=lo
Es 10 11
h=l
Molécules sondes
Gain d'intensité du signal
§ W | oF de diffraction positif
| ; Lo 2
| Molécules cibles ' g T
: i |1>|0
| M 4N 4N 53
i b 10 11
§ f L g

Gain d’intensité du signal
de diffraction nul

" Intensité de
diffraction (UA)
| l
X
o

“» Molécules cibles

Figure 111 : Schéma représentant 3 cas possibledigbridation de cibles sur un réseau de lignes
formées de chimie de surface et de molécules sondetressées sur le dessus et les cdtés des
lignes. Avant incubation des cibles, les lignes déseau diffractant sont composées de la chimie
de surface (vert foncé) et des molécules sondesr{velair). Apres incubation des cibles, ces

derniéres sont matérialisées en rouge.

Dans le cas de l'absence d’hybridation (cas N°Pres incubation des cibles
'arrangement périodique du réseau est inchangg.ntensités de diffraction avant et apres
incubation sont équivalentes, ce qui conduit abtention d’'un gain nul. Le cas N°2
représente I'hybridation spécifique des acideséigaks cibles sur les cotés et le dessus des
lignes constituées d’oligonucléotides sondes satesaction non spécifiqgue entre les lignes
du réseau. L’hybridation entraine une augmentati@rta hauteur des lignes mais également
leur élargissement. Les travaux de JC @aant montré que, lorsque le rapport entre la
largeur de la ligne et le pas est proche de Grfjissement des lignes n'a pas d’'impact sur
le gain. Il sera donc positif. Si au contraire apport augmente fortement, le gain chute et
peut devenir négatif car I'élargissement des ligcieange le pas entre les lignes et modifie
fortement I'angle avec lequel la lumiére est difféee. Dans le cadre de la détection d’'une
hybridation ADN-ADN on peut considérer que la &itles sondes et des cibles (de plusieurs
dizaines de bases a quelques centaines) ne madifér significativement le pas entre les
lignes initialement de 1um. Le rapport entre |lgéar de la ligne et le pas restera proche de

0.5.

232 3.C. Cau, Thése INSA, Toulouse, 2009
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Enfin, le dernier cas N°3 représente I'hybridatgpecifique des ADN cibles sur les
cOtés et dessus des lignes ainsi que la préseimterdttions non spécifiques entre les lignes.
Les résultats de diffraction sont équivalents &amatenus pour le cas N°3 de la Figure 110.
Les intensités de diffraction du réseau collecemt hybridation ¢) et aprés hybridation
(11) sont similaires car la profondeur des motifauteur effective des lignes) reste inchangée.
Le gain en intensité du signal de diffraction esuttant est proche de 0. Cette configuration
ne permet pas la détection d’'une hybridation patutie des signaux de diffraction avant et
apres incubation des acides nucléiques cibles.

En conclusion, il est essentiel que I'hybridatioes dnolécules cibles soit réalisé
préférentiellement sur le dessus et les cotésigessl du réseau. L'intensité diffractée d’
réseau étant sensible aux variations de hauteuligies qui le composent, toute absorptign
non speécifigue modifiant cette hauteur change dhisité diffractée. Ainsi, quel que so
'arrangement des molécules sondes sur les lignegskau de la diffrapuce (sur les cotés|et
ou le dessus des lignes), il est important de dirmés interactions non spécifiques des acides
nucléiques cibles entre les lignes du réseau. &sar il est nécessaire de contrbler au mieux
'adressage des molécules sondes sur les lignededdrimeres ainsi que l'efficacité de
lavages de la puce aprés hybridation afin d’élimifee majorité des interactions no
spécifiques entre les lignes du réseau (cibleases). Dans le cas contraire, la détectipn
d’'une hybridation spécifigue sondes-cibles pardjftice est impossible.

B. Simulation de réponse d’'une hybridation se rapprochnt de la
réalité expérimentale et stratégie de validation d&a détection

Dans le cas de la détection d’'une hybridation ADNM I'acide nucléique cible peut
avoir une taille (en termes de nombre de bases)éspiivalente a celle de la sonde soit
supérieure (Figure 112). En fonction de cette gumfition, les résultats attendus en
diffraction seront différents.
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- —___4— ADNsondes

e

Avant hybridation

Lignes de dendrimeres

="

L 1

N

1) Hybridation avec des cibles de taille 2) Hybridation avec des cibles de
trés supérieure a celle des sondes taille identique a celle des sondes

ADN Iondes

Partie de I'ADN cible repliée

ADN sondes + cibles
hybridées

ADN sondes + cibles
hybridées

L 1

Figure 112 : Représentation schématique de I'hybrigtion ADN-ADN se rapprochant de la
réalité expérimentale. 1) Hybridation avec des cilels de taille trés supérieure a celle des sondes,
2) Hybridation avec des cibles de taille identique aeatle des sondes.

1) Dans le cas de I'hybridation entre un oligonuckd®tsonde de quelques dizaines de
bases et un acide nucléique de type PCR de plasisemtaines de bases, nous
considérons que I'hybridation des cibles peut @sgmilée a « I'ajout d’'une couche »
de molécules (Figure 112.1). Nous partons du paistye la partie de la séquence
oligonucléotidique de la cible qui n'est pas commétaire a la sonde se replie et
conduit a une augmentation de la hauteur des ligmeés hybridation. Ce type
d’hybridation se rapproche d’'un cas réel de bicttéte par biopuce a ADN et il peut
étre assimilé aux résultats de simulation de ltigpar.1 de ce chapitre (Figure 110 et
Figure 111).

2) L’hybridation entre deux oligonucléotides sondes cdtles de méme taille et
parfaitement complémentaires (méme nombre de basepput pas étre considérée
comme « l'ajout d’une couche » de molécules comeigmatisé dans la Figure
112.2). En revanche, I'hybridation densifie la doeid’acides nucléiques sondes a la
surface des lignes entrainant potentiellement delefa variations de hauteur des
lignes. Mais, cette densification contribue a augielindice optique effectif de la
couche supérieure des lignes apres hybridationcd®en’est pas décrit dans les
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résultats des travaux de simulation présentés tmnsartie A.1 de ce chapitre
néanmoins, JC. C&li a décrit dans ces travaux de thése I'impact degtizentation
de l'indice de réfraction des lignes sur le gairfamction de I'épaisseur de chimie de
surface.

300 . .
a) Augmentation de la hauteur des lignes

250 ;!
200
150 b\

‘100 AR -"brwm-'-ecuk
1.45

50 |

Gain en diffraction (%)

| 105 ._ | _ . !
0 20 40 60 80 100 120
400 |
' b) Augmentation de la largeur des lignes
350 ! ' !
1
300 |
250 -\
200 i
150 JEAR MR TN

100 ,:I. hy o s ety

Gain en diffraction (%)

50 '

0 20 40 60 80
Epaisseur de la chimie de surface (nm)

Epaisseurdes lignes de
dendriméres

Figure 113 : Variations du gain de diffraction en bnction de I'épaisseur de dendrimeres et de
l'indices de réfraction des molécules impliquées @& l'interaction biologique a) dans le cadre
d’'une augmentation de la hauteur des lignes et b)aths le cadre d’'un élargissement des lignes
(Figures adaptées des travaux de J.C. Cau, 2009).

La Figure 113a montre que pour des lignes de ehiei surface (dendrimeres dans
notre cas) comprises entre 100 et 120nm, si I'mdie réfraction ) de la couche
d’oligonucléotides augmente aprés I'hybridationrale gain en diffraction sera positif. Ce

233 3.C. Cau, Thése INSA, Toulouse, 2009
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gain augmente d’autant plus dans le cas ou l'autatien de l'indice de réfaction est
associée a un élargissement des lignes (Figure).113b

En conclusion, l'indice optique des lignes augmepéé I'’hybridation des cibles
conduira a I'obtention d’un gain positif en difftam. De plus, le gain sera plus grand pour
une hybridation sur le dessus et les c6tés desdigne pour une hybridation uniqguement sur
le dessus des lignes. Ces résultats de simulatiévoient que la détection par diffraction
d’'une hybridation entre deux oligonucléotides demadaille est possible.

Les procédés de structuration de surface et d'sagesdes oligonucléotides décrits
dans le chapitre 3 ont permis la fabrication deaés de lignes constituées de sondes pour la
détection par diffrapuce. En fonction de la techeigql’adressage utilisée, les molécules
sondes sont adressées préférentiellement surdesides lignes ou sur le dessus et cotés des
lignes (Figure 114).

Le « tout en un », structuration de la
lame avec les dendriméres et adressage

UCP des molécules sondes avec un

Incubation d’une goutte de < . "
timbre sans motif encré avec les

solution de sondes

des sondes en méme temps sondes
P IR G RS » Timbre en PDMS
o M b
Lame APTES 5% U Lame APTES 5% P Lame APTES 5%
:/ ' P \] N
Lame APTES 5% i i Lame APTES 5% 1 : Lame APTES 5%

Y 0

B Lignes de dendriméres aldéhydes phosphorés (largeur 500nm_pas de 1pm_hauteur =120nm)
mmm  Oligonucléotides sondes de 24 bases (3"-Cy5 et 5-NH,)

Figure 114 : Récapitulatif des techniques d'adresg@ des oligonucléotides sondes sur les réseaux
de lignes de dendriméres ; a), b) et c) images ohtees par microscopie a fluorescence des lignes
d’'oligonucléotides sondes marqués en fluorescence!oligonucléotide (5-[NH,]-TAT-ACT-
CCG-GGA-AAC-TGA-CAT-CTA-G-[Cy5]-3") a été utilisé a 5 uM dans du tampon phosphate
0,3M, pH 9. Les images ont été obtenues au micropeoLSM 510 NLO Zeiss, Lasei. : 633 nm,
objectif : x 40 & immersion.

Dans le chapitre précédent, nous avons montré ajpeésence des oligonucléotides
sondes était limitée entre les lignes des résddéanmoins, il est réducteur de conclure sur
une absence totale de sondes entre les lignes, Amss considererons la présence d’'une fine
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couche d’oligonucléotides sondes entre les lighesFigure 115 décrit I'impact de cette
couche sur les signaux de diffraction aprés I'hydation.

Réseaux de diffraction avant I'hybridation Réseaux de diffraction apres I'hybridation
a) e Molécules sondes b) Molécules cibles
Al . M
. . . AmlIml
Chimie

de

surface Molécules sondes ~ Molécules cibles
\‘./ -
e . .

L ]
Gain d’intensité du signal \l
de diffraction positif

1,>lg

Intensité de diffraction ordre 1 (AU)

Contributiondu réseau avant hybridation  Contribution du réseau aprés hybridation

Figure 115: Schéma représentant une hybridation $mifique proche de la réalité
expérimentale : a) avant hybridation, les lignes duéseau diffractant sont composées de la
chimie de surface (vert foncé) et des oligonuclédgs sondes (vert clair), b) aprés hybridation,
I'accrochage des oligonucléotides cibles (rouge) &t spécifiqguement sur les lignes de sondes.
Notons également un faible accrochage des cibledreries lignes, difficile a éliminer totalement.

Apres I'hybridation, les oligonucléotides ciblesnsdixés préférentiellement sur le
dessus et les cOtés des lignes en fonction declmitpie d’adressage des sondes. Nous
considérons que la quantité de cibles fixées sulidaes est treés supérieure a celle fixée entre
les lignes. Ainsi la hauteur des lignes du résddew indice de réfraction sont augmentés
L'intensité de diffraction finale;lest alors supérieur a lintensité initiale donduisant a
I'obtention d’un gain positif en diffraction. Notergue plus I'accrochage des molécules cibles

entre les lignes du réseau est faible, plus laghaugtera augmentée et plus le gain sera grand.

La suite de ce chapitre se focalise sur la vabdaexpérimentale de la détection
d’'une hybridation ADN-ADN par diffrapuce. Les cotidns expérimentales testées ainsi que
les résultats attendus sont présentés dans lataslgvant :
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Tableau 13 : Résultats attendus en termes de flu@eence et diffraction pour valider la détection
par diffrapuce.

Evénements biologiques | Résultats en | Différence | Gains du signal
testes fluorescence | entre Ip etl; | de diffraction

Hybridation spécifique
(incubation du tampon )
d’hybridation avec la cible Présence de o<1 Gain positif
complémentaire sur les réseaux fluorescence
composés d'oligonucléotides
sondes)

Controble
positif

Controle Absence d'hybridation Absencede |lo~Iloulo>| Gain proche de

négatif (incubation du tampon fluorescence 11 zéro ou négatif
d’hybridation seul)

Interaction non

Controle complémentaire Absence de

négatif (incubation du tampon fluorescence
d’hybridation avec une cible

non complémentaire)

lo>11 Gain négatif

Interactions non spécifiques
cibles-dendriméres.

Controle (incubation du tampon Absencede |lo=Iloulo>| Gain proche de

négatif d’hybridation avec la cible fluorescence 11 zéro ou négatif
complémentaire sur les réseaux

de lignes de dendrimeres sarns
les oligonucléotides sondes)

Pour valider ces conditions expérimentales, nowns¢hoisi de travailler avec deux
oligonucléotides sondes et cibles synthétiquesGdea®es parfaitement complémentaires qui
sont issus d’'un fragment du gene HSP12 de la lewwodigonucléotide sonde posséde une
fonction amine a I'extrémité 5’ de la séquence dfnpouvoir se fixer de fagon covalente sur
les aldéhydes des dendrimeres (5-[AMC6T]-AAT-ATGIFCCG-GTC-GTC-TC-3").
L'oligonucléotide cible est marqué avec un fluorogh(Cy5) a I'extrémité 5’ de sa séquence
(5’-[Cy5]-GAG-ACG-ACC-GGA-AAC-ATA-TT-3’). La fluorescence de I'ADN cible sera
utilisée pour valider I'hybridation avant d’integter les résultats issus des signaux de
diffraction. Ces conditions expérimentales ont &e&tées pour les trois procédés de
fabrication de réseaux diffractants d’oligonucldet sondes (décrits dans la Figure 114).

Nous partons du postulat que I'hybridation desesldur les oligonucléotides sondes
(malgré une taille identique par leur nombre deebpdensifie la couche d’acides nucléiques
a la surface de lignes entrainant potentiellemenfiatbles variations de hauteur des lignes et
gu’elle conduit a 'augmentation de I'indice opte@de la couche d’acides nucléiques.
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Dans un souci de compréhension, I'ensemble desmashéllustrant I'hybridation
entre les deux oligonucléotides de méme taille reptésenté par une couche de cibles
superposée a une couche de sondes. Néanmoinsremtésentation doit étre considérée
comme une densification de la couche d’'acides mmeé sondes aprés hybridation des cibles
a la surface de lignes du réseau contribuant a enigml’indice optique effectif de la ligne

(Figure 116).

a) Représentation schématique b) Représentation simplifiee
se rapprochant de la réalité utilisée dans le manuscrit
expérimentale

e Molécules sondes

Avant hybridation

Molécules sondes

_u -

[ i f
Lignes de dendriméres Lignes de dendrimeres

Molécules sondes

Molécules sondes + cibles

Aprés hybridation Molécules cibles
Moléfules sondes + cibles l Molécules sondes

. 0 JFI_I'-‘L

[
T
Lignes de dendrimeres

|
Lignes de dendrimeéres

Figure 116 : a) Représentation de I'hybridation ente deux oligonucléotdes de méme taille et
parfaitement complémentaires se rapprochant de laéalité expérimentale ; b) représentation
simplifiée utilisée dans le manuscrit.

C. Validation expérimentale des techniques de nanostcturation
de surface pour la détection par diffrapuce

Cette partie est entierement consacrée a la viaidaxperimentale de la détection
d’'une hybridation ADN-ADN par diffrapuce. Pour celaus étudierons :

1. Les resultats en fluorescence et en diffraction d#fferentes conditions
expérimentales a valider et ce pour chacune dasitpees de nanostructuration ;

2. L'impact de r'hybridation des oligonucléotides @bl sur la « géométrie » des
réseaux ;

3. L’effet de la concentration en sondes sur le gaidiéfraction aprés hybridation.

e
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C.1. Validation de la preuve de conception de biodé&ecpar
diffrapuce :

La Figure 117 représente les résultats en fluorescéa) et en diffraction (b) issus de
la validation expérimentale de la détection pafraifuce d’'une hybridation ADN-ADN. Les
trois procédés d’adressage des oligonucléotideslesoront été testés dans les mémes
conditions expérimentales sur 12 réseaux indépémdaar condition. Les protocoles de
conception des réseaux et de I'hybridation de filmagiuce sont détaillés dans les parties B et
C.2 du Matériel et Méthodes.

Figure 117 : Mesure a) des intensités moyennes dedrescence b) des gains des signaux de
diffraction aprés hybridation en fonction du procécé d’adressage des oligonucléotides sondes. De
gauche a droite : ' « boxplot », incubation des molécules cibles condphentaires sur les réseaux
de lignes constituées d’oligonucléotides sondes®]"2« boxplot », incubation des molécules cibles
complémentaires sur les réseaux de lignes de dendéres sans sondes ;3 « boxplot »,
incubation du tampon d’hybridation sans les molécws cibles sur les réseaux de lignes
constituées d’oligonucléotides sondes;# « boxplot », incubation des molécules cibles non
complémentaires sur les réseaux de lignes constiagéd’oligonucléotides sondes. M représente la
médiane des valeurs pour chaque « boxplot ». P refgente les «p-values» en pourcentage du test
de comparaison de moyenne entre I'hybridation spéfifue et les contrdles négatifs. Les
oligonucléotides sondes et cibles ont été utilisésspectivement a 5 uM et 100 nM. Les
paramétres du scanner de fluorescence (Innoscan 90ébnt : PMT A = 532 nm et PMTA = 635
nm : 100%. Les paramétres du lecteur de diffractiorsont : puissance (p): 1 mW et gain (g): 0.
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Dans la Figure 117, quel que soit le procédé deiciiion des réseaux de lignes
d’oligonucléotides sondes, les résultats en flumese présentent une intensité médiane de
fluorescence significativement plus élevée pouyliidation spécifique (1 boxplot) que
pour les trois contrbles négatifs. Ceci valide Whgation spécifique des oligonucléotides
cibles sur la diffrapuce. Concernant les résultsss des signaux de diffraction, quel que soit
le procédé de fabrication, la médiane des gairdifraction est positive (comprise entre +4,9
et +10,7%) pour I'hybridation spécifique et négatpour les contréles négatifs. Ce résultat
signifie que I'hybridation spécifique des ciblesndait a 'augmentation de lintensité de
lumiere diffractée alors que les conditions comsdtontribuent a la diminuer. De maniere
hypothétique, les résultats des 3 contrbles né&gissent a penser que certains éléments
présents dans le tampon d’hybridation et non ébmipendant I'étape de lavage (sels et
oligonucléotides non complémentaires...) se fixemteckes lignes des réseaux réduisant ainsi
leur hauteur apres hybridation.

Les différences entre les gains de diffractiorenbs pour I'hybridation spécifique et
les contrbles négatifs ont été appuyées par unstasistique de comparaison de moyennes
(Mann-Whitney-Wilcoxon corrigé par la méthode de nBEwroni). Ce test permet de
confirmer grace au calcul d’'une « p-value » undédiihce significative entre les résultats
obtenus pour I'hybridation spécifique et les troimtroles négatifs. Dans notre cas, si les « p-
values » sont inférieures a 0,03333%, alors eles sonsidérées comme significatives avec
une erreur alpha de 0,1%. L’ensemble des « p-valess < a 0,03333% les différences entre
les contrdles positifs et les contrles négatifat stonc significatives. Le choix des tests
statistiques et leur description sont détailléssdarsection E.2 du Matériel et Méthodes.

Ces résultats sont en accord avec les simulatiemégbnse rapportées dans la section
A.1l de ce chapitre. La comparaison des signauxiffi@alion avant et apres hybridation
permet de discriminer, des contrbles négatifs, Wffdation spécifique entre 2
oligonucléotides. Les oligonucléotides sondes dtuastt les réseaux sont donc correctement
fixés sur les lignes de dendriméres et accessiplesr leur hybridation avec les
oligonucléotides cibles.

Les tableaux sous les graphiques illustrant legltais en diffraction de la Figure 117
représentent le pourcentage de réseaux en accecdles/ simulations de réponse attendues.
Notons que certains réseaux ont une réponse «mwer celle attendue ou ne sont pas
exploitables £ a 30% des réseaux). Cette minorité de réseauk passprise en compte dans
la représentation graphique de la Figure 117b. @blgme est principalement lié a la
reproductibilité des procédés de nanostructuratibious reviendrons en détails sur
I'explication de ce résultat dans la section C.4 .

Pour discuter des différences de résultats ergrdiferents procédés de fabrication, le
Tableau 14 rassemble les valeurs de fluorescende @iffraction obtenus pour I'hybridation
spécifique.
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Tableau 14 : Récapitulatif des médianes des intetés de fluorescence et des médianes des gains
en diffraction obtenues pour I'hybridation spécifigue en fonction des procédés d’adressage des
biomolécules sondes.

Procédés L. , L
, . . , Médianes des | Médianes des
d’adressage des | Configuration de I'adressage | . " .
) , intensités de gains en
biomolécules des sondes , .
fluorescence. diffraction.
sondes.
Sur le dessus et les cotés des
N°1 : Incubation lignes.
3 368 UA 8,3 %

d’'une goutte |_-_-_-_-_I
Lame APTES 5%

_ Sur le dessus des lignes.
N°2 : Microcontact

L |_-_-_-_-_I 289,5 UA 4,9%
printing Lame APTES 5%

Sur le dessus et les cotés des
lignes.

| Lame APTES 5% |

N°3 : Procédé du

729 UA 10,7%
« tout en un »

1) Discussion des résultats en fonction du ty@elcessage des sondes.

Les gains de diffraction obtenus aprés hybridasiont plus grands lorsque les sondes
sont adressées sur le dessus et les cotés des djgadorsqu’elles sont adressées uniquement
sur le dessus des lignes pour des conditions difon identiques (Tableau 14). Ces
résultats sont en accord avec les résultats dadations présentés dans la Figure 113, soit
gue l'augmentation de l'indice de réfraction dedaiche d’oligonucléotides aprés hybridation
permet d’obtenir un gain positif plus grand lorsdigbridation a lieu sur le dessus et les
cOtés des lignes.

2) Discussion des résultats lorsque que l'adressagesdedes est réalisé sler
dessus et les cotes des ligngsocedé N°1 et N°3).

La médiane des intensités de fluorescence mesapéeés hybridation pour le procédé
N°1 (adressage par incubation d’une goutte) estods5plus grande que celle obtenue lorsque
les sondes sont adressées par le procédé N°3 dgrectout en un »). Ce résultat peut étre
interprété comme une meilleure accessibilité etuoei plus grande densité des sondes dans le
procédé N°1 que dans le procédé N°3, alors que oiacemtration de la solution
d’oligonucléotides utilisée et les conditions d’higation sont identiques pour les 2 procédés.
Les deux procédés de fonctionnalisation sont tiéferents, dans le procédé N°1, les
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molécules sondes sont adressées sur la surfaceudanslieu liquide (incubation d’'une
goutte) alors que dans le procédé N°3, les moléadat encrées et séchées sur le timbre en
PDMS pour étre déposées pendant le confinemera sielution de dendrimeres (Figure 118).
Cette différence lors de l'adressage des sondeggioaxpliquer ces résultats. De plus, la
densité de sondes adressées sur les réseaux @orfates procédés pourrait étre vérifiee en
utilisant des sondes radio marquées.

Adressage des sondes par
incubation d'une goutte de
solution de sondes

Adressage des sondes par le
procédé « tout en un »

i | Oligonucléotides encrés et « séchés» |
Solution d'oligonucléctides ! !

\ Timbre en PDMS :
Lame APTES 5% i Lame APTES 5%
.\‘\// @

Lame APTES 5% R Lame APTES 5%

mmm  Lignes de dendrimeéres aldéhydes phosphorés (largeur 500nm_pas de
1pm_hauteur =120nm)

Figure 118 : Schéma représentant les différences tem I'adressage de oligonucléotides sondes
par incubation d’une goutte ou par le procédé « touen un ».

Concernant les signaux de diffraction, la médiaeg ghains obtenue pour le procédée
N°1 (8,3%) est inférieure a celle obtenue pourte@dé du « tout en un » (10,7 %). Dans les
deux cas, les sondes sont adressées sur le desssic@tés des lignes. Notons que le signal
de fluorescence mesuré par réseau représentensitdetotale du réseau c’est-a-dire
l'intensité mesurée sur les lignes mais égalemetnée eAinsi il est possible que I'intensité de
fluorescence 4,5 fois plus grande pour le procédedlie pour le procédé N°3 traduise une
quantité de cibles entre les lignes plus import@otgr le procédé N°1. Ainsi 'augmentation
de la hauteur des lignes apreés I'étape d’hybridaderait plus faible pour le procédé N°1 di a
la présence de ces cibles entre les lignes quelpguocédé N°3. Le gain serait alors réduit
(Figure 119).
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Procédé N°1

Molécules cibles fluorescentes

Molécules cibles
1
IRl

Incubation des molécules
cibles complémentaires

Procédé N°3 A3 <<A3’

Molécules cibles fluorescentes

Molécules cibles

A3
T

Incubation des molécules
cibles complémentaires

Figure 119 : Schéma représentant I'hypothése d'unbybridation entre les lignes limitée mais
plus importante pour le procédé N°1 que pour le proédé N°3.

La présence de cibles entre les lignes peut sgx@tide deux maniéres :
1) Interactions non spécifiques cible-surface.
2) Présence d'oligonucléotides sondes entre les lignes

Cette hypothese peut étre confortée par le faitlguarocédé N°1 peut favoriser la
présence de molécules sondes entre les lignessdau€En effet, pendant 'adressage des
sondes par incubation d’'une goutte (procédé N4 )relécules sondes sont en contact avec
toute la surface du réseau (dessus, sur les coeddre les lignes) alors que pour le procédé
« tout en un », les molécules encrées sur lesdigietimbre en PDMS qui mouleront les
parties entre les lignes du réseau sont éliminéast al’utiliser le timbre pour le confinement
de la solution de dendrimeres (Figure 120). Il dmtic possible que la quantité, bien que
limité des sondes entre les lignes des réseauxrilmom a augmenter la fixation de cibles
entre les lignes conduisant a la réduction du gaidiffraction.
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Procede N°1
Molécules sondes en

contact avec la surface
entre les lignes

Molécules sondes

.Im.

Lignes de dendrimeéres

--------------------------------------------------- Al <A3
Procédé N°3

Molécules sondes éliminées avant le
procédé « tout en un »
T
'”’bre
[J
PDM‘S

-+

- Molécules sondes

Solution de dendriméres

.Im N

Figure 120 : Schéma illustrant I'hypothése selon tpuelle pendant le procédé N°1, une quantité
limitée de sondes se fixe entre les lignes conduita une augmentation de la hauteur des lignes
plus faible apres I'hybridation.

Pour conclure sur ces hypotheses, il faut dissdiensité de fluorescence des
lignes de l'intensité globale du réseau aprés dgion pour chacun des procédés.

3) Discussion des résultats lorsquadiessage des sondes est réalisé sur le dessus
des lignespar microcontact printing

Lorsque les sondes sont adressées par microc@niiaihg avec un timbre sans motif,
les signaux de fluorescence obtenus apres hyloidatnt 2.5 fois plus faibles que pour le
procédé «tout en un » et plus de 11 fois plusldaildlans le cas du procédé d’incubation
d’'une goutte. Ces résultats sont en accord avec @ewchapitre 1 montrant que I'adressage
par le procédé « tout en un » conduisait a une antation des signaux de fluorescence apres
hybridation de sondes en comparaison avec le noatact printing. La quantité de sondes
adressées et fixées sur les réseaux de lignesndeméres et/ou leur accessibilité semble étre
plus faible par microcontact printing que par lescgdés N°1 et N°3. Notons que quel que
soit le procédé d’'adressage des sondes, ces d@=risi@nt « fixées » de maniere covalente et
orientée aux lignes de dendrimeres par leur extéeBitNH,. Leur accessibilité peut donc
étre considérée comme équivalente. Pour conclurasiensité des sondes adressées sur la
surface en fonction du procédé, il serait nécessdiutiliser d’acides nucléiques radio
marqués.
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En conclusion, les procédés de nanostructuratiorsudéace développés dans IL
chapitre 3 pour la conception de réseaux d'oligtfaitles sondes sont adaptés |[a
I'hybridation. Les oligonucléotides sondes consititlices réseaux sont correctement fixés gux
lignes de dendriméres et accessibles pour I'hybadavec les oligonucléotides cibles. Ces
résultats valident expérimentalement la détectidnnal hybridation ADN-ADN par
diffrapuce. Les différences significatives entrs [gains obtenus a partir des signaux fde
diffraction permettent de discriminer I'hybridati@pécifique entre deux oligonucléotides de
méme taille (20 bases) et parfaitement complénrestales contréles négatifs. Néanmoirys,
les résultats sont différents en fonction du précédthdressage des oligonucléotides. Les
signaux de fluorescence représentent I'intensi®ale des cibles marquées et hybridées sur
le réseau et ne sont pas dépendantes de la « gi&omdt réseau. Alors que les signaux gle
diffraction sont eux totalement dépendants de dgg&amétrie » des réseaux et de l'indice ge
réfraction des composants constituant les ligneg@seaux.

C.2. Caractéristigues des réseaux apres I’hybridation

L'intensité de Iumiére diffractée par un réseau tpearier en fonction de
arrangement périodique de celui-ci et de l'indide réfraction de ces composants. Nous
sommes partis du postulat que I'hybridation dedesitsur les oligonucléotides sondes de
méme taille densifie la couche d’acides nucléiqgaeda surface de lignes, entrainant
potentiellement de faibles variations de hautew lignes et une augmentation de l'indice
optique effectif de la couche formée apres hybiatat_'étude des variations de hauteur et de
largeur des lignes par microscopie a force atomigagas permise de montrer de variations
significatives. En revanche, dans ces travawhéset A. EGEA** a montré que I'adressage
de molécules de streptavidine sur les réseauxgiedi de résine SU-8 était caractérisé par
'augmentation de la rugosité du dessus des lig@asst pourquoi, nous avons choisi de
caractériser la rugosité des lignes des réseaus dg8 étapes de nanostructuration des lignes,
d'immobilisation des oligonucléotides sondes etytiidation. Cette étude a été réalisée par
microscopie a force atomique sur 3 réseaux diftéranpartir d'images de 50 nm x 50 nm,
100 nm x 100 nm, 150 nm x 150 nm et 300 nm x 30Qerfacon a vérifier la linéarité de la
rugosité en fonction de la taille des images. Sel@e valeurs moyennes de rugosité mesurées
pour les images de 300 nm x 300 nm sont présentéda Figure 121 car elles représentent
la rugosité globale de la largeur de la ligne.

4 A Egea, Thése INSA, Toulouse, 2012
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Figure 121 : Etude de la rugosité moyenne (Rq), obhue a partir d'images AFM de 300 nm x
300 nm, du dessus des lignes de 3 réseaux dans Adidmns expérimentales. Les biopuces
diffractantes ont été analysées apres nanostructutian des lignes de dendrimeres, adressage des
oligonucléotides sondes par incubation d'une gouttede solution d'oligonucléotides, et
hybridation avec les molécules cibles complémentais ou aprés incubation du tampon
d’hybridation sans les molécules cibles sur 3 résea de lignes formées d’oligonucléotides
sondes. Les conditions expérimentales sont décritelans la partie B et C.2.a du Matériel et
Méthodes. (AFM_Bruker catalyst_ Mode Scan Asyst_Airfo : 50-90 kHz k : 0,4N/m)

L'adressage des oligonucléotides sondes et I'hghind des oligonucléotides cibles
sur les réseaux entraine respectivement une augtioentde 17,5% et 20% de la rugosité
moyenne de surface (Figure 121)céntrario, sans I’hybridation des cibles complémentaires,
la rugosité de surface n’est pas modifiée de faggmificative.

En conclusion, I'hybridation des ADN cibles sur léseaux d’ADN sondes entraing
de trés faibles variations de rugosité détectéadifraction. Ces résultats indiquent que cetfte
méthode de détection est trés sensible. Toutdfnis,changement de la rugosité crée par des
modifications physiques ou biologiques va pertuthenesure des signaux de diffraction.

C.3. Effet de la concentration en sondes sur le gaidiffraction
apres hybridation

Dans cette section, nous nous sommes intéresdésliard’effet de la concentration
en sondes sur les valeurs de gains obtenues agrgddtion. Le but a été d’identifier si les
sondes étaient en exces par rapport a la quamtitdotes hybridées et quel était leur impact
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sur les signaux de diffraction. Pour cela, difféesndiffrapuces ont été réalisées avec une
gamme de concentration en sondes (0, 1, 2, et 5 pM3$ chacune d’entre elles a été
hybridée dans les mémes conditions opératoires & nM de molécules cibles
complémentaires. Les protocoles sont détaillés dangartie B et C.2.a du Matériel et
Méthodes.

1) Adressage des sondes par 2) Adressage des sondes par 3) Adressage des sondes par le
incubation d’'une goutte microcontact printing procédé « tout enun »
Timbre en FODMS Timbre en PDMS
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Figure 122 : Mesures a) des intensités moyennes €laorescence b) des gains obtenus par
diffraction aprés hybridation pour les trois procédés de fabrication de la diffrapuce. 1)
Adressage des oligonucléotides sondes par incubatiod'une goutte, 2) adressage des
oligonucléotides sondes par UCP avec un timbre enDMS sans motif et 3) adressage des
oligonucléotides sondes par le procédé «tout en o Hybridation avec les oligonucléotides
cibles parfaitement complémentaires marquées en flwmescence (100 nM). M représente la
médiane des valeurs pour chaque « boxplot ». P refgente les « p-values » en pourcentage du
test de comparaison de moyenne entre I'hybridatiorspécifique et les contréles négatifs. Les
parameétres du scanner de fluorescence (Innoscan 9Gbnt : PMT A=532nm et PMTA = 635nm :
100% et les paramétres du lecteur de diffraction st : puissance (p): 1ImW et gain (g): O.

179



Chapitre 4 : Intégration des techniques d’'adressade structuration de surface pour la biodétactans
marquage

Les intensités de fluorescence mesurées dans lel'legsridation des cibles
complémentaires sont significativement plus impuda que dans le cas du contrdle négatif
(Figure 122 a). Ce résultat obtenu quel que sgiréeédé de fabrication des réseaux valide
I’hybridation des cibles pour chacune des conceatra en sondes. Notons que plus la
concentration en sondes est grande plus les itdendie fluorescencemsesurées apres
hybridation sont élevées jusqu’a atteindre un paligre 2 et 5 uM. Pour I'ensemble des trois
procédeés, la concentration en molécules sondes i@ do effet sur les signaux de
fluorescence mesurés apres hybridation. Il sembie djue les sondes ne sont pas en large
exces sur la puce pour des concentrations inf&seus uM.

Quel que soit le procédeé de fabrication des résdaaxgains obtenus en diffraction
sont positifs pour les hybridations spécifiqueségatifs dans la condition contrble (Figure
122 b)). Ces résultats sont appuyés par les tiedistisues de comparaison de moyenne entre
les résultats issus des hybridations spécifiquetestrésultats du contréle négatif (« p-
value »< & 0,03333% avec une erreur alpha de 0,Déhtrairement aux résultats en
fluorescence, l'augmentation de concentration emde® n'a pas d'effet sur le gain en
diffraction. Ces résultats indiquent que le gain semble pas directement corrélé a la
concentration en sondes. L’hybridation est déteatéssi bien pour 1 UM que pour 5 uM de
sondes. Contrairement aux signaux de fluorescete®, signaux de diffraction sont
dépendants de la « géométrie » des réseaux etindlicd’ de réfraction des composants
constituant les lignes des réseaux. Ainsi les aligteotides cibles hybridées sur les réseaux
de sondes peuvent modifier similairement la « géoené des réseaux et/ou l'indice de
réflexion les lignes des réseaux que ce soit awac3uM de sondes.

Les tableaux sous les graphiques illustrant lesltads en diffraction (Figure 122b)
représentent le pourcentage de réseaux en accecdles/simulations de réponse attendues.
Notons que certains réseaux ont une réponse «mwen celle attendue ou ne sont pas
exploitables € a 30% des réseaux). Ce probléme est principalehiéeatla reproductibilité
des procédés de nanostructuration. Nous reviendmigtails sur I'explication de ce résultat
dans la section C.4 .

En conclusion, quelle que soit la quantité de ssnd#isées pour la conception des
réseaux (1, 2 ou 5 uM) et le procédé de fabricalimta diffrapuce, I'hybridation spécifique
est détectable par un gain en diffraction poditif valeur du gain en diffraction semble ne pas
étre directement corrélée a la quantité de sondesssees sur la puce (a condition que
I'hybridation ait lieu). Pour valider cette hypo#ieeil serait intéressant d’évaluer I'effet de |a
concentration en cibles hybridées sur la puce gusil’effet de leur taille.

C.4. Points clés pour la biodétection optique par diffree

Dans cette partie, nous traiterons les raisons [@sguelles certains réseaux ont une
réponse « inverse » aux résultats attendus etrdsaptésentent des signaux inexploitables.
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1) La structuration de surface.

Lorsque les réseaux de lignes formés de dendrinerd®ligonucléotides sondes ne
sont pas correctement structurés, I'hybridation dédes marquées est détectable en
fluorescence (signal trés supérieur au bruit dal)Yaonais ne I'est pas en diffraction (gain
négatif) (Figure 123). L’absence de périodicitéems lignes ne permet pas I'obtention d’'un
gain de diffraction positif aprés I'’hybridation démybridation a lieu sur tout le « réseau » et
non pas préférentiellement sur le dessus des ligbexsains réseaux seront alors interprétés
comme des faux négatifs. Ce résultat, confirmé plusieurs réseaux, indique que
'arrangement périodique du réseau est indispeagadalir la détection par diffrapuce d’'une
hybridation entre deux oligonucléotides.

a) Résultats aprés I'hybridation en b) Résultats avant et aprés c) Images au microscope a force
termes d’intensités de fluorescence I’hybridation en termes de gain en atomique de lignes du réseau
diffraction
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Figure 123: Résultats d'une hybridation spécifiquede deux réseaux (1 et 2) formés
d’'oligonucléotides sondes et leurs cibles parfaiteemt complémentaires: a) résultats en
fluorescence, b) résultats en diffraction. c) Imageobtenues au microscope a force atomique de
la structure des lignes des réseaux 1 et 2 avanybridation (AFM_Bruker catalyst Mode Scan
Asyst_Air_fo : 50-90 kHz k : 0,4N/m).

2) Les interactions non spécifigues

Lorsque les oligonucléotides cibles sont inculsés des réseaux de lignes de
dendriméres sans y avoir adressé les oligonucEgdndes au préalable (contrdle négatif),
certains réseaux ont un gain positif. La Figure b#ghtre que 80% des réseaux issus du
contrble négatif ont un gain négatif en diffractimais une intensité de fluorescence proche
du bruit de fond. Ces résultats sont en accord @eex attendus d’'un contréle négatif.
Néanmoins parmi les 12 réseaux de la puce, 2 omgfaum positif corrélé a une intensité de
fluorescence 2 et 3 fois supérieure a celle dagsnéseaux. (réseaux N°2 et N°6). Ce résultat
peut étre interprété comme I'adsorption non spguifides oligonucléotides cibles marquées
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sur les lignes formées de dendriméres des réseau, Zntrainant la détection d’'un signal de
fluorescence et I'obtention d’'un gain positif effraiction.

Avant l'incubation des oligonucléotides cibles kupuce, les fonctions aldéhydes des
dendrimeres ont été réduites en fonctions alcoamtsupe solution de borohydrure de sodium
(3.5 mg/mL) pendant 15 minutes. Pour rappel, c&tipe permet de limiter I'adsorption non
spécifique des cibles sur les dendrim&fedléanmoins ces résultats semblent indiquer que le
temps de réaction n’'est certainement pas toujouffisant pour limiter 'ensemble des
interactions non spécifiques cibles-dendrimeresdaen|’'étape d’hybridation. L’'absorption

non spécifique bien que minoritaire est problémetigar elle conduit a la détection de faux
positifs.
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Figure 124 : Gains en diffraction et intensité delfiorescence de 12 réseaux sans adressage des
oligonucléotides sondes apres incubation avec dedigonucléotides cibles marqués en
fluorescence (100nM). L'axe des abscisses représeries 12 réseaux de la puce. L'axe des
ordonnées situé a gauche ainsi que les histogrammeprésentent le gain en diffraction (%) de
chaque réseau alors que I'axe des ordonnées situéraite et les points matérialisés par les croix
représentent lintensité moyenne de fluorescence Q). Les paramétres du scanner de
fluorescence (Innoscan 900) sont : PMTh a 532 nm et PMTA a 635 nm= 100% et les
paramétres du lecteur de diffraction : puissance (p: 1 mW et gain (g) : O.

2> N. Raghavachari, Y.P. Bao, G. Li, X. Xie et U.Rullr, Analytical Biochemistry, 2003, 312, 101—105.
e
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En conclusion, la nanostructuration des réseauigdes de dendriméres est un point-
clé dans la conception de la diffrapuce. Si le @décde confinement des dendrimeres n’¢st
pas parfaitement contr6lé, I'hybridation ne poupas étre détectée par comparaison des
signaux de diffraction. Certains résultats serdmtsainterprétés comme des faux négatifs. De
plus, ces travaux nous montrent que toute absorptan spécifigue de molécules sur lés
lignes de dendriméres va perturber la mesure dgsusk de diffraction. Les protocoles d
I'hybridation doivent étre parfaitement controlésnd le but de limiter les interactions ngn
spécifiques au risque d’interpréter des résultamsroe faux positifs.

D. Intégration des techniques de structuration de suece pour la
biodétection d’'une bactérie environnementale

Les validations expérimentales réalisées pour tactién d’'une hybridation entre 2
oligonucléotides de méme taille et parfaitement giémentaires sont-elles compatibles avec
un test de diagnostic ? Pour vérifier si les proles expérimentaux utilisés pour la détection
par biopuce a fluorescence sont transposablesiétdation par diffrapuce, nous avons choisi
de tester la biopuce & ADN DendrisChipLégio©, déppke par la société Dendffspour la
détection d’especes de Légionelles par diffrapuee. plus d’étre dans des conditions
d’hybridation plus complexes, la taille des acidegléiques cibles est plus grande que la
taille des oligonucléotides sondes.

D.1. Le modéle de détection de bactéries environnengmtal
DendrisChipLégid :

La DendrisChipLégio© permet la détection de 21 espelelegionellapathogenes
pour 'lhomme. Les échantillons testés sont tregsgareaux de tours aéro-réfrigérantes, eaux
chaudes sanitaires (hoétels, hopitaux...), bouess nmegalement des échantillons de
prélévements humains de types LBA (Lavage Broch@dlhire)?®’ Cette puce est constituée
de 47 sondes « designées » au sein des partiablearde '’ADN génomique des différentes
espéeces de Légionelle a identifier. L’'ensemblestewlies permet de les discriminer les unes
des autres. Dans un premier temps, I’ADN génomipsebactéries de I'’échantillon est extrait
puis un fragment des géngsp et rpoB estamplifié et marqué par une « Polymerase Chain
Reaction » (PCR). Aprés purification du produit R@R dernier est ensuite incubé sur la
puce dans un tampon d’hybridation. Ce tampon didghion permet de réunir les conditions
de stringence (sels, détergents...) idéales a I'dghon de chaque cible sur leurs sondes
complémentaires. Aprés I'étape d’hybridation, lacg@est lavée dans différents tampons
permettant I'élimination des hybridations aspéciég puis la fluorescence est collectée grace
a un scanner de fluorescence pour chacune des rfesole résultat est un « profil
d’hybridation » de I'échantillon. Il permet d'idéfi¢er les espéces présentes et les especes
absentes dans I'échantillon testé. L'interprétatien valeurs de fluorescence de chaque sonde

238 \mww.dendris.fr
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est automatisée par un « plug-in » associé auiggia lecteur de fluorescence. Notons que

le nombre de sondes est plus grand que le nombspéles car c’est 'ensemble des valeurs
de fluorescence des sondes qui permet d’'identdgeespéces présentes et absentes et non pas
une sonde unique. Le protocole est décrit dansatief.2.b du Matériel et Méthodes.
Néanmoins, pour des raisons de confidentialitétameys caractéristiques comme des
séquences oligonucléotidiques (cibles, sondes eta® PCR) ne seront pas détaillées.

D.2. Transposition du modele de biopuce a fluorescence e
diffrapuce

Dans ce cas réel de biodétection, les paramethgdmiation sont différents de ceux
utilisés précédemment pour la validation expérimlentle la détection par diffrapuce (Partie
C). D'une part la taille des acides nucléiquesesbést plus importante que la taille des
oligonucléotides sondes et d’autre part les camustid’hybridation (composition du tampon
et température d’hybridation) sont différentes (€ah 15).

Tableau 15 : Récapitulatif des conditions d’hybridaion utilisées pour I'hybridation entre deux
oligonucléotides de méme taille et parfaitement copiementaires et pour I'hybridation de la
DendriChipLégio®©.

Conditions utilisées pour I'hybridatio Conditions utilisées pour
entre deux oligonucléotides de mén I'hybridation de la
taille et parfaitement complémentair DendrisChipLegi8
Taille des
oligonucléotides  _ gonde HSP12 : 26 bases Sonde rpoB : 25 bases
sondes
Taillgs des -360 bases pour le fragment du gepe
acides _ rpoB
nucléiques - Cible HSP12 26 bases -600 bases pour le fragment du géhe
cibles mi
p
- Tampon de citrate de sodium - Solution de Dendhardt’s (5X)
Tampon (SSC_5X) - Tampon de citrate de sodium SSC
d’hybridation | - Tampon de sodium dodecy! sulfate| (5X)
(SDS _0,1%) - ADN de sperme de saumon
(100pg/ml)
Température o o
d’hybridation 3rc 60°C
Temps . .
d’hybridation 30 min 30 min
- 2 fois 3 minutes dans un bain de | - 2 fois 3 minutes dans un bain de
Lavages tampon de lavage => 2X SSC, 0.2%| tampon de lavage => SSC (2X) et
9 SDS. Puis 1 fois 3 minutes dans un | SDS (0.2%). Puis 1 fois 3 minutes
bain de tampon de lavage => 0.2X | dans un bain de tampon de lavage
SSC. => SSC (0.2X).
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D’aprés les résultats de travaux de simulation gm&s dans la partie A.1 de ce
chapitre, la taille des cibles (fragment PCR) sapérieure a la taille des sondes doit étre
favorable a la détection par diffrapuce. Néanmoets est a vérifier expérimentalement.

Dans le but de simplifier le processus de détegbioar I'appliquer a la diffrapuce,
nous avons choisi de ne pas multiplexer la détect®eule la présence deegionella
pneumophilasera identifiée. Les genepoB et mip ont été amplifiés a partir de I'ADN
génomique de la soucheegionella pneumophilguis hybridés aprés purification sur la
diffrapuce. Les réseaux de lignes des diffrapudiisés pour ces travaux étaient constitués
de sondesrpoB et les acides nucléiques issus de la PCR du gpoB et mip ont
respectivement été utilisés comme cibles complémrest et nhon complémentaires. Les
conditions expérimentales pour valider la détectlehegionella pneumophilpar diffrapuce
ainsi que les résultats attendus sont regroupéesidaableau 16.
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Tableau 16 : Résultats attendus en termes de flu@eence et diffraction pour valider la détection
par diffrapuce.

Evénements biologiques
testes

Différence
entre lp et |4

Résultats en
fluorescence

Gain du signal
de diffraction

Contrble
positif

Hybridation spécifique

(incubation du tampon
d’hybridation avec la cible
complémentaire (produit PCR
rpoB) sur les réseaux constitugs
d’oligonucléotides sondes

(rpoB)

Présence de

lo<I1
fluorescence

Gain positif

Contrble
négatif

Absence d’hybridation
(incubation du tampon
d’hybridation seul sur les
réseaux constitués
d’oligonucléotides sondes

(rpoB)

Absence de lo=Iloulo>
fluorescence 11

Gain proche de
Zéro ou négatif

Contrble
négatif

Absence d’hybridation en
présence du blanc PCR
(incubation du tampon

d’hybridation avec un produit
PCR obtenu sans ADN
génomique de Legionella
pneumophila (blanc PCR) su
les réseaux constitués
d’oligonucléotides sondes

(rpoB)

Absence de lo=Iloulo>
fluorescence 11

Gain proche de
Zéro ou négatif

Controle
négatif

Interaction non

complémentaire
(incubation du tampon
d’hybridation avec la cible non
complémentaire (produit PCR
mip) sur les réseaux constitués
d’oligonucléotides sondes

(rpoB)

Absence de

lo>11
fluorescence

Gain négatif

Contrble
positif

Hybridation spécifique en
présence de cibles
complémentaires et non
complémentaires
(incubation du tampon
d’hybridation les produit PCR
rpoB et mip sur les réseaux
constitués d’oligonucléotides
sondes (rpoB)

Présence de

lo<I1
fluorescence

Gain positif
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Pour I'ensemble de ces travaux, les oligonucléstmndespoB ont été adressés sur les
réseaux de lignes de dendrimeres par incubatiomedyoutte de solution. Puis les fonctions
imines entre les sondes et les dendriméres onmédtétes dans une solution de borohydrure
de sodium (3.5 mg/mL pendant 15 min) avant I'hyatiioh.

a) Reésultats en fluorescence b) Résultats en diffraction
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Figure 125 : Mesure a) des signaux de fluoresceneeb) des gains de diffraction obtenus pour
les 3 conditions expérimentales. De gauche a droitd® « boxplot », incubation du produit PCR
cible (rpoB) (750ng) sur des réseaux d'oligonucléoies sondegpoB (5 uM) ; 2°™ « boxplot »,
incubation du tampon utilisé pour I'hybridation sans les cibles sur les réseaux d'oligonucléotides
sondesrpoB ; 3°™ « boxplot », incubation du tampon d’hybridation awec le blanc de la PCR sur
des réseaux d’oligonucléotides sondapoB (5 uM). M représente la médiane des valeurs de
chaque boxplot. Les paramétres du scanner de fluoseence (Innoscan 900) sont : PMX a 532
nm et PMT L a 635 nm = 100%. Les paramétres du lecteur de diffction sont : puissance (p) : 1
mW et gain (g) : O.

L’intensité de fluorescence collectée pour les aégeapres incubation des acides
nucléiques cibles complémentaires (produit PCR Jpe& significativement supérieure a
celle collectée pour les deux contréles négatiiguiie 125a). Ce résultat valide I'hybridation
spécifique des cibles sur la puce. En revanchgu(€il25 b)) les gains en diffraction obtenus
sont positifs que ce soit pour I'hybridation spigie ou les contréles négatifs alors qu’il est
attendu un gain négatif pour les conditions coadl

L’étude au microscope a force atomique des lignes dle ces réseaux apres
incubation uniquement du tampon d’hybridation seaibes montre des « patchs » (en jaune)
répartis sur les lignes de facon hétérogene (Fig@&b). La coupe des hauteurs sur ces
« patchs » indique une augmentation de la hauesulighes d’environ 50 nm en comparaison
avec la hauteur des lignes avant incubation du ¢andthybridation sans cibles sur des zones
sans « patch » (Figure 126 c). Sur le graphiquieals des lignes du patch est supérieur de 50
nm mais il semblerait que la hauteur entre le daut ligne et le creux ne soit pas augmentée
( 150 nm). L'observation n'est pas un artéfact dmdge car une seconde image d'un
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« patch » de 10um x 10um a été faite (Figure 1864) validant 'augmentation uniquement
de la hauteur des lignes d’environ 50nm.

D’un point de vue plus fondamental, la détectionlpaechnique de diffraction de ces
patchs dont la superficie représente moins d'urs tife la surface des lignes et la hauteur
additive que 50nm, souligne la sensibilité de ce&ttEhnique de détection et confirme les
simulations effectuées pour des interactions suhdat de ligne uniquement. Il serait
intéressant de savoir si le signal de diffractingraente avec la densité de patchs.

a) Avant hybridation b) Aprés incubation du tampon
Height Range 323,2nm 100nm Height Range: 518,5nm d)
I Height Range: 230 nm
X range 50um 250nm

100 | I‘I‘| \‘ JI I‘ |‘ ‘l “
flf ', Il li |‘ \J |‘ |
}\.m..,.m.

L L s ' L
0 ] 10 15 20

Figure 126 : a) Image AFM de 50 lignes d’'un réseade la diffrapuce avant hybridation ; b)
Image obtenue par microscopie a force atomique déd3ignes d’'un réseau de la diffrapuce aprés
incubation du tampon d’hybridation sans oligonuclétides cibles (Denhardt’'s (5X), SSC (5X),
ADN de sperme de saumon_100ug/ml) ; ¢) graphique peésentant une coupe des hauteurs des
lignes du réseau : avant hybridation (en rouge) eprés incubation du tampon d’hybridation (en
bleu) ; d) Image obtenue par microscopie a force amique de 10 lignes du réseau de la zone
encadrée en vert sur la figure b) ; e) graphigue mgrésentant une coupe des hauteurs des lignes
de la figure d). (AFM_Bruker catalyst Mode Scan Asgt_Air_fo : 50-90 kHz k : 0,4N/m).

188



Chapitre 4 : Intégration des techniques d’'adressade structuration de surface pour la biodétactans
marquage

En conclusion, dans ces conditions expérimentdiggdddation, méme si le gain e
diffraction est plus grand dans le cas de I'hylrata spécifique que pour les control
négatifs, la grande dispersion des gains ne pguasetle discriminer I'hybridation spécifiqu
des contrdles négatifs. Certains éléments du tardiporidation restent fixés sur les réseaux
de lignes de dendriméres entrainant des variatiensauteur responsables des gains positifs
obtenus en diffraction. Ces résultats indiquent lggeconditions d’hybridation utilisées pour
la détection par biopuce a fluorescence ne sonag@guates pour la détection par diffrapucg.

La composition du tampon d’hybridation décrite démsTableau 15 utilisé pour la
DendrisChipLégio© est différente de celle utilispeur les validations expérimentales
précédentes. Le Denhardt’s et 'ADN de sperme densa sont les deux composants ajoutés
au tampon d’hybridation. Ces derniers ont un ri#e précis dans I'hybridation. La solution
de Denhardt’'s, composée de 1% de Ficoll (type 40%),polyvinylpyrrolidone, 1% bovine
serum albumin et 'ADN de sperme de saumon, esgigment utilisée comme agent de
« saturation » dans le but de réduire I'accrochragespécifique des molécules cibles pendant
I'étape de I'hybridatioff®. Dans le cas de la DendrisChipLégidls permettent de limiter
I'accrochage non spécifique des molécules ciblesasdendrilame (support de la biopuce).

Dans le but de comprendre quels éléments du tamipgbridation sont responsables
de l'obtention d'un gain positif dans les condigsonontréles, I'effet du Denhard’t et de
'ADN de sperme de saumon sur les signaux de diffsa a été évalué. Quatre tampons
d’hybridation avec ou sans ces deux éléments @ninéubés sur les réseaux constitués de
lignes de dendriméres avec ou sans oligonucléosidedes. L'incubation des tampons et le
lavage des réseaux ont été reéalisés selon les méoamehtions opératoires que pour la
DendrisChipLégi6.

a) Réseaux de lignes de dendriméres b) Réseaux de lignes de dendriméres sans
avec sondes sondes
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2383 Russell, L. A. Meadows, R.R. Russell, Microznm:hnology in Practice, 2009, livre édité pareizlsr
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Figure 127 : Mesure des gains de diffraction obtersu: a) apres incubation des tampons 1, 2, 3 et
4 sur des réseaux de lignes de dendrimeres avec ddigonucléotides sondes et réduits, b) apres
incubation des tampons 1, 2, 3 et 4 sur des réseauwde lignes de dendriméres_sans
oligonucléotides sondes et réduits. Tampon 1 Tampon d’hybridation utilisé dans le cadre de
'hybridation de la DendriChipLégio :5X_Denhardt's, 5X_SSC, ADN de sperme de
saumon_100ug/ml ;_Tampon Zsans I'ADN de sperme de saumon)5X_Denhardt’'s, 5X_SSC ;
Tampon 3(sans le Denhardt's) 5X SSC, ADN de sperme de saumon_100ug/ml; Tampdn
Tampon d’hybridation utilisé dans le cadre de I'hybidation entre deux oligonucléotides de
méme taille et parfaitement complémentaires : 5X_S§ 0,1%_SDS. M représente la valeur
médiane des gains de chaque boxplot. Les paramétrés lecteur de diffraction sont : puissance
(p) : ImW et gain (g) : O.

La présence de Denhardt's et/ou d’ADN de spermesaleamon dans le tampon
d’hybridation, entraine une augmentation de l'isigh diffractée par les réseaux traduite par
I'obtention d’'un gain positif (Figure 127a) et bplors que I'absence de ces deux agents de
saturation (tampon 4), conduit a un gain négatitiiginaction. Cet effet est observé sur des
réseaux de lignes de dendriméres avec ou sansotpmtides sondes.

De plus, si 'on compare les valeurs de gains aldsraprés incubation du Tampon 1
sur les réseaux de dendrimeres composés d’oligéotitks sondes avec ceux sans
oligonucléotides, les médianes des gains sont mupés pour les réseaux de lignes constitués
uniquement de dendrimeres (25%). Une possiblegrétation de ces résultats serait que :

Les dendrimeres sont plus disponibles pour I'absornp non spécifique du
Denhardt’s et 'ADN de sperme de saumon que, densaks des lignes constituées de
dendriméres « recouverts » d’oligonucléotides senee

En conclusion, la solution de Denhardt’'s ainsi d@®N de sperme de saumor
modifient les propriétés des réseaux conduisaitbdehtion d’'un gain positif en diffraction.
Les résultats obtenus a partir de réseaux de lignegposées uniqguement de dendriméeres
montrent que ces éléments peuvent se fixer diregtesur les dendrimeres dont les fonctiops
aldéhydes ont été au préalable réduites en forsctitmools. Le choix des éléments du tamppn
d’hybridation est donc primordial. C’est 'ensemblies conditions d’hybridation qui doivent
étre repensées pour la détection par diffraction dféviter I'obtention de résultats faux
positifs.

by

D.3. Adaptation du protocole expérimental a la détectmar
diffrapuce dd_egionella pneumophila

Cette section est consacrée a la détection derltation entre la sondepoB et le
fragment PCR qui lui est complémentaire en utilisantampon sans agent « saturant ».
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Les cing conditions expérimentales listées dangaldeau 16 ont été testées avec 12
réseaux différents afin de valider la détection Ithgbridation pour I'identification de
Legionella pneumophilpar diffrapuce. L’adressage d’oligonucléotidesdassur les réseaux
de lignes a été réalisée par incubation d'une god# solution de sondes. Hormis le
changement du tampon d’hybridation, les conditiosiybridation sont inchangées
(température, temps d’incubation, lavages...).

a) Résultats obtenus & partir des signaux de b) Résultats obtenus a partir des signaux de

fluorescence diffraction
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— 60 -
§1son — : —_ o 7™
= ‘ & a0+ —T ( o)
a8 g P\
2 s 8 2 - i
2 o { =
ﬁ ﬁ S 0 —— e B
k-] 1 2 —— o
§ s00 B N . 20 ——
E : e——
""""""""""" N B [ ———— =y R
8
o - M: 862.5 M : 698 M: 377 M:2665 M:2215 t0 M:13 M:6.2 M:0.5 M:-27 M:-11.2
3 T T T T T
T T T T T
PCR PCR PCR Blanc  Tampon PCR PCR PCR Blanc  Tampon
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rpoB rpoB sans cible rpoB rpoB sans cible
100% des 100% des 75% des 75% des 100% des
réseaux réseaux réseaux réseaux réseaux
=> gain + => gain+ => gain + => gain - =>gain -

Figure 128 : Mesure a) des signaux de fluorescenat b) des gains de diffraction pour la
détection deLegionella pneumophilaa partir du génerpoB par diffrapuce (sondesrpoB utilisée a
5uM). De gauche a droite : T « boxplot » incubation du produit PCR cible (poB) (750ng), v

« boxplot » incubation du produit PCR rpoB et mip (750ng), 3™ « boxplot » incubation du
produit PCR non complémentaire mip (750ng), 4™ « boxplot » incubation du tampon
d’hybridation avec le blanc de la PCR, 5™ « boxplot » incubation du tampon utilisé pour
I'hybridation sans les cibles. M représente la médne des valeurs de chaque boxplot. Les
parameétres du scanner de fluorescence (Innoscan 9Gont : PMT A=532nm et PMTA = 635nm :
100%. Les parametres du lecteur de diffraction sont puissance (p) : ImW et gain (g) : O.

Les signaux de fluorescence sont significativensemmterieurs aprés hybridation des
acides nucléiques complémentaires sur la sonde epogmparaison avec les trois controles
négatifs. Ces résultats valident I'hybridation sfigge des cibles sur les réseaux de la
diffrapuce (Figure 128a)). Néanmoins, notons quesdea cas de I'incubation du produit PCR
non complémentairemip (3™ boxplot) la médiane des intensités de fluoresceese
inférieure a celles obtenues dans le cas des haflmis spécifiques mais supérieures aux
médianes des deux autres contrdles négatifs. @gidies qu’'une faible quantité de produit
PCR mip est accrochée de facon non spécifique sur laagifite. Ce résultat peut étre la
conséquence de I'absence des agents « saturaams fedampon d’hybridation.
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Les résultats de diffraction montrent que 100% résgaux ont un gain positif apres
I'hybridation spécifique (+13% et +6,2%) (Figure8hl. Les gains obtenus aprés l'incubation
des cibles complémentaires uniquement sont supgriéewceux obtenus aprés I'incubation
d’'un mélange de cibles complémentaires et non cemmgrhtaires. Néanmoins ces résultats ne
permettent pas de discriminer I'hybridation spégié des acides nucléiques issus de la PCR
du gene RpoB deegionella pneumophilaar seulement 2 des 3 contrdles négatifs montrent
un gain en diffraction négatif. Lorsque les acidesléiques non complémentaires (produit
PCRmip) a la sondepoB sont incubés sur la puce, 75% des réseaux doonegain positif.

Il semblerait que la faible quantité de produitdRRGip ayant interagi de facon non spécifique
sur la diffrapuce détectée tres faiblement en 8soence soit la cause de I'obtention de gains
positifs.

Lorsque les acides nucléiques non complémentgireslijit PCR mip) sont incubés
sur des réseaux de lignes avec ou sans sondealéessvmédianes des gains sont positives
(+0.2% et +0.4%) et proches de zéro (Figure 128anhoins, méme si elles sont proches de
Zéro, la dispersion des données des gains dedtiifinaest comprise entre 0 et +15%. Ces
résultats signifient que les oligonucléotides abde fixent directement sur les dendrimeres
conduisant a la modification de la « géométrie s rdseaux (hauteur et/ou largeur des lignes)

et/ou a 'augmentation de I'indice optique des digrse traduisant par un gain positif en
diffraction.
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Réseaux de lignes de dendriméres Réseaux de lignes de dendriméres
avec adressage des sondes rpoB sans adressage des sondes

Figure 129 : Mesure des gains obtenus a partir dastensités de diffraction pour 2 conditions
expérimentales : de gauche a droite : “1 « boxplot » incubation du tampon contenant les
produits PCR du génemip de Légionella pneumophila(750ng) sur les réseauavec les sondes
rpoB (5pM), 2" « boxplot » incubation du tampon contenant les pruits PCR du génemip de
Légionella pneumophila750ng) sur les réseaux sans adressage des sonbass les deux cas, les
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12 réseaux étudiés ont été réduits dans une solutiode borohydrure de sodium avant
I'incubation du tampon contenant les produits PCR.M représente la médiane des gains de
diffraction pour chaque boxplot. Les parametres dulecteur de diffraction sont : puissance (p) :
1mW et gain (g) : O.

En conclusion, les conditions d’hybridation ne pettent pas de détecter la présen“:e
ou non delLegionella pneumophilpar diffrapuce. Sans les agents « saturants >ampdn
d’hybridation, les interactions non spécifiqueslesbdendrimeres modifient I'intensité d
lumiére diffractée par le réseau et sont déte@aaaéme titre que les interactions spécifiques
cibles-sondes. Ces résultats conduisent a la d#iedd faux positifs.

)%

E. Conclusion

En conclusion, les travaux de structuration deasarfdéveloppé dans le chapitre 3
pour la conception de réseaux d’oligonucléotideadss sont parfaitement adaptés a
I'hybridation de cibles complémentaires. Nous avamntré que, I'hybridation entre deux
oligonucléotides parfaitement complémentaires panircas « d’école » est détectable en
diffraction. Les résultats obtenus sont en acceet des travaux de simulation présentés au
début de ce chapitre.

Les travaux menés sur la transposition d’'un modelbiopuce a fluorescence pour la
détection par diffrapuce (détection d’'une bact@mironnementale) ont montré que les
conditions d’hybridation mises au point pour laetéibn par fluorescence ne le sont pas pour
la détection par diffrapuce. Dans le cas des biepuécfluorescence le tampon d’hybridation
contient des agents dits « saturants » ou « pagsiwapour limiter les interactions non
spécifiqgues des molécules cibles avec le supponmamément appelé le « bruit de fond ».
Ce type de molécules tel que le Denhardt’s, 'AD&gpberme de saumon ou l'albumine de
sérum bovin (BSA) interagissent avec la surfaceblegjuent ainsi tout accrochage non
spécifique des cibles directement sur le suppaahsie cas de la diffrapuce et comme pour
les biopuces a fluorescence, il est indispensabléndter 'accrochage non spécifique des
molécules cibles sur les réseaux de lignes aueisigudétecter de faux positifs. Cependant,
I'approche utilisée par les biopuces a fluoresceriest pas applicable pour la détection par
diffrapuce. En effet, les agents dits « passivanisteragissent directement avec les
dendriméres composant les lignes des réseaux.dbmitpie de détection est sensible aux
variations de la hauteur des lignes des réseauguceonduit a I'obtention d’'un gain en
diffraction positif méme en absence d’hybridatipédfique.

L’ensemble de ces travaux a permis de mettre etegee plusieurs points:

1. La nanostructuration et 'adressage des molécuades sont déterminants pour la
biodétection par diffraction. Si la périodicité déseaux n’est pas respectée pendant la

193




Chapitre 4 : Intégration des techniques d’'adressade structuration de surface pour la biodétactans
marquage

nanostructuration alors les résultats peuvent &tussés par I'apparition de faux
négatifs. Dans ce cas, I'hybridation a bien eu leais n'est pas identifiable par
I'étude des signaux de diffraction.

2. Dans certains cas, les intensités des faisceauxaaté#s par les réseaux sont
supérieures au maximum des intensités détectabtds fecteur de diffraction (Figure
130). Ces signaux dits « saturants » sont inexgliEs, pour la détection d’une
hybridation car il est impossible de comparer leewaréelle de diffraction avant et
apres I'étape d’hybridation. Ces signaux de diticac en dehors de la gamme de
lecture du scanner de diffraction sont la consécgietie la hauteur des lignes
supérieure a la moyenne de certains réseaux. (aitation est due a l'utilisation
d’'un capteur ayant une gamme de lecture trop pei#tesociété Innopsys a prévu de
faire évoluer le scanner de diffraction en ajoutamideuxiéme capteur avec une plus
grande dynamique de lecture.

Intensités de diffraction saturantes

55000 UA

Intensités de diffraction non saturantes

Figure 130: Image issue du scanner de diffractior(diffrascan) de la représentation des
intensités de diffraction de 6 réseaux. L'échelle e couleur stipule que les pixels blancs
représentent des intensités de diffraction supérigas a 55000 UA dites « saturantes ».
Paramétres du lecteur de diffraction : puissance (p: 1 mW et gain (g) : 0.

3. Ces travaux ont mis en évidence la sensibilitéaded¢hnique qui permet de détecter
de trés faibles quantités de molécules hybridéedesuréseaux d’oligonucléotides
sondes (faible intensité de fluorescence des r&dessiproche du « bruit de fond » de
la puce aprés hybridation). Néanmoins, toute meatibn de la « géométrie des
réseaux et/ou de I'indice de réfraction des ligmesquel que biais que ce soit (comme
les interactions non spécifiques avec les lignesrafeau), sera aussi détecté par
diffraction.

4. 1l semblerait que contrairement a la détection fhaorescence, la détection par
diffraction ne soit pas directement corrélée dolacentration en sondes. En effet, nous
avons vu que les signaux de fluorescence aprésdayion augmentaient avec la
concentration en sondes jusqu’a atteindre un pal@s que le gain en diffraction ne
change pas avec I'augmentation de la concentrdsrsondes déposées.
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5. La taille des ADN cibles semble avoir un impact frvariation quantitative des
signaux de diffraction. En effet, les interactiamen spécifiques cibles-dendriméres
non détectés en diffraction pour le « cas d’écodeec de cibles de 26 bases le sont
pour des cibles de 600 bases dans le cas de ldidétdeLegionella pneumophila.

En perspective, le tableau ci-dessous réperta@iapgports issus de ces travaux ainsi que de

futurs travaux a envisager:

Tableau 17 : Synthése et perspectives de travauxurd’amélioration de la détection par

diffrapuce.

Apports issus de ces travaux

Perspectives de travaux

Fabrication de I'outil et « design » des

couplexdss-cibles.

Nanostructuratior
de surface.

Le contrdle de la nanostructuratig
de surface (arrangement périodiq
des réseaux).

ue

n Amélioration du procédé et
controle de la qualité de

fabrication.

Adressage des
molécules
sondes.

Les procédés de fonctionnalisatid
couplés aux procédés de
nanostructuration de surface ave
des dendrimeres répondent
parfaitement aux attentes de

I'adressage des molécules sondes

préférentiellement sur les lignes d
réseaux. Le procédé « tout en un
est le plus rapide a mettre en plag

n

c )
Etude de la taille des sondes

couplée aux procédés de
X fonctionnalisation sur I'efficacité
de I'hybridation.

eS

»

Le.

« Design » des
couples sondes-

Dans un premier temps le
« design » doit respecter le princi
des biopuces a ADN. Les sondes
les cibles doivent avoir une bonn

Etude de la taille des molécule
cibles sur les signaux de
he I’hybridation en termes de gain

et en diffraction.

e Etude de I'effet du

L

cibles. . spégificité et .sensibilité. pour positionnement de la sonde sy
d|scr|'m,|ner' au mleux I?g dlffet:r.entes les cibles (extrémité 5', 3' ou
entités biologiques a identifier. positionné au milieu) sur le gaif
en diffraction.
Conditions d’hybridation.
De méme que pour la puce a
fluorescence il est indispensable de
N mettre au point les conditions de
Conditions température de I'hybridation et de
d’hybridation. n

stringence du tampon d’hybridatig

pour favoriser les hybridations
spécifiques cibles-sondes

complémentaires et hybridationg
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cibles-sondes non complémentairgs.

Augmentation du temps de
réduction de la diffrapuce avant

Comme pour les biopuces & | hybridation permet-elle de limiter
fluorescence il est nécessaire de |es interactions non spécifiques

Limiter limiter les interactions non cibles-dendriméres
Phvbridation non spécifiques cibles-dendrimeres.
Y £ i Cependant, la « saturation » de| Ajouter une étape de
spécifique.

surface doit &tre découplée de| « saturation » de surface avant
I'hybridation au risque d’une fausge I'hybridation en incubant au
interprétation des résultats. | Préalable des agents « saturants »
pour limiter les interactions norf
spécifiques cibles-dendriméres.

Les protocoles de lavages
permettent principalement de
limiter les interactions sondes-
Protocoles de | cibles non spécifiques. lls peuvent
lavage. contribuer a éliminer une partie des
interactions non spécifique cibleg
dendrimeres mais ne sont pas
suffisants.

Systéme de détection.

Le capteur du lecteur a une | Ajout d'un deuxieme capteulr
gamme de lecture trop petite avec une plus grande
pour certain réseau. dynamique de lecture.

Scanner de
diffraction.

Ces travaux posent les bases d’'une nouvelle apprdeta détection sans marquage.
Nous pouvons considérer que les procédés de naonsation sont validés car ils permettent
la fabrication des réseaux de lignes d'oligonudtisst sondes robustes et accessibles a
I’hybridation avec leurs cibles complémentaires.dBangeant le systeme de détection, c’est
toute la conception de la puce et les protocoléyhitidation qui s’averent modifiés. Les
conditions de I'hybridation depuis le choix de laille des sondes et des cibles qui
interagissent jusqu’aux conditions d’hybridatiordetlavage de la puce doivent étre repensés.
Il faudra résoudre la question des interactions sp#tifiqgues et s’assurer que les valeurs de
diffraction collectées sont dépendantes de la epdiplogiqgue attendue et non pas d’artéfact
présents dans le systeme biologique.
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Conclusions generales et perspectives

Ces travaux de these sont inscrits dans un conti@génterdisciplinaire. Trois aspects
de la conception de biopuces a ADN ont été traltgs un méme but : rendre la technologie
des biopuces a ADN accessible au marché du didgmositro. Pour que la technologie soit
simplifiée tout en étant fiable, robuste, rapide pstu onéreuse, nous avons identifie
'adressage des molécules sondes et la détect®rsigraux de I'hybridation comme deux
verrous technologiques limitant le développementatte technologie.

Dans le chapitre 1, jai développé le procédé deonfinement» pour la
fonctionnalisation de surface. Ce procédé permetédeire considérablement le temps de
fonctionnalisation d’'une surface par des dendris@@si que la quantité de dendriméres
consommeée en fonctionnalisant seulement la zoméédét sur la puce. Ce procédé présente
€également comme avantage de structurer topograghignt la fonctionnalisation selon un
large choix de motifs. Adapté a la production dada pour la conception de biopuces a
ADN, il permet d’augmenter les signaux de fluoreseeapres I'hybridation. De plus, ce
nouveau procédé permet de structurer des motifsrémlisables par d’autres techniques de
lithographie douce avec des facteurs de forme ipetitles avec I'élasticité du PDMS

Ces travaux ont également conduit a la mise aut ghbim procédé innovant de co-
fonctionnalisation de surface, nommé « tout en ut permet de fonctionnaliser un support
solide avec des dendrimeres par « confinement &'aglresser des biomolécules sur ces
derniers simultanément. Cette technique rapide klisacolt permet de structurer la double
fonctionnalisation selon des motifs micro ou nanwigges en quelques minutes. De plus, il a
pour avantage détre plus performant que le miantax printing pour le dépobt
d’oligonucléotides sondes. Ainsi, les signaux deg/Mridation sont augmentés. Ces travaux
sont innovants et font I'objet de la rédaction dhrevet d’invention.

Dans le chapitre 2, les travaux menés sur I'lnmopt@0 ont permis de valider le
dépb6t multiplexé d’oligonucléotides par cette tambgie basée sur le uCP. Néanmoins, ces
travaux ont mis en évidence de grandes variatians th répétabilité et la reproductibilité des
dépbts par uCP. A ce titre, il semblerait que lalitgt des macrotimbres et I'efficacité du
procédé d’encrage soient les principales causegsleariations. Le déplacement contrélé de
la ligne triple pendant I'étape d’encrage est l& dlun dépdt homogene. Pour améliorer
’lhomogénéité des dépbts d'oligonucléotides avembstamp 40, il semble donc nécessaire
de développer un nouveau procédé permettant leGderdu déplacement de la ligne triple
pendant I'étape d’encrage des macrotimbres.

239 A Bietsch, B. Michel, J. of Appl. Phys., 2000, §84310-4318.
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Les chapitres 3 et 4 ont été consacrés a la mispomt et a la validation de la
détection sans marquage d'une hybridation ADN-ANSs travaux ont montré que, les
procédés de nanostructuration de surface dévelopoés la conception de réseaux
d’oligonucléotides sondes étaient parfaitement t$apa [I'hybridation de cibles
complémentaires. lls ont ainsi permis de validgrégdxnentalement et pour la premiére fois la
deétection d’une hybridation par diffrapuce sur as & d’école ». Néanmoins, la transposition
d’'un modele de biopuce a fluorescence pour la tétepar diffrapuce (détection d’'une
bactérie environnementale) a montré que les camditd’hybridation mises au point pour la
détection par fluorescence ne le sont pas pouétiection par diffrapuce. L’'ensemble de ces
travaux a permis de mettre en évidence plusieurgago

La nanostructuration et 'adressage des molécuades sont déterminants pour la
biodétection par diffraction.

1. Toute modification de la « géométrie » des réseduou de l'indice de réfraction des
lignes par quelgque biais que ce soit comme lesdatiens non spécifiques avec les
lignes du réseau sera détectée par I'étude degwsigie diffraction.

2. Il semblerait que contrairement a la détection fhaorescence, la détection par
diffraction ne soit pas directement corrélée aolacentration en sondes.

3. La taille des ADN cibles semble avoir un impact frvariation quantitative des
signaux de diffraction.

En perspective, ces travaux posent les bases dauneelle approche de la détection sans
marquage. Nous pouvons considérer que les prockdéanostructuration sont validés car ils
permettent la fabrication des réseaux de lignedigdoucléotides sondes robustes et
accessibles a I'hybridation avec leurs cibles ce@mgntaires. En changeant le systeme de
détection, c’est toute la conception de la pucke®tprotocoles d’hybridation qui s’avérent
modifiés. Les conditions de I'hybridation depuiscleix de la taille des sondes et des cibles
qui interagissent jusqu’aux conditions d’hybridatiet de lavage de la puce doivent étre
repensées. Il faudra résoudre la question desaaitens non spécifiques et s’assurer que les
valeurs de diffraction collectées sont dépendadéeta réponse biologique attendue et non
pas d’artéfacts présents dans le systeme biologipe cela, nous proposons de :

1) Repenser les protocoles de I'hybridation en dé@niplétape de passivation
des réseaux de sondes et celle de I'hybridation.

2) Coupler I'hybridation a un systeme de microfluidégpour que I'hybridation
ne soit pas réalisée en statique. Le but est dubridation soit réalisée au travers
d'un flux de solution dans le sens des lignes plmiter les absorptions non
spécifiques.

D’un point de vue de la conception de la puce, ldtiplexage et 'automatisation de
la fabrication pourrait étre envisagé avec I'lnaogp 40. L’'ajout d'un systeme de pipetage
pour I'étape de confinement est déja en pourpaalees la société Innopsys.
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Nanostructuration de surface pour la conception de réseaux

de lignes d’oligonucléotides sondes

Procédé de « confinement » +

adressage des sondes
Diffrascan

Procédé du « touten un »

{ I

Résoudreles problémes d’interactions non
spécifiques

Multiplexage et automatisationde la conception

Nouveaux protocoles
Innostamp 40 d’hybridation
&

Macrotimbre Micro fluidique?

Biopucesde nouvelle génération== Diffrapuce

Figure 131 : Diagramme représentant la conception’dne biopuce de nouvelle génération : la
Diffrapuce

La Figure 131 illustre la conception d’une pucendevelle génération (la diffrapuce)
dont le principe de détection sans marquage d'ybedation est basé sur la diffraction de la
lumiere.

Ces travaux combinés aux théses soutenues précénfer(@ Thibault (2007§°, H.
Lalo (2009%*, JC Cau (2008} et A. Egea (201243 démontrent tout le potentiel de la
lithographie douce et de la biodétection sans naggupour simplifier la conception
technique des biopuces. De plus, ces travaux seiggées améliorations des outils de dépbts
(Innostamp 40) et de lecture (diffrascan) pour éwetbppement pré industriel.

240c. Thibault, Thése INSA, Toulouse, 2007.
214 Lalo, Thése INSA, Toulouse, 20009.
242 3 C. Cau, Thése INSA, Toulouse, 2009.
23 A, Egea, Thése INSA, Toulouse, 2012.
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Matériel et Méthodes
Dans cette partie est décrit I'ensemble du mat@teles méthodes utilisé dans ces
travaux de these.
A. Le matériel

A.1. Produits et Solvants :

Produits ou solvants Fournisseur
NaHePOs: Phosphate de sodium. Sigma-Aldrich.
NaBHa: Borohydrure de sodium. Sigma-Aldrich.
_ Saline Sodium Citrate. 0,3M :
SSC citrate de sodium, 3M NacCl| corming.
Sodium Dodécyl Sulfate .
D :
SDS (CH(C3H2)110S03Na). Corming
3- . .
APTES Aminopropyltriethoxysilane Sigma-Aldrich
o . . Synthétisés par Marjorie
D Aldéh hosph 4 ; - .
endrimeres déhydes phosphoré G SéveradSociété Dendris)
Dendriméres PAMAM G4 Sigma-Aldrich
Polybutadiénel,2-NH2 - Solutions co?tenues Qans du
masse molaire movenne ) THF ou Toluéne fournies par
15000 a/mol y Juliette Fitreman(IMRCP,
g CNRS UMR 5623).
Tétrahydrofurane (THF) Sigma-Aldrich.
EtOH Ethanol absolu et technique Sigma-Aldrich.
Isopropanol Sigma-Aldrich.
PDMS Sylgard 184 Corming
Polyuréthane Smoth cast 310 Fourni par la sociitgopsys
Résine époxy Delo-Katio-bond 4552 Fournie par |a societe
Innopsys
A.2. Supports

Lame époxysilane : Nexterion Slide &Ghott.

Dendrilames : Lames préparées par Marjorie SéV@&aciété Dendris).

Lame de verreDelta microscopie.

Lames de verre activées : Plasma O, pendant 5 min, a 800 W, Electronic diener.
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A.3. Matériel biologique

L’ensemble des oligonucléotides utilis€&igma-Aldrich)dans ces travaux de these
sont utilisés dans du tampon phosphatei®&;,) a 0.3M, pH 9.

Oligonucléotides marqués par un fluorophore :
5-[NH,]-TAT-ACT-CCG-GGA-AAC-TGA-CAT-CTA-G-[Cy5]-3’
5-[NH,-TAT-ACT-CCG-GGA-AAC-TGA-CAT-CTA-G-[Cy3]-3

Oligonucléotides sondes (fragment du gene HSP12) :
5'-[NH,]-AAT-ATG-TTT-CCG-GTC-GTC-TC-3’

Oligonucléotides cibles complémentaires marquégffient du gene HSP12) :
5'-[Cy5]-GAG-ACG-ACC-GGA-AAC-ATA-TT-3’

Oligonucléotides cibles non complémentaires marqués
5'-[Cy5]-TTT-AGC-TTT-TGC-TGG-CAT-ATT-TGG-GCG-GAC-A3’

Amorces PCR pour I'amplification d’'un fragment dengmip de Légionella Pneumophila
(NC_ confidentielles)

Amorces PCR pour I'amplification d’un fragment dengrpoB de Légionella Pneumophila
(NC_ confidentielles).

Oligonucléotide sondes I'hybridation d'un fragmentgenapoB deLégionella Pneumophila
(NC__ confidentielles).

ADN génomique déégionella Pneumophilaouche ATCC 33152.GC Promochem.

B. Meéthodes de fonctionnalisation de surface

B.1. Fabrication d’'un timbre en PDMS

Les timbres sont fabriqués en polydiméthylsiloxé@BPMS, Sylgard 184). Le PDMS
est un mélange de deux composants : un oligoméieog) et un agent réticulant. Ces
derniers sont mélangés selon les proportions stégalD/1 en masse (comme indiqué par le
fournisseur). Ce mélange est dégazé puis injectéesuoule en silicium dans le support de
fabrication de timbre adapté a cet outil. Aprés dehréticulation a 80°C, le timbre est prét a
étre utilisé. Le timbre utilisé avec le robot Gésast formeé d’'une piéce en plexiglass et d’'une
membrane circulaire en PDMS de 1.5 cm de diamatmedthode de fabrication est identique.
Les moules micro et nanostructurés utilisés ontréddisés par Amandine Egea ou Carlos
Bartual dans la centrale RTB du LAAS-CNRS dansldre du projet ANR Innodiag.
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B.2. Fonctionnalisation de lames de verre par des amémes
utilisant un aminosilane (APTES 5%)

Les lames de verre sont activées dans un bainute 480 g de NaOH dans 200mL
d’eau ultrapure et 300mL d’EtOH a 96% soit une sotude soude a 2.5 M) pendant 30 min
a température ambiante et sous agitation (agitatieimensionnel 23 tr/min). Les lames sont
ensuite rincées jusqu’a retour a la neutralité gl de 5 min dans de I'eau ultrapure sous
agitation_23tr/min) et transférées dans un bairthdigol 96% (5min) avant I'étape de
silanisation. Puis elles sont trempées dans ungieold’APTES a 5% (25 mL d’APTES dans
475 mL d’EtOH 96%) pendant 30 min sous agitatiogitéeur tridimensionnel 23tr/min).
Elles sont ensuite rincées dans un bain d’EtOH 96&6s agitation (agitateur tridimensionnel
23tr/min) pendant 5 min et dans un bain d’EtOH &bssous agitation (agitateur
tridimensionnel 23tr/min) pendant 5 min. Pour terenj les lames sont séchées par
centrifugation (8 min a 500 rpm) et placées a V/étpendant 1 h a 120°C.

B.3. Fonctionnalisation de lames de verre par des d®edes par
« confinement »

Dans ces travaux de thése, toutes les fonctiomtialis réalisées par confinement ont
été réalisée avec le robot de microcontact printe@SiM pu-CP 3.0. Le procédé de
fonctionnalisation par des dendrimeres est réalisdames de verre fonctionnalisées par des
fonctions amines (protocole décrit dans la parti2).BUne goutte de 60 puL de solution de
dendrimeres a une concentration de 58 uM dans e &dtlpiegée entre la structure du timbre
en PDMS et la lame de verre fonctionnalisée parfdestions amines. La totalité de la
solution est ensuite confinée sur la lame de velamine » jusqu’a évaporation du solvant (5
min). Pendant I'étape de confinement, les dendesi@ont contraints de s’assembler sur la
lame selon les motifs présents sur le timbre.

B.4. Méthodes de co-fonctionnalisation de surface ( teuk en

un »)

Le procédé du « tout en un », I'encrage du timBtad&alisé par dépdt d’'une goutte de
solution de biomolécules sur le timbre pendant h.nhia goutte est ensuite retirée par
aspiration a l'aide d’'une pipette et le timbre $dous un flux d’azote. Pour éliminer les
oligonucléotides seulement sur le dessus des mitditsmbre encré est mis en contact avec
une lame de verre pendant 1 min pour un transésriotigonucléotides du timbre vers la lame
(Figure 132).
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Zone du timbre sans
biomolécule
"rru—l_n_mn{‘ "__. NI CRY NGh ,_“
s m mimm e
[ ]
Timbre encré Mise en contact avec une Elimination des
lame de verre pour un biomolécules sur le

transfert des biomolécules
en contact avec la lame

dessus du timbre

Figure 132 : Schéma représentant I'étape permettand’éliminer les oligonucléotides seulement
sur le dessus des motifs.

Une goutte de 60 pL de solution de dendrimereseacancentration de 58 uM dans le
THF est piégée entre la structure du timbre en P2MIA lame de verre fonctionnalisée par
des fonctions amines. La totalité de la solutioh essuite confinée sur la lame de verre
«amine » jusqu’'a évaporation du solvant (5 mingndant I'étape de confinement, les
dendriméres sont contraints de s’assembler sant& Iselon les motifs présents sur le timbre
en PDMS. Simultanément, les molécules encrées esuimbre sont transférées sur les
dendriméres.

B.5. Dépbt par microcontact printing manuel

L’encrage du timbre se fait par dép6t d'une godlt solution de biomolécules sur le
timbre pendant 1 min. La goutte est ensuite refieaspiration a I'aide d’'une pipette et le
timbre est séché sous un flux d’azote. Puis, ldrmest mis en contact avec le support
pendant 1 min pour un transfert des oligonucléstgtdon les motifs du timbre.

B.6. Dépbt par microcontact printing avec le robot GeSIiMCP

3.0.

L’outil GeSiM u-CP 3.0(Gesim) est un robot de microcontact printing semi-
automatisé et non multiplexé (Figure 133).
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Flux d'azote

Bras robotisé

Timbre Gésim en
PDMS

Porte lame

Figure 133: Outil semi-automatiqgue de microcontactprinting Gésim (Semi microcontact
printing system 3.0).

Dans le cas de notre application, I'encrage durinde fait par dép6t d’'une goutte de
solution de biomolécules sur le timbre pendant h.nhia goutte est ensuite retirée par
aspiration a l'aide d’'une pipette et le timbre séthé sous un flux d’'azote. Le timbre est
ensuite placé sur le bras motorisé de I'appareivgu’amener en contact avec la lame située
dessous (Figure 133). Lors du dép6t, la membrarfeDMS est légerement déformée par un
flux d’azote injecté par le dessus du timbre. Ailesi molécules encrées sur le timbre vont
étre transférées selon les motifs par un contact dar la surface de la lame de verre (Figure
134).

Injection d’un flux d'azote
pendant le contact

Vue de face du ﬂ
K7

timbre Gésim \

D:J*Pnrte timbre en plexiglass *-t‘ J

~

Membrane en PDMS I
structurée ou non de

motifs topographiques Déformation de la

membrane

Figure 134 : Timbre de PDMS utilisé par I'outil dedépét Gesim composé d'un porte timbre en
plexi-glass et d'une membrane en PDMS.

Apres le dépdt, la membrane en PDMS revient & $ahidtial puis le timbre est
retiré. Cet outil permet de réaliser 3 dépbts pard. Chaque lame fonctionnalisée avec des
oligonucléotides sondes est structurée d’'un enserdel réseaux de lignes avec la méme
biomolécule, le multiplexage n’étant pas possilviececet outil.
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B.7. Dépbt par microcontact printing avec le robot Irtaow 40

L’Innostamp 40 (Figure 135a) permet a la fois dbauodtiser le microcontact printing
et de le multiplexevia I'utilisation d’'un macrotimbre. Le robot est coitisé de sept modules
permettant de réaliser 'ensemble des étapes dweoictact printing (Figure 135b) :

1) Zone de préhension du timbre ;

2) Microplaque a puits pour I'encrage ;
3) Zone de séchage ;

4) Zone de dépot sur les lames ;

5) Zone de relargage du timbre ;

6) Zone de lavage du timbre ;

7) Zone de déchargement du timbre.

a) b)

c) d)

VULV

m} Macrotimbre

Piliers en PDMS sans
poudre de fer

[ Lame de verre |

Matrice de plots de
160pm au pas de 300 pm

Aimants

2Zmm

Semelle en PDMS remplie
de poudre de fer

Figure 135 : a) Photographie représentant I'lnnostmp 40 ; b) schéma représentant les modules
de I'lnnostamp 40 avec 1) zone de préhension du tbre, 2) microplaque a puits pour I'encrage,
3) zone de séchage, 4) zone de dépbt sur les land@sone de relargage du timbre, 6) zone de
lavage, 7) zone de déchargement du timbre ; c) sché représentant le principe de contact entre
le macrotimbre et la lame par I'application d’'un champ magnétique; d) photo du macrotimbre
constitué de 64 piliers et d’'une semelle remplie d®udre de fer.

Les macrotimbres (Figure 135d) utilisés sont forntes 64 piliers en PDMS
microstructurés a leur extrémité par matrice despte 160 um de diametre au pas de 300
pum. La semelle du macrotimbre en PDMS est rempdigooudre de fer (50% en masse).
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L’ensemble de ces macrotimbres a été fabriquégaodiété Innopsys propriétaire du robot
de dépdbt. L'encrage est réalisé dans une plaqui¢raton par I'lnnostamp 40. Chaque pilier
du macrotimbre est immergé dans un puits de lauplggndant 1 min. Le timbre est ensuite
séché au travers d’'une grille par une moto-turlfmaessance et temps de séchage réglable).
Puis il est mis en contact avec une lame de verre, le coetdre cette derniére et le timbre
est réalisé imposé par un champ magnétique agissata poudre de fer dans la semelle du
macrotimbre (Figure 135c). Pour cela, 3 aimants$ gositionnés sous la lame ( le systeme de
déplacement des aimants est décrit dans I'anneXea3prce de contact entre le timbre et la
lame est définie par la quantité de poudre de &sda semelle du timbre et la position de
'aimant par rapport a la lame. Plus I'aimant esiche de la lame, plus la force est grande. Le
contact est maintenu pendant 1 min pour un trangér oligonucléotides selon les motifs du
timbre.

B.7.a. Lavage du macrotimbre

Pour le protocole par application d’'un Scotch®,dé®rs du macrotimbre sont mis en
contact avec un morceau de scotch pendant 10 slpussotch est retiré. Dans le cas du
protocole de lavage par des bains d'eau ultrapliéthanol et d’isopropanol, les piliers du
macrotimbre sont immergés dans la solution de kyasndant 5 min puis séché sous un flux
d’azote.

B.8. Encrage dynamique d’'un timbre en PDMS

Le timbre en PDMS est placé sur la plateforme nieder de I'outil d’encrage
dynamique avec les motifs du timbre sur le deskassolution d’encrage contenant les
oligonucléotides (20 pL) est maintenue dans unrvégeformé de deux lames en plastique
hydrophobe (Deckglaser,Knit- tel-Glass, 24 n82 mm) espacées de 1 mm. Ce réservoir est
mis en contact avec le timbre en PDMS selon uneadgl15°. Le timbre en PDMS déposé
sur une plateforme motorisée (NewPortMFA-CC) ettiddée par ordinateur est ensuite
déplacé horizontalement avec une vitesse de 1 ple/sdéplacement du meénisque est
visualisé par la caméra d’un Digidrop (GBX).
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Encrage par balayage

Lamelles hydrophes = réservoir d'ADN

Dépracent
2500um/s

L’avant du ménisque L’arriére du ménisque

Figure 136 : Schéma représentant I'encrage dynamigupar balayage.

B.9. Dépbt d'oligonucléotides par le robot a aiquilles

Les oligonucléotides a déposer sont disposés daaplaque de titration. Le robot
« spotteur » utilisant des aiguilles creuses (@Armini, Genetiy préléve la solution a
déposer dans les puits de la plaque pour déposegautte de quelques picolitres sur la lame
par contact. Chaque spot mesure environ 150 pniageétre. Le spotting est réalisé a une
humidité relative de 50% et une température de 22°C

B.10.Réduction des fonctions imines apres le dépot
d’oligonucléotides

Aprés 1 nuit de séchage sous atmosphére humidmresons imines présentes entre
les dendrimeres et les oligonucléotides et entrsuléace et les dendrimeres sont réduites
pendant 15 min ou 3 h (en fonction des protocoés)utilisant une solution aqueuse de
borohydrure de sodium (NaBH3.5mg/mL). Elles sont ensuite rincées 3 fois damsain
d’eau déionisée pendant 5 min et enfin séchées wolisix d’azote. Cette étape permet de
transformer des liaisons imines en liaisons amih&stape de réduction permet aussi de
transformer les fonctions aldéhydes des dendrim@&me®nction alcool, participant ainsi a la
réduction du bruit de fond?

244N Raghavachari, Y.P. Bao, G. Li, X. Xie et U.R. My Analytical Biochemistry, 2003, 312, 101-105.
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C. Méthodes de biologie moléculaire et hybridation dekiopuces

C.1. Réaction en chaine par polymérase (PCR) des fragnaen
genemip etrpoB surLégionella Pneumohila

Les PCR des fragments de gem@ et rpoB ont été réalisées a partir du génome
complet delLégionella Pneumohilésouche ATCC 33152). Les séquences des amorces PCR
et les conditions PCR ne sont pas communiquéesgause de confidentialité. Les PCR ont
ensuite été purifiées avec le kit MinElutd®iagen) dosées au Nanodrop 20QDhermo
Scientific) et analysées par un gel électrophorese (2%) awexne intercalant le SYBER
Safe® (Invitrogen) Le «blanc PCR » correspond a une PCR sans aeul’ADN
génomique.

C.2. Protocoles d’hybridation des biopuces

C.2.a. Protocoles d’hybridation des sondes et cibles
synthétiques issues du gene HSP12

Apres réduction, les sondes sont mises en contaelc d'oligonucléotide
complémentaire ou non complémentaire marquée emefflgence a une concentration de 100
nM dans le tampon SSC 5X, 0,1% SDS, pendant 30an3in°C. Aprés I'étape d’hybridation
les lames sont lavées (2x3min) dans un bain deSX, $,2% SDS puis 1 fois (3min) dans un
bain de 0,1X SSC sous agitation (1200 rpm). Endi;m lames sont séchées sous un flux
d’azote.

C.2.b. Protocoles d’hybridation des sondes et cibles de
Légionella pneumophila

Aprés réduction, les sondes sont mises en contaet des produits PCR
complémentaires ou non complémentaires marquékiere$cence (750 ng) dans le tampon
constitué de solution de Dendhardt’s (5X), tampercitrate de sodium SSC (5X) et ADN de
sperme de saumon (100ug/ml), pendant 30 min a 683(&s I'étape d’hybridation les lames
sont lavées deux fois (3 min) dans un bain de 2&,$2% SDS puis 1 fois (3 min) dans un
bain de 0,1X SSC sous agitation (1200 rpm). Lesetasont enfin séchées sous un flux
d’azote.

D. Méthode d’'observation.

D.1. Scanner de fluorescence : Innoscan 700 ou9@@pPsys)

Chaque lame est analysée a l'aide d’'un scannedudee$cence en utilisant deux
longueurs d’onde d’excitation (532 nm et 635 nmamdes aux marquages Cy3 et Cy5
respectivement. Les photomultiplicateurs (PMTs)xHaque longueur d’onde sont réglés en
fonction des intensités de fluorescence de I'édth@mipour qu'il N’y ait pas de saturation du
signal de fluorescence.
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L’ensemble des images issues des scanners desiteoie a été analysé avec le
logiciel Mapix (Innops). Ce logiciel de traitement d'image permet dendjtiar I'intensité
moyenne ou médiane de fluorescence de chacun d¢s @prés le positionnement d’une
grille. Les intensités de fluorescences préserdées ces travaux de these ont été obtenus a
partir des intensités moyennes de fluorescenceuslieg a été soustrait le bruit de fond.
L’intensité de chaque spot est calculée comme |gemme des intensités de chaque pixel
moins le bruit de fond autour du spot.

Zone de
quantification
considéree
comme le bruit de
fond

Figure 137 : Images issues du logiciel Mapix montrd la zone autour du spot considérée pour le
calcul du bruit de fond.

D.2. Scanner de diffraction : Diffrascdimnopsys)

Le scanner de diffraction est un prototype dévetograr la société Innopsys
('ensemble de ces caractéristiques techniquedéestioppé en annexe). Il permet de collecter
I'intensité de diffraction de 'ordre 1 de résealslignes 500 nm au pas de 1 um. Le gain et
la puissance du laser sont réglés pour limiter aximmum la saturation du signal de
diffraction collecté.

Les images TIFF issues du scanner de diffractianété réalisées avec le logiciel
Mapix (Innopsy). Ce logiciel de traitement dimage permet deed@iner lintensité
moyenne ou médiane d’'une zone précise sur I'imagée zone d’analyse est définie par une
fenétre de lecture que I'on positionne sur 'ima@jmsi il est possible de quantifier l'intensité
moyenne de diffraction d'un réseau représentamtefisité moyenne de tous les pixels
constituant le réseau. L’intensité moyenne de alifion de chaque réseau d’'une image est
obtenue en soustrayant l'intensité moyenne du bieiitond a l'intensité moyenne des pixels
de chacun des réseaux. (Figure 138)
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Image d'un réseau issue du
scanner de diffraction

Fenétre de lecture de
l'intensité moyenne
des pixels du réseau
Fenétre de lecture de
l'intensité moyenne
du bruit de fond

Intensité_moyenne du réseau = Intensité moyenne des pixels du réseau - Intensité moyenne du
bruit de fond

Figure 138 : Schéma représentant la définition demones d’analyses et de traitement du signal de
diffraction pour I'obtention de l'intensité moyenne d’un réseau.

Dans le but d’atténuer les fluctuations de lectaesées par les variations intrinseques
du scanner de diffraction, chaque réseau est irfBdgés. La valeur finale de chaque réseau
exploité correspond a la moyenne des intensit@iffitaction collectées des trois images.

D.3. Microscope en champ sombre

Le microscope utilisé pour les images en champ serebt un microscope Nikon
Eclipse LV 100 (objectif x10).

D.4. Microscope a fluorescence

Les images issues du microscope de fluorescencét@ibtenues avec le Microscope
LSM 510 NLO Zeiss. Longueur d’onde du lager633 nm. Objectif x 40 a immersion. Les
images ont été analysées par le logiciel Zen 206t IEdition.

D.5. Microscope a force atomigue

La totalité des images issues du microscope a fatamaique (AFM) ont été réalisées
avec AFM_Bruker catalyst en mode Scan Asyst Aircades levier Bruker du méme nom (fo
: 50-90 kHz k : 0,4N/m). Les images AFM ont étélgsdes avec le logiciel Spip 6.0.9 ou
Nanoscope Analysis de Bruker.

D.6. Microscope électronique a balayage

Les images issues du microscope électronique dmdaMEB) ont été réalisées par
Carlos Bartual au LAAS-CNRS sur un MEB Hitachi 308
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E. Méthodes de traitement et représentation graphiquedes
données

E.1. Représentation graphigue des données

L’ensemble des données issues des signaux de daemree et de diffraction est
représenté par des boxplots. Cette représentataphigiue permet d’identifier la distribution
des données (médiane® fuartile, 3™ quartile, valeurs extrémes) et permet de comparer
plusieurs distributions entre elles. L’ensemble gephiques a été réalisé avec le logiciel R
grace a un script développé par Sophie Lamarre s{@isticienne, plateforme GeT-
Biopuces).

« Outliers » { i
-1
——— «+—— Maximum(des points en distribution)

< 3éme Quartile Q3

< Médiane
<«—— 1°"Quartile Q1

Minimum(des points en distribution)

Figure 139 : Exemple de la représentation sous forende boxplot.

Dans la figure ci-dessus, Q3 signifie que 75% desides ont une valeur inférieure a
la valeur de Q3, Q1 signifie que 25% des donnéesirmm valeur inférieure a la valeur de Q1.
Le rectangle représente I'écart interquartile : @B-et contient 50% des valeurs. Le trait au
milieu du rectangle représente la médiane (Q2)signifie que 50% des valeurs ont une
valeur inférieure a la valeur de Q2 et que 50% \ddsurs ont une valeur supérieure a la
valeur de Q2. Le trait a I'extrémité de la « maakie » inférieur (minimum des points en
distribution) représente les valeurs adjacente&igires au premier quartile et supérieures a
(Q1 — 1,5 x (Q3-Q1)). Le trait a I'extrémité de danoustache » supérieure (maximum des
points en distribution) représente les valeurs catjes supérieures ad™3 quartile et
inférieures a (Q3 + 1,5 x (Q3-Q1)). Enfin les psirdux extrémités appelés « outliers »
représentent les valeurs atypiques (ou extrémes).

E.2. Tests statistiques

Dans ce manuscrit, les tests statistiques ontt#éi®ea pour valider les différences de
signaux de diffraction entre les conditions de Ivhgation et les conditions contrbles. Pour
cela, nous avons utilisé un test non paramétrigiapté aux jeux de données comportant peu
R
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d’individus (<30), qui ne suppose pas de faire ligsothéses sur la distribution des données.
Le test utilisé est le Test de Mann Whitney Wilcoxqui est un test statistique non
paramétriqgue de comparaison de moyennes, utilis§ue les échantillons ont peu d'individus
(moins de 30) et que les données sont indépendaritssie du test accepte l'une ou l'autre
des deux hypothéses ci-dessous selon la valeeudgtobabilité (« p value »):

HO : «la moyenne de la condition A et la moyeneelal condition B sont égales » : « p
value » > seuil fixé.

H1 : « p value » < seulil fixé (le seuil fixé estggméral 1% ou 5%).

Dans le cas d'un test bilatéral : « la moyenneadmhdition A et la moyenne de la condition
B sont différentes »

Dans le cas d'un test unilatéral gauche : « la moyale la condition A est supérieure a la
moyenne de la condition B »

Dans le cas d'un test unilatéral droit: «la maoyene la condition A est inférieure a la
moyenne de la condition B »

La « p value » représente le seuil permettant efgiec ou de rejeter I'hypothése HO. Elle est
e€galement appelée probabilité critique ou niveasigiification observe. Plus la valeur de la
« p value » est petite et plus le test est strict.

Dans notre cas, nhous sommes face a des tests deamsons multiples car les
résultats issus de la condition de I'hybridatiomtscomparés a plusieurs contréles négatifs.
On appelle tests multiples des tests d’hypothésesgitant de rejeter ou d'accepter HO selon
la « p value » fixée, ou les mémes conditions séutilisées plusieurs fois (exemple : A vs B,
Avs C, Avs D ..), ou le but est de répondrengpbthese « la condition A est différente (/
supérieure / inférieure) des (/ aux) autres comatti». Le probléme des tests multiples est que
l'erreur de premiere espéce augmente avec le naebiests (si on fait 3 comparaisons avec
une «p value » de 5%, on a 5% x 3 = 15% de chadeese tromper en rejetant HO).
Différentes méthodes existent pour corriger lesvalpes » : la méthode de Bonferroni est la
plus usitée et celle utilisée dans ces travauxteGatthode divise le seuil de la « p value »
fixée pour chacun des tests par le nombre totaledts effectués (exemple : si on fait 3
comparaisons avec une « p value » de 5%, la p calugée sera de 5%/3 = 1,67%, il faudra
gue toutes les « p values » obtenues dans cha@sm8 domparaisons soient inférieures a
1,67% pour rejeter HO).

215



216




Annexes

Annexe 1 : La diffraction de la lumiere

Le principe de la diffraction de la lumiére fut nes évidence au 7 siécle par
Francesco Maria Grimaldi. D’'un point de vue higjas, il fat le premier a en faire une
observation et description détaillée dans sonétraiir la lumiére Physico-mathesis de
lumine, coloribus et iridejue I'on peut traduire par Connaissances physiguesa lumiere,
les couleurs et I'arc-en-ciel publié en 1665. Lifrdction fut ensuite étudiée et interprétée au
cours notamment du 1% et 19™ siécle entre autre par Huygens, Fresnel, Frauntesfe
Young qui mirent en évidence la nature ondulatdeda lumiere.

A. Diffraction de la lumiere par 1 fente

La diffraction de la lumiére par une fente est ledéle théorique le plus simple pour
modéliser les phénomenes de diffraction en optidieesqu’'un rayonnement lumineux de
longueur d’ondé\. passe au travers d'une fente de largeur a etrudur |, placée a une
distance D d’un écran, la lumiere sera diffracidessparametres suivants sont respectés :

1) Le rayonnement lumineux de longueur d’ondeéoit étre du méme ordre de grandeur
gue la largeur de la fente a;

2) Lalongueur | de la fente doit étre tres supériéusa largeur (I>>a);

3) L'écran doit étre placé a une distance D suffisamtnggande pour étre considérer
comme situé a l'infini.

Dans ce cas, les conditions de diffraction sordsdite Fraunhofer, c'est-a-dire que les
rayons qui arrivent sur I'’écran sont considérésroenparalléles. La figure de diffraction qui
apparait sur I'écran est alors constituée de I'ende des intensités lumineuses, provenant
des divers points de la fente comme représenté ldaRgure 140. Le graphique de cette
figure représente la dispersion de la lumiere sékpre x défini perpendiculairement a la
grande dimension de la fente. L’intensité de champiet est tracée en fonction de sa position
sur I'axe. Le graphique montre un pic central dferd de diffraction entouré de pics
d’intensités moindres (ordres 1 et 2).
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Orcre 0

Ordre-2 Ordre 2
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Ecran Position relative sur 'écran (sin ©)

Fente de largeura

Figure 140: Schéma de diffraction au travers d’unefente dont la figure de diffraction est
observée sur un écran placé a I'infini (D=3m, a=60m, A = 10 nm).

L'intensité lumineuse regue par I'écran dans lacion® est donnée par la formule
suivante :

. 5 ,T.a.sind
in“(————

1(0) = I x )
(0) = lo. m.a.sinf._,

)

B. Diffraction de la lumiére par N fentes

La diffraction au travers de N fentes est plus cexg que la diffraction au travers
d’une fente. En effet, si 'on considere un ensendd N fentes de largeur a, disposées selon
une périodicité p et un rayonnement lumineux degleur d'ondeA qui éclaire en
transmission cette structure, chaque fente va sepaeder individuellement comme la
diffraction au travers d'une fente. Cependant, ceminy a un ensemble de fentes
juxtaposeées, les ondes diffractées vont interférdgre elles (principe de Huygens-Fresnel).
Chaque point du front d'onde va alors se compaxierme une source secondaire et I'onde
finale sera le résultat des interférences entrs@esces ponctuelles et cohérentes. Comme les
ondes émises par chaque fente parcourent une ahisthiférente jusqu’a I'écran, elles sont
déphasées et interferent entre elles (Figure 141).
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Onde incidente

N fentes Ecran

Figure 141 : Schéma de diffraction au travers de Nentes dont la figure de diffraction est
observée sur un écran placé a l'infini

Sur I'écran placé a l'infini, la figure de diffrach observée est la combinaison des
phénomeénes de diffraction et d’interférence (Figi#2).

Ordre 0

0| @) 0| b)
. 08 _. 08
2 °
s =2
g g
= =
= 5
@ 08 @ 06
@ ™
= E
= c
2 [}
< =
04 = o4
02 02 Ordre -2  Ordre -1 | Ordre 1 Ordre 2
00 = N . 2 L ) AL A L A B
10 08 08 04 02 00 0.2 04 08 08 1.0 a0 08 06 04 02 00 02 04 06 08 10

Position sur I'écran (sin 8) Position sur I'écran (sin 8)
Figure 142 : Intensité lumineuse collectée sur uncéan placé a linfini aprés qu'un rayon
lumineux soit diffracté par N fentes: (a) contribiion des termes de diffraction en bleu et

d’interférences en rouge, (b) image de diffractiorrésultante (I'ordre O correspond au faisceau
non dévié).

L'intensité lumineuse regue par I'écran dans l&dion © est donc la combinaison
entre la diffraction et les interférences selofotaule suivante:
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Terme représentant la

contribution de la diffraction

___________________

l

Terme représentant
la contribution des

interférences

Rl

En conclusion, la diffraction optique de la lumiest différente que I'on ait une ou N
fentes. Dans les deux cas, il est possible de mesuntensité de diffraction des différents

ordres diffractés.
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Annexe 2 : Le diffraScan

A. L’outil de lecture de la diffraction : Le diffraScan

Pour démarrer ce projet, nous avions a notre dispoaun élément essentiel : un
prototype de scanner de diffraction développé paopsys lors de son doctorat en partenariat
entre le LAAS-CNRS et la société Innopsys. Ce seame diffraction permet de collecter
l'intensité de diffraction de réseaux de lignes5@ nm au pas de 1 pum. Il constituera donc
I'outil de lecture de diffraction pour la suite deavaux.

A.1. Description générale du scanner

Dans ce paragraphe, sera décrit le scanner dadiffn de facon générale afin de
comprendre son fonctionnement et les informaticorsiées qu'il peut délivrer.

De maniere sommaire, le scanner de diffraction perm

4. D’illuminer des réseaux de lignes de diffractiom soe lame de verre avec une source
laser monochromatique;

5. de capter le signal de diffraction de I'ordre 1réflexion;

6. de traduire ce signal optique quantifiable sousime d’'une image TIFF représentant
l'intensité de diffraction point par point de chaades réseaux de I'échantillon.

Les parametres de mesure, d'affichage et d’analgséimage sont gérés par une
interface graphique développée par la societé symDiffraware). Dans la Figure 46, le
schéma a) représente une lame de verre avec waurdselignes a sa surface. La lame de
verre est positionnée dans la fente sur la facetaltascanner de fagon a étre scannée avec le
réseau sur la face supérieure. Aprés le scan, démasue du logiciel du scanner de
diffraction (c) représente les intensités de diffien de 15 réseaux. La gamme de couleur
symbolise la gamme des intensités de diffractiohiniage.
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a)

Réseau de lignes de
500nm au pas de 1ym

W 4

55000UA

Figure 143 : a) Schéma représentant un réseau deies sur une lame de verre, b) photo du
scanner de diffraction, c) Image de 15 réseaux ddffdaction issue du logiciel Diffraware de
traitement du signal de diffraction capté par le sanner (réseaux de lignes oligonucléotides sur
lame expoxyde_Go, P 4mW)

Le prototype est composeé de plusieurs partieslt&sidans la Figure 144 :

Le bloc optique permettant d’illuminer les résedexdiffraction sur la lame par un
faisceau laser (635 nm) et de collecter le signal diffraction via un
photodétecteur. L'agencement trés précis des campodu systeme optique
(diode laser, lentilles prismes, miroirs et photedteur) permet de collecter le
maximum du signal de diffraction de I'ordre 1 t@um évitant de capter la lumiére
diffuse;

Le bloc électronique permettant de gérer le fometonent du scanner;

Un porte-échantillon permettant de maintenir ladgmndant le « scan »;

Deux axes de déplacement : le premier axe qualdié« rapide » porte un des
miroirs qui réfléchit le laser sur la surface déchantillon. Cet axe garantit un
balayage de la lame par le laser dans le sens/énaad de la lame. Le second axe
permet, quant a lui un déplacement « lent » darteeldans le sens longitudinal. Le
déplacement simultané de la lame selon ces delss pgemet au laser de balayer
'ensemble de la lame pendant le scan.
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) _— Bloc électronique
Bloc optique

T

Axe lent de
deplacement du  —_|
porte échantillon

Axe de déplacement
transversal du miroir

Porte lame

s Laser

Figure 144 : Photo du scanner de diffraction san®lcapot.

A.2. Les caractéristiques et spécifications du scanner

Dans ce paragraphe, seront décrites les carairjéest techniques de lecture du
scanner de diffraction. Ces dernieres constitenahier des charges pour la conception de la
biopuce diffractante. L'ensemble des caractérigtiquest issu des travaux d'une these
précédenté™

* Les caractéristiques techniques de lecture ddflaction par le scanner décrivent une
large gamme dynamique de lecture (P: de 0 a 4m\®@ éde 0 a 15) choisie par
l'utilisateur avant le scan. Dans le but d’explo&e mieux les images qui en résultent,
la puissance du laser et le gain doivent étre séafi@ de limiter les zones d’intensité
saturante tout en collectant un maximum d’intersitéineuse;

* La dimension des pixels, quant a elle, est direeterfiée a la résolution de I'image. Il
est donc recommandé de travailler avec des pixeld@ pm x 10 um pour que
I'intensité globale du réseau soit constituée mdhsité d’'un maximum de pixel;

* Enfin, notons que le scanner est sujet a une dénemnique et spatiale au cours de
son utilisation représentant 2% a 4% du signdhutira donc le prendre en compte.

25 A Egea, Thése INSA, Toulouse, 2012
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Caractéristiques techniques de lecture avec le saaer de diffraction

Sources laser Rayonnement monochromatiga®35 nm

Diamétre du laser sur I'échantillon 70 um

Collecte de l'ordre 1 de diffraction en réflexion &e miroir placé de maniére fixe a un angletd
I'aide d’un miroir et un photodétecteur silicium| max = 39.4°

[¢)

Puissance du faisceau incident (P) De0a4 mwW
Gain électroniqgue (G) De0al5
Taille des pixels De 10 a 800 pum.

Variations de la dérive thermique (T° : <25°C) &% a 4% du signal collecté
spatiale

Tableau 18 : Récapitulatif des caractéristiquedrtiegies de lecture avec le scanner de
diffraction.

Les caractéristiques de I'échantillon décrites d@n3ableau 19 : Récapitulatif des
caractéristiques de I'échantillon pour une lectavec le scanner de diffraction.Tableau 19
sont indispensables pour que le signal de diffpactsoit correctement collecté par le
photocapteur du scanner.

Tout d’abord, I'arrangement périodique du réseasiajue I'orientation du sens des
lignes dans le réseau sont primordiaux. Le degrdibéeté d’alignement correspond a la
tolérance d’alignement du réseau périodique aveoolel de la lame pour que lintensité
lumineuse soit collectée par la photodiode. Lar&wmiée d’alignement est faible (3°), il est
donc préconisé de fabriquer le réseau avec unpmenihettant de contréler I'alignement. Pour
terminer, la tolérance de variation de la périddidu réseau correspond a la variation du pas
entre les lignes tolérée par le systeme optique gaa le faisceau lumineux diffracté ne sorte
de la photodiode.

Tableau 19 : Récapitulatif des caractéristiques deéchantillon pour une lecture avec le scanner
de diffraction.

Caractéristiques de I'échantillon pour une lectureen diffraction

Arrangement périodique du réseau Réseau de lignB8@Inm au pas de 1 um
Lignes paralléles au bord longitudinal de la lame

Degré de liberté d'alignement du réseau sur 3&
bord de la lame

Tolérance de la variation de périodicité entre|lap = 60 nm
lignes du réseau

En conclusion, ces contraintes techniques impaseatfabrication de réseaux contrdlée par
des outils automatisés ou semi-automatises.
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Annexe 3 : Déeplacement des aimants de
I'Innostamp 40

Le schéma ci-dessous représente le systeme decdépmnt des aimants de
I'lnnostamp 40. Sur le robot, ce dernier est matise par des pas-moteurs (PM) qui varient
de 40 a 100 PM. Lorsque l'aimant est positionnd &/, il est €loigné (au maximum) du
macrotimbre mis en contact avec la surface de dgpét0 sur le schéma). Dans ce cas, le
champ magnétique exercé est petitcahtrario, lorsque I'aimant est positionné a 100 PM, il
est proche du macrotimbre. Le champ magnétiquecéxest grand. Plus le champ
magnétique est grand, plus la force de contace éatmacrotimbre et la surface de dépot est
grande.

_-aimants

__-aimants

Porte-
aimant

Porte-
aimant

passage de position angulaire en position verticale selon le modéle suivant :
3n
&= Rx(l—sm(-2—~—-6))
ou,
R : le rayon de déplacement (15mm)

@ : I'angle ;: 1 pas moteur = 1,8°
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Soft lithography at the nanoscale requires a nanostructured silicon master mold generated by ebeam
lithography and reactive ion etching. Such a fabrication is both expensive and time consuming for an
expected industrial use of polydimethylsiloxane (PDMS) stamps in soft lithography. Our work focuses
on a easy - low cost - technology to duplicate silicon master molds with nanoscale structures. Hence,
master silicon molds patterned with nanometer scale lines have been replicated into epoxy resist and
polyurethane by a process that implicated the following steps. First, the PDMS stamp made from a silicon
master mold was used as template to copy this original mold into epoxy resist or polyurethane layer by
nanoimprint. After characterization by Atomic Force Microscopy (AFM), these replicated molds were used
to generate a second generation of PDMS stamps, which were ultimately employed to transfer labeled
DNA probes on epoxysilane slides by soft lithography. Fluorescent microscopy reveals that molecular
nanoscale patterns produced by these second generation PDMS stamps were exquisitely identical to
those from the original PDMS stamp. As a conclusion, the epoxy resist or polyurethane are very attractive
and cost-effective substrate to reproduce at large scale PDMS stamps initially made on a nanostructured
silicon master mold.
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1. Introduction reactive ion etching (RIE) to generate the stamps is an expensive

step that may preclude industrial development. To reduce the cost

Soft lithography [1-3] or microcontact printing (pCP) has
emerged as the dominant technique for rapid and precise biopat-
terning of surfaces at the nanoscale. It allows immobilizing biomol-
ecules without damaging them on a surface by printing using
elastomeric stamps with patterns of interest. For example, Lange
et al. showed for the first time in 2004 that DNA can be printed
with high resolution in sub micrometer to fabricate DNA arrays
using elastomeric stamps made with polydimethylsiloxane (PDMS)
chemically modified prior use [4]. A year later, Thibault et al. dem-
onstrated that the DNA chips could be fabricated using such elas-
tomeric stamps without any surface modification [5]. This very
simple method needs silicon master mold to mold stamps pat-
terned with micro or nanostructures. However the fabrication of
a nanostructured silicon master mold by ebeam lithography and

* Corresponding author at: ITAV-USR3505, 1 place Pierre Potier, Toulouse,
F-31106, France. Tel.: +33 582991016.
E-mail address: childerick.severac@itav-recherche.fr (C. Sévérac).

0167-9317/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.mee.2013.03.102

of mold production, several methods of nanoimprint have been
developed to replicate master mold with nano and microstruc-
tures. For example, Su-8 epoxy is a resist known to be used to rep-
licate silicon master mold from polydimethylsiloxane (PDMS)
stamps by thermal soft UV NIL [6-8]. An alternative technique that
does not require solvent and etching process was shown to repli-
cate a 200 nm pitch grating mold bearing sub-50 nm features over
wafer scale areas [9]. A ultraviolet curable mold that enables to
fabricate densely spaced sub-100 nm nanostructures in a short
time have been develop in 2004 by Choi et al. [10]. This UV-curable
mold consists of a functionalized prepolymer with acrylate group,
a photo initiator, and a radiation-curable releasing agent for the
surface activity. An alternative solution was presented by Desai
et al. [11] to duplicate the microstructures from a master mold
via a PDMS stamp. Our work focuses on easy and low cost materi-
als able to replicate by nanoimprint silicon master molds bearing
nanoscale structures. In the present work, epoxy resist and poly-
urethane materials have been compared.
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2. Fabrication and replication of silicon master mold
2.1. Silicon master mold fabrication

Silicon master molds with nanostructures were fabricated by
ebeam lithography and reactive ion etching [12,13]. The generated
structures were gratings of 500 nm wide lines at a 1 pm pitch with
a nominal etching depth of 250 nm. Before the PDMS stamp mold-
ing, an anti-adhesive treatment was carried out by a process using
OTS (octadecyltrichlorosilane) in liquid phase. Polydimethylsilox-
ane (PDMS, Sylgard 184) polymer, which is a mixture of PDMS olig-
omers and the curing agent (10-1 mass ratio according to data
sheet, 80 °C, during 4 h) were molded on the silicon master mold
(Fig. 1). When the crosslinking was completed, the PDMS stamp
was characterized by Atomic Force Microscopy (AFM) and used
as a negative template to replicate the silicon master mold by
nanoimprint.

2.2. Replication of silicon master mold in epoxy resist

Silicon master mold was replicated to epoxy resist (Delo-Katio-
bond 4552) by soft UV nanoimprint lithography (Fig. 1). The resist
was spin coated on SiO, substrate (5000 rpm for 60 s) from a uni-
form layer. Then the PDMS template generated from the silicon
master mold was imprinted in this resist during 5 min under UV
light (Emission spectrum: 350-405 nm, Intensity: 750 mW/cm?)
to cross-link the nanostructured resist layer and generate a repli-
cated mold.

2.3. Replication of silicon master mold in polyurethane

Silicon master mold was replicated in polyurethane using a
commercially available two-part polyurethane plastic (Smoth cast

310, 1:1 volume, according to data sheet) by nanoimprint lithogra-
phy (Fig. 1). This polymer was deposited on SiO, substrate (30 g).
Then the PDMS template generated from the silicon master mold
was imprinted in the polyurethane layer for 1 h at room tempera-
ture and under a pressure of 3.5 bars until cross linking of the
nanostructured polyurethane layer formed the replicated mold.

3. Characterization and comparison of silicon master mold and
replicated molds

Nanometer line gratings of each mold were characterized and
compared by AFM in Scan Asyst mode (Bruker catalyst, silicon
tip on nitride lever, model: ScanAsyst_Air, K: 0.4 N/m, fo: 50—
90Khz) and by Scanning Electron Microscopy (SEM). SEM images
were recorded with a Hitachi S-4800 microscope operating from
0.8 to 15 keV depending on the nature of the sample. As reported
in Fig. 2, the depth of grooves, the width and the pitch of the grat-
ing (500 nm/1 pm) from the replicated molds have similar dimen-
sions as the original master mold. This result suggested that the
replicated molds are technically identical to the initial silicon mas-
ter mold bearing nanostructures.

3.1. Deformation between original and replicated molds

To further verify this technical identity, the average width of the
grating lines and the pitch size of each mold were precisely deter-
mined from AFM images using the NanoScope analysis software.
As can be seen in Table 1, the average width of the lines and the
pitch size from replicated molds were lower than those from the
original silicon master mold, in agreement with a previous report
[14]. These authors already showed that there was a 1-3% decre-
ment in the periodicity of the PDMS grating due to thermal con-
traction of the PDMS, which depends on the curing temperature.

Generation of grating silicon master mold
(lines 500nm width 1um pitch)

Spin coating of polyurethane on
a piece of silicon wafer

\ e PDMS
N/

PDMS

Cross-linking:
Polyurethane =>Room
temperature, 1hr

}
—

Replicated master mold in polyurethane

PDMS

/\-‘\

PDMS moldingon silicon
master mold (80° ¢, 6hrs)to
PDMS template for

nanoimprint \ /

|

Spin coating of epoxy resiston a
piece of silicon wafer

Epoxy resist
PDMS

PDMS

Cross-linking:
Epoxy resist=> UV, Smin

I

Replicated master mold in epoxy resist

Fig. 1. Scheme of the nanoimprint technology to duplicate silicon master mold to polyurethane or epoxy resist.
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m
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Fig. 2. SEB images and AFM images with cross sections of (a) the original silicon and replicated master mold in (b) epoxy resist and (c) in polyurethane.

For an industrial process, this contraction due to curing condition
could be easily corrected in order to precisely reproduce replicated
molds to the original silicon master mold.

4. Validation of PDMS stamp generated by replicated master
mold for soft lithography

To further validate this replication process, we made a second
generation of PDMS stamps on each of these replicated molds,

quantified their dimension, their deformation and compared their
transfer quality by nanoscale soft lithography.

4.1. Second generation PDMS stamps molding on replicated master
molds

The replicated molds in epoxy resist and polyurethane were
used to produce the second generation of PDMS stamps, which
were performed by crosslinking at 60 °C, for 8hrs. These second
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Table 1

The pitch size and the average width of grating lines of PDMS template and of each mold, respectively.

Original silicon master mold

PDMS template molded
on silicon master mold

Epoxy resist mold

Polyurethane mold

Pitch 965 nm
Percentages of pitch variation with original silicon -
master mold

Average width of line 580.1 nm (+7 nm)

957 nm
—0.82%

565.1 nm (+5 nm)

955 nm
-1%

563.4 nm (+5 nm)

957 nm
—0.82%

564.7 nm (+7 nm)

Percentages of average width of line variation with original - —2.58% -2.8% —2.6%
silicon master mold
| 400nm | 400nm | 400nm
ITI H 1|.|m m
Onm Onm Oonm

250nm 250nm

250nm

Fig. 3. AFM images and cross sections of PDMS stamp molded on (a) the original silicon master mold, (b) the replicated master mold in epoxy resist and (c) in polyurethane.

Fig. 4. Fluorescence images of DNA gratings obtained by soft lithography using PDMS stamp molded on (a)

generation PDMS stamps were characterized and compared using
AFM in Scan Asyst mode (as described above) (Fig. 3).

This comparison revealed a comparable transfer of the patterns
between the replicated and the original master molds. Nanostruc-
tures were correctly reproduced with the second generation PDMS
stamps with the advantage that this process does not require anti-
adhesive treatment on epoxy resist and polyurethane molds.

4.2. Soft lithography of fluorescent DNA probes using second
generation stamps

These second generation PDMS stamps were evaluated for their
imprinting capability on epoxysilane slides (Schott nexterion) and
compared to that of PDMS stamps made with the original silicon
master mold. As described in previous work [5], we directly inked
the PDMS stamp with the DNA solution. More specifically, amino-
modified-fluorescent DNA probes ([AmCgT]-ATACTCCGGGAAACT

) silicon, (b) epoxy and (c) polyurethane master mold.

GACATCTAG-Cys) (0.5 uM in phosphate buffer 0.3 M, pH7) was
deposited by droplet onto each PDMS stamp (during 30 s). After
this short time of inking, the stamps were dried under nitrogen
flow (during 30 s) and brought into contact during 30 s with epox-
ysilane slides. The resulting fluorescent patterns of DNA molecules
imprinted on these slides were visualized using LSM 510 NLO Zeiss
microscope (objective: X 63 in liquid, laser HeNe: 2 =543 nm). As
illustrated in Fig. 4, the patterns of DNA gratings obtained with
the PDMS stamps molded on epoxy resist or polyurethane repli-
cated master mold were identical to those obtained with the origi-
nal silicon master mold.

5. Conclusion

We report in this work that the epoxy resist and polyurethane
are suitable materials to replicate silicon master molds bearing
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nanostructures for soft lithography. The patterns obtained by
nanoimprint using these two materials have been characterized
by AFM. The depth of grooves, the width and pitch of the grating
(250 nm/500 nm/1 pm) faithfully reproduce the pattern dimen-
sions of the initial silicon master mold. These materials do not re-
quire an anti-adhesive treatment for PDMS stamp demolding.
Moreover, fluorescent images of DNA line gratings obtained by soft
lithography with each PDMS stamp confirmed the good transfer of
molecules on epoxysilane slides at the nanoscale. As polyurethane
is 10 times cheaper than epoxy resist, this former material is very
attractive from an industrial point of view to be used as a replicate
master mold for nanoscale soft lithography.
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Microcontact printing (LLCP) is used as a patterning technique to produce simple, rapid and cost-effective
DNA microarrays. The accuracy of the final transferred pattern drastically depends on the inking step. The
usual way to ink a PDMS stamp by droplet deposition of labeled biomolecules using a pipette, results in
irregular transfer of the biomolecules on the chip surface and leads to poor and irreproducible fluorescent
signals. These drawbacks are likely due to irregular ‘coating’ of the biomolecules on the PDMS stamp. In
this work, a novel approach for inking PDMS with DNA molecules is presented. It is based on the contin-
uous displacement of the meniscus formed by the inking solution over the surface of the stamp. When
compared with the conventional technique, this dynamic PDMS inking method proved to be very repro-

ducible for producing regular prints/spots on a functionalized glass slide, and this method could be easily
extrapolated at an industrial scale.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Conventional techniques of DNA microarrays fabrication such
as spotting needles [1], ink jet nozzles [2,3] or direct in situ synthe-
sis of oligonucleotides on glass slides [4] require sophisticated
equipment, are time consuming and relatively expensive. Micro-
contact printing (UCP) technique using an elastomeric stamp,
made preferentially in PolyDiMethylSiloxane (PDMS, Sylgard
184) has been proposed as an alternative and cost-effective proce-
dure of fabrication, easy to implement and potentially transposable
at an industrial scale [5,6]. In addition, the puCP technique was
found to be useful for patterning of any kind of biomolecules
including proteins, bilipidic membranes or even single cells onto
functionalized surfaces [7-9]. However, a major critical step for
successful application of this technique for biochips fabrication at
industrial scale is the inking of PDMS stamp with DNA molecules
allowing a perfect, regular and reproducible transfer of the biomol-
ecules on the surface for optimal hybridization and henceforth for
reproducible and robust biochips. The usual way for inking PDMS
stamps is based on the deposition of a drop containing the DNA
molecules over the patterned surface of the stamp using a micropi-
pette. This inking system leads to irregular ‘coating’ of the stamp

* Corresponding author.
E-mail address: childerick.severac@itav-recherche.fr (C. Séverac).

0167-9317/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.mee.2013.03.118

likely due to several reasons, among which, the opposite chemical
nature of PDMS which is hydrophobic while DNA is mostly hydro-
philic and the uncontrolled drying of the deposited drop. This lack
of regularity in the PDMS ‘coating’ with DNA molecules leads to
poor hybridization signal and constitutes a real drawback for a ro-
bust and reproducible biochip fabrication, preventing its industrial
development.

To overcome this problem, we present in this paper a new ap-
proach for inking PDMS stamp that is based on a continuous dis-
placement of the biomolecules solution meniscus over the
surface of the stamp. This automated inking system allows tight
control over the displacement of the front and the rear menisci
at a defined speed and meniscus angle. This novel inking technique
was compared with the classical mode of inking using fluorescent
DNA probes. Optical microscopy revealed a remarkable reproduc-
ibility and regularity of the micrometric spots made with our novel
PDMS inking technique, as characterized by a weak variation in the
fluorescence intensity (CVs) between the spots.

2. Material and methods
2.1. Materials

DNA probes were 24-mer oligonucleotides modified with a
5-amino Cg linker for covalent linkage to the dendrislide [10]
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and labeled with a 3'-Cy3: (5[AmCeT]|-ATACTCCGGGAAACTGA-
CATCTAG-[Cy3] 3') (Sigma-Aldrich) to allow detection using a fluo-
rescence reading scanner (InnoScan® 710, Innopsys). The DNA
probes were HPLC purified (Sigma-Aldrich) and diluted at final
concentration of 1 uM in a sodium phosphate buffer (PBS) at pH 9.

2.2. Fabrication of master mold and stamps

The fabrication of a PDMS stamp requires the generation of a
silicon master mold (Fig. 1). The micrometer-patterned master
mold was achieved by UV photolithography and the pattern trans-
fer by reactive ion etching (RIE) where the targeted etch depth was
fixed to 160 pm. An anti-adhesive treatment is carried out using
silanisation in liquid phase with OTS (OctadecylTrichloroSilane)
to facilitate the master demolding. The PDMS prepolymer solution
composed of a mixture of PDMS oligomers and a reticular agent
from Sylgard 184 Kit (Dow Corning) (at mass ratio 10:1) was
poured on the silicon master and cured at 80 °C for 6 h. The micro-
metric patterns used are blocks of 25 pillars (5 x 5, 160 pm diam-
eter with a pitch of 300 um) [6].

2.3. Inking step

2.3.1. By droplet deposition

DNA probes solution (200 pl at 1 pM in sodium phosphate buf-
fer) was deposited on the surface of the microstructured PDMS
stamp during 1 min using a micropipette, followed by removal of
the excess of DNA solution with the micropipette. Then, the stamp
was blown dry under a stream of nitrogen.

2.3.2. By dynamic PDMS inking

The microstructured PDMS stamp was placed on a motorized
translation stage. A DNA reservoir for the inking solution was
formed by two hydrophobic plastic cover slips (Deckgldser, Knit-
tel-Glass, 24 mm x 32 mm) separated by 1 mm plastic wedges that
were glued together (using Super glue 3 Loctite) onto the cover
slips. A 20 pl DNA solution at 1 uM was injected between the
two hydrophobic plastic cover slips using a micropipette. The
DNA reservoir was positioned in contact with the surface of the
PDMS stamp at a defined angle of 15°, while the stamp was placed

Micrometric patterns (160pum
with a pitch of 300pm)

Inking with DNA probes
(0.5uM) for 60s

N, Gun

Drying with N, flow

on a computer control motorized platform (NewPort MFA-CC). This
system allowed mechanical displacement at a given constant
velocity ranging from 0 to 2.5 mm/s by step of 1 pm/s. The maxi-
mum displacement range was 25 mm. Dynamic PDMS inking
was performed throughout the entire surface of the PDMS stamp
(8 mm x 14 mm). The experiment was conducted at room temper-
ature. The meniscus contact angles during dynamic inking were
measured using Digidrop from GBX. All experiments were per-
formed at ambient temperature (22 °C) and at 52 + 2% of humidity.

2.4. Transfer of DNA molecules on biochips

The stamp was brought into contact with the dendrimer-coated
glass slides (dendrislides) [10] for 1 min without external pressure
and then peeled away. The microstructured PDMS stamp leads to a
pattern of DNA molecules composed of 6 blocks of 25 spots. The
spots were 160 pm diameter and formed a 300 pm pitch grating
of 25 x 25 spots.

2.5. Optical microscopy

Bright-field images were acquired with a Nikon eclipse LV 100
microscope, equipped with long-distances bright-field lenses and
coupled with an Andor Luca EMCCD camera (Andor™ Technology);
and images were captured using Andor Solis acquisition software.

2.6. Fluorescence images acquisition

The fluorescence images were obtained using an InnoScan®710
fluorescence reading scanner from Innopsys SA (Carbonne, France).
This scanner provides uniform scanning across the whole micro-
array surface using confocal PMT detection (laser excitation wave-
length at 532 nm or/and 635 nm) and a real time autofocus. The
scanning parameters were PMT 532 at 5% and PMT 635 at 100%
and brightness/contrast/balance at 50/10/50 respectively. The fluo-
rescence intensity of each spot of a block was acquired using the
Mapix software. The homogeneity of the printed DNA was esti-
mated by determining the fluorescence intensity variation coeffi-
cient (CV), which is the standard deviation between the 25 spots

PDMS molding on silicon master
(6 hrs at 80°C)

PDMS stamp

T

Glass-slide

Transfer of DNA molecules on
glass-slide

Fig. 1. Scheme of the microcontact printing process.
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of a block over the average fluorescence of the 25 spots forming
this block.

2.7. Statistical analysis

To compare statistically the two inking procedures with median
fluorescence intensity, boxplots of fluorescence intensities distri-
butions were done using R software (version 2.15.2). Overall, 16
independent experiments were performed randomly: 8 using the
dynamic inking method and 8 using the standard inking method.

Conventional droplet inking

a - micropipette

N \
. DNA r\ \

|

I o

DNA probes (60s) WiGin
2

Schematic representations
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L
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3. Results and discussion

In the literature, the description of the pCP process is usually
rather simplified to an inking time, followed by dry blowing in
nitrogen flow and finally a contact time between the inked PDMS
stamp and the surface to print [5,7]. Although the inking time
and contact time have been considered important and may vary
from ink to ink and from process to process, the dry blowing con-
ditions always remained vague. Let’s consider more carefully what
is happening during this dry blowing step in the case of DNA. Dur-
ing this step, the front and rear menisci of the DNA droplet are

| Dynamic PDMS inking

e icropipette
Hydrophobicglass-slide = DNA reservoir

The front of the The rear of the
meniscus meniscus

20ul ADN (1pM)

CV=15.7% CV=26.35%

CV=9.2%

-PMT 635/532: 100/5%
-Brightness/contrast/balance: 50/10/50

Displacement of the meniscus

- CV=3.7%

1.4mm

Fig. 2. Schematic representations of the procedure of manual inking PDMS stamps using a micropipette (a) or of the dynamic PDMS inking (e); pictures of the meniscus
during inking by deposition of a drop (b) or during dynamic PDMS inking (f); optical microscopy analysis (bright field image) of the PDMS stamp inked by conventional
method (c) or by dynamic inking system (g); fluorescence images of printed Cy3-labeled oligonucleotides patterned on a glass slide obtained from conventionally inked (d)

and dynamically inked (h) PDMS contact.
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pushed across the entire PDMS stamp at very high velocity and in
an uncontrolled fashion (Fig. 2a). Depending of the dry blowing an-
gle (i.e. at 90° with the PDMS surface), the droplet could eventually
be blown away by the air drying jet. In this case, there is even less
control over the movement of the different meniscus formed by
the exploding ink droplets. In some cases, before the dry blowing
step, the DNA droplet is pumped back into the pipette in one or
several steps (Fig. 2b). This leads to a concentric movement of
the meniscus at a non constant velocity. A typical result of such
a process of DNA transfer from the stamp to the surface is pre-
sented in Fig. 2d. In this school case, the size of the DNA droplet
was 200 pl in order to cover entirely the PDMS stamp as described
in the material & methods section. Even after removal of the
remaining solution by a second pipetting, followed by drying the
stamp under a nitrogen flow, one can observe upon transfer on
the dendrislide a remaining trace as a dark ring of about 0.7 mm
thickness in the middle of the slide. This dark ring corresponds
to an area where no fluorescence of the DNA can be observed. A
second and smaller fluorescence free ring can be observed around
the final droplet. The trail left by this final droplet upon dry blow-
ing from left to right can be seen at the right edge of the picture
and is marked with an arrow. Although the central fluorescent disc
appears uniform, careful analysis of the fluorescence on top of the
patterns presents very high CVs reflecting the lack of reproducibil-
ity in the transfer of the DNA inked PDMS (Fig. 2d). Moreover,
bright field images of independent spots revealed aggregation of
molecules surrounded by a ring of material that looks like the dry-
ing of a droplet on a hydrophobic surface (Fig. 2c). This phenome-
non, called “coffee stain effect”, has been described by Eral et al.
[11] as being the consequence of a convective macroscopic flow
into the contact line driven by evaporation. This inking technique
is thus not satisfactory as it may lead to poor and irreproducible re-
sponse signal (e.g. hybridization with respect to DNA biochips or

interaction with respect to protein chips) and hamper any future
industrial development of the pCP technique in the field of
biochips.

To overcome this serious technical problem, our approach de-
picted in Fig. 2e aims at better controlling the drying process and
the removal of the ink droplets from the PDMS stamp. Our pur-
posely designed motorized setup for dynamic inking takes advan-
tage of previous work realized in the field of DNA combing [12-14].
However, our system differs from previously described setups as it
takes advantage of a second plastic cover slip to precisely control
the inking area between the rear and front menisci (Fig. 2f). This
system therefore bears more similarities with the technique
known as dip-coating, which use a rear and front meniscus for
deposition of regular layer of material [15]. Several optimization
steps have been realized to obtain an optimal configuration for this
dynamic process. In particular, we have tested different velocity of
meniscus displacement (650, 1250 and 2500 pm/s), and found that
the faster velocity, the lower CVs is for a better inking quality (data
not shown). Thus, we concluded that the sliding speed appears to
be a relevant parameter for an optimal DNA transfer on the PDMS
stamp.

Upon contact of the meniscus formed between the two plastic
cover slips with the PDMS stamp, a 30 mm? contact area was
formed. In our system, the hydrophobic nature of both plastic cov-
er slips and the PDMS substrate ensures that the meniscus neither
dribble over the PDMS stamp, nor over the cover slips’s edges.
However, depending on the translation velocity of the PDMS
stamp, the rear meniscus could be stretched, which decreased
the contact angle. We found that at 2.5 mm/s, the dynamical rear
contact angle was 49°. At this inking speed, the equivalent inking
time for a given point away from the loading or unloading zone
is only 1.5 s. Our entire stamp (1.12 cm?) was dynamically inked
in 5.6 s, which contrasted with 30 s or 1 min for the conventional

Boxplots distribution of median intensities for each
inking technique
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inking time in pCP. When we decreased the inking speed twice
(1.25 mm/s), the coat of deposited DNA solution was no longer reg-
ular. It seems from these results that the inking time is not the
main factor in the inking quality. This counter intuitive result is
further confirmed when considering the dark rings of Fig. 2d that
are formed in between the two pipetting action and the dry blow-
ing of the final droplet. These rings, despite being exposed to the
30 s inking time bear no fluorescent DNA. This fact confirms that
the inking time is not the main factor while the stretching of the
meniscus during the recess of the droplet or the translation of
the PDMS stamp may play a crucial role in the inking process, as
suggested the fact that the recessing meniscus of the pumped
droplet travels must be equal or greater than 2.5 mm/s.

We also tested various concentrations of DNA probes for the
inking and found that 1 pM was the optimum DNA concentration
for obtaining a reproducible and regular ‘coating’ (data not shown).
The resulting transfer of DNA inked on the PDMS stamp by our new
dynamic process is presented in Fig. 2h, according to the optimal
parameters described above. Though there was an irregularity at
the top of the print, likely due to the loading of the meniscus, the
total fluorescent intensity measured on each block bearing DNA
spots was consistent between blocks, with a CV in the range of
5-15%. This value was almost 20 times lower than with the con-
ventional inking method, proving the high reproducibility and
robustness of our dynamic inking technique. Moreover, and con-
trary to the conventional method, there was no formation of aggre-
gates with our dynamic inking process (Fig. 2g).

Furthermore, the superiority of our dynamic inking over the
conventional method in terms of reproducibility and regularity of
DNA ‘coating’ on the PDMS stamp was assessed by a statistical
analysis of the fluorescent signal intensities that was carried out
on 16 independent prints, half of them using the classical inking
method, the other half using the dynamic inking method. For each
print, 150 spots were taken into account. The boxplots (Fig. 3) ex-
pressed the distribution of median fluorescence intensities of these
150 spots for 8 prints obtained with each inking procedure. The
smaller the interquartile range of the boxplot is, the better the
reproducibility. This representation firmly illustrates the robust-
ness of dynamic inking over conventional inking. Quantitatively,
the overall CV for the 8 experiments of the dynamic inking process
is only 13% compared in 189% for the overall CV for the 8 experi-
ments of the conventional technique.

Finally, another advantage of our dynamic inking system using
the two plastic cover slips configuration as a reservoir was to re-
duce by 10 times the amount of DNA to ink the stamp. Further-
more, this reservoir remains available for several inking
processes without loss of material as the evaporation from the res-

ervoir is negligible. This is also an additional benefit in the perspec-
tive of making this inking method available for an industrial
process.

4. Conclusions

Dynamic PDMS inking for DNA patterning appears to be an
innovative and promising inking strategy. In this report, we show
that the dynamic PDMS inking process leads to reproducible and
regular inking over the entire stamp, via a controlled displacement
of the meniscus. We have found that the inking time does not seem
to play an important role in the inking process while the speed of
the triple line during the stretched meniscus recess appears to be
the key factor in the quality of the inking process. In addition,
the use of a reservoir in our inking technique greatly reduces the
consumption of biomolecules. The technique can be easily minia-
turized for multiplex inking in the prospect of using pLCP for bio-
chip fabrication.
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Résumeé

Le marché du diagnostic connait un essor consitérdépuis I'avenement de la
biologie moléculaire. Plus précis et souvent plagide, le diagnostic moléculaiie vitro
(DIV) est de plus en plus utilisé dans les labdrasod’analyses médicales. L’ensemble des
tests dédiés au marché du DIV répond a des cotdsagpcio-économiques tres précises
comme : la fiabilit¢ du résultat, le délai de répmncourt, le faible colt et la facilité
d’utilisation. Les indicateurs socio-économiquesninent que la technologie des biopuces est
un potentiel bon candidat pour répondre aux atsedte marché. En effet, cet outil permet
'analyse simultanée de plusieurs dizaines voingaees de séquences nucléiques et donc
I'identification d’autant d’organismes en une sealealyse. Cette technologie s’inscrit en
complément de la PCR en apportant I'avantage dellyge multiplexée a moyen débit. De
plus, elle permet de donner une réponse globala dailtiplicité des espéces présentes dans
I'échantillon sans avoir besoin de passer par uta@eéde culture. Néanmoins, cette
technologie n’est pas optimisée pour le marché WU BEn effet, son usage est complexe, peu
robuste et trop cher pour concurrencer les méthadaglles (microbiologie pasteurienne,
PCR, Elisa, etc..). Dans le but de réduire le a®ifabrication des biopuces a ADN, il est
donc nécessaire de développer des méthodes altemat

Dans un premier temps, l'objectif de cette theskeCa été de mettre au point un
prototype nouveau de dép6t de biomolécules basédithographie douce, permettant de
déposer les oligonucléotides sondes de fagcon rexép et selon des motifs micrométriques.
Cette nouvelle technologie a été évaluée par rampos technologies de références. Puis,
nous avons développé un procédé innovant de ddobletionnalisation de surface. Ce
procédé simple et rapide a pour avantages de éomatliser la biopuce avec la chimie de
surface et les sondes en une seule étape et d’atemhes signaux d’hybridation. La seconde
partie de la these a été de coupler cette noutedlenologie a la détection des événements
d’hybridation sans marquage en utilisant la diffi@t de la lumiére. La principale différence
avec la méthode de détection par fluorescence eepasl’adressage des sondes. En effet, le
dépdbt doit étre réalisé sous forme de réseauxgdedi nanométriques diffractants de facon a
ce que linteraction entre les molécules déposédssecibles qui interagissent soit tres
sensible. Cette seconde phase du projet a ét@armbiieuse et innovante. La faisabilité de
cette méthode de détection, démontrée par des aiond théoriques, a fait I'objet d'un
travail d’optimisation trés important et les réatsdt obtenus montrent que cette technologie
sans marquage est possible.

MOTS CLES : biopuce, diagnostic, oligonucléotides, fonctionsetion structurée de
surface, détection sans marquage.
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